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“Tumor necrosis factor alpha”, factor de necrosis tumoral alfa
“Transcription factors”, factores de transcripcién

“Transcription factors binding sites”, sitios de unidon a factores de la
transcripcion

Factor de crecimiento transformante beta 1
“Transcription Start Site”, sitio de inicio de la transcripciéon
“Universal Protein Resource”, base de datos

Molécula de adhesidn celular vascular 1



GLOSARIO DE TERMINOS

Células Natural Killer (NK): También conocidas como células K o células asesinas, son un
tipo de linfocitos y componente del sistema inmune innato.

Contig: Corresponde a un conjunto de fragmentos de secuencias de ADN solapadas que en
conjunto representan una regién consenso de ADN. También puede definirse como los
clones que se solapan formando un mapa fisico del genoma, usado para guiar la
secuenciacion y ensamblado.

Enhancer: Region corta de ADN (50-1500 pb) a la que se pueden unir proteinas (activadores)
para activar la transcripcion de un gen.

Genomic scaffold: Corresponde a “contigs” solapados separados por intervalos de largo
conocido.

Hardware: Conjunto de los componentes que integran la parte material de una
computadora.

In silico: Expresidn utilizada para referirse a “realizado en un computador o via simulacién
computacional”. La frase fue acuiiada en 1989 como alusién a las frases en latin “in vivo”,
“in vitro” e “in situ” cominmente usadas en biologia.

In situ: Palabra de origen latino; en el lugar original, en la posicion apropiada.

Neighbor Joining: Algoritmo utilizado para construir relaciones filogenéticas. El algoritmo
comienza con un arbol completamente sin resolver, cuya topologia corresponde a la de una
red en estrella, luego itera hasta que el arbol esté completamente resuelto y todas las
longitudes de rama sean conocidas.

Primer extension: Técnica usada en biologia molecular que permite identificar el extremo
5’ de un ARNm, y por tanto el sitio de inicio de la transcripcidon de un gen. El protocolo
comienza con un partidor (“primer”) de largo aproximado de 20 residuos, marcado en su
extremo 5’, complementario a la regién ubicada ~50-150 nucledtidos anterior al extremo 5’
de la secuencia de ARNm con la que hibrida. Se cataliza la elongacién del partidor hacia el
extremo 5’ del ARNm anadiendo transcriptasa inversa (RT) y reactivos adecuados. EIl ADN
complementario (ADNc) marcado resultante se analiza en un gel de electroforesis, seguido
de autoradiografia. El tamano de la banda detectada provee una medida de la distancia que
existe entre el extremo 5’ del oligonucledtido sintético hasta el inicio del transcripto de
ARNm. En teoria, el extremo 3’ del ADNc coincidira con el extremo 5 del ARNm, por lo
tanto, el tamafo del ADNc marcado deberia representar la distancia que existe en el
extremo 5’ del primer hasta el 5’ del ARNm.
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Promotor bashing: Técnica usada en biologia molecular para identificar las regiones de una
hebra de ADN, generalmente en un promotor, que afectan la transcripcidon de genes rio
abajo. En el ensayo “promotor bashing” se realiza una mutacion sitio dirigida o deleciones
en regiones determinadas del promotor y luego se mide la transcripcion del gen. Si la
mutacion varia los niveles de transcripcion, entonces dicha region del promotor
corresponden a un elemento regulatorio o un sitio de unidn a factores de transcripcién.

Region regulatoria cis: Segmento de ADN que regula la transcripcién. Estos segmentos
pueden ubicarse de forma discontinua colindante a la regidn 5’ del sitio de transcripcion,
Sin embargo, algunos segmentos individuales pueden residir en intrones, 5' y 3’ UTRs, o
decenas de kilobases a ambos lados del gen que regulan.

Regulacién en trans: Regulacion mediada por agentes localizados alejados del gen de
interés. En términos practicos, se refiere a cualquier parte del genoma excepto las regiones
cercanas al gen regulado.

S1 mapping analysis: Preparaciones de ARN que contienen un ARNm de interés se hibridan
a una sonda de ADN monocatenario complementario. Se utilizan nucleasas S1 para
degradar las regiones no hibridadas de la sonda al finalizar el periodo de reaccidén. Los
supervivientes hibridos ADN-ARN son separados por electroforesis en gel y se visualizan por
autorradiografia o hibridacidon Southern. El método se puede usar para cuantificar ARN,
mapear posiciones de intrones y para identificar las ubicaciones de los extremos 5'y 3' de
ARNm en moldes de ADN clonados.

Scavenger receptor: Receptores de superficie celular que unen tipicamente multiples
ligandos y promueven la remocién de blancos alterados propios y no propios.
Generalmente funcionan via mecanismos que incluyen endocitosis, fagocitosis, adhesion, y
sefializacion que desencadena la respuesta de eliminacion y degradacién de sustancias
daiinas.

Software: Conjunto de programas, instrucciones y reglas informaticas para ejecutar ciertas
tareas en una computadora.

Técnica shotgun: EI ADN a ser secuenciado es digerido por endonucleasas no especificas en
forma controlada, fraccionado por tamafio y clonado generalmente en vectores fago como
hebra simple. Luego los clones son tomados de forma aleatoria y usados como molde para
la secuenciacién. Programas computacionales leen los extremos superpuestos de
diferentes lecturas para ensamblarlos en una secuencia continua.

UPGMA: “Unweighted Pair Group Method with Arithmetic Mean”. Algoritmo utilizado para

construir relaciones filogenéticas. En cada paso, las dos agrupaciones mas cercanas se
combinan en un grupo de mayor nivel. La distancia entre dos grupos A y B se considera
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como el promedio de todas las distancias medias entre los elementos de cada agrupacion.
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RESUMEN

Las enfermedades cardiovasculares (CVD) representan la principal causa de muerte a
nivel mundial. El principal factor de riesgo de esta patologia es el colesterol constituido por
lipoproteinas de baja densidad (LDL, “Low Density Lipoprotein”). En condiciones patoldgicas
el LDL puede oxidarse originando LDL oxidadas (oxLDL). LOX1 es el receptor de oxLDL
perteneciente a la familia Lectina tipo C. En fibroblasto cardiaco, la activacion de LOX1
aumenta el crecimiento celular y promueve la sintesis de colageno bajo condiciones
patoldgicas.

El objetivo general de esta memoria fue analizar y comparar el gen OLR1 de humano,
rata y ratén a nivel de genes, transcripcion y proteinas, utilizando herramientas
bioinformaticas.

Se identificaron vecindades genéticas de OLR1 conservadas en las tres especies en
estudio, destacandose el solapamiento del gen OLR1 con el gen TMEM52B en humano, y el
solapamiento del gen OLR1 con el gen CLEC9A en ratén. Estos influyen en la regulacién de
transcritos de OLR1, debido a la gran variedad de ARNm encontrados. Asimismo, esta
diversidad se explicaria por fenédmenos de poliadenilacion alternativa (APA) presentes en el
gen OLR1 de acuerdo a los sitios de sefializacién de APA encontrados en humano. La
transcripcion de OLR1 también es regulada por su regién promotora, en la que se
identificaron secuencias de union a los siguientes factores de transcripcién (TFs) comunes
a las tres especies: AP-1, BRCA1, NKX1-3 y BACH1. Los factores de transcripcion
potencialmente afectados por polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) en humano son
Hand1, Pax-4, p53 y BRCA1.

Desde la perspectiva proteica, en humano y ratén existen 3 isoformas para el receptor
LOX1, mientras que en rata sdlo existe una isoforma. Las isoformas 2 y 3 de LOX1 de humano
no unen oxLDL y no forman dimeros.

Para validar algunos resultados y predicciones de este estudio se proyecta obtener

evidencia experimental en el laboratorio.
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SUMMARY

Comparative bioinformatic analysis of gene encoding the receptor for oxidized low

density lipoprotein LOX1 in rat, mouse and human.

Cardiovascular diseases (CVD) are the leading cause of death globally. The main risk
factor for these diseases is LDL (Low Density Lipoprotein) cholesterol. In pathological
conditions, these lipoproteins can undergo oxidation resulting in oxidized LDL (oxLDL). LOX1
is the oxLDL receptor belonging to the C-type lectin family. Increases in LOX- 1 activation
promote cell growth and collagen synthesis under cardiac pathological conditions in cardiac
fibroblasts.

In this work a genetic, transcriptomic and protein structure of the OLR1 gene was
performed, which codes for the LOX1 protein. A bioinformatic search and analysis of
sequences associated with the OLR1 gene and LOX1 receptor in humans, mice and rats was
performed.

The genomic neighborhoods of the OLR1 gene is conserved among the three species
under study. In human the TMEM52B gene overlaps the OLR1 gene, while the CLEC9A gene
overlaps the OLR1 gene in mice. The neighboring genes influence OLR1 transcription, giving
rise to a variety of mRNAs. Also, mRNA diversity is explained by alternative polyadenylation
(APA) present in the OLR1 gene, according to APA signaling sites found in humans. OLR1
transcription is also regulated by its promoter region. Common transcription factor binding
sequences were identified among the three species: AP-1, BRCA1, NKX1-3 and BACH1
transciption factors. Transcription factors (TFs) potentially affected by a single nucleotide
polymorphisms (SNP) in humans are Hand1, Pax-4, p53 and BRCA1.

Three isoforms exist for the LOX1 receptor in human and mouse, while in rat only one
isoform is found. Isoforms 2 and 3 of human and mouse LOX1 do not bind oxLDL and do not
form dimers.

In order to validate some results and predictions of this study is necessary to obtain

experimental evidence in the laboratory.
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1. INTRODUCCION

1.1.Enfermedad cardiovascular

Las enfermedades cardiovasculares (CVD) representan la principal causa de muerte a
nivel mundial y el 30% de las muertes en el continente Americano (OPS, Organizacion
Panamericana de la Salud). Especificamente, la enfermedad isquémica de corazon es la
primera causa de muerte en América (11,69 % de las defunciones en el 2010). Se caracteriza
por una obstruccion del riego arterial al musculo cardiaco causando hipoxemia, déficit de
sustratos necesarios para la produccién de ATP y un depdsito anormal de productos de
desecho del metabolismo celular. En Chile, el 45,6% de las defunciones (7.933 muertes
anuales) son causadas por este tipo de patologia.

Entre los factores de riesgo asociados a patologias cardiacas se encuentra el consumo
de cigarrillo, diabetes mellitus, hipertensidn y dislipidemia. Este ultimo factor se relaciona
con altos indices de colesterol total. El colesterol constituido por lipoproteinas de baja
densidad (LDL o “Low Density Lipoprotein”) estd estrechamente relacionado a la
enfermedad isquémica de corazén (Verhoye & Langlois, 2009). En condiciones patoldgicas,
las LDL se pueden modificar por oxidacion de sus componentes (Metha J, 2005) dando

origen a LDL oxidadas (oxLDL).

1.2.LDL

Las particulas de LDL estan formadas por un nucleo hidrofébico de acidos grasos
poliinsaturados, moléculas de colesterol, y un revestimiento constituido por
apolipoproteina B-100 (ApoB-100), fosfolipidos y colesterol no esterificado (Verhoye &
Langlois, 2009). Se pueden modificar mediante oxidacion inmediata y preferencial de
residuos aminoacidicos de ApoB-100, en ausencia de antioxidantes lipidicos solubles, y/o
por peroxidacion lipidica (Soler-Cantero A, 2012). También, es posible que la pérdida de
antioxidantes propios de su estructura, como el alfa-tocoferol y ubiquinol-10, produzcan la
primera oxidacion lipidica de gran parte de los acidos grasos poliinsaturados, generando

hidroperéxidos como productos. Estos pueden fragmentarse, originando una oxidacién
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lipidica secundaria cuyos productos pueden reaccionar con residuos de lisina de ApoB-100,

dando lugar a oxLDL (Soler-Cantero A, 2012) (Figura 1).

Modificacion de apoB
Peroxidacion por productos de la
lipidica oxidacion

LDL MM-LDL Ox-LDL
Enriquecido con Reconocido
OxPC por receptores
scavenger
O Moléculas lipidicas naturales ApoB
. OxPC
O Otros productos de “ ApoB
' oxidacioén lipidica ‘.lll‘ modificado

Figura 1. Esquema de la oxidacidon de LDL por oxidacion lipidica secundaria. LDL: lipoproteinas de baja
densidad; MM-LDL: lipoproteinas de baja densidad minimamente modificadas; oxLDL: lipoproteinas de baja
densidad oxidadas; OxPC: productos de oxidacién lipidica; apoB: apolipoproteina B. (Figura adaptada y
traducida de).

1.3.El receptor de oxLDL, LOX1 (“Lectin-like Oxidized LDL Receptor-1")
LOX1 corresponde a una glicoproteina de transmembrana, de secuencia aminoacidica

conservada entre mamiferos, cuyo peso molecular es 50 kDa (Yoshimoto R, 2011). Tiene un
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dominio N-terminal citoplasmatico, un Unico dominio transmembrana y uno extracelular
gue comprende una region tipo cuello, seguido del dominio C-terminal tipo lectina
(Yoshimoto R, 2011) (Figura 2). Este ultimo, une ligandos y también participaria en el inicio
de la internalizacién y fagocitosis del ligando (Yoshimoto R, 2011). En 1997, Sawara y sus
colegas clonaron por primera vez este receptor a partir de células de endotelio adrtico de

bovino (Metha J, 2005).

Dominio
Lectina tipo C

Dominio
cuello

Dominio
transmembrana
Dominio
citoplasmatico

Figura 2. Esquema de LOX1. Se muestra el dominio citoplasmatico en morado, el dominio transmembrana
en celeste, el dominio cuello en verde y el dominio Lectina tipo C en rojo. Se indican los sulfuros
correspondientes a residuos de triptofano que forman puentes disulfuros para estabilizar la proteina. En
flechas celestes se indican los sitios de corte de la proteina que generan LOX1 soluble. (Figura adaptada y
traducida de .

En placas de aterosclerosis coronaria se han detectado niveles séricos elevados de una

version soluble de LOX1 en el sistema circulatorio de pacientes con sindrome coronario



agudo (ACS). El aumento de actividad de serina proteasas y metaloproteinasas de matriz
extracelular escinden LOX1 y promueven la liberacion de su forma soluble al sistema
circulatorio .

Se ha reportado que LOX1 se expresa en células endoteliales, macrofagos, plaquetas,
musculo liso, ovario y fibroblastos cardiacos (Yoshimoto R, 2011), (Metha J, 2005). A pesar
de ser considerado como un receptor tipo “scavenger”, el analisis de secuencia y estructura
sugiere que se parece mas a receptores caracteristicos de células “Natural Killer” (NK)
(Metha J, 2005). LOX1 puede unir otros tipos de ligandos, ademas de oxLDL, tales como
lipopolisacarido (LPS), plaquetas, células muertas, quimicos polianiénicos y fosfolipidos

anidnicos (Figura 3).

OxLDL Plaquetas Células Bacterias
muertas

b ’/,mibob\ W

Aterosclerosis Inflamacion

Figura 3. Esquema de LOX1 y sus ligandos. LOX1 no es un receptor exclusivo de oxLDL, pero es el Unico
receptor conocido que une este tipo de moléculas. Ademas de unir oxLDL, LOX1 une plaquetas, LPS de
bacterias y reconoce células muertas, entre otros ligandos. (Figura adaptada y traducida de ).

1.4.L0X1 en fibroblastos cardiacos
El tejido cardiaco esta formado por varios tipos celulares, entre los que se encuentran a

los miocitos cardiacos y fibroblastos. Los fibroblastos cardiacos representan



aproximadamente el 25% del volumen del tejido de miocardio y aproximadamente el 60%
de todas las células en el corazén (Wang X, 2013).

El desarrollo de tejido fibrético involucra un desequilibrio entre la sintesis y degradacion
de colageno por fibroblastos, activacién del sistema inmune, inflamacién y disfuncion
vascular. Esto es cominmente observado en patologias cardiacas (Del Principe D, 2013)
(Figura 4).

La activacién de LOX1 en el fibroblasto cardiaco gatilla un aumento en el crecimiento
celular y promueve la sintesis de colageno (Wang X, 2013). Este es un proceso tipico de
remodelacién del tejido, que ocurre en alteraciones relacionadas con la senescencia en el
corazon y enfermedades cardiacas como isquemia o alzas de presién, pudiendo proceder a
sindrome de falla cardiaca (Wang X, 2013). La fibrosis de miocardio es un proceso complejo
que involucra a cada componente celular del tejido del miocardio. Los miofibroblastos
cardiacos tienen un rol central en este proceso al incrementar la produccion de colagenoy
otros componentes de la matriz extracelular, bajo la influencia de sefiales como apoptosis

de miocitos, citoquinas proinflamatorias y especies reactivas del oxigeno (ROS)(Figura 4).
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Figura 4. Esquema de fibrosis cardiaca por isquemia. A la izquierda se representa el tejido cardiaco sano, con
poblaciones celulares de cardiomiocitos, miofibroblastos, macrofagos, etc; la imagen a la derecha representa
el tejido cardiaco luego de sufrir injuria al corazén y su consecuente remodelado caracterizado por un
aumento en las fibras de colageno, infiltracion de macréfagos y cambio en el fenotipo del miofibroblasto.
Esquema adaptado y traducida de .

LOX1 es parcialmente responsable de la mantencién del fenotipo en fibroblasto
cardiaco en relacién a la organizacion del citoesqueleto y proliferacion celular, de acuerdo
a lo que el equipo de Wang y cols. demostrd en el afio 2003. Especificamente, la delecidn

del gen que codifica a LOX1 resulta en una alteracién severa de la distribucién de F-actina,
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falla en la mitosis, poliploidia y aumento del tamafio de este tipo celular. Al transfectar los
fibroblastos cardiacos knockout para este receptor con el gen que codifica para LOX1 se
restaura la morfologia, organizacidon del citoesqueleto y actividad mitdtica. Ademas,
observaron que los fibroblastos senescentes eran mucho mdas grandes, tenian un
citoesqueleto anormal y secretaban mas colageno que los fibroblastos en corazones de
ratones jovenes (Wang X, 2013).

La expresién de proteina LOX1 puede aumentar por estimulos pro-ateromatosos como
TNF-a, angiotensina Il (Ang-1l), oxLDL y estrés mecanico por fluidos (Zhu H, 2005); ademas,
de estimulos presentes en patologia diabética como altos niveles de glucosa y ROS (Yan M,
2011). In vitro, la expresion basal del gen codificante para LOX1 es baja, pero puede ser
fuertemente inducida por estimulos pro-inflamatorios y pro-oxidativos en células

endoteliales, de musculo liso y macréfagos (Yoshimoto R, 2011).

1.5.Gen que codifica a LOX1

En Homo sapiens (humano) existe una sola copia del gen que codifica para el receptor
LOX1 ubicado en el cromosoma 12p12.3-p13.2, y es conocido como gen OLR1 , . OLR1 se
encuentra inserto en el cluster de genes de la subfamilia de receptores de lectina tipo C
(CLEC), involucrados en el sistema inmune innato agrupado en un complejo de genes que
codifican receptores asociados a células “Natural Killer” . La estructura del gen OLR1
consiste en 6 exones interrumpidos por 5 intrones, abarcando cerca de 7000 pares de bases
(pb). Los exones 1 al 5 de OLR1 tienen un largo aproximado de 102 pb a 246 pb, mientras
gue el exén 6 es mas largo con 1722 bp . La secuencia del exdn 1 de OLR1 incluye la region
5’-UTR (regiodn no traducida 5’) y parte del dominio citoplasmatico de la proteina LOX1, el
exon 2 codifica el resto del dominio citoplasmatico y el dominio transmembrana de LOX1,
el exén 3 de OLR1 codifica el dominio tipo cuello de la proteina, y los exones 4 a 6 codifican
el dominio tipo lectina y 3’-UTR (regién no traducida 3’) de LOX1 .

Tanto el equipo de Aoyama y cols. (1999) como el grupo de Yamanaka y cols. (1998) se
dedicaron a estudiar la region regulatoria o promotora proximal del gen que codifica a

LOX1. Ambos coinciden en que se localizan cajas TATA y CAAT a 29pb y 99pb,
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respectivamente, rio arriba del sitio de inicio de la transcripcidon; ademas, identificaron una
variedad de potenciales sitios de unidén a factores de transcripcidn utilizando analisis
computacionales, atribuyendo el caracter de “enhancer” a la secuencia . Metha y cols.
(2005) identificaron un sitio de unidn al factor de transcripcién octamérico (Oct-1, se une a
secuencias "ATTTGCAT") utilizando “promoter bashing”, comprendido en la region
promotora entre los nucledtidos (nt) -1494 y -1599, como necesario para la activacion del
promotor de LOX1 inducida por oxLDL (Metha J, 2005). De la misma forma, identificaron un
sitio de unién activo para NF-kB necesario para la activacién en trans del promotor LOX1
inducido por Ang-Il, ubicado las posiciones -2247 y -2131 (Metha J, 2005).

Se han reportado 446 polimorfismos de un solo nucleétido (SNP) de LOX1 en la
poblacién humana, de los cuales aproximadamente 19 involucran cambios conservativos
en aminodcidos y 16 cambios no conservativos . El equipo de Mango y cols. (2003) realizé
un estudio en la poblacién italiana y asocié un SNP alojado en la regién 3’'UTR de OLR1 a
enfermedad cardiaca: se encontré un 91,3% de prevalencia de SNP (C>T, a 188pb de la seiial
de término de la traduccién) en pacientes con infarto agudo al miocardio en comparacion
una prevalencia de 73,8% en pacientes sanos . Biocca y cols. (2009) también reportaron un
SNP relacionado con infarto agudo al miocardio en OLR1; en este caso, el SNP (501G>C) se
aloja en una regién codificante produciendo un cambio no-sindnimo en la posicidn 167 de
la proteina LOX1 (p.K167N), alterando la afinidad del receptor por el ligando oxLDL (Biocca
S, 2009).

El gen que codifica LOX1 en ratén es conocido como Olrl . Estd ubicado en el cromosoma
6, tiene un tamafio de 22109 pb, y codifica para una proteina de 366 aminoacidos .

Al igual que en ratén, el gen que codifica a LOX1 en rata es conocido como Olrl . Estd
ubicado en el cromosoma 4, tiene 22085 pb de tamaiio y codifica para una proteina de 368
aminoacidos .

En 1998, el equipo liderado por Miki Nagase (1998) aislé y caracterizo el gen que codifica
para LOX1 en rata. De acuerdo a su estudio, Olrl consiste en 8 exones ordenados en
correspondencia a los dominios funcionales de la proteina: exones 3, 4 y 5 presentan un

motivo de 46 aminoacidos triplicado correspondiente al dominio extracelular (no se ha
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encontrado este motivo repetido en bovino o humano) . Ademds, utilizando técnicas
experimentales como “primer extension” y “S1 mapping analysis”, localizaron el sitio de
inicio de la transcripcion 62 pb rio arriba del sitio de inicio de la traduccion, 25 pb rio debajo
de un motivo TATA-like boxy 93 bp rio debajo de un sitio CAAT-like box . Al analizar la regidn
promotora se encontro la presencia de potenciales elementos cis que pueden actuar como

reguladores del gen, entre ellos sitios de unién a NF-kB, AP-1 y AP-2. .

1.6. Estudio in silico

Hoy en dia existe una gran cantidad de datos genédmicos disponibles en linea, lo que
permite que las ciencias biomédicas se acerquen paulatinamente, pero cada vez mas, a una
perspectiva computacional. El analisis de datos existentes en linea permite realizar nuevos
descubrimientos. Por primera vez en la historia, los investigadores retnen rutinariamente
mas informacion de la que pueden analizar de manera significativa. Como resultado, la
ciencia es ahora rica en datos, pero pobre en descubrimientos. Para las personas que
trabajan en convertir los datos en informacion util, el éxito a menudo significa desarrollar y
compartir nuevas herramientas, metodologias y practicas que permiten responder a las
preguntas de investigacién a una escala que no era posible anteriormente.

Esta memoria abordara el estudio de los diferentes datos gendmicos disponibles,
utilizando diversos algoritmos y herramientas bioinformaticas con el objetivo de aportar un
analisis genético, transcriptémico y proteico de los ortdlogos del gen que codifica para el
receptor de oxLDL en Homo sapiens (humano), Mus musculus (ratén) y Rattus norvegicus
(rata), que permita escoger modelos de estudio animales lo mas cercano a posible a lo que
ocurre en patologias cardiacas en humano. Para esto se seleccionaron las secuencias de
genes, transcritos y proteinas en bases de datos referentes a gen OLR1 y proteina LOX1 de
humano, rata y ratéon. Con esta informacidn se analizaron los contextos gendmicos de gen
OLR1, se buscaron sitios de union a factores de transcripcién en el promotor de gen en las
tres especies y se correlacionaron con SNP presentes en gen OLR1 humano. Se realizaron

alineamientos de las secuencias proteicas de LOX1 de las tres especies y se construyeron



modelos de las isoformas para identificar similitudes y diferencias entre las estructuras de
una misma especie y entre cada especie.

Estudios como el presentado en esta memoria se han realizado en otro tipo de
patologias. “The project's cancer group” esta buscando sistematicamente a través de los
genes secuenciados con la finalidad de compararlos con aquellos presentes en células
cancerosas. Las diferencias genéticas aparentemente son pistas hacia los mecanismos
bioldégicos del desarrollo de cancer y podrian ayudar a encontrar nuevas herramientas de
diagnéstico y tratamiento. Mike Stratton (2000), lider del proyecto cancer, dice: “En 20 afios
mas el tratamiento del cancer se transformara” (Yamey, 2000). Las expectativas de esta
memoria de titulo son similares, pero con un objetivo centrado en el estudio,
desciframiento y tratamiento de patologias cardiacas en un futuro cercano. Generalmente,
los estudios gendmicos asociadas a patologias se centran en mutaciones que afectan
regiones codificantes de una proteina, dejando de lado la importancia de mutaciones
alojadas en regiones no codificantes . Especificamente, a través de este estudio esperamos
entender de mejor forma el rol de regiones regulatorias en OLR1, y su influencia en

patologia cardiaca.



2. OBIJETIVOS

2.1.Objetivo general

Realizar analisis bioinformaticos comparativo del gen que codifica para el receptor de

lipoproteinas de baja densidad oxidadas LOX1 de humano, rata y ratdn, a nivel de genes,

transcripciéon y proteinas, mediante la utilizaciéon de herramientas bioinformaticas.

2.2.Objetivos especificos

1.

Seleccionar las secuencias de genes, transcritos y proteinas en bases de datos
referentes a LOX1 de humano, ratén y rata.

Analizar el contexto genémico del gen de LOX1 (OLR1) de humano, ratén y rata para
observar similitudes y diferencias.

Estudiar la regulaciéon de gen OLR1 mediante la blsqueda de sitios de unién a
factores de transcripcién en los promotores de OLR1 de humano, ratén y rata, y su
correlacion con SNP en humano.

Realizar un analisis comparativo de las secuencias y estructuras proteicas de LOX1
de humano, ratén y rata.

Establecer potenciales sitios de poliadenilacidn alternativa en el gen OLR1 humano,
usando DNAFSMiner en linea.
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3. METODOLOGIA

3.1.Recopilacion de datos

La busqueda de informacidn se realizé en bases de datos concernientes al contexto del
tema en estudio (NCBI, GeneCards, Uniprot, PDB, etc), utilizando las abreviaturas “OLR1” y
“LOX1” como palabras claves en los motores de busqueda. La informacién fue revisada,
catalogada, filtrada y acotada de acuerdo al enfoque de este trabajo, relativo a la busqueda
de secuencias genéticas, transcritos y de proteinas considerando como especies objetivo de
este estudio a Homo sapiens, Mus musculus y Rattus norvegicus. En casos particulares, se
contactd directamente via email a la base de datos (NCBI, DDBJ) para obtener la primera

fecha de disponibilidad publica de secuencias sin especificaciones.

3.2. Andlisis de secuencias

Las secuencias ortélogas de LOX1 en Homo sapiens, Mus musculus y Rattus norvegicus
se sometieron a un andlisis comparativo con la finalidad de caracterizar las similitudes y
diferencias en cuanto a contextos genédmicos, tamafno de secuencias, nUmero y tamafio de
exones e intrones, variaciones gendmicas, identificacion de regiones promotoras,
contenido de nucledtidos y aminoacidos segun corresponda. También, se caracterizaron el
punto isoeléctrico, indice alifatico y masas moleculares de isoformas. Se ejecutd un informe
estadistico comparativo de las secuencias y se confeccionaron alineamientos de secuencias
empleando CLC Sequence Viewer 7.5 . Los analisis filogenéticos y de evolucion molecular se
hicieron usando MEGA version 6 . Los resultados se resumieron, contrastaron y agruparon

en tablas y figuras.

3.2.1. CLC Sequence Viewer 7.5
CLC Sequence Viewer genera una interfaz de software que permite realizar un gran
numero de analisis bioinformaticos, combinado con la gestion de datos y excelentes
opciones de visualizacion y salida de graficos. El paquete de software es una edicion

comunitaria, disponible para Windows, Mac OS Xy Linux. La descarga es gratuita. .
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Se utilizé el buscador de secuencias de CLC Sequence Viewer 7.5 usando la palabra clave
“OLR1” y la nomenclatura binominal de la especie objetivo. Se identificaron las secuencias
que incluyen el gen OLR1, y se descargaron para su analisis. Se excluyeron secuencias tipo
CDS (Coding DNA Sequence), andamio (genomic scaffold, porciones de secuencia del
genoma reconstruida a partir de secuencias de clones generados por técnica shotgun),
ensamblados, microARN, secuencias patentadas; y se conservaron secuencias descritas
como ADN, ARNm y aminodcidos que coinciden con los objetivos de busqueda.

Se selecciond la opcion para visualizar la secuencia del gen OLR1, su vecindad,
transcritos y exones con el software CLC Sequence Viewer 7.5 (®2014 CLC bio, a QIAGEN
Company). Los resultados se organizaron en tablas resumen, que incluyen informacién
directa desde GenBank y CLC Sequence Viewer 7.5 .

Para realizar los alineamientos, se descargod la secuencia del gen OLR1, o de la proteina
LOX1, en formato FASTA desde la base de datos de NCBI. Se cargd en CLC Sequence Viewer
7.5 y se procedié con el alineamiento en modo lento y muy preciso. Los archivos generados
se guardaron en formato FASTA y las graficas en formato JPG. El andlisis de alineamiento se

realizé en MEGA 6 .

3.3.Prediccidn de sitios de unidn a factores de transcripcion (TFBSs)

Se identificaron potenciales secuencias cortas (6-12pb) que podrian actuar como TFBSs
en la region considerada como promotora de LOX1, (1000pb previas al TSS [Sitio de inicio
de la transcripcion]), utilizando LASAGNA-Search 2.0 como herramienta bioinformatica.
Esto se realizd para las tres especies en estudio, los resultados se presentaron en diagramas
de redes de regulacion de factores transcripcionales (Networks de regulacién) y se

agruparon los resultados comunes a las especies en estudio en una tabla resumen.

3.3.1. LASAGNA-Search 2.0
LASAGNA-Search 2.0 es una herramienta integrada para la busqueda vy visualizacion de

sitios de union a factores de transcripcion (TFBS), basada en el algoritmo LASAGNA .
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Para efectos de esta investigacion, se trabajé tanto con modelos derivados de matrices
(Matrices TRANSFAC y JASPAR CORE) como con modelos de alineamiento LASAGNA (TFBSs
TRANSFAC y ORegAnno). Se usaron las secuencias de ARNm NM_002543.3 (Isoforma 1
LOX1) para humano, NM_138648 (Isoforma 1 LOX1) para ratén y NM_133306 (Isoforma 1)

para rata.

3.4.Correlacion entre TFBSs y SNP

Una vez identificadas las potenciales secuencias que cumplen con los requisitos para ser
consideradas TFBSs en humano, se compararon con las regiones en las cuales se alojan SNPs
en la misma especie. De esta forma, se determind si existen SNP alojados en los TFBSs
descritos que pudiendo afectar la transcripcién del gen OLR1. Para esto, se utilizé el
visualizador de genes de la base de datos NCBI y se establecié como punto de nuevo origen
el inicio de transcripcién de NM_2543.3. También, se marcé la regién promotora de OLR1
con marcadores de posicidn, ubicando el marcador 0 al “Transcription Start Site” (TSS) y
como marcador 1000 a la posicion ubicada 1000 pares de base rio arriba del TSS. Se efectud
un “zoom” a nivel de nucleétidos en la regiéon promotora de OLR1, se limpid el area de
visualizaciéon dejando a la vista sélo la secuencia de genes y dbSNP 142 (Homo sapiens
Annotation Realease 106) All data?, se recorri6 el drea del promotor de OLR1 en busqueda
de los polimorfismos, se correlaciond su posicién con los TFBS previamente identificados y

los resultados de agruparon en tablas.

3.5.Prediccion de sitios de poliadenilacion alternativa (PAS)
Utilizando DNAFSMiner como herramienta bioinformatica, se identificaron potenciales
secuencias de sefializacién de poliadenilacién en secuencias de humano con el fin de

examinar poliadenilacion alternativa en el gen OLR1 de humano.

1 “dbSNP 142 (Homo sapiens Annotation Release 106) All data” corresponde a la base de datos de
polimorfismos de un solo nucleétido especifica para humano, sin exclusion de datos, cuya liberacién
de anotaciones corresponde a la nimero 106.
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Ademas, se consulté la base de datos concerniente a poliadenilacion alternativa APASdb
en busqueda de informacién sobre OLR1. Los resultados de esta busqueda se

esquematizaron en una figura.

3.5.1. DNAFSMiner

Esta es una herramienta bioinformatica en linea con utilidad para reconocer sitios
funcionales en secuencias de acidos nucleicos. Actualmente, este software proporciona dos
herramientas: TIS Miner y Poly(A) Signal Miner. La primera se puede utilizar para predecir
sitios de iniciacion de traduccién en el ADN de vertebrados / secuencias de ARNm / ADNc,
mientras que Poly(A) Signal Miner permite identificar PAS en secuencias de ADN humano.

En esta memoria de titulo se utilizd Poly(A) Signal Miner para identificar secuencias
AATAA y ATTAAA en el gen OLR1 humano como PAS. Las secuencias del gen OLR1 fueron
ingresadas en formato FASTA en el servidor en linea y se selecciond la secuencia a identificar
en las opciones del servidor. Los resultados obtenidos fueron agrupados en una tabla y
filtrados de acuerdo a su puntaje (“score”, considerandose como PAS madas probables a

aquellos con puntaje igual o superior a 0,6 de acuerdo al manual del programa).

3.6.Construccion de dendogramas filogenéticos

A partir de los alineamientos de proteinas generados en CLC Sequence Viewer , se
construyeron arboles de distancia filogenética usando Mega 6 seleccionando los algoritmos
UPGMA y Neighbor Joining. En ambos casos se selecciond un “bootstrapping” de 10.000 y

los resultados se expresaron en cladogramas.

3.6.1. MEGA 6
MEGA es una herramienta integrada para realizar alineamientos de secuencias, inferir
arboles filogenéticos, estimar tiempos de divergencia, mineria de datos en linea, estimar
tasas de evolucion molecular, inferir secuencias ancestrales, y probar hipotesis evolutivas.
Se cargd en MEGA 6 los alineamientos de proteina, previamente hechos en CLC

Sequence Viewer, en formato FASTA. Se seleccioné la variable “protein sequence” en “Input
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Data” y se marcaron las secuencias variables. Los resultados de las variaciones en las

secuencias se representaron en tablas y figuras.

3.7.Modelamiento de proteinas

Las secuencias blanco (“target”) a ser modeladas se descargaron en formato FASTA
desde la base de datos de NCBI y se alinearon de forma multiple en el servidor BLAST. A
partir de este alineamiento, se modeld la proteina utilizando los servidores en linea
SwissModel. Para esto, se actualizd y adapté el protocolo descrito por Bordoliy cols. en el
afio 2009. Los mejores modelos fueron seleccionados de acuerdo a los indices QMEAN y

GMAQE. Se utilizé software VMD 1.9.2. para gestionar los modelos obtenidos.

3.7.1. Servidor en linea BLAST
Siguiendo el protocolo descrito por Bordoli y cols (2009), la secuencia objetivo se ingresé
en formato FASTA en la pagina web del servidor en linea BLAST. Se seleccioné la base de
datos PDB en la configuracién de busqueda, se escogid el algoritmo BLASTp para el
alineamiento multiple y se ejecutd el servidor. Una vez que los resultados del alineamiento
multiple fueron expuestos, se seleccionaron aquellas secuencias que contaran con
estructuras descritas por cristalografia de Rayos-X, resolucién igual o menor a 2A, un

minimo de identidad de secuencias de 70% y un E “value” menor a 1.

3.7.2. Servidor en linea CLUSTAL W2
ClustalW2 es un programa de alineamiento multiple de secuencias de proteinas o ADN
para propodsitos generales. Una vez seleccionada la secuencia molde (“template”)
pertinente segun BLASTp, se alined con la secuencia objetivo utilizando CLUSTAL W2 online
de acuerdo a las indicaciones del protocolo de modelamiento de proteinas descrito por

Bordoli y cols. . Los alineamientos se descargaron en formato FASTA.

3.7.3. Servidor en linea SwissModel
SwissModel es un servidor de modelamiento de estructuras proteicas por homologia,

accesible a través del servidor web ExPASy, o desde el programa DeepView (Swiss Pdb-
15



Viewer). El propdsito de este servidor es hacer el modelamiento de proteinas accesible a
todos los bioquimicos y bidlogos moleculares .
El alineamiento generado a través de CLUSTAL W2 se cargd en el servidor SwissModel,

se asigné un nombre de proyecto y se procedid a construir el modelo de acuerdo al

protocolo del software.

A continuacion se presenta un esquema que sintetiza el trabajo realizado en esta

memoria para optar al titulo profesional de bioquimica (Diagrama 1)
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4. Diagrama de flujo de la investigacion bioinformatica de OLR1 y LOX1 en humano, raton y rata

Busqueda de secuencias OLR1 y LOX1 en hases de datos
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Diagrama 1. Esquema de trabajo de tesis. Se observa division de la investigacion en etapas segun tema, las operaciones realizadas y el programa y/o base de
datos ocupado.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1. Gen OLR1 en humano, raton y rata

5.1.1. Sindnimos de LOX1 para gen y proteina

El primer objetivo de este trabajo fue seleccionar las secuencias de genes, transcritos y
proteinas en bases de datos referentes a LOX1 de humano, ratén y rata. Para ello se
buscaron las secuencias del gen OLR1 humano en la base de datos de NCBI, . Se encontré
una pagina sinopsis que agrupa la descripcion resumida de las caracteristicas del gen OLR1
y su vecindad, ARNm, proteinas, SNPs, entre otra informacién.

El gen humano OLR1 codifica al receptor LOX1, perteneciente a la superfamilia lectina
tipo C (Yoshimoto R, 2011) y estd en ubicado en el brazo corto del cromosoma 12,
especificamente en la posicién p13.2 (Gene ID: 4973, 2015) como copia Unica en el genoma
haploide (OLR1 Gene, GeneCards, 2015). Presentd ortdlogos en organismos mamiferos
como chimpancé (Pan troglodytes), vaca (Bos taurus), perro (Canis familiaris), ornitorrinco
(Ornithorhynchus anatinus), ratédn (Mus musculus), rata (Rattus norvegicus) y también
reptiles como lagartija (Anolis carolinensis) (MSN Gene, 2015). En ratdn, el gen se ubica en
el cromosoma 6 (Gene ID: 108078, 2015), y en rata en el cromosoma 4 (Gene ID: 140914,
2015); en ambos casos esta presente como copia Unica en el genoma haploide.

En la Tabla 1 se agruparon los sindbnimos que recibe el gen OLR1 segun especie, y se
indica la pagina web de referencia correspondiente. Como se observa, no existe un
sindnimo comun a las tres especies, sdlo “LOX-1" es sindnimo comun entre ratén y rata. En
la Tabla 2 se agruparon los sinédnimos que recibe la proteina LOX1 segun especie, indicando
la pagina web de referencia correspondiente. Se registraron tres sindnimos comunes para
LOX1 a las tres especies (“lectin-type oxidized LDL receptor 1”, “oxidized low-density
lipoprotein receptor 1” y “ox-LDL receptor 1”), dos sindnimos comunes a rata y ratdn
(“lectin-like oxidized LDL receptor 1” y “lectin-like oxLDL receptor 1”) y uno comun para

humano y rata (“oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1”).
18



Tabla 1. Sindonimos del gen OLR1 para Homo sapiens, Mus musculus y Rattus Norvegicus.

Nombre Gen Organismo Referencia - Web
OLR1 Hs http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/4973
CLECBA Hs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
LOX1 Hs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
LOXIN Hs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
SCARE1 Hs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
SLOX1 Hs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
LOX1 Hs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/108078
LOX-1 Mm/Rn httE://WWW.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140914
SR-EI Mm http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/108078
Scarel Mm http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/108078
OldlIrl Rn http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140914
Oldrl Rn http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140914

Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus

Tabla 2. Sindnimos de la proteina LOX1 para Homo sapiens, Mus musculus y Rattus Norvegicus.

Nombre Proteina Organismo Referencia - Web
C-type lectin domain Hs
family 8 member A
hLOX-1 Hs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
oxidized low-density Hs http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973

lipoprotein receptor
1, soluble form

scavenger receptor Hs http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/4973
class E, member 1
lectin-type oxidized Hs/Mm/Rn http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/4973
LDL receptor 1 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/108078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/140914
oxidized low-density Hs/Mm/Rn http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/4973
lipoprotein receptor 1 http://mww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/108078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/140914
ox-LDL receptor 1 Hs/Mm/Rn http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
oxidised low density Hs/Rn http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/4973
lipoprotein (lectin- http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140914
like) receptor 1
lectin-like oxidized Mm/Rn http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/108078
LDL receptor 1 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140914
lectin-like oxLDL Mm/Rn http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/108078
receptor 1 http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140914
lectin-like oxidized Rn http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140914
low-density
lipoprotein receptor
Lectin-like oxidized Rn http://www.ncbi.nIm.nih.gov/gene/140914
low-density

lipoprotein receptor-1
Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus
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5.1.2. Secuencias del gen OLR1 en humano, rata y ratén

La busqueda de secuencias de OLR1 a través de CLC Sequence Viewer 7.5 arrojo gran
cantidad de anotaciones de tipo gendmicas, ARNm y proteicas para OLR1 y LOX1. La
informacién sobre secuencias de tipo genéticas de OLR1 se agrupd en las tablas a
continuacion.

Se puede observar en las Tabla 3 y Tabla 4 (Tabla 13 y Tabla 14 en ANEXOS), que existe
un mayor numero de secuencias génicas de OLR1 descritas para humano, que para ratény
para rata; también se indican varios cddigos para una misma secuencia, dependiendo de su
origen. En todas las tablas se registra informacién incompleta respecto de las anotaciones.
En la Tabla 14 (ANEXOS) se indica que la anotacidon mas antigua de gen OLR1 data del afio
1999 (AJ131757.1) y la mas reciente del 2014 (NC_005103.4).

La caracterizacion de un gen incluye la informacién respecto de su tamaiio, inicio y final
de transcripcién. La Tabla 3 da cuenta del tamafio, posicion de inicio, posicién final,
secuencias génicas asociadas y muestra bioldgica que origind la secuencia de gen OLR1.
Existe una diferencia significativa en tamafio entre anotacion NG_016743.1y el resto de las
secuencia de gen OLR1 en humano. También se indican diferencias en los puntos de inicio
y final de las secuencias del gen, asi como en el origen de las muestras (cuando se reporta).

Los genes eucaridticos incluyen una regidn promotora que incluye secuencias
regulatorias de la transcripcidn, secuencias de intrones, secuencias de exones y secuencias
de poliadenilacidn que indican el sitio de corte y unién de cola poliA al transcrito. En la Tabla
4 se muestran las secuencias NG_016743.1 y AJ131757.1 como Unicas anotaciones que
reportaron nimero de exones en humano. Sin embargo, solo los exones 2, 3 y 5 son
similares entre ambas secuencias de gen OLR1. El resto de los exones difiere en 20 o0 mas
pares de bases de longitud. En rata y ratéon no se reporta informacién respecto de los

exones.
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Tabla 3. Informacidon de secuencias de gen OLR1 para humano, raton y rata, relativas a base de datos NCBI.

GenBank
Organismo (NCBI Tamaiio Especificaciones muestras Inicio Final SecugnCIa
Reference asociada
Sequence)
NG_016743.1  20892bp Células endotelio vascular 5001 19892 No Reportado
AJ131757.1 15387bp No especificado 0 15387 No Reportado
REEMPLAZA
CM000263.1 13841bp No especificado 15471561 = 15485401 A CHO003483
(05/02/2004)

El ensamblaje HuRef representa una version haploide, compuesta
Hs de la secuencia del genoma diploide de un solo individuo.
AC_000144.1 = 13889bp Nombre del Donante: J. Craig Venter | Fecha de nacimiento: 14 10054056 = 10067944 No Reportado
de octubre 1946 | Sexo: Masculino | Caucasico | Descendencia:
Europea - Inglaterra.

NC_018923.2 13882bp Linea celular CHMZ1htert; mola hidatiforme (tumor uterino). 10280199 10204080 No Reportado

NC—0020012'1 13892bp No especificado 10158300 @ 10172191 (25629380122)

NC_000072.6 22109bp Cepa C57BL/6J 129485247 129550735 (’(\)lg/ag(/)gggf)

AC_000028.1  23746bp Cinco cepas d'ffzrg'gf/ssifr;a;ggd ééJ%BDL%/. 20, 129X1/SVI, 431907091 131263103 No Reportado
Mm Contiene 27 millones de lecturas de Celera, a partir de cuatro

cepas de Mus musculus (129X1/SvJ, 129S1/SvimJ, DBA/2) y
A/J), 13 millones de lecturas de cepas C57BL/6 a partir de NCBI 128207285 12823103 CMO000214.1
Trace Archive, 0,4 millones de secuencias terminadas de BAC 6 (08/08/2005)
desde TIGR, y secuencias BACs terminadas y no terminadas a
partir de NCBI. (Nature 2002. 420:520-562).

CM000214.2 23752bp

Hembras de cepas BN/SsSNHsdMCW, méas un macho cepa SHR 16326193 NC_005103
- NC_0051034  22085bp (también conocida como SHR-Akr) 163239853 7 (16/10/2003)
AC_000072.1  22076bp Brown Norway y Sprague-Dawley. 151610779 151643285 No Reportado

Contenido de cada columna de izquierda a derecha: especie; nombre de la secuencia en GenBank; tamafio de la secuencia del gen; especificaciones de la muestra,
tales como de que tejido proviene, casta del organismo, etc; ubicacidn de la primera base nitrogenada, de acuerdo a lo reportado en NCBI para cada secuencia;
ubicacion de la ultima base nitrogenada, de acuerdo a lo reportado en NCBI para cada secuencia; asociaciones de otras secuencias relativas a la secuencia en
cuestion, segun se reporta en NCBI.Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus; pb: pares de bases.
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Tabla 4. Informacidon de secuencias de gen OLR1 para humano, raton y rata, relativas a base de datos NCBI.

GenBank
Organismo (NCBI Reference N° Exones Exon 1 Exon 2 Exon3 Exon 4 Exon 5 Exon 6
Sequence)
NG 016743.1 6 5001-5190 8017-8118 10235-10480  16266-16407  16730-16845  17171-19892
- ' (189 bp) (101 bp) (245 pb) (141 bp) (115 pb) (2721 pb)
Hs
AJ131757.1 6 3192-3267 6092-6194 8311-8557 14361-14480  14805-14920  15246-15387

(75 ph) (102 bp) (246 pb) (119 pb) (115 pb) (141 pb)

En cada columna de izquierda a derecha se indica: Especie; nombre de la secuencia en GenBank; n° de exones reportados en NCBI para cada secuencia, en caso
de que corresponda; columnas 4-9 indican posicion de primera y ultima base nitrogenada de cada exdn, y tamafo de exones, segun reporta NCBI. Hs: Homo
sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus; pb: pares de bases.
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5.1.3. Tamaio de secuencias y composicion (%GC) del gen OLR1 en humano,

rata y raton.

En las tres especies en estudio, la busqueda del gen OLR1 arrojé anotaciones suscritas
al mismo gen y especie por distintos grupos de investigadores. Las diferencias entre estas
anotaciones, en cuanto a tamafio y composicion (guanina-citosina), se agruparon en la
Tabla 5. Como se observa, no existen grandes diferencias entre anotaciones de gen OLR1
en cuanto a tamanos reportados (exceptuando la anotacion AJ131757.1 en humano) en una
misma especie, pero si existen diferencias al comparar entre especies. Se distingue que la

composicidn es conservada en humano, ratén y rata.

Tabla 5. Tamafio y composicién en gen OLR1.

GenBank Tamario (pb) Comgcglmon

Homo sapiens

NG_016743.1 13.892 0.387

AJ131757.1 15.387 0.390

CM000263.1 13.841 0.388

AC_000144.1 13.889 0.387

NC_018923.2 13.882 0.387

NC_000012.12 13.892 0.387
Mus musculus

NC_000072.6 22.109 0.386

AC_000028.1 23.746 0.386

CMO000214.2 23.752 0.386

Rattus norvegicus
NC_005103.4 22.085 0.390
AC_000072.1 22.076 0.390

Se muestra a que especies pertenecen las anotaciones en celdas amarillas. Cada columna, de izquierda a
derecha, indica: el nombre de acceso en GenBank de cada anotacién del gen OLR1; la tamafio en pares de
bases (pb) de la secuencia; la frecuencia de guanina y citosina en la secuencia de gen OLR1. pb: pares de bases;
GC: guanina y citosina.
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5.1.4. Contexto genomico

El contexto gendmico en que estd inmerso un gen especifico permite identificar sus
genes vecinos, y por tanto comparar la conservacion de la vecindad gendmica entre
diferentes especies. Esta informacién puede ser interesante para determinar posible
regulacién coordinada en la vecindad y el conjunto de circunstancias que condicionan la

transcripciéon y traduccion del gen.

En las Figura 5 a la Figura 15 se esquematizaron los contextos genédmicos del gen OLR1
en humano, rata y ratdn. Se muestran graficamente los genes vecinos, los exones y ARNm
de OLR1 segun la informacidn que reporta visualmente cada secuencia encontrada,
seleccionada y descargada desde la base de datos de NCBI, utilizando CLC Sequence Viewer.
Se establece sintenia entre las tres especies en estudio, por tanto existe regiones gendmicas
ortélogas, pudiendo reflejar relaciones funcionales importantes entre los genes de esta

region.

5.1.4.1. Homo sapiens
Se puede observar que existen dos secuencias génicas que representan a OLR1 sin
vecindad gendmica y entregan informacién sobre sus exones (Figura 5 y Figura 6), y solo la
secuencia AJ131757 entrega informacién sobre el promotor de OLR1 (Figura 5). Se distingue
la vecindad gendmica de OLR1 y solapamiento antisentido de OLR1 humano por su region
promotoray 5’ con el gen vecino TMEMS52B (Figura 7, Figura 9 y Figura 10) y hCG_2039306
(Figura 8).
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AJ131757

Figura 5. Contexto gendmico de OLR1, secuencia AJ131757 de humano. Se muestra el gen OLR1 (azul),
promotor de gen OLR1 (fucsia), ARNm (amarillo) y exones (verde). Esta secuencia no reporta genes vecinos a
OLR1. Secuencia descargada desde NCBI .

Exon 1 [Exon 5

Exon 4
L L |Exon6

20,?5)9
NG_016743

Figura 6. Contexto gendmico de OLR1, secuencia NG_016743 de humano. Se muestra gen OLR1 (azul), ARNm

(amarillo) y exones (verde). Esta secuencia no reporta genes vecinos a OLR1. Secuencia descargada desde
NCBI .

9.55:]).’.)’.)3 TO.DI)ID,DJD 1{105"3.030
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24020 |LOC100421202 CLEC1A HNRNPABP1 TMEM52B LOt
B CLEC9A CLEC1A CLEC7A TMEM52B

| — Ty A
[ — R —

Figura 7. Contexto gendmico de OLR1, secuencia AC_000144 de humano. Se muestra genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de OLR1, de izquierda a derecha: CLEC9A, CLEC1A,
CLEC7A, OLR1 Y TMEMS52B. Se visualiza solapamiento de genes OLR1 y TMEM52B, por la parte 5" UTR de
ambos genes. Secuencia descargada desde NCBI .
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Figura 8. Contexto gendmico OLR1, secuencia CM000263 de humano. Se muestran genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de OLR1, de izquierda a derecha: hCG_1815413, CLEC1A,
hCG_1790542, CLEC7A, OLR1, hCG_2039306 y Cl2orf59. Se visualiza solapamiento de genes OLR1 y
hCG_2039306, por la parte 5" UTR de ambos genes. Esta secuencia no reporta exones. Secuencia descargada
desde NCBI .
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Figura 9. Contexto gendmico OLR1, secuencia NC_000012 de humano. Se muestran genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de OLR1, de izquierda a derecha: CLEC9A, LOC100421202,
CLEC1A, HNRNPABP1, CLEC7A, OLR1, TMEM52B. Se visualiza solapamiento de genes OLR1 y TMEM52B, por
la parte 5’ UTR de ambos genes. Esta secuencia no reporta exones. Secuencia descargada desde NCBI .
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Figura 10. Contexto gendmico OLR1, secuencia NC_018923 de humano. Se muestran genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de OLR1, de izquierda a derecha: CLEC9A, LOC100421202,
CLEC1A, HNRNPABP1, CLEC7A, OLR1, TMEMS52B. Se visualiza solapamiento de genes OLR1 y TMEM52B, por
la parte 5’ UTR de ambos genes. Esta secuencia no reporta exones. Secuencia descargada desde NCBI .
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5.1.4.2. Mus musculus

En las Figura 11, Figura 12 y Figura 13, correspondientes a ratén se muestran los
transcritos originados por las secuencias de gen OLR1. Ninguna secuencia descargada
presenta informacién respecto al promotor y/o exones de gen OLR1, asi como tampoco
existe una secuencia exclusiva para el gen OLR1. Ademas, en todas las figuras se distingue
la vecindad gendmica de OLR1, con vecinos comunes en todas las secuencias. Sélo en la
Figura 13, correspondiente a la secuencia NC_000072, se distingue solapamiento
antisentido de la regién 3’ de OLR1 y la regién 5" de CLEC12B con el gen vecino CLEC9A, y
genes CLEC1A y CLEC7A anidados en CLEC9A.

131.1 fc.m 131 .zloa.ooa 131 .25;3.033
Clec9a
Clec9a
Clec9a 1700101111Rik
Tmem52b Gabarapl1

Clec9a Clecla Clec7a 0Ir1
Clec9a Clec1a Clec7a Olr1 Tmem52b Gabarapl1

Figura 11. Contexto gendmico OLR1, secuencia AC_000028 de raton. Se muestran genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de Olr1, de izquierda a derecha: Clec9a, Cleccla, Clec7a,
Olrl, Tmem52b, 1700101111Rik y Gabarapll. Esta secuencia no reporta exones. Secuencia descargada desde
NCBI .

L

AC_000028

128.1 fo.ooa '.25.2?3. 000 :23.2;0033
mCG_130116
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Clec9a mCG_130116
Clec9a Gabarapl1
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Clec1b Clec1a Olr1, mCG_130116
Clec9a Clec1a Olr1 Gabarapl1
P SN L~ I SAN
ANAA

m» =

Figura 12. Contexto gendmico OLR1, secuencia CM000214 de raton. Se muestran genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de OLR1, de izquierda a derecha: Cleclb, Clec9a, Clecla,
Clec7A, Olrl, mCG_130116 y Gabarapl1l. Esta secuencia no reporta exones. Secuencia descargada desde NCBI

CM000214
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Figura 13. Contexto genomico OLR1, secuencia NC_000072 de ratén. Se muestran genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de OLR1, de izquierda a derecha: Cleclb, Clec9a, Clec12b,
Clecla, Clec7a, Olrl y Tmem52b. Se observa solapamiento de genes Cleclb con Clec12b; y de Clec12b, Clecla,
Clec7a y Olrl con Clec9a. Esta secuencia no reporta exones. Secuencia descargada desde NCBI .
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5.1.4.3. Rattus norvegicus
En las Figura 14 y Figura 15 se muestran los transcritos originados por las secuencias de
gen OLR1 correspondientes a rata. Ninguna secuencia descargada presenta informacién
respecto a solapamientos, promotor y/o exones de gen OLR1, asi como tampoco existe una
secuencia exclusiva para gen OLR1. Ademas, se distinguen las vecindades gendmicas de

OLR1 con vecinos comunes en ambas secuencias, que parecieran ser idénticas a simple

vista.
000 151 .5?3.030 151 ,5?3.033 151 .elbo.oao 151 .efa.coa 151 ,sfa.m 151 .Efio.ooa 151.€
Tmem52b Gabarapl1
Clec9a Clec1a Clec7a Oir1 Tmem52b Gabarapl1
‘Clecga Clec1a' Clec73 ollg| LOC102554909
AC_000072

Figura 14. Contexto genomico OLR1, secuencia AC_000072 de rata. Se muestran genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de OLR1, de izquierda a derecha: Clec9a, Clecla, Clec7A,
Olrl, Tmem52b y Gabarapll. Esta secuencia no reporta exones. Secuencia descargada desde NCBI .

153.1?3.033 763,2{[}3.-3:):) 153.2|20.o>:> :ez,zfo.-:m -.53.2?3.033 163.2]&3.0:)3 163..’/?3.033
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Clec9a Tmem52b
Clec9a Tmem52b Gabarapl1
Clec9a Clecla Olr1 Tmem52b Gabarapl1
|Cec9: Clec13a] 0Ir1 LOC102554909
NC_005103

Figura 15. Contexto gendmico OLR1, secuencia NC_005103 de rata. Se muestran genes (azul) y ARNm
(amarillo). Esta secuencia muestra los genes vecinos de OLR1, de izquierda a derecha: Clec9a, Clecla, Clec7A,
OIrl, Tmem52b y Gabarapll. Esta secuencia no reporta exones. Secuencia descargada desde NCBI .
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5.1.5. Solapamiento de genes

Se analizaron los segmentos comunes a genes solapados de acuerdo a cada secuencia
en que se encuentra presente este fendmeno. Los resultados resumidos en la Tabla 6
indican que en humano la regién solapada entre el gen OLR1 y el gen TMEMS52B es de
1.593pb en hebras opuestas, mientras que entre el gen OLR1 y el gen hCG_2039306 es de
1.593pb de tamafio en hebras opuestas. En ratén los genes OLR1 y CLEC9A comparten
16.455pb solapadas.

De acuerdo a la base de datos Uniprot y NCBI , TMEM52B en humano traduce 2
isoformas de la proteina de transmembrana 52, su sindnimo proteico es C120rf59 y no se
le conoce funcién. La Unica prueba de su existencia es el estudio protedmico desarrollado
en exosomas urinarios por Gonzales en el afio 2009 . Ademas, existen 2 secuencias de
caracter predictivo en NCBI.

En ratén el gen es conocido como tmem52b, traduce la proteina transmembrana 52B
sin funcién conocida y su existencia se atribuye al estudio del transcriptoma realizado por
Diez-Roux en el afio 2011 . En rata se conoce a la forma proteica como Tmem52B y/o
RCG30157, no tiene funcién descrita y no existen estudios asociados a Tmem52B o su
existencia.

En humano, ratén y rata hay evidencias de que Clec9A codifica una proteina cuya
funcién corresponde a un receptor de endocitosis en un subgrupo de células mieloides y
qgue participa en la toma y procesamiento de material proveniente de células muertas,
incluyendo el reconocimiento de formas filamentosas de actina asociadas a proteinas del

citoesqueleto con dominios de unién a actina .
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Tabla 6. Solapamiento de OLR1 en humano y raton.

Organismo Secuencia Genes solapados Largo solapamiento Inicio Final
AC 000144  TMEMb52B/OLR1 1593 pb 10066352 10067944
g CMO000263 = hCG_2039306/0LR1 1509 pb 15483393 = 15485401
NC_000012  TMEM52B/OLR1 1593 pb 10170599 10172191
NC 018923  TMEM52B/OLR1 1593 pb 10292488 = 10294080
Mm NC_000072 Clec9A/OLR1 16455 ph 129485247 = 129501701

Se indica el organismo; nombre de la secuencia; nombre de los genes solapados separados por una diagonal;
largo de la segmento de genes solapados en pares de bases; la base de inicio y fin del solapamiento en gen
OLRL1. Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus; pb: pares de bases.

Siguiendo el mismo protocolo de trabajo utilizado en esta memoria, se analizaron los
tamafios de genes e isoformas proteicas de los genes solapados con OLR1. Los resultados
expresados en la Tabla 7 indican que el nimero de isoformas para una proteina tiene
relacion con el solapamiento encontrado a nivel genético: en humano LOX1 presenta tres
isoformas proteicas, TMEM52B dos y CLEC9A una; en ratéon LOX1 presenta tres isoformas
proteicas, Tmem52b una y CLEC9A cinco; en rata existe 1 isoforma por cada tipo proteico,
coincidente con la ausencia de solapamientos.

Al analizar el nUmero de aminodcidos de las isoforma 1 de proteina LOX1 entre especies
se distinguen tamanfos relativamente similares, independiente del tamafio del gen OLR1.
Las diferencias en tamafio del gen se relacionan con la pérdida de intrones en OLR1 humano
y ganancia de intrones en CLEC9A y TMEM52B humano y CLEC9A de ratén (Tabla 7, Figura
10, Figura 13, Figura 14 y Figura 19).
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Tabla 7. Tamafio de genes e isoformas de OLR1 y genes que lo solapan.

Gen
) OLR1 Clec9A
Organismo N NUmero de - NUmero de
Tamafo N Tamano N
en (pb) amlnoaf:ldos gen (pb) amlnoaf:ldos
g proteina proteina
Isoforma Isoforma
Hs 13892 1 273 35290
2 181 - 241
3 189
1 363 1 238
2 155 2 237
Mm 22109 92840 3 173
3 189 4 264
5 148
Rn 22085 - 364 15936 - 241

TMEM52B
o Ndmero de
Tamafo N
gen (pb) amlnoaledos
proteina
Isoforma
21206 1 183
2 163
6679 P 186
6119 P 192

Informacion extraida desde base de datos Uniprot y NCBI. Se denota con una letra P a las isoformas
Predictivas. Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus;, pb: pares de bases; aa:

aminodcidos; P: predictivo.
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5.1.6. Alineamiento de genes

Con la finalidad de determinar si existen diferencias en secuencias del gen OLR1
reportadas para humano, ratdn y rata se realizaron alineamientos de las secuencias de
genes para cada especie.

De acuerdo a los resultados abreviados registrados en la Tabla 8, las secuencias del gen
OLR1 con menor variacion en acidos nucleicos corresponden a rata y raton (Figura 17). En
humano se distingue una menor proporcién de sitios conservados y mayor proporcion de
sitios variables e informativos seglin parsimonia, indicando gran variabilidad de secuencias
del gen OLR1 en la especie humana, incluso al descartar la secuencia con mayor tamano y
antigliedad descrita para OLR1 (AJ131757.1) (Tabla 8 y Figura 16). Al realizar un
alineamiento de las secuencias de gen OLR1 en humano, ratén y rata se observa escasa
cobertura, proporcidon de sitios conservados, proporcion de sitios variables y gran
proporcidn de sitios Unicos, indicando extensas regiones de delecidon en el alineamiento de
la secuencia de gen OLR1 de las 3 especies (Figura 18). Para comparar las secuencias de
genes entre las tres especies se escogio la secuencia mas representativa de OLR1 para cada
especie. Para esto se considerd la informacidn entregada en las Tabla 3, Tabla 4 y Tabla 14
(ANEXOS) de este trabajo.

En la secciéon ANEXOS de esta memoria de titulo, en su versién digital, se muestran en
detalle los alineamientos realizados. (Archivo vinculado 1, Archivo vinculado 2, Archivo

vinculado 3, Archivo vinculado 4 y Archivo vinculado 5)
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Tabla 8. Tabla resumen de la proporcidon de sitios informativos a partir del alineamiento de secuencias gen
OLR1 en humano, ratén y rata.

Proporcion de
Proporcion de sitios Proporcionde  Proporcion de
sitios variables = informativos sitios Unicos cobertura

de parsimonia

Proporcion de
Alineamiento sitios
conservados

Secuencias de

0.495 0.375 0.351 0.024 0.646
humano
Secuencias de
humano sin 0.585 0.414 0.413 0.001 0.818
AJ131757.1
Secue?aas 0.983 0.005 0.000 0.005 0.913
ratén
R 0.999 0.000 0.000 0.000 0.999
Secuencias 0.471 0.371 0.000 0.304 0.555

tres especies

De izquierda a derecha se detalla en cada columna el tipo de alineamiento realizado; proporcion de
nucledtidos conservados en cada alineamiento relativo al total de nucleédtidos; proporcién de nucleétidos
variables por alineamiento relativo al total de nucledtidos; proporcién de sitios informativos de parsimonia,
que contienen al menos dos tipos de nucledtidos distintos repitiéndose en al menos dos secuencias, relativo
al total de nucledtidos; proporcidn de sitios Unicos (singleton), que contienen al menos dos tipos de
nucledtidos con uno de ellos repitiéndose varias veces, relativo al total de nucledtidos; proporcion de sitios
con cobertura de nucleétidos sin ambigliedades, es decir sin transversiones, relativo al total de nucleétidos
(Tabla construida a partir de alineamientos en Archivo vinculado 1, Archivo vinculado 2, Archivo vinculado
3, Archivo vinculado 4 y Archivo vinculado 5).
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Figura 16. Heterogeneidad de anotaciones de gen OLR1 en humano. (A) Segmento de alineamiento de secuencias de gen OLR1 de humano comprendida entre
100 pb y 250 pb. (B) Segmento de alineamiento de secuencias de gen OLR1 humano excluyendo anotacion AJ131757, comprendida entre 100 pb y 250 pb.
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5.1.7. Discusion seccion secuencias gen OLR1 en humano, ratén y rata

Informacion de secuencias gen OLR1.

Desde una perspectiva general es importante recalcar la cantidad de informacién que
se encuentra en bases de datos. La utilizacion de sindnimos para un gen y/o proteina
entorpece la busqueda de informacidn, dificulta la masificaciéon y enlace de resultados
generados en el mundo (Tabla 1 y Tabla 2). La cantidad de datos que deben ser reportados,
catalogados, revisados y posteriormente publicados como parte de una base de datos
involucra un trabajo enorme que debe llevarse a cabo con paciencia, conocimiento y gran
organizacién. Llegar a consensos para determinar una secuencia como referencia entre
todos los trabajos presentados (con origen en distintos laboratorios, metodologias, lineas
de investigacidn, entre otros) se convierte en una labor gigantesca, poco definida, y con
criterios propios de cada base de datos.

En forma particular, la cantidad de informacidn relativa a gen OLR1 (o su parte proteica
LOX1) asociada a enfermedades cardiovasculares es limitada y poco minuciosa. En la Tabla
14 en ANEXOS se registra falta de uniformidad en la informacion de cada secuencia
reportada. No se indica en todas las secuencias una definicidn clara y dirigida a OLR1 o LOX1;
de un total de 11 secuencias, solo 3 reportan presentacion directa (direct submission); las
secuencia humana AJ131757.1 y de ratén CM000214.2 no refieren nombre de ensamblado
(Assembly Name, informacion que notifica sobre el grupo que secuencid), a pesar de ser
citadas en investigaciones cientificas como indica la columna N° Referencias. Asimismo, no
existe explicacidn alguna en que consiste la actualizacion de secuencias: ¢ Muestras nuevas?
¢Nueva técnica? ¢Revision?. En la Tabla 3 llama la atencién los distintos puntos de inicio y
término de una secuencia para cada nomenclatura, designacién arbitraria por cada grupo
investigador; asi como también la existencia de secuencias asociadas que generalmente
fueron reemplazadas por la secuencia detallada ¢Cudl es el criterio para un reemplazo de
secuencias?; y la pobre descripcidn de las muestras que originaron las secuencias, que en

el caso de ser especificadas éson realmente representativas de la especie en cuestion? Es
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dificil estipular los requisitos de publicacidon de secuencias en bases de datos, pues no es la
idea condicionar la forma de secuenciar.

En la Tabla 7 se muestran los tamanos de genes OLR1 y las isoformas proteicas en las 3
especies en estudio. Se sefiala que OLR1 en humano es 10.000 pb aproximadamente menor
en tamafno que en rata y ratén, pero al comparar la versidn proteica de las isoformas 1 no
demuestra haber perdido una gran cantidad de aminoacidos (100 aminodcidos aprox.
menor que en rata y ratén). Por lo tanto, la disminucion en tamafios de OLR1 en humano

se explicaria por una pérdida mayoritaria de intrones.

Contexto gendémico del gen OLR1.

De un total de 11 secuencias entre las 3 especies en estudio, solo una presenta
informacién sobre el promotor de OLR1 (AJ131757 en humano, Figura 5) y solo dos sobre
exones descritos para el gen (AJ131757 en Figura 5 y NG_016743 en Figura 6 en humano).
Ambas secuencias mencionadas anteriormente no reportan informacion sobre los vecinos
gendmicos de OLR1. Por el contrario, las 9 secuencias restantes informan sobre los
transcritos de ARNm generados a partir del gen, y su vecindad gendmica, como se muestra
en las Figura 7 a la Figura 15.

En general tanto para humano, ratén y rata se registran contextos genédmicos de OLR1
conservados con vecindad genética comun. En todas las figuras se observan los distintos
tipos de transcritos originados a partir de los genes representados. De acuerdo a las Figura
7 a la Figura 15 el ordenamiento de los genes en la vecindad seria Clec9A — Clec1A — Cleac7A
—OLR1-TMEMS52B, lo que se representa en la Figura 19. En casos particulares como los de
las Figura 8 y Figura 12 el lugar de TMEM52B es ocupado por los genes hCG_2039306 y
mCG_130116, respectivamente. Ambas secuencias gendmicas estan notificadas por el
mismo investigador, por lo que es de esperarse que no sean reconocidas como TEMEM52B.
A partir de los tamafos reportados en la Tabla 6, y la posicion en la vecindad, se infiere que
se trata del mismo gen con distinto nombre.

Existe sintenia conservada entre humano, ratdn y rata en cuanto al vecindario gendmico

de OLR1, lo que podria indicar un sistema de co-expresion de genes con similar funcion
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(Boldogkoi, 2012). Al-Shahrour y cols. construyeron una cartografia funcional detallada de
8 genomas eucarioticos, entre ellos humano, ratéon y rata, revelando que gran parte del ADN

esta arreglado en vecindades de genes funcionalmente relacionados (Boldogkoi, 2012).

Organismo Vecindario genémico

- ¢

& €« =
S EEaaSaSSrressss—— W)

Figura 19. Esquema representativo del vecindario gendmico de gen OLR1 en humano, ratén y rata. En orden
descendente se indica el esquema del vecindario genémico de humano (azul), ratén (naranjo) y rata (verde)
respectando la nomenclatura de genes asociada a cada especie. El gen OLR1/0Ir1 se enfatiza en letras negras.

Alineamiento de gen OLR1

Los alineamientos de gen OLR1 en humano indicaron secuencias poco similares entre
si, con grandes regiones de delecidon en las primeras 3000pb y las ultimas 2000pb, y
continuidad en la regidn central del gen (Figura 16 y Archivo vinculado 1y 2). La secuencia
AJ131757 es la que se distingue menos conservada, también es la primera secuencia en ser
anotada en NCBI (Tabla 14), por lo que la tecnologia y forma de obtencién de la anotacién
pueden ser responsables de estas diferencias. Al hacer un alineamiento descartando
AJ131757 se encuentra mayor continuidad entre las secuencias, observandose los mismos
patrones de secuencias entre anotaciones AC_000144.1, NC:018923.2 y CM000263.1; y
entre NG_016743 y NC_000012.12 (Figura 16 y Archivo vinculado 2). Las diferencias en
pequefias regiones del gen entre estos dos grupos pueden explicarse por la diversidad en el
origen de las muestras, pudiendo ser polimorfismos caracteristicos de cada muestra.

El alineamiento de OLR1 en ratdn (Figura 17 y Archivo vinculado 3) indica gran similitud

entre las secuencias génicas, exceptuando las regiones cercanas a los 2000pb y 3600pb en
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qgue se ve una delecion en NC_000072.6. Probablemente esta delecién sea una
caracteristica de la cepas C57BL/6J utilizada como muestra (Tabla 3). Las muestras utilizadas
para las anotaciones AC_000028.1 y CM000214.2 son mas representativas de la especie
Mus musculus que NC_000072.6 al incluir distintos tipos de cepas de ratén (Tabla 5), por lo
que es de esperarse que sean mas similares entre si, como indica el alineamiento (Archivo
vinculado 3).

En cuanto a rata, el alineamiento es completamente parejo con excepcién de la region
comprendida en la posicion 10845 y 10864 en que en AC_000072.1 no indica preferencia
por un nucledtido determinado (expresado como N) y una delecién en la misma anotacién
entre posiciones 10.865 y 10.875 (Figura 20 y Archivo vinculado 4). Esto puede deberse a
errores en la anotacion, metodologias distintas, muestras variables y/o polimorfismos de la

muestra.
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Figura 20. Heterogeneidad de anotaciones de gen OLR1 en rata. Segmento del alineamiento de secuencias
del gen OLR1 de rata comprendida entre 10.800 pb y 10.950 pb.

Solapamiento de gen OLR1

De acuerdo con Sanna y cols. (Sanna C., 2008), existen dos tipos principales de
solapamiento: 1) Solapamiento en la misma hebra en cual ambos genes involucrados son
transcritos a partir de la misma hebra; y 2) Solapamiento de hebras diferentes en el que
ambos genes involucrados son transcritos a partir de hebras opuestas. En el caso de OLR1
en humano y ratén se presentan solapamientos de hebras diferentes (Figura 7, Figura 10 y
Figura 13). También se conoce este fendmeno como “Transcritos antisentido naturales”

(NAT) (Dahary D., 2005). Puede afectar la regulacién de expresion génica a nivel de la
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transcripciéon, procesamiento de ARNm, splicing y traduccién (Sanna C., 2008), ocurrir en
promotores, enhancers, intrones, exones, secuencias intergénicas y regiones del genoma
sin traduccién (Boldogkoi, 2012) y puede jugar un rol clave en enfermedades humanas
(Dahary D., 2005). Este tipo de solapamiento es mas comun que el solapamiento de misma
hebra. Segun el estudio de Sanna y cols. aproximadamente el 90% de los genes solapados
se presentan en hebras opuestas. En eucariontes es mas comun presentar solapamientos
gue en procariontes. Esto podria darse por un efecto de acoplamiento de las distintas
estructuras genéticas complejas presentes en organismos eucariontes con genomas mas
grandes, jugando un rol en la regulacion de la expresién de genes (Sanna C., 2008).

De acuerdo a las Figura 7 a la Figura 10 OLR1 se encuentré solapado con TMEM52B en
humano por la regién 5’ de ambos genes, compartiendo regiones codificantes. Este tipo de
solapamiento se puede clasificar como “cola a cola” (Makalowska I., 2005), o divergente
(Sanna C., 2008).

En el caso de ratén también se distinguié solapamiento en gen CLEC9A con genes
Clec12b, ClecalA, Clec7A y OLR1 (Figura 13). Los genes Clec12b, ClecalA, Clec7A se
encuentran anidados en CLEC9A, mientras que OLR1 se encuentra solapado por la region 3’
de ambos genes. Este ultimo tipo de solapamiento se puede clasificar como “cabeza a
cabeza” (Makalowska I., 2005) o como convergente (Sanna C., 2008). Sin embargo, de las 3
visiones disponibles del contexto gendmico de OLR1 en ratén (Figura 11, 12 y 13), solo se
muestra el solapamiento en una figura. Por lo tanto, puede tratarse de un error de
anotacion y/o método. Aunque de las 3 secuencias expuestas es la mas reciente segin la
Tabla 14.

De acuerdo con Makalowska y cols. (Makalowska ., 2005) los solapamientos
divergentes se presentan en el 30,81% y 36,92% de los casos en humano y raton,
respectivamente. Mientras que los solapamientos convergentes con un 15% y 5,53%,
respectivamente. Sannay cols. tienen una opinién diferente, asignando cerca de un 21% a
solapamientos divergentesy 50% a genes solapados convergentes (Sanna C., 2008). Por lo
tanto, debido a lo contradictorio de la informacién, no podemos asignar a los solapamientos

de OLR1 en humano y rata un cardcter estadistico.
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Dahary y cols. (Dahary D., 2005) estudid si efectivamente el solapamiento de genes es
un fendmeno real o una “fuga” transcripcional. Sus resultados arrojan que en general el
antisentido observado en secuencias que se expresan representa un solapamiento efectivo,
mas que una falla en el sistema de transcripcién, y concluye que en humano cerca del 10%
de todos los genes presentan solapamientos, pudiendo imponer una restriccion importante
en la evolucién del orden de los genes y el aumento de la distancia entre genes (Dahary D.,
2005). Por su parte, Liang y Landweber (2006) predicen que cerca del 7% de los genes
humano contienen exones con splicing alternativo solapado, basandose en la similitud de
proteinas conocidas a nivel de secuencias, estructuras secundarias y terciarias, asi como
también la existencia de motivos conocidos en genes funcionales (Sabath N., 2010).

Sanna y cols. (2008) estudiaron la ganancia o pérdida de solapamientos de distinta
hebra en mamiferos encontrando que en humano hubo ganancia de 154 solapamientos, de
los cuales 50 ocurren en la linea ancestral del ser humano y macacos; 121 solapamientos
ganados en ratén, de los cuales 20 coinciden con la linea ancestrales de ratén y rata; 13
pérdidas de solapamientos en ratén, de los cuales 10 ocurren en la linea ancestral de ratén
y rata; y 4 pérdidas de solapamientos en humano, de los cuales 3 ocurren en las lineas
ancestrales de humano y macaco (Sanna C., 2008). Desde esta perspectiva, y de acuerdo
con las

Figura 5-Figura 10 y Figura 13-Figura 15, el solapamiento presentado en OLR1
corresponde a un fendmeno reciente. Sin embargo, estudios con otros tipos de mamiferos
(incluyendo macaco y lineas ancestrales de humano, rata y ratén) son necesarios, asi como
también mayor cantidad de secuencias gendmicas para asegurar tal aseveracion y localizar
los solapamientos experimentados por OLR1. Aun asi, podriamos fallar en tal aseveracién
si consideramos que los genes ortélogos de OLR1 pueden estar mal anotados en bases de
datos.

Se postula que uno de los mecanismos involucrados en el cambio de genes vecinos a
solapados puede ser el rearreglo gendmico en el caso de genes que no sean vecinos en

determinada especie y aparezcan solapados en otra (Sanna C., 2008). Este no es el caso de

43



OLR1 dado lo conservado de la vecindad genémica a lo largo de las 3 especies, por lo tanto
el mecanismo mas probable es un corrimiento de las regiones UTR del gen (Sanna C., 2008).
De acuerdo a este mecanismo, en el caso del ser humano el solapamiento con TMEM52B
podria explicarse por un corrimiento de la regiéon 5’"UTR de TMEM52B, lo cual concuerda
con el mayor tamano de gen TMEM52B en humano con respecto a rata y ratdn, segin se
registra en la Tabla 7 (Figura 21). De la misma forma el solapamiento de OLR1 y CLEC9A en
ratén (y los genes anidados en CLEC9A) puede explicarse por un corrimiento de la regién
3’UTR de CLEC9A, coincidentemente con el gran aumento en el tamafio del gen CLEC9A
respecto a humano y ratén (Tabla 7 y Figura 22). De acuerdo a Sanna y cols. la velocidad de
transicién debido a cambio en la regién 3’"UTR es de 2,6 pares de genes por millén de afios
aprox., y debido a cambio en la regién 5’UTR es de 1,7 pares de genes por millén de afios
aprox. Por tanto, la ganancia o pérdida de UTR tienen una velocidad de cambio un poco
menor que la velocidad de cambio por mutaciones puntuales (Sanna C., 2008). Otro
mecanismo propuesto a través del cual se originarian los solapamientos de genes tiene
relacion con el proceso de “overprinting”, en el cual se originan nuevos genes a partir de
secuencias de nucledtidos preexistentes. Segin Makalowska y cols., este proceso tiene
lugar luego de la divergencia de mamiferos a partir de los pdjaros y los genes solapados
representarian genes jovenes y filogenéticamente restringidos que codifican proteinas con
diversas funciones, y por tanto especializados en el estilo de vida del organismo en que se
encuentran (Makalowska I., 2005). Se deben realizar estudios mas detallados secuencia a
secuencia para discriminar entre mecanismos, pero el mas probable parece ser un

corrimiento de las regiones UTR.
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OLR1 y TMEMS52B: corrimiento region 5'UTR, nuevo START POINT en

TMEMG52B Hs - Pérdida intrones en OLR1
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Figura 21. Mecanismo de origen de solapamiento OLR1 y TMEM52B en humano. Se indica la especie con una
figura representativa en la parte superior, y en la parte inferior se muestra un esquema de la distribucion de

los genes OLR1 y TMEMS52B por especie.

OLR1 y CLECSA: corrimiento regién 3'UTR, nuevo STOP POINT CLEC9A en

Mm y Hs - Pérdida intrones en OLR1

< -
N )
Humano Ratén Rata
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OLR1 CLEC7A
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Figura 22. Mecanismo de origen de solapamiento OLR1 y CLEC9A en ratdn. Se indica la especie con una figura
representativa en la parte superior, y en la parte inferior se muestra un esquema de la distribucién de los

genes OLR1, CLEC9A, CLEC7A y CLEC1A por especie.
En las especies en que se presentan solapamientos, también se presentan isoformas

distintas para las proteinas solapadas (Tabla 7). Esto puede ser explicado por interferencias

generadas por el solapamiento al momento de transcribir, el procesamiento de ARNm,

splicing y traduccion (Makalowska 1., 2005). Se ha presentado que mientras mayor sea el
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largo de secuencias compartidas en el solapamiento en genes solapados de forma cis (en
hebras opuestas), mayor sera el grado de influencia en la interferencia transcripcional de
ambos genes (Sanna C., 2008). Desde este punto de vista, y tomando la informacion
contenida en la Tabla 6, la interferencia entre OLR1 y CLEC9A (y sus genes anidados) en
ratén al momento de la transcripcion debe ser mucho mayor que la causada entre OLR1 y
TMEMS52B en humano.

Makalowska y cols. (2005) asocian la interferencia en la transcripcidn a secuencias de
ARNm complementarias con roles funcionales en la regulacién de la misma, pudiendo
ejercer control a distintos niveles. En algunos casos el transcrito complementario no
codifica un producto proteico pero regula la expresion mediante hibridacién con el ARNm
del gen regulado. Este ultimo punto, puede ser la explicacidon para los transcritos de
TMEMS52B, cuyo producto proteico ha sido encontrado solo por el trabajo de Diez-Roux y
cols. (Diez-Roux G, 2011). Ademas, podria explicar la variedad de transcritos de ARNm
detallados en las Tabla 16-Tabla 18, y la multiplicidad en los tamafios de los transcritos
encontrados en humano y ratéon (Tabla 14), que varian desde 215pb (AF079165) a 17.734pb
(DQ314885) en el primer caso; y desde 1.208pb (XM_006505304) hasta 3.581pb
(NM_138648) en el segundo.

La forma en que estos transcritos regulan la expresidon de su contraparte solapada,
seglin Makalowska y cols, podria ser via interferencia transcripcional, a través de la cual
mientras uno de los genes solapados se estaria transcribiendo el otro quedaria privado de
la transcripcion disminuyendo el nimero de transcritos posibles; enmascaramiento de ARN
al formar dupletes entre el transcrito sentido y antisentido, enmascarando las sefiales
regulatorias para ambos transcritos; y mecanismos de ARN de doble hebra (dsARN) y ARN
interferente, activando vias dependientes de dsARN incluyendo edicién de ARN o
silenciamiento por ARN interferente (Makalowska I., 2005). Boldogkoi explica la hipétesis
del ruido transcripcional en que las células se beneficiarian de alguna forma al permitir
transcripcion inespecifica no codificante a niveles bajos, como parte de un circuito complejo
de regulacién a un estrato oculto, controlando la expresion genética a multiples niveles.

Ademas, incluye como mecanismos posibles de interferencia a microARN (miARN)
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generando modificaciones de la cromatina y/o ocluyendo los sitios de inicio de la
transcripciéon; ARN no codificante de mas de 100pb de tamafio (Inc-ARN) sin marco de
lectura abierto (ORF), que suprimen la expresion de ARNm de su contraparte solapada;
transcritos cripticos inestables (CUTs) originados a partir del promotor bidireccional
compartido por los genes solapados (Boldogkoi, 2012) como en el caso de OLR1y TMEM52B
en humano.

Todos los mecanismos de interferencia en la regulacidn de transcritos de ARNm de OLR1
ayudan a la generacion de las isoformas proteicas de LOX1, y pueden tener un rol asociado
en el desarrollo de patologias cardiacas.

El fendmeno de solapamiento de genes y su correspondiente implicancia en la
regulacion de la expresién del gen OLR1 permite cuestionar los modelos de investigacién
utilizados al estudiar a LOX1. Como se informa en esta memoria en humano el gen OLR1 se
encuentra solapado de una forma distinta al solapamiento presente en ratén, y el
fenédmeno se encuentra ausente en rata. ¢ Podemos extrapolar los sucesos relativos a OLR1
y LOX1 ocurridos en humano a un modelo murino con distinta/incierta forma de regulacién

transcripcional y estructura genética?
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5.2. Transcritos de OLR1 en humano, raton y rata

5.2.1. Sitios de unidn a factores de transcripcion en el promotor de OLR1

Para la busqueda de TFBSs en el promotor de OLR1 se utilizo el servidor en linea Lasagna
Search . Se utilizaron dos estrategias de busqueda distintas: 1.- Modelos de matrices,
usando matrices disponibles en las base de datos TRANSFAC y JASPER CORE; y 2.- Modelos
de alineamientos tipo LASAGNA, usando base de datos TRANSFAC y ORegAnno.

Para el estudio en humano, se usé un modelo de matrices y se identificaron 24
potenciales TFBSs de un total de 146 TFBSs correspondientes a la base de datos JASPAR
CORE y 37 TFBSs potenciales identificados de un total de 295 TFBSs a la base de datos
TRANSFAC. Al utilizar modelos de alineamiento tipo LASAGNA se identificaron 2 TFBSs
potenciales de un total de 10 TFBSs correspondientes a la base de datos ORegAnno y 6
TFBSs potenciales de un total de 63 TFBSs correspondientes a la base de datos TRANSFAC
(Figura 38 en ANEXOS).

Usando modelo de matrices en ratén, se identificaron 31 potenciales TFBSs de un total
de 146 TFBSs correspondientes a la base de datos JASPAR CORE y 21 TFBSs potenciales
identificados de un total de 295 TFBSs correspondientes a la base de datos TRANSFAC.
Usando modelos de alineamiento tipo LASAGNA se identificd 1 TFBSs potencial de un total
de 3 correspondientes a la base de datos ORegAnno y 8 TFBSs potenciales de un total de 53
TFBSs correspondientes a la base de datos TRANSFAC (Figura 39 en ANEXOS). En rata se
identificaron 21 potenciales TFBSs de un total de 146 TFBSs correspondientes a la base de
datos JASPAR CORE y 43 TFBSs potenciales identificados de un total de 295 TFBSs
correspondientes a la base de datos TRANSFAC usando modelo de matrices. Al utilizar
modelos de alineamiento tipo LASAGNA se identificd 1 TFBSs potencial de un total de 24
TFBSs correspondientes a la base de datos TRANSFAC, mientras que la busqueda utilizando

la base de datos ORegAnno no arrojé resultados ( Figura 40 en ANEXOS).

La Tabla 15 en ANEXOS informa 7 TFs comunes a las tres especies en estudio con sus

respectivos TFBSs (AP-1, Bachl, BRCA1, Gata-1, NKX3-1, Prrx2 y SRY [Figura 37 en
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ANEXOS]), con su correspondiente informacidn sobre la secuencia de unién de los factores
de transcripcién, posicidon en que se encuentra en el promotor de cada especie, base de
datos de TFBSs, descripcidn del TFs asociado y enfermedad relacionada a dicho TFs. Entre
los TFs reportados existe una fuerte asociacién a patologias oncoldgicas. También se
reconoce gran densidad de TFBSs en la region comprendida entre 930pb y 1000pb del

promotor de gen OLR1, considerando como posicion 0 al TSS.
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5.2.2. Sitios de unidn a factores de transcripcion asociados a polimorfismos

de un solo nucleétido (SNP) en humano

Una vez que se identificé los TFBSs de OLR1 humano, se procede a cruzar con la
informacién de SNP presente en la base de datos NCBI . Para esto, se buscd la posicidn de
cada SNP a lo largo del promotor hipotético de largo 1000pb de OLR1, luego se correlaciond
la posicién del SNP con la posicidon del TFBSs en el promotor de OLR1. A partir de los
resultados expuestos en la Tabla 9 podemos deducir que los TFBSs con mayor colocalizacion
con SNP en promotor de OLR1 humano son Handl (rs35628316 y rs2742112), Pax-4
(rs16910148 y rs35628316) y p53 (rs555390119 y rs2742112) de un total de 12 SNP
cotejados con TFBSs. Todos los TFBSs y SNPs mencionados anteriormente se localizan en la
region comprendida entre -338pb y -585pb desde el TSS. El TFBSs comun a las 3 especies
BRCA1 también presenta colocalizacién con el SNP rs41401144 en posicién -117 del

promotor de OLR1.
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Tabla 9. Correlacion entre TFBSs y SNP en promotor de OLR1 humano

Posicién en

Posicién en

SNP el promotor Tipo TF TFBS el promotor Hebra Modelo
POU2F2 (Oct-
rs550761119 -830 ST R TGCTCATGAAAAATAG 831 +  TRANSFAC TFBS
rs561726794 781 CIT STAqu\)"AOl37' AGAAACTGAAATTC 782 ] JASPAR
rs182387346 -679 C/G  Cart-1(T03978)  GTCTGCTAATGAAATTAGC 685 +  TRANSFAC TFBS
rs190510437 -649 A/G  NF-Y(MO00209) TCTGATTCGTAAAA 654 + TRANSFAC
rs16910948 585 AIG  Pax-4(M00378) GTGATTCACCC 589 + TRANSFAC
FOXM1
rs37321185 -433 A/G  (HNF3)(ORegAn CCAA 433 + OREGANNO
no_9606_32)
Hand1::Tcfe2a(M
rs35628316  -399,-400  -/G A0092.1) VETETEERA S - SRR
Pax-4(M00377) CTAATTTCC 390 + TRANSFAC
rs555390119 -349 CT  p53(M00272) AGACATGTC 340 + TRANSFAC
Evi-1(M00081) TGACATGTCTGGAAA 335 ; TRANSFAC
Handl::Tcfe2a(M
ey TGTCTGGAAA 335 ; JASPAR
rs2742112 -338 CIT Ha”dlzgg; (MO02 G ACATGTCTGGAAAT 334 ; TRANSFAC
TP53(MA0106.1) AATGACATGTCTGGAAATT 333 5 JASPAR
TP53(MA0106.1) AATGACATGZCTGG‘ AATT 332 ; JASPAR
rs183999346 267 GIT Nr2‘33('\’)'A°164'1 TAAGCTT 263 ; JASPAR
HNF-
rs140754411 4185 O 4alphat(Mo041L) AGTACAAAGCTTGT 181 + TRANSFAC
rs41401144 117 GIT BRCAl(l'\)"A0133 TCAACTG 116 + JASPAR

El contenido de cada columna de izquierda a derecha es: polimorfismo indicado por su cédigo de anotacidn; posicion del polimorfismo en el promotor,
considerando la posicién 0 al TSS; Tipo de cambio de nucleétido indicado por la letra simbolo de nucledtido original seguido por el nucleédtido cambiado, separados
por un a diagonal; factor trasncripcional (TF) asociado; secuencia de union a la cual se une el factor transcripcional (TFBS); posicién del TFBS en el promotor
indicado como valor absoluto; hebra en la que esta presente el TFBS; modelo de busqueda utilizado en Lasagna Search. A: Adenina; C: Citosina; G: Guanina; T:
Timina.
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5.2.3. Secuencias de ARN mensajero OLR1

Se encontrd informacién pertinente a las secuencias de ARNm del gen OLR1 para cada
especie. En las Tabla 16 a la Tabla 20 en ANEXOS se muestran los datos asociada a este tipo
de secuencias para cada especie.

En las Tabla 16 a la Tabla 18 se seiala que existe mayor cantidad de transcritos de OLR1
asociados a humano (11), luego ratén (5) y finalmente rata (2), y que existen varios codigos
para una misma secuencia dependiendo de su origen.

En la Tabla 16 se muestran distintas formas para nombrar transcritos de OLR1 de
acuerdo al sistema de nomenclatura utilizado y la categoria a la que pertenecen en
GenBank, clasificando cada secuencia de transcrito al orden de la especie a la que
pertenecen con las siglas PRI (primates) o ROD (rodentia). También se observa que los
transcritos NM_002543.3, NM_138648.2 y NM_133306.2 cuentan con versiones nuevas de
la anotacion, y que los transcritos AF079164.1/AH007081.1, AF079165.1, AF079166.1,
AF079167.1 y NM_002543.3 presentan loci diferentes del cddigo de GenBank, sin
especificar su significado.

En la Tabla 17 se reporta informacidn relativa a la definicidn, fechas y quien origind la
secuencia de los transcritos de OLR1. Se establece que todas las secuencias asocian
directamente a OLR1 y al receptor LOX1 en su definicidn. Solo 8 secuencias reportan quien
las anoto (Direct submission), y del total de anotaciones de transcritos de OLR1 3 secuencias
tienen cardcter predictivo basado en las secuencias especificadas en las columna “derivada
a partir de” (XM_006719081.1, XM _006505303.1 y XM_006505304.1 en ratdn). Se indica
qgue la secuencia de transcrito para OLR1 mas antigua data del ano 1998
(AF079164.1/AH007081.1, AF079165.1, AF079166.1 y AF079167.1) y la mas reciente del
2014 (XM_006505304.1).

La Tabla 18 da cuenta del tamaiio, variante del transcrito, ID de proteina
correspondiente a LOX1, especificaciones de la muestra y comentarios sobre la anotacion
de transcrito de OLR1. Los resultados muestran que 9 anotaciones no reportan asociacion

con alguna variante proteica LOX1 en particular, 1 anotacién no reporta correlacién alguna
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con una version proteica (DQ314885.1) y solo 7 reportan especificaciones de la muestra que
origind la secuenciacion del transcrito de OLR1. Se observa una diferencia entre los tamafios
de transcritos de OLR1 en humano: el transcrito de menor tamafio alcanza las 215pb
(AF079165.1) mientras que el de mayor largo alcanza 17.734pb (DQ314885.1). En ratén
sucede lo mismo, pero de forma menos drastica: el transcrito de OLR1 con menor tamaio
tiene 1208pb y el de mayor tamafio 3581pb. En rata solo hay informacion relativa a dos
transcritos para OLR1 de 3.751pb (NM_133306.2) y 2.985pb (BC097290.1),
respectivamente.

Existe gran y variado niumero de transcritos para OLR1. 10 de un total de 18 anotaciones
de secuencias de ARNm encontrados en bases de datos ofrecen informacion sobre los
exones (Tabla 19), y solo en humano se reporta informacién incompleta sobre la regién

regulatoria, 5’UTR, 3’UTR y sitio de poliadenilacién de OLR1 (Tabla 20).
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5.2.4. Sitios de poliadenilacion (PAS) en humano

Reportes recientes indican que en genes humanos ocurre un fendmeno conocido como
poliadenilacidn alternativa (APA) en que existen sitios variados de poliadenilacién (PAS) con
sefializacion y sitios de corte de la secuencia de ARNm . El uso de PAS representan una
regulacion adicional durante la expresidn de genes, resultando en formacion de transcritos
con diferentes extremos 3’. Estos pueden diferir en su regién codificante o en el largo de
3’UTR, afectando la regulacién de la expresidn génica en la localizacién de transcritos, su
estabilidad, eficiencia en la traduccién y naturaleza de la proteina codificada. Los perfiles
de APA son especificos para cada tejido y parecen ser fuertemente regulados durante el
desarrollo y diferenciacién celular. Para dilucidar si OLR1 contiene secuencias PAS que unen
a CPSF (“cleavage polyadenylation specificity factor”), las secuencias del gen en humano se
sometieron a escrutinio utilizando el servidor en linea DNAFSMiner. Los resultados se

muestran a continuacion.

De acuerdo a los resultados expuestos en la Tabla 10, las secuencias AC_00144.1,
CM_000263.1 y NC_018923.2 comparten los mismos PAS de secuencias AATAAA (3 sitios)
y ATTAAA (2 sitios) con puntajes similares e igual cantidad totales de PAS encontrados en la
secuencia del gen OLR1. En el caso de PAS de secuencia AATAA se distinguié 1 sitio de
sefializacion proximal (cercana al 5’UTR) y dos sitios ubicados de forma distal (lejano de
5’UTR) en el gen OLR1, mientras que ambos PAS de secuencia ATTAAA se ubican de forma
proximal.

Las secuencias de gen OLR1 NC_000012.12 y NG_016743.1 también presentaron similar
ubicaciéon de sitios de poliadenilaciéon en su estructura: 2 de un total de 16 PAS con
secuencia AATAAA ubicados en la misma posicién de forma proximal y distal, e igual nUmero
de PAS de secuencia ATTAA ubicados de forma proximal en el gen OLR1.

En el caso de secuencia AJ1317571.1, se reconocidé un PAS distal de secuencia AATAAA

y otro proximal de secuencia ATTAAA.
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La busqueda en bases de datos APASdb arrojé 3 APAs y 4 PAS ubicados en la regidn
3’UTR de OLR1 en humano sin asociaciones a tejido coronario, 4 transcritos de distinto
tamafio y combinacidn de exones, sitios de corte heterogéneos por cada APA, y preferencia
por la seial de poliadenilacién AATAAA ubica de forma distal en posicion 10310904 en el
cromosoma 12 humano al realizar lecturas de los transcritos obtenidos de 22 tejidos
humano (Figura 23, Figura 24 y Figura 25). Los tejidos con mayor cantidad de lecturas de

transcritos de OLR1 son placenta (148 lecturas), pulmén (68 lecturas) y rifién (19 lecturas) .

Tabla 10. Sitios de seiializacion de poliadenilacion hipotéticos en humano obtenidos con DNAFSMiner.

Total
No.of Total No.of ATTAAA(s
Secuenciagen = AATAAA(S) Scor @ Position  AATAAA(s) ATTAAA(s Scor @ Position )in the
OLR1 from the e (bp) inthe query ) from the e (bp) Ler
5'end sequence 5'end query
sequence
9 0.872 4682 9 0.692 10029
AC_00144.1 23 0.754 13013 23
- 1 0.605 3502
21 0.691 10073
AJ131757.1 11 0.957 7774 18 1 0.659 3881 9
9 0.889 4688 9 0.692 10034
CMO000263.1 23 0.754 13018 23
1 0.604 3500
21 0.691 10078
7 0.945 4699 2 0.797 2609
NC_000012.12 16 10
15 0.666 13472 1 0.659 806
9 0.872 4676 9 0.692 10022
NC_018923.2 23
- 23 0.754 13006 1 0.605 3496
21 0.691 10066 3 0.359 6005
7 0.945 4699 2 0.797 2609
NG_016743.1 16 10
15 0.666 13472 1 0.659 806

Contenido de cada columna de izquierda a derecha: cddigo y/o nombre de la secuencia gen OLR1 procurado;
namero de secuencia AATAAA reconocida a partir del extremo 5’; score, o valoracion del sitio de sefalizacion
de poliadenilacién entregado por DNAFSMiner (Liu H., 2005); posicién del sitio de sefializacion de
poliadenilacion en la secuencia procurada; nimero de sitios totales de secuencia ATTAAA encontrados en la
secuencia procurada; nimero de secuencia ATTAAA reconocida a partir del extremo 5’; score, o valoracion
del sitio de sefalizacion de poliadenilaciéon entregado por DNAFSMiner (Liu H., 2005); posicion del sitio de
sefializacion de poliadenilacion en la secuencia procurada; nimero de sitios totales de secuencia ATTAAA
encontrados en la secuencia procurada.

55



chr12:10308745. 10326943
~ 10310k 10320k |

-

W

nRNAs
< OLRL (ucO:lOsgz 1

Homo saplens oxidized low density lxpoprotem (lectin-like) receptor 1 (0L
< OLRL (uc001gxo0.1)

Homo sapxens oxidized low density hpoprotem (lectm—hke) receptor 1 (0L
< OLRL (uconqvb 1

Homo sapiens oxidized low density lnpoprot,em (lectin-like) receptor 1 (0L
< OLRL (ucOiOsha 1

Homo saplens oxidized low density llpoprotem <lectm-hke) receptor 1 (0L
< BOOSS508S (ucooiq:

Homo sapiens cONA «

polyA sites in human 22 tissues
'< PA:10309446

'< pA:10310904
.< pA:10311297
.< pA:10312195

pol(-n signals in human 22 tissues
ARTAAA < TTTAAA

< AATAAR
< TTTRAA
< AATRAA

Figura 23. Mapa de sitios poly(A) de gen OLR1 exhibido en APASdb. En orden descendente: se muestra la
region del cromosoma 12 humano en que se ubica gen OLR1; variedad de transcritos de ARNm
correspondientes a OLR1 con diferentes largos y exones; ubicacion de APAs identificados en 22 tejidos
humanos; y ubicacion de sefiales de poli(A) (PAS) identificados en 22 tejidos humanos.
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Figura 24. Sitios heterogéneos de corte segun sitio de poli(A) gen OLR1. Desde recuadro superior a inferior
se encuentran los sitios poly(A) (APAs) en posiciones 10310904, 10311297 y 10312195 del cromosoma 12
humano. En el eje X se muestran las secuencias de gen OLR1, se indican las bases nitrogenadas sitios de corte
subrayados en rojo, indicando el sitio corte mas frecuente subrayado en negrita, y las secuencias sefial de
corte subrayadas en verde; en el eje Y se indica el nUmero de lecturas normalizadas. Informacién obtenida
desde APASdDb.
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Figura 25. Lecturas de APAs de gen OLR1 segun tejido. En la parte superior de la figura se indican las posiciones de inicio, codén de inicio, codén de término,
APAs 10312195, 10311297 y 10310904, y el fin del gen OLR1 en el cromosoma 12 humano; ademas se indican las secuencias de cada APA y el nimero y porcentaje
de lecturas encontrados a lo largo de los 22 tejidos en humano. En la parte inferior del panel (C) se detallan las lecturas de cada APA por tejido investigado, de
forma parcial. Informacién obtenida desde APASdb.
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5.2.5. Discusion seccion regulacion de la transcripcion gen OLR1

Factores de Transcripcion asociados al promotor de OLR1

La forma mas estudiada de regular la expresién de genes es a través de factores
transcripcionales (TFs) que se unen al promotor. En este estudio, se consideré6 como
promotor de gen OLR1 al segmento de secuencias de ADN ubicada 1000pb rio arriba del
punto de inicio de la transcripcion del gen en estudio. Se realizaron estudios de secuencias
de unidn a factores de transcripcion utilizando el servidor en linea Lasagna Search, y los
algoritmos detallados en la seccién 2.3. De acuerdo a la Tabla 15 en ANEXOS, todos los TFs
que podrian regular la expresion de OLR1 estan asociados a cancer, con excepcion de SRY.
No es de extrafiar este hecho, pues OLR1 y LOX1 han sido asociados a cancer (Hirsch A.,
2010) (Gonzalez-Chavarria 1., 2014). Sin embargo, al extrapolar estos hallazgos a tejido
coronario con bajos niveles de proliferacién y frecuencia tumoral, debemos preguntarnos
si efectivamente los sitios de unién a TFs se encuentran activos o no, o silos TFs encontrados
en esta memoria han sido estudiados en el contexto del sistema cardiovascular.

Mediante la busqueda en la literatura asociada a sistema cardiovascular de los TFs
detallados en la Tabla 15 comunes para humano, ratén y rata, se encontré el estudio
realizado por Aneja y cols. en el afio 2004. Este describe a AP-1 como un factor de Ila
transcripcion dimérico compuesto por las subunidades Jun y Fos. También describen un
aumento del AP-1 y NF-kB en area infartadas del corazén de rata por induccién de isquemia
del miocardio y reperfusién de la zona lesionada, asociando un efecto sinérgico de ambos
factores de transcripcion frente al dafio (Aneja R., 2004). Es probable que la activacion de
la transcripciéon de OLR1 mediada por AP-1 en fibroblasto cardiaco sea activada mediante
la via no candnica gatillada por TGF-B1, por activacién de JINK (MAPK) que fosforila c-JUN,
activando AP-1 (Aneja R., 2004). A su vez, la via no candnica de TGF-B1 puede activarse por
especies reactivas de oxigeno (ROS) que se producen tipicamente en patologias cardiacas,
como también por ROS generado a partir de la activacién de la NADPH oxidasa gatillado por

la unién de oxLDL y su receptor LOX1, potenciando en un loop positivo la expresién de LOX1
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y estimulando la fibrosis por via candnica y no candnica (Taye A, 2013). Dichos antecedentes
tienen correlacién con los datos obtenidos en nuestro laboratorio respecto de ROS, TGF-f1
y LOX1.

Es muy probable que la activacidon de la transcripcidn via AP-1 sea efectiva, debido a que
es el TF con mayor numero de sitios de union en el promotor de OLR1. Se proyecta realizar
estudios en nuestro laboratorio para confirmar esta hipotética via de seializacién.

Por su parte, Bachl ha sido identificado como un represor de la transcripcion de genes,
descrito principalmente como represor de la transcripcion de la enzima Heme Oxigenasa 1,
encargada de degradar Heme Prooxidante a mondxido de carbono y biliverdina/bilirrubina,
ambos con efectos antiinflamatorios y antioxidantes en el ventriculo izquierdo del corazén
(Mito S., 2008). En condiciones de estrés oxidativo Bach1 pierde la capacidad de unir ADN,
dejando libre sitios de unidn que activan la transcripcion de genes, generando un efecto
benéfico en el corazén isquémico. Mito y cols. Demostraron que en ratones KnockOut de
Bach1 tanto la fibrosis intersticial como la hipertrofia de ventriculo derecho inducida por
constriccién de aorta disminuyen (Mito S., 2008). Si efectivamente Bachl se une al
promotor de OLR1 se explicaria porqué la expresién basal de OLR1 en tejido cardiaco es
menor que en condiciones de estrés oxidativo (Hu C, 2008), pues Bach1 actuaria como
represor de la transcripcién de OLR1 y al generarse ROS en condiciones patolégicas
cardiacas se liberaria del promotor, permitiendo la transcripcién y traduccion a LOX1.

BRCA1 es un regulador del ciclo celular y de vias de reparaciéon de ADN daiiado (Li H.,
2009). De acuerdo a lo estudios realizados por Liy cols (Li H., 2009) la pérdida o disminucion
de BRCAL1 inhibe la via de sefializaciéon de TGF-B1 via Smad3 durante estrés oxidativo en
cancer. Como se menciond anteriormente, la fibrosis caracteristica de eventos patoldgicos
cardiacos es gatillada por TGF-B1 a través de sus vias candnica y no candnica. En la via
canodnica tenemos participaciéon de Smad 2 y Smad 3, que potencian la produccién de a-
SMA, proteinas de adhesidn y colageno (Taye A, 2013). Ambas vias pueden activarse por
efecto de ROS, de acuerdo a los resultados obtenidos en nuestro laboratorio. Por lo tanto,
extrapolando al contexto de patologias cardiacas y LOX1, considerando el antecedente

publicado por Li y cols., es probable que BRCA1 participe en las vias de sefializaciéon
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mediadas por TGF-B1l en respuesta a estrés oxidativo condicionado por patologias
cardiacas, afectando la transcripcion de OLR1. Dicha extrapolacién es posible porque se ha
reportado con anterioridad vias comunes de transcripcidn y sefializacién de transcripcion
en cancer y metabolismo de lipidos (Hirsch A., 2010), actuando LOX1 en ambas patologias.

La busqueda en literatura de GATA1 asociado a patologias cardiacas no dio resultados.
Este TF es uno de los 6 miembros perteneciente a la familia de TFs GATA, estd asociado a la
regulaciéon de lineas celulares sanguineas en formacién, y su mutacién provoca desérdenes
sanguineos caracterizados por citopenias (Ciovacco W., 2008). Los miembros GATA4,
GATAS y GATAG estan presentes en el corazén en desarrollo (embridn y posnatal) (Charron
F., 1999). Es probable que la activacidon de OLR1 se dé mediante este TF en la diferenciacién
de fibroblasto a miofibroblasto, gatillada por TGF-B1, a través de un efecto directo o
indirecto mediado por cofactores inducibles, que jueguen un rol en la regulacién tejido
especifico en respuesta a estimulos extracelulares (Charron F., 1999). Sin embargo, no se
encontrd en literatura asociaciones entre GATA1 y TGF-B1 o ROS. Experimentacién in situ
es necesaria para saber si GATAL se une al promotor de OLR1, y si activa la expresion de
éste en patologias cardiacas.

Evidencia reciente sugiere que las redes de regulacion de genes estan alteradas bajo
condiciones de estrés en el corazon adulto (Mikhailov A., 2012). Los coactivadores
transcripcionales también participan de los circuitos reguladores de genes como objetivos
primarios de sefales fisioldgicas y patoldgicas (Mikhailov A., 2012). Una de las familias de
estos cofactores transcripcionales son las miocardinas (MYOCD), y especificamente los
miembros MRTF-A y MRTF-B activan la expresion de genes involucrados en crecimiento
cardiaco y adaptacidn al estrés a través de distintos mecanismos (Mikhailov A., 2012). Estas
ultimas se encuentran aumentadas en remodelamiento de corazén. Especificamente, al
forzar la expresiéon de MRTF-A se activan genes profibréticos y la diferenciacion de
fibroblasto a miofibroblasto. Las MYOCD presentan un sitio de reconocimiento a NKX1-3
(Mikhailov A., 2012), por lo tanto el remodelamiento que ocurre posterior a isquemia de
corazdn podria estar sujeto a la accion de NKX1-3 y su cofactor MRTF-A. Asimismo, los TFBSs

en promotores de genes que se encuentran sobre activados en etapas tardias de
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aterosclerosis comparten motivos ricos en Myf, MZF1, FOXL1 y NKX3-1, elucidando un
posible rol esencial en la aterosclerosis de carétida considerada como patologia cardiaca
(Lin M., 2014).

ChenyVanBuren (2014) identificaron a Prrx2 como uno de los factores transcripcionales
participantes en las fases tempranas y tardias del desarrollo del corazén, junto con otros
TFs. Su equipo propone que los distintos TFs trabajan juntos a lo largo de las distintas fases
de desarrollo del tejido coronario, de forma fase especifica para regular su expresion y
mediar las transiciones entre fases durante el normal desarrollo cardiaco (Chen H., 2014).
Este antecedente nos indica que Prrx2 se expresa en el corazén durante su desarrollo. No
se encontré en literatura asociacion de Prrx2 a fendmenos de fibrosis o vias de sefializacion
sujetas a TGF-B1. Por lo que no podemos hacer especulaciones sobre su transcripcion, o si
regula la transcripcién de OLR1 en la diferenciaciéon de fibroblasto a miofibroblasto durante
fibrosis en patologias cardiacas.

El factor transcripcional SRY es el tnico que no esta asociado a céncer. Este se ubica en
el cromosoma Y, por lo que es especifico para individuos de sexo masculino, y determina el
desarrollo de los testiculos y la subsecuente secrecién de hormonas sexuales. Ademas,
influencia la expresién de otros genes en cromosomas autosomales (Miller V. K. J., 2011).
Las hormonas sexuales influyen directamente en el desarrollo celular en periodos criticos,
gue también pueden ser gatillados por factores ambientales (Miller V. K. J., 2011). Variantes
genéticas de SRY predisponen a hipertensidn en rata, y en humano se ha descrito que los
padres hipertensos, y no las madres, determinan la hipertensién en su progenie (Kostrzewa
G., 2013). Ademas, SRY afecta la expresion de tirosina hidroxilasa, enzima que convierte
tirosina en dihidrofenilalanina (DOPA) requerida para la sintesis del neurotransmisor
adrenérgico norepinefrina que regula la funcion cardiaca (Miller V. B. P., 2011). De acuerdo
a esto, SRY tiene un rol en patologias cardiacas pero se desconoce el mecanismo molecular
gue podria estar involucrado en patologias cardiacas agudas como infarto agudo al
miocardio, isquemia, etc. Por lo tanto, se desconoce la forma en que podria activar la

diferenciacién del fibroblasto en patologias cardiacas.
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Resumiendo, se propone que los potenciales TFs que activarian la transcripcién de OLR1
son: AP-1, mediante la via no candnica de TGF-B1 estimulada por ROS; BRCA1, mediante la
via candnica de TGF-B1 activado por Smad3; NKX1-3, uniéndose al co factor MRTF-2, al
activar la via de TGF-B1. Por otra parte, BACH1 reprimiria la expresion de OLR1 al unirse al
promotor, pero liberandose en condiciones de ROS. Es necesaria investigacion in situ para
evaluar la union efectiva de estos TFs a sus TFBSs, y si regulan la expresién de OLR1 (Figura

26).

EXTRACELULAR N {\ FIBROSIS CARDIACA

rféF:BI
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Figura 26. Esquema de la regulacion de la transcripcion de gen OLR1 a receptor LOX1 via factores
transcripcionales propuestos. 1) Activacidn de la transcripcion de gen OLR1 a través de factor transcripcional
BRCA1 activado por SMAD3 en la via candnica de sefializacion de TGF-B1. 2) Activacion de la transcripcién de
gen OLR1 a través de factor transcripcional AP-1 activado por fosforilacién por quinasa JNK de la subunidad c-
JUN de AP-1, en la via no candnica de sefializacién de TGF-B1. 3) Activacidn de la transcripcion de gen OLR1 a
través de factor transcripcional NKX1-3 activado por cofactor MRTF-A en condicion de fibrosis cardiaca. 4)
Activacion de la transcripcidén de gen OLR1 mediante liberacidn del factor transcripcional inhibitorio Bach1 en
presencia de ROS.
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TFBSs y SNP en humano

De acuerdo a la Tabla 9 los TFBSs afectados por SNP con mayor frecuencia son Hand1,
p53 y Pax-4.

Handl se encuentra disminuido en pacientes con cardiomiopatias como también en
roedores con hipertrofia cardiaca, sugiriendo una correlacién entre los niveles de Handly
el remodelamiento coronario (Lu S., 2011). Lo anterior sugiere que en pacientes que
presenten SNPs rs35628316 y rs2742112 la unién de Hand1 al promotor de OLR1 se veria
afectada, repercutiendo en su transcripcion.

En el caso de p53 se ha visto que en fibroblastos hipdxicos, o extraidos desde corazén
infartado, hay un aumento de la expresién de este TF, disminucién del nivel de senescencia
y citoquinas en el fibroblasto, y aumento de la expresién de coldgeno (Zhu F., 2013). Por lo
tanto, p53 probablemente sea un regulador de la transcripcion de OLR1, y los SNP
rs555390119 y rs2742112 afecten la unién de p53 al promotor de OLR1. Asimismo, el SNP
rs41401144 que afecta al TFBS de BRCA1 (asociado a cancer) debe afectar en algun nivel la
expresion de OLR1.

Todos los SNPs mencionados podrian estar afectando el proceso de fibrosis
caracteristico de remodelamiento coronario, influyendo en la traduccién de LOX1 (Hu C,
2008).

En el caso de Pax-4 no se encontrd literatura asociada a patologias cardiacas o a su
expresidon en corazdn, esta estrechamente relacionado con patologias pancredticas, aunque
la familia de TFs Pax esta asociados a organogénesis, proliferacion, diferenciacién celular y
cancer (Mansouri A., 1996).

Para confirmar si los SNP mencionados afectan realmente la transcripcion de OLR1, y
por tanto la fibrosis coronaria, se debe investigar estadisticamente en pacientes con dichos
SNP y en el laboratorio comprobar el aumento o disminucién de la afinidad de los distintos

TFs al promotor de OLR1.
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PAS en OLR1

Otro fendmeno que podria ser responsable de la generacidon de isoformas proteicas de
LOX1 es APA. Los resultados expuestos en esta memoria de titulo indican que gen OLR1
presenta APA generando transcritos variables de acuerdo a la Figura 23 y la gran variedad
de secuencias de ARNm expuestos en las Tabla 16 a la Tabla 20 en ANEXOS podrian
explicarse de la misma forma. Un fendmeno similar fue descrito al analizar el transcriptoma
de 15 lineas celulares de humano, en que aparecieron 25 transcritos diferentes producidos
por 1 solo gen, y 12 de esos transcritos producidos en una linea celular en particular (de
Klerk E., 2015).

Lamentablemente aun faltan estudios, antecedentes en bases de datos y algoritmos
ajustados a ratdn y rata para comparar si existe PAS en regiones semejantes de gen OLR1
entre especies. En general, se sabe que APA estd a lo largo de todos los eucariontes
examinados hasta la fecha y estda presente en ~70-75% de los genes en humano,
considerandose como un mecanismo regulatorio extendido capaz de controlar la expresion
de genes y expandir la diversidad proteica que incluso afecta a ARNm no codificantes de
gran tamafio (IncARN) (Elkon R., 2013). Una posibilidad es que la secrecién de la forma
soluble de proteina LOX1 se genere por APA, pues se ha encontrado este mecanismo
actuando en proteinas de membrana plasmatica con isoformas secretadas en forma soluble
(como inmunoglobulina M, IgM) (Elkon R., 2013).

Estudios han revelado una correlacién inversa entre el largo de 3’UTR vy los niveles de
expresiéon de proteinas: algunos tejidos humanos estdn enriquecidos en transcritos
altamente abundante con 3’UTR cortos (cerebro, testiculos, pulmdn, mamas), mientras que
otros contienen muchos transcritos de baja abundancia con 3’UTR largos (corazén y
musculo esquelético) (de Klerk E., 2015). En condiciones de hipertrofia cardiaca se
encuentran potenciado el corte en sitios poly(A) proximales de forma global en humano
(Elkon R., 2013). Si existe preferencia de transcritos largos de OLR1, con predileccion en
corte y poliadenilaciéon de forma distal, o viceversa, en tejido coronario en condiciones

saludables y/o patoldgicas es un misterio a resolver.
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5.3. Proteina LOX1 en humano, raton y rata

5.3.1. Secuencias de proteinas LOX1

La busqueda de secuencias de OLR1 a través de CLC Sequence Viewer 7.5 arrojo gran
cantidad de secuencias de tipo gendémicas, ARNm y proteicas. La informaciéon sobre
secuencias proteicas se agrupd en las tablas a continuacién.

Los resultados expresados en la Tabla 21 indican un total de 24 secuencias proteicas
descritas para LOX1, de las cuales 14 pertenecen a humano, 7 a ratén y 3 a rata,
categorizadas en la divisién de GenBank como PRI para humano y ROD en el caso de ratén
y rata. En total son 9 las secuencias proteicas predictivas de LOX1 derivadas de analisis
computacional (indicadas con un asterisco). Existe 1 secuencia de LOX1 por especie que
difiere en el locus especificado y su cddigo de GenBank (P78380.1 humano, Q9EQ09.2 en
ratén y 070156 en rata).

En la definicién de cada anotacidon de las secuencias proteicas de LOX1 se hace
referencia al receptor de lipoproteinas oxidadas y/o LOX1, pero no a gen OLR1 (Tabla 22).
De las 24 anotaciones indicadas en la Tabla 22, 12 manifiestan la solicitud de anotacion
directa, aportando informacion sobre quién secuencid la proteina. Se registran secuencias
derivadas a partir de otras: 5 en total, 1 en humano (XP_006719144.1), 3 en ratodn
(NP_619589.2, NP_001288025.1 y NP_001288023.1) y 1 en rata (Q9EQQ9.2). De acuerdo a
las fechas de actualizacién de la anotacién en NCBI, todas las secuencias proteicas de LOX1
publicadas parecen ser revisadas y/o actualizadas de forma regular. La secuencia de LOX1
publicada con mayor antigliedad data del afio 1998 en humano (AAC97927.1), 2001 en
ratén (NP_619589.2) y 1998 en rata (070156). Mientras que las mds actuales corresponden
al afio de publicacion 2010 para humano (NP_001166104.1), 2014 para ratén
(NP_001288025.1 y NP_001288023.1) y 2002 para rata (NP_579840.2). Del total de
anotaciones indicadas, P78380.1 es la que ha sido citada con mayor frecuencia en literatura
especializada al ser incluida en un total de 28 referencias de publicaciones cientificas a la

fecha.
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A partir de la Tabla 23 se puede deducir que las anotaciones predictivas de LOX1
EAW96159.1 y EAW96156.1 corresponden a la misma secuencia, pues presentan la misma
informacién y corresponden a la misma isoforma obtenida mediante analisis
computacional. Las secuencias correspondientes a la isoforma 1 en humano son
NP_002534, BAC81565, CAB38175, AAH22295, P78380 y secuencias predictivas AAC97927,
ABC40744, EAW96156, EAW96159 ya que todas tienen 273aa de tamafio de secuencia
proteica. NP_001166103 y la secuencia predictiva EAW96157 también tienen igual tamano,
por lo tanto se deduce que la isoforma 2 y la isoforma CRA_b corresponden a la misma
secuencia de LOX1. Lo mismo se observa para las secuencias NP_001166104 y EAW96158,
derivando que la isoforma 3 y la isoforma CRA_c de LOX1 corresponden a la misma
secuencia obtenida por métodos empiricos y computacionales. La isoforma X1
(XP_006719144.1) presenta tamano de secuencia aminoacidica uUnica (Figura 41 en
ANEXOS).

A partir de los resultados expuestos en la Tabla 23 se deduce que en ratén la isoforma
1 de LOX1 puede asignarse a secuencias NP_619589, Q9EQQ9 y secuencia predictiva
EDK99928 de acuerdo al tamafio idéntico de sus secuencias aminoacidicas (Figura 42 en
ANEXOS). Las isoformas 2 (NP_001288025), 3 (NP_001288023), X1 (XP_006505366) y X2
(XP_006505367) no presentan tamafos iguales con otras secuencias, por lo tanto se deduce
gue existe una Unica secuencia por cada una de estas isoformas de LOX1. En rata no existen
isoformas ni secuencias predictivas asociadas a LOX1: los tamafios de las 3 secuencias
descritas son iguales, por lo tanto se deduce que corresponden a la isoforma Unica de LOX1
en rata (Figura 43 en ANEXOS).

De un total de 24 anotaciones presentadas en la Tabla 23 solo 13 reportan informacion
sobre a qué isoforma de LOX1 corresponden, especificamente 8 anotaciones de humano, 5
en ratdn y ninguna reporta dicha informacién en rata. Solo 5 anotaciones proteicas de
humano se encuentran asociadas a algunas secuencias de ADN en particular, mientras que
15 se encuentran asociadas a secuencias de ARNm (8 de humano, 5 en raton y 2 en rata).
En cuanto a la forma de secuenciacidon de las anotaciones proteicas de LOX1 solo 4

secuencias de humano indican el tejido desde el cual se tomd la muestra para la
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secuenciacion. Comentarios sobre |la anotacion son detallados en 10 secuencias de humano,

6 enratény 2 en rata.

5.3.2. Propiedades fisicoquimicas de las isoformas de LOX1

En la Tabla 11 se especifica la masa molecular, punto isoeléctrico e indice alifatico de
cada isoforma proteica de LOX1 por especie, construida a partir de la informacion entregada
en el informe estadistico comparativo de secuencias proteicas de LOX1 obtenido de CLC
Sequence Viewer 7.5. Se establece que las secuencias NP_2534, P78380, AAH22295,
CAB3817, BAC81565 y secuencias predictivas EAW96156, EAW96159, ABC40744 vy
AAC97927 tienen los mismos valores de masa, punto isoeléctrico e indice alifatico,
deduciéndose que corresponden a la isoforma 1 humana de LOX1. Lo mismo sucede con
secuencias NP_001166103 y EAW96157, derivando que se trata de la isoforma 2 humana
de LOX1. Siguiendo el mismo razonamiento, también se infiere que las secuencias
NP_001166104 y EAW96158 corresponden a isoforma 3 humana de LOX1.

En ratdon los resultados expresados en la Tabla 11 indican que las anotaciones
NP_619589 y Q9EQO9 corresponden a isoforma 1 de LOX1, debido a que comparten iguales
valores en sus propiedades fisicoquimicas. En rata no se observan grandes diferencias
respecto de las propiedades fisicoquimicas entre las distintas anotaciones, por lo que se
deduce que todas corresponden a la misma isoforma codificada por Olr1l.

A pesar de tener iguales tamafios entre distintas anotaciones es posible que los
aminodacidos que componen la secuencia aminoacidica de las distintas versiones de LOX1
difieran entre anotaciones, otorgando propiedades fisicoquimicas y estructuras proteicas
distintas. En las Figura 44 a la Figura 46 en ANEXOS se presentan las frecuencias de
aminodacidos de las distintas isoformas para humano, ratén y rata, observandose diferencias

menores en la composicion aminoacidica de cada isoforma de LOX1 por especie.
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Tabla 11. Propiedades Fisicoquimicas isoformas proteicas de LOX1 en humano, ratén y rata.

GenBank | Masa (kDa) ‘ Punto Isoeléctrico (pH) ‘ indice alifatico Isoforma
Homo sapiens
NP_002534 30.959 7.54 81.538 1
P78380 30.959 7.54 81.538 No especificada
AAH22295 30.959 7.54 81.538 No especificada
CAB38175 30.959 7.54 81.538 No especificada
BAC81565 30.945 6.86 81.538 No especificada
NP_001166103 20.227 5.63 91.657 2
NP_001166104 21.424 5.85 87.778 3
XP_006719144 24.372 5.42 88.157 X1
EAW96156 30.959 7.54 81.538 CRA a
EAW96159 30.959 7.54 81.538 CRA a
EAW96157 20.227 5.63 91.657 CRA_ b
EAW96158 21.424 5.85 87.778 CRA ¢
ABC40744 30.959 7.54 81.538 No especificada
AAC97927 30.959 7.54 81.538 No especificada
Mus musculus
NP_619589 41.643 8.22 82.287
NP_001288025 17.707 8.88 66.129
NP_001288023 21.573 8.79 82.063
XP_006505366 36.303 8.74 82.208 X1
XP_006505367 32.162 7.62 77.786 X2
EDK99928 42.1 7.6 82.725 No especificada
Q9EQ09 41.643 8.22 82.287 No especificada
Rattus norvegicus
NP_579840 42.378 6.12 82.473 No especificada
AAH97290 41.89 6.28 82.308 No especificada
070156 41.89 6.28 82.308 No especificada

Se muestra a que especies pertenecen las isoformas de LOX1 en celdas amarillas; celdas blancas corresponden
a isoformas encontradas en muestras biolégicas, mientras que las celdas en celeste corresponden a
secuencias proteicas obtenidas mediante métodos computacionales, segln lo reportado en la Tabla 15. Cada
columna, de izquierda a derecha, indica: el nombre de acceso en GenBanck de cada isoforma de LOX1; la masa
molecular de cada isoforma; el punto isoeléctrico de acuerdo a la escala de pH desde maximo de acidez (0)
hasta el maximo de basicidad; porcentaje indice alifatico isoformas; variante de la isoforma, segin lo
especificado en la Tabla 20. kDa: KiloDalton, unidad de medida de masa molecular.
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5.3.3. Analisis filogenéticos

Los mecanismos de variacion molecular que se consideran en filogenia incluyen
mutaciones, duplicacion de genes, reorganizacién de genomas, y recombinacion. La
filogénetica molecular se encarga del estudio de filogenias y procesos evolutivos por medio
del andlisis de ADN o secuencias aminodcidicas. Para inferir relaciones filogenéticas existen
diversas metodologias que utilizan diferentes algoritmos computacionales, entre ellos
algoritmos de agrupamiento y de optimizacion. UPGMA y Neighbor joining corresponden al
primer grupo de algoritmos, emplean métodos de distancia que operan con distancias
ultraméricas (igual largo de ramas) y distancias aditivas (variacion en el largo de ramas)
respectivamente.

Con la finalidad de establecer que secuencias proteicas son mas cercanas entre si, se
construyeron dendogramas utilizando dos algoritmos: Neighbor joining y UPGMA. Se utilizé
secuencia proteica de LOX1 de lagartija como grupo control externo. Los resultados se
muestran a continuacién en las Figura 27 y Figura 28.

De acuerdo al dendograma generado usando Neighbor joining en la Figura 27 se
muestran todas las isoformas correspondientes a humano en un mismo clado con un 76%
de probabilidad. Las anotaciones BAC81565 y NP_001166103 (isoforma 2 de LOX1) se
agrupan como monofiléticos, y agrupadas como grupo hermano de NP_001166104
(isoforma 3 de LOX1). Los roedores surgen de un nodo comun con probabilidad del 67%, y
se agrupan en clados por especie correspondientes a raton con un 99% de probabilidad y
rata con un 72%. Las isoformas 2 y 3 de ratdn son monofiléticas entre si. La lagartija, grupo
control externo, se ubica en una rama lejana de las otras taxas.

En la Figura 28 se muestra el dendograma generado con algoritmo UPGMA. Se observa
gue laisoforma 2 de LOX1 humana se presenta como grupo basal en relacidn al resto de las
secuencias. Luego, con un 98% de probabilidad se reconoce la division en clados
correspondiente a humano y otro a roedores. El clado humano incluye todas las
anotaciones correspondientes a isoforma 1y 2, agrupando a isoforma 1y 2 de LOX1 como
monofileticas entre si. En roedores las secuencias proteicas de LOX1 de raton se agrupan

en un mismo clado, y lo mismo se reconoce en rata. En ratén las isoformas 2 y 3 de LOX1 se
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agrupan monofiléticas entre si, y como grupo hermano de las anotaciones correspondientes
a isoforma 1. La lagartija, grupo control externo, se ubica en una rama aparte de las otras

taxas.
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Figura 27. Dendograma generado a partir del agrupamiento de secuencias de LOX1 de humano, ratén y rata
usando algoritmo Neighbor joining. Se indica con una imagen el organismo al que pertenece cada rama; la
proteina correspondiente al final de cada rama; la probabilidad de ocurrencia en cada nodo; y en letras negras,
junto a el nombre proteico, la isoforma en caso de que corresponda. Se utiliza LOX1 de lagartija como grupo
control externo.
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Figura 28. Dendograma generado a partir del agrupamiento de secuencias de LOX1 de humano, ratén y rata
usando algoritmo UPGMA. Se indica con una imagen el organismo al que pertenece cada rama; la proteina
correspondiente al final de cada rama; la probabilidad de ocurrencia en cada nodo; y en letras negras, junto a
el nombre proteico, la isoforma en caso de que corresponda. Se utiliza LOX1 de lagartija como grupo control

externo.
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5.3.4. Alineamiento de secuencias proteicas LOX1

La Figura 29 muestra el alineamiento de secuencias proteicas de LOX1 de humano vy la
Tabla 24 en ANEXOS detalla los cambios determinados. La secuencias de aminoacidos
correspondientes a las isoformas 1 son practicamente iguales (P78380, NP_002534,
AAH22295, CAB38175, BAC81585), con excepcion de BAC81585 en que se ve una variacion
de asparragina (N) por lisina (K) con respecto al resto de las isoformas 1 de LOX1. En
isoforma 2 de LOX1 (NP_001166103) las diferencias mas importantes encontradas son una
delecién entre posiciones 143 a las 149 de la regién cuello de LOX1, delecién mayor en
posiciones 175-203, 210-216 y 225-273 en el dominio lectina tipo C, un cambio por leucina
en la posicién W150, y pérdida de las argininas en posicién 208, 229, 231y 248. En isoforma
3 de LOX1 (NP_001166104) se observan como diferencias mas destacables una delecién
mayoritaria de la regién lectina tipo C en posiciones 190-273, con la consecuente pérdida
de las argininas en posiciéon 208, 229, 231 y 248, pero conservacion de triptéfano en
posicién 150.

Los resultados expuestos en las Figura 30 y Tabla 25 (ANEXOS) detallan el alineamiento
realizado para secuencias proteicas de LOX1 excluyendo secuencias hipotéticas para raton.
Se observa que ambas anotaciones correspondientes a isoforma 1 de LOX1 presentan igual
secuencia aminoacidica (Q9EQ09, NP_619589). En isoforma 2 (NP_001288025) se reconoce
una delecién entre posiciones 26-233 abarcando dominio citoplasmatico, transmembrana,
cuello, repeticiones tipicas del receptor en roedores y regién coiled coil, pero se mantiene
intacto el dominio Lectina tipo C. En isoforma 3 se sefiala variacion de leucina por cisteina
en posicion 159, y delecidon entre posiciones 60-233 abarcando dominio cuello, repeticiones
y coiled coil, se mantiene intacto dominios citoplasmatico, transmembrana y lectina tipo C.

En rata se establecen secuencias proteicas similares a lo largo de todos los dominios de
LOX1, y no se observan isoformas codificadas por gen Olrl. La anotacién NP_579840
presenta 4 aminodacidos extra (N asparragina, L leucina, E ac. glutdmico y M metionina) en

posicidn 2-5 con respecto a las otras dos secuencias (Figura 31 y Tabla 26 en ANEXOS).
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En la Figura 32 se muestra el alineamiento de las isoformas 1 de LOX1 de humano, ratén
y rata [secuencias que se asumen como isoformal: 070156 de rata, Q9EQQ9 de ratén y
P78380 de humano de acuerdo a UniProt]. El analisis con MEGA 6 arroja 227 aminodcidos
conservados a los largo de las 3 especies alineadas, de un total de 366 analizados. Las
regiones conservadas se observan a los largo de todos los dominios descritos, incluso en
algunos casos se sefialan bloques conservados como en la regién cuello en posiciones 62 a
la 67 y los registrados en el dominio Lectina tipo C en posiciones 235-240, 245-250. 345-350
y 352-359. En humano se distingue una delecién de las tres repeticiones caracteristicas de

roedores ubicadas en posiciones 96-233 de proteinas LOX1.
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Figura 29. Alineamiento de secuencias proteicas de LOX1 en humano. Se indica cada residuo aminoacidico
con su letra simbolo y un color identificativo; regiones citoplasmatica, transmembrana, cuello y motivo coiled
coil se indican con llaves; puentes disulfuros en flechas grises sobre el alineamiento; dominio C Tipo Lectina
con flecha azul; sitios de glicosilacién en flechas fucsia; regiones tipo helicoidal en flechas burdeo; y flechas
en verde cata indican sitios de unién a lipidos. Secuencias que se asumen como isoformal: P78380,
NP_002534, AAH22295, CAB38175, BAC81565; secuencias correspondiente a isoforma2: NP_001166103;
secuencia correspondiente a Isoforma3: NP_001166104.
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Figura 30. Alineamiento de secuencias proteicas de LOX1 en ratdn. Se indica cada residuo aminoacidico con
su letra simbolo y un color identificativo; regiones citoplasmatica, transmembrana, cuello, motivo coiled coil
y repeticiones tipicas en ratdn se indican con llaves; puentes disulfuros en flechas grises sobre el alineamiento;
dominio C Tipo Lectina con flecha azul; sitios de glicosilacién en flechas fucsia; regiones tipo helicoidal en
flechas burdeo; y flechas en verde cata indican sitios de unién a lipidos. Secuencias que se asumen como
isoformal: Q9EQQ09, NP_619589; secuencias correspondiente a isoforma2: NP_001288025; secuencia
correspondiente a Isoforma3: NP_001288023.
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Figura 31. Alineamiento de secuencias proteicas de LOX1 en rata. Alineamiento realizando en CLC Sequence
Viewer. Se indica cada residuo aminoacidico con su letra simbolo y un color identificativo; regiones
citoplasmatica, transmembrana, cuello, motivo coiled coil y repeticiones tipicas en rata se indican con llaves;
puentes disulfuros en flechas grises sobre el alineamiento; dominio C Tipo Lectina con flecha azul; sitios de
glicosilacion en flechas fucsia; regiones tipo helicoidal en flechas burdeo; y flechas en verde cata indican sitios
de uniodn a lipidos.
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Figura 32. Alineamiento de secuencias Isoforma 1 de LOX1 en humano, raton y rata. Alineamiento realizando
en CLC Sequence Viewer. Se indica cada residuo aminoacidico con su letra simbolo y un color identificativo;
regiones citoplasmatica, transmembrana, cuello y dominio Lectina Tipo C de rata se indican con llaves.
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5.3.5. Modelamiento de proteinas

Con el fin de visualizar las diferencias a nivel de estructura secundaria y terciaria de LOX1
en las distintas especies, y entre las isoformas para una misma especie, se realizd
modelamiento de isoformas de LOX1 usando SwissModel. Las diferencias en estructura
primaria podrian alterar la estructura del receptor LOX1, y con eso su funcionalidad. La
estructura utilizada como molde corresponde a la regidn extracelular de la isoforma 1 de
LOX1 humana, descrita por cristalografia de rayos X , a excepcion de casos particulares en
gue se detalla la estructura utilizada como molde.

El detalle de cada estructura hipotética para isoforma 1 de las tres especies en estudio
se muestra en la Figura 33. Los porcentajes de identidad de secuencias, similitud vy
cobertura de las isoformas 1 de LOX1 de ratdn, rata y humano fueron bastante similares
por lo que construir un modelo en base a la estructura extracelular de isoforma 1 de LOX1
humano es una aproximacién adecuada. Los indices de evaluacién (GMQE y QMEAN)
cercanos a 1 de la estructura compuesta para cada isoforma indican que los modelos
construidos son una aproximacion cercana a las estructuras probables para isoforma 1 de
LOX1 en rata y ratén, pero no son el mejor modelo (Tabla 12).

En el caso del modelamiento de isoforma 2 para humano el alineamiento multiples
generado en BLAST arrojé mayor similitud de secuencias con una proteina llamada moesina,
proveniente de la especie Spodoptera frugiperda. Los resultados del modelamiento usando
a moesina como molde para la isoforma 2 de LOX1, y usando el molde regular, se muestran
en la Figura 34 y Tabla 12. De acuerdo a los porcentajes de identidad, similitud, cobertura
e indices GMQE y QMEAN el modelo construido usando la secuencia de moesin como molde
es de mejor calidad que el construido usando la secuencia de isoforma 1 de LOX1 humana,
por lo tanto la estructura real de la isoforma 2 de LOX1 humana debe tener mayor similitud
a moesina que a isoforma 1 humana. Sin embargo, ambos modelos son de baja calidad
segln a indices QMEAN y GMQE. A partir de los resultados expuestos para isoforma 3 de
LOX1 en cuanto a los porcentajes de identidad, similitud, cobertura, indices GMQE y

QMEAN se deduce que el modelo construido es de baja calidad, lo que indica que isoforma
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3 debe tener un tipo de estructura distinto de isoforma 1 de LOX1 humana, o que no
comparten gran similitud en la region extracelular (coincidente con los observado en el
alineamiento de la Figura 29)

En la Figura 35 se muestran las estructuras modeladas para isoformas 1, 2 y 3 de ratén.
Los resultados indican que los modelos construidos para isoforma 2 y 3 tienen alto
porcentaje de identidad de secuencias, similitud, cobertura e indice GMQE indicando buena
calidad del modelo. Sin embargo, el indice QMEAN con valor negativo indica inestabilidad

en su estado energético total y por tanto baja calidad del modelo (Tabla 12).
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ISOFORMA 1 Rn 070156

81

Figura 33. Modelos
proteicos de isoforma 1
LOX1 para humano,
ratén y rata. Al costado
izquierdo se muestran
los modelos construido
indicando en rojo y azul
las cadenas que forman
el dimero, mientras que
en el costado derecho
se muestra el modelo
construido enfatizando
la estructura secundaria
(hélices a en morado,
sabanas B en amarillo).
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Figura 34. Modelos proteicos de
isoformas LOX1 para humano. Al costado
izquierdo se muestran los modelos
construido indicando en rojo y azul las
cadenas que forman el dimero, mientras
que en el costado derecho se muestra el
modelo  construido enfatizando la
estructura secundaria (hélices a en
morado, sabanas B en amarillo). En el
caso de isoforma 2, se muestra primero el
modelo construido usando la secuencia
molde de moesin, seguido del modelo
construido usando como molde la
secuencia de la isoforma 1 de LOX1
humano.
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Figura 35. Modelos
proteicos de isoformas
LOX1 para ratéon. Al
costado izquierdo se
muestran los modelos
construido indicando en
rojo y azul las cadenas
que forman el dimero,
mientras que en el
costado derecho se
muestra el modelo
construido enfatizando
la estructura secundaria
(hélices a en morado,
sabanas B en amarillo).



Tabla 12. Detalle de valores obtenidos en el modelamiento de isoformas de LOX1 en humano, ratén y rata.

Seq. Oligo . Seq.
Hs

Homo-
S 1ypalA 10000 omo 1.40A 0.63 0.49 071 -0,36
s 20.1A 9376 Monomer 2.10A 0.32 1.00 048 5,43

Iso 2 (moesin)

Hs Homo-
oo LypalA 1259 ol 1.40R 0.26 0.75 0,38 -10,62

s 1ypg. 1A 1852 e 1.40A 0.28 0.71 0,41 -10,42
Iso 3 ypqg. L. ) dimer ’ ’ ’ ! !
MM 1ypq1A 10000 oMo 1.40A 0.63 0.49 071 -036
Iso 1 o : dimer : : : ’ ’
MM~ oypg1A 6045 Homo 1.40A 0.50 0.86 079  -419
Iso2 = ' dimer : : : ' '
Mm 9 vpglA 6045 e 1.40A 0.50 0.71 0,73 6,74
Iso 2 ypq. L. : dimer ’ : : ’ ’
RN 1ypg1A 7090 oMo 1.40A 0.53 0.37 050  -155
Iso 1 ypq ’ ’ dimer ' : ' ! !

Se muestran las especificaciones del modelo construido: isoforma modelada y especie correspondiente en
cursiva; molde (template) usado; identidad de secuencias; estado del oligo (homo dimero o mondémero);
resoluciéon de la estructura molde; similitud de secuencias molde y objetivo; grado de cobertura de la
secuencia objetivo sobre la secuencia molde; indices GMQE y QMEAN4.
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5.3.6. Discusion seccion proteina LOX1

Los datos agrupados en las Tabla 21, Tabla 22, Tabla 23 en ANEXOS hacen referencia a
las distintas secuencias de LOX1 encontradas en bases de datos. Se detallan secuencias
encontradas en muestras de tejidos y obtenidas mediante uso de algoritmos
computacionales. Este ultimo punto es de relevancia, ya que de acuerdo a lo expresado en
dichas tablas, 6 de 14 secuencias de humano y 3 de 7 secuencias en ratdn son hipotéticas.
Sin embargo, al examinar mds de cerca dichas secuencias se ven similitudes entre las
hipotéticas y reales. Por ejemplo en humano las secuencias CRA son hipotéticas pero tienen
tamafios de secuencias (Figura 41 en ANEXOS), masa, punto isoeléctrico, e indice alifatico
(Tabla 11) iguales a las isoformas empiricas (CRA_a comparte los mismos datos con
Isoforma 1; CRA_b con Isoforma 2; y CRA_c con Isoforma 3). De la misma forma, secuencias
hipotéticas ABC40744 y AAC97927 con isoforma 1 NP_002534 y secuencias P78380,
AAH2295, CAB38175, BAC81565. En ratdén, sucede lo mismo entre isoforma 1 NP_619589 y
secuencia Q9EQO9. Es de suponer que se traten de la misma secuencia con informacién
faltante al momento de la anotacidn, y que en el caso de las secuencias hipotéticas el
programa arroje estas secuencias como probables, lo que refuerza la confianza en este tipo
de metodologia sujeta a comprobacidn.

En el caso de la isoformas predictivas denotadas con una X (isoforma X1 en humano, X1
y X2 en ratén) en las Tabla 21, Tabla 22 y Tabla 23 no existe relacidn con alguna de la
isoformas encontradas en muestras bioldgicas. Por lo tanto, efectivamente se trataria de
isoformas hipotéticas.

La variacion en las propiedades fisicoquimicas de las distintas isoformas expuestas en la
Tabla 11 encuentra explicacion en las Figura 44, Figura 45 y Figura 46 de este trabajo.
Variaciones en la cantidad de leucina, cisteina, triptéfano y fenilalanina serian las
responsables de los cambios en el punto isoeléctrico e indice alifatico de isoformas de
humano; mientras que en ratén los aminoacidos responsables serian acido glutamico,
fenilalanina, leucina, glutaminay valina. Las diferencias de masa entre isoformas se explican

principalmente por las variaciones en los tamafios de secuencias de aminoacidos (Tabla 11)
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y composicion, fendmeno ilustrado en los alineamientos de las Figura 29, Figura 30 y Figura
31.

En rata no existen isoformas proteicas por lo que se asume que todas corresponden a
la misma isoforma. La variacion de 4 aminodcidos en tamafio (Tabla 11), presumiblemente
sea un error de anotacion o polimorfismo tipico de la muestra secuenciada.

La estructura de LOX1 ha sido descrita por Park y cols. mediante cristalografia de Rayos
X identificando a la estructura extracelular de LOX1 como mondmero, y asignando a la
estructura de dimero la capacidad de unir oxLDL. De acuerdo a su experimentacion, las
estructuras necesarias para mantener la formacién del dimero se resumen en: 1) Puente
disulfuro formado entre los mondmeros gracias a la cisteina en posicion 140 (C140); 2)
triptéfano en posicion 150; 3) puentes salinos entre asp147 del mondémero Ay his151 del
mondémero B, y viceversa; 4) puentes de hidrogeno; 5) red de puentes de hidrégeno entre
9 aminodcidos y residuos de agua proteina-proteina . Los estudios realizados por Nakano y
cols. en mutantes reafirman los supuestos anteriores, pues el mutante W150A es incapaz
de formar el dimero de forma estable a pesar de la formacion del puente disulfuro en C140,
perdiendo su funcionalidad. El trabajo realizado por Ohki y cols. afirma que la seccion cuello
caracteristica de LOX1 es necesaria para mantener el dimero funcional (Figura 36). Por lo
tanto, de acuerdo los alineamientos mostrados en las Figura 29 y Figura 30, la isoforma 2
en humano e isoformas 2 y 3 en ratdn son incapaces de formar dimero. En el caso humano,
en isoforma 2 el residuo W150 se reemplazado por un residuo de leucina segun la Tabla 24
en ANEXOS. En ratén en la isoforma 2 existe una delecién de la regién citoplasmatica,
transmembranay gran parte del cuello, y en la isoforma 3 existe delecion de la region cuello.

La funcionalidad de LOX1 no solo se ve truncada al no poder formar el dimero. También
es necesario tener los residuos aminoacidicos necesarios para atraer los residuos de oxLDL
al receptor y lograr la unién. Estos residuos forman una “espina bdsica” formada por
argininas en la superficie de LOX1 (Figura 36). En la isoforma 2 humana la “espina basica”
se ve delecionada, obstaculizando la atraccion entre residuos positivos de oxLDL y los
residuos negativos de la superficie de oxLDL. Especificamente, isoforma 2 no contiene los

residuos R229, R231 y R248 que forman la “espina basica”, y el residuo R208 se encuentra
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reemplazado por glicina (Tabla 24 en ANEXOS). Isoforma 3 contiene los residuos necesarios
para formar el dimero, pero sufre una delecidn en el segmento lectina tipo C resultando en
una isoforma no funcional al perder los residuos de la “espina basica”.

Se descarta la posibilidad de que las isoformas 2 y 3 de humano correspondan a LOX1
soluble, de acuerdo al alineamiento mostrado en la Figura 29 ambas isoformas han perdido
el sitio de corte en la region “coiled coil” del cuello que genera la forma soluble de LOX1
(Figura 36).

En el caso de ratdn se requieren estudios mas profundos respecto a la identificacion de

la ubicacién de los residuos de la “espina basica” en isoforma 2 y 3.
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Figura 36. Esquema de residuos de LOX1 humano. A) Interacciones inter dominio observadas en estructura
de dimero LOX1. Las interacciones inter dominio hidrofébicos mediados por el anillo W150, que forma una
estructura tipo tronco, estabiliza el dimero candnico asociado a interacciones de H151 y Y197. La unidn
disulfuro en C140 esta ubicado en una regién relativamente flexible. Por lo tanto, el puente disulfuro por si
solo no estabiliza el dimero, pero restringe el dominio a un espacio limitado que facilita la formacién del
dimero por asociacion. El domino cuello y coiled-coil también estan involucrados en la proximidad espacial
del dominio lectina tipo C. El dimero candnicamente estable mantiene la “espina basica” en la superficie.
Imagen adaptada de . B) Esquema de la superficie de LOX1, y los residuos de arginina formando la “espina
basica”. Imagen adaptada de . C) Esquema de la parte extracelular de LOX1, indicando los sitios de corte en la
zona coiled coil del cuello, pudiendo originar LOX1 soluble. Imagen adaptada de . D) Representacion de la
estructura completa de LOX1 en la superficie de la célula, basado en la estructura cristalizada del domino
lectina tipo Cy el modelo estructural de la regién cuello. Imagen adaptada de .
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En el alineamiento de la Figura 32 se muestran las isoformas 1 correspondiente a cada
especie en estudio. Se distingue que el residuo W150 se encuentra conservado en las 3
especies, asi como también los residuos R231, R229 y R208 correspondientes a humano. No
sucede lo mismo con el residuo R248. Por lo tanto, es de esperarse que la capacidad de
formar dimeros esté intacta en la isoforma 1 de las 3 especies, asi como también la
capacidad de unir oxLDL a través de la “espina basica”. Sin embargo, la forma en que las
diferencias aminoacidicas, tanto en tipo como cantidad de aminodcidos, afectan la
estructura de LOX1 dependerd de la funcidn especifica y las caracteristicas del ligando de
LOX1 en cada especie. Especificamente, se observa en humano una region cuello mucho

mas corta que en ratdn y rata, pudiendo afecta la dimerizacién del receptor.

Para examinar los cambios en las estructuras extracelulares de las isoformas de LOX1
por especie se realizaron modelamiento en SwissModel. La Figura 33 muestra los modelos
generados para las Isoformas 1 de cada especie. No se establecen grandes diferencias
estructurales entre los modelos de isoforma 1 en humano, ratén y rata. Pero dada la
carencia de las repeticiones tipicas de ratdn y rata en humano, el modelo en roedores estd
mas compactado.

La Figura 34 se muestra el modelamiento realizado para las isoformas en humano. No
se ven gran diferencia entre las isoformas, pese a lo expuesto en el alineamiento de la Figura
29. Lo mismo sucede en la Figura 35, que muestra las isoformas de LOX1 en ratén. Esto se
explica por el uso del mismo molde para el modelamiento, correspondiente a isoforma 1
humana, la baja similitud e identidad con la secuencia molde de algunas isoformas, y la baja
calidad de los modelos construidos, evaluado por indice QMIEAN y GMQE (Tabla 12).

En el caso del modelamiento de la isoforma 2 en humano al realizar el BLAST de la
secuencia proteica arroja mayor similitud con la proteina moesina de Spodoptera
frugiperda perteneciente a la familia de proteinas ezrin/radixin/moesin (ERM), que
proporcionan un enlace conformacionalmente regulado desde las fibras de actina del
citoesqueleto a la membrana plasmatica . Este tipo de proteinas es capaz de unir

directamente proteinas integrales de membrana como ICAM1-3, por lo que el rol funcional
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de la isoforma 2 de LOX1 podria tener relacién con la union de proteinas integrales de
membrana como ICAM, VCAM, coldgeno y otras participantes del proceso de fibrosis en
patologias cardiacas. Ademas, esta familia podria ser regulada por la fosforilacion de una
treonina en el dominio C-terminal, al igual que LOX1 de acuerdo a los antecedentes
obtenidos en nuestro laboratorio usando analisis bioinformatico de secuencias.

El modelo construido usando como molde el alineamiento con moesina de Spodoptera
frugiperda es de mejor calidad que el modelo usando LOX1 como molde, de acuerdo a los
indices QMEAN, GMQE, identidad, similitud y cobertura (Tabla 12). Por lo tanto, la
estructura y funcién de la isoforma 2 en humano no debe distar mucho del modelo
construido usando moesina como molde.

De acuerdo al alineamiento de la Figura 29, es probable que la isoforma 3 humana tenga
forma y funcién similar a la isoforma 2, debido a la delecién del segmento lectina tipo C
capaz de formar el dimero y unir oxLDL. Lamentablemente esto no se ve reflejado en el
modelamiento proteico, aunque al realizar el BLAST moesina de Spodoptera frugiperda

aparece dentro de los primeros resultados, mostrando similitud en secuencias.

Las Figura 27 y Figura 28 muestran los dendogramas construidos usando las secuencias
proteicas de LOX1 de las tres especies en estudio. En general, tanto el dendograma
construido usando Neigbor Joining como UPGMA son bastante similares, con excepciéon de
la isoformas 2 en humano. Dependiendo el algoritmo que se use aparece la isoforma 2 con
origen anterior al resto de las isoformas. Coincidente con lo encontrado al realizar BLASTp
para el modelamiento de proteinas, isoforma 2 parece ser la isoforma mas alejada y/o
distinta al resto de las versiones proteicas de LOX1. Las diferencias en secuencia y/o
anotaciones mostradas en los alineamientos, BLASTp y arboles filogenéticos pueden reflejar
su funcidn y estructura mas primitiva.

Las diferencias entre algoritmos, en la agrupacion de clados en secuencias de una misma
especie, estan asociado al desigual tipo de método de agrupacidn caracteristico de cada

algoritmo.
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En ambos algoritmos se muestra a rata y ratdén con un origen comun, apuntando a la
agrupacion en la casta de roedores; a humano en una rama distinta con origen comun a la
rama que diverge a roedores, indicando origen mamifero; y en una rama completamente
distinta y alejada del resto de los grupos en estudio se encuentra LOX1 de lagartija, con un

origen comun al comienzo del arbol.

El rol de isoforma 1, 2 y 3 de LOX1 humano en fibroblasto cardiaco en condiciones
saludables y patoldgicas sigue sin dilucidar. No obstante, se podria conjeturar un rol
asociado a las vias de sefializacion intracelulares a las isoformas 2 y 3 de LOX1,
especificamente asociado a la remodelacién del citoesqueleto observado en los fibroblastos
cardiacos en condiciones patoldgicas cardiacas bajo el efecto de TGF-B1l, dada la
conservacion de la region intracelular de acuerdo a los alineamientos expuestos y a la
semejanza con la proteina moesin. Asi como también se pueden asociar a un rol de anclaje

al citoesqueleto de proteinas de adhesién integrales de membrana.
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En resumen, la cantidad de informacidn relativa a gen OLR1 (o su parte proteica LOX1)
asociada a enfermedades cardiovasculares es limitada. Esto alienta al trabajo en esta linea
de investigacién. Justifica trabajos de indagacién como este que ayudan a crear nuevas
investigaciones innovadoras y creativas a partir de bases tedricas utilizando un computador
como laboratorio, y algoritmos como reactivos. Sin embargo, y de acuerdo a lo expuesto en
esta memoria de titulo, ¢los modelos utilizados en investigacion in situ son apropiados para
extrapolar los resultados a humano?

La mayor interferencia entre el modelo de miofibroblasto murino y el miofibroblasto
caracteristico de patologias cardiacas humana probablemente se dé a nivel de regulacién
de la transcripcion del gen OLR1 y en la interaccidn intracelular del receptor LOX1, que es
donde se presentan las diferencias mas significativas entre especies. Ademas, la presencia
de isoformas en humano, distintas a las presentes en ratén, y la ausencia de éstas en rata
impide la simulacién mds cercana de la condicién patoldgica y/o saludable en el
miofibroblastos.

Es probable que tanto la interferencia de transcritos producto de solapamiento,
manifestaciones de APA e isoformas jueguen un rol directo o indirecto en las vias de
sefalizacion del fibroblasto que influya en la diferenciacién a miofibroblasto, sintesis de
proteinas de adhesidn y colageno tipico de patologias cardiacas de humano. El efecto
coercitivo de todos estos fendmenos humano no puede simularse en modelo murino, pues
es intrinseco a Homo sapiens. Sin embargo, a falta de un modelo mas cercano in vivo e in
vitro es un buen acercamiento dado lo conservado de las vecindades genéticas y similitudes

en la regidn extracelular de isoformas 1 en humano, ratén y rata.
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5. LIMITACIONES

La principal restriccion de este trabajo es el caracter hipotético de sus resultados. No es
posible asegurar que cierto fendmeno sea certeramente de la forma en que se expresan en
los resultados de este trabajo. Comprobacion con trabajo de laboratorio debe realizarse
para validacién en un modelo tangible. Sin embargo, ayuda a delimitar y guiar el trabajo de
laboratorio.

Otro tipo de limitacién refiere a la cantidad de secuencias descritas en bases de datos
para OLR1 y/o LOX1. Analisis bioinformaticos requieren de gran cantidad de secuencias para
lograr muestras representativas de la especie y objeto en estudio. Debido a lo poco
explotado del tema de investigacién de esta memoria, los resultados se ven restringidos por
el bajo nimero de secuencias registradas.

Asimismo, la caracterizacién de estructura cristalina de LOX1 solo en humano dificulta
el modelamiento de proteinas en otras especies con mayor cantidad de aminoacidos.
Ademas, la existencia de estructura cristalina solo en la regidn extracelular de LOX1 impide
la correcta asignacién funcional y de vias de sefalizacion mediadas por su parte intracelular.
Qué sucede en la regidén transmembrana e intracelular de LOX1 es un misterio por el

momento.
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6. CONCLUSIONES

1. Existen varias anotaciones para gen OLR1, transcritos y proteina LOX1, entregando
informacién distinta. El largo, secuencia, informaciéon contenida y versién de las
anotaciones dependen del equipo investigador, técnica utilizada y tipo de muestra

empleada al momento de secuenciar.

2. El contexto gendmico de OLR1 es conservado a lo largo de las tres especies en
estudio, de acuerdo a los genes vecinos de OLR1 y contenido de GC. Pero presenta

diferencias en largos de secuencias y solapamientos especie especifico.

3. La regulacién de la transcripcion de LOX1 es tejido y célula especifico, involucra
fendmenos de interferencia de transcritos segun el contexto gendmico en que esta
inmerso el gen OLR1, TFBSs asociados al promotor del gen OLR1 y sitios de
poliadenilacién alternativa. Estos fendmenos actuando de forma coercitiva
potencialmente son responsables de la generaciéon de isoformas de LOX1 en

humano, rata y ratdon y su rol en patologias cardiacas.
4. Llaisoformas 1 de LOX1 es conservada en humano, ratén y rata. Las isoformas 2y 3
han perdido la capacidad de unir oxLDL por tanto tienen una funcién distinta a la

isoforma 1 de LOX1, desconocida hasta el momento en patologias cardiacas.

5. Gen OLR1 sufre de poliadenilacién alternativa (APA), generando transcritos de

variado tamafio y tejido especifico en humano
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7. PROYECCIONES

Las proyecciones de este trabajo in silico prioritariamente tienen relacién con la
comprobacién empirica de sus resultados. Dependiendo del enfoque que se desee dar a la
investigacion serd el resultado a tratar. De esta forma, en el dmbito de la biologia molecular
se puede estudiar la comprobacién de unién de TFs como AP-1, BRCA1, NKX1-3 y BACH1 al
promotor de LOX1 utilizando footprinting; regulacién de la transcripciéon de LOX1 mediante
los TFs antes mencionados, utilizando Westernnlot y RTqPCR para cuantificar los niveles de
transcripcion de OLR1; coexpresion de LOX1 y TMEMS52B en humano, y/o de CLEC9A en
ratén; niveles de expresion de isoformas de LOX1; interferencia de ARNm; sitios de
poliadenilacidn alternativa activos y perfil de transcritos de OLR1 en condiciones saludables
y patoldgicas, etc.

Desde una perspectiva proteica se pueden realizar estudios respecto a las estructuras,
insercion en membrana, localizacidn en la célula, unién a proteinas de adhesién, union a
blancos farmacoldgicos, cinética, unién a oxLDL, etc de las distintas isoformas de LOX1 en
las 3 especies.

En cuanto a vias de seiializacién es viable la investigacion de los factores de transcripcion
hipotéticos y los blancos rio arriba en la cascada de sefializacién, construyendo la red desde

el nucleo hacia el citoplasma, uniendo con los antecedentes ya acreditados.

Investigaciones como esta permiten tener una base cientifica para la comparacién (o
limitacion) del estudio en distintos modelos animales. Probablemente en un futuro préximo
serd imprescindible realizar investigaciones in silico para elegir el modelo de estudio animal
mas adecuado, ya sea con fines éticos para con los animales y/o para resguardar la validez

de los resultados obtenidos en la investigacion cientifica en un laboratorio.
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9. ANEXOS
Tabha13. nfomadndeseaendasdegen QIR parahumano, rany rata, relatives abase de datosNCBIL

OgerisTD (\CBIRSEE TE S 1) Definicicn AQEsn \Varsn G GaBerkDiviscn

NG Q167431 Homo S""piensmm@ e L NG Q16743 NG Q167431 2008172 aN

AL L Homo sapiens OIFLCAE AL/ AL/ L HABHS HI

QVIps31 Homo sapiens AIOTORITE12 WDk GRS DN B R VAL Ol QVINps31 72760 QN

Hs AC (141 Homo sapiens WJ&W FLREL WDECHUTE A %Hﬂmmw AC (001441 157104453 aN

NC QIS32 Homo sapiens dmng%em anerra&&énmpyu-lvu L1LWDE ]ﬂZED]!Q\L’ uwmum - NC Q180232 SRATERA aN

NC (0001212 Homo sapiens IATROTE12 GROBBPITEy Assahly. 10]581|1)\L1(E‘I_1 GC (1111)]3)4 NC (0001212 538166 aN

NG (000726 wius musculus STANCERLBI ez e GRITBBCHELA] i\'%%ﬁ?g%%’% NC (000726 370008 QN

i AC (0B s it RN BENCUTTRG AETHE EETOY AL I AC (0B SR QN

avii42 Mus musculus AIOTCROTEG, WholegaaTed oINS AR %g% avi42 422006 aN

NC (5I0B4 Rattus norvegicus StANbedcaTORITR4, R 60, 16230, 100IR NC (51034 651800 QN

a C (0021 Rattus norveglcus srrant:N QTUTUSITES, AIETHE G%%% AC 0021 10045 aN
Cortenidode cach aknTade iuierchadereda: espede; nr:rrbreoleIase:ruancla&m'y Mmglggegggl\m identificadorinicode la seauendias, 0 aaession; versionde la seauends, indicaca aamo“secendant” dondenes laversion
del seenda; addigoGl (Gmehbldemﬁer mrﬂthu,lausada ,yladmsmdeGe’Berka lbqepertenee b sswenda. Hs: Homosapierns VmiVLs usauilus; Rn: Rattus nonegiaLs; CON- seaeratss tipo “Conti” (conesoordlentes

aesambhjesce seLeas aaTosimizs); PRI sewenaos lentesaprotes.



Tabh14. nfomadndeseaendasdegnOIRL parahumano, raltny rata, relatives abase de datosNBly cuienes bs originaron.

HeIB ‘i
. GrBak g L o FOBOIR  pdy,
OBED Rfgme ) Defnicin Solicitud Aroiecdn Direcia Oirect Samissian) al?[%lm adlal\P:z&cm NETE REETES
NGUERL ISP I o) Norgrtch BEA0  UEIU  REaGre 5
H:H:l'tl\Lt Z (086651 Vl D, [LILE
- A BTNV DS oﬂ\/&l PE:
AR Homospirsoi e %@T%mydw\%@ ) Fﬂh GRS~ WUAB  Nogoeb 2
HRHANE Z uﬂsu)mmu IIILI: L)ITEC[
* u&%mﬂmﬁ%ﬁ%ﬁ%m@@e@&%@”& %‘J
Dr, Rodwlle, MD 80,
FOTO0E B AlE BIE S TDYHUHET, 19 )
AC Q01441 e Noreportach ZRXY BERNM4  HRS 1
NC (18032 s NorErech B0  BENM4  GMLLL 0
NC 0001212 FospEEAOTENEL GRIEBAITEY Nbrrech BRI  BERM Qmm‘t“' h%” 2
NC Q000726 IVLSITLELA S I LI GYCTCHITE, NbErEch BEAL  7DCAB U 2
v O, dIETHE )
frofun:: RNy Sy A L e Norenorech GLAB  ZDCA4  MnGha 1
Mm HREHHHNLE £ %)IEJ.D&I% PUII‘U'O |vua| I VIL.
MasEW, Srih TILE Di
QVII142 MsmsuilsdraTosaTe6, Wholegaoresoign Su:mttedE(Blu_ CeleraGemrséIB\NbeDr Rod<\/|l I\/.PZIEOLBA OB OOV Nomoedh 2
' Smih Oard\/erH C. % Dm%hm%m -
ZIB)@bré]GermmABW Dr,, Rodm 2830, USA {
Ne Ublls4 AL MONVEJIOLE STaNITDEU A TUTOEITE4, RO 0L, (NO](500 (700 5414 UusA414 HO oV 1
R AC 00071 Wﬂ? Cibrsboegrinesogn NDrEporEd @BAB  (7BNM4  RiCka O

Ca@nbobca:ba)mmdemuedaadeam Espece; mrbredelaseuﬂmmGe’Bak

ok b seuanda, aandofue

definiddn

pblicchenN(B, @ncmequb vl cantidad de referendias oue hen ditadb dicha secLendia seg nNGBI. Hs: Haosapiens: VhVLsmusculs; Rn: Rattus nonegias
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ORLy lae3e0e mientrasqueen op semuesran los fadores de fransapaon hipoteaos que regurian fa ceORL TFsquesob
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MODELOS DERIVADOS DE MATRICES Homo sapiens

JASPAR CORE (vertebrados 146 TF)

TRANSFAC ( vertebrados 295 TF)

=%a 25

Y

S

MODELOS DE ALINEAMIENTO-LASAGNA Homo sapiens

ORegAnno (Homo sapiens 10 TF)

TRANSFAC (Homo sapiens 68 TF)

i

’
@&

0—»\.

Figura 38. Redes de regulacion transcripcional para OLR1 en humano. En la porcidon superior de cada imagen
se especifica la estrategia de bldsqueda, modelo, base de datos y cantidad de Factores de Transcripcion (TF)
utilizados. En verde se muestra el gen OLR1, mientras que en rojo se muestran los factores de transcripcion
hipotéticos que regularian la expresion de OLR1.
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MODELOS DERIVADOS DE MATRICES Mus musculus
TRANSFAC ( vertebrados 295 TF) JASPAR CORE (vertebrados 146 TF)

s

MODELOS DE ALINEAMIENTO-LASAGNA MUS MUSCULUS
ORegAnno (Mus musculus 3 TF) TRANSFAC (Mus musculus 53 TF)

@& 00;4

Figura 39. Redes de regulacién transcripcional para OLR1 en raton. En la porcién superior de cada imagen,
se especifica la estrategia de bldsqueda, modelo, base de datos y cantidad de Factores de Transcripcion (TF)
utilizados. En verde se muestra el gen OLR1, mientras que en rojo se muestran los factores de transcripcion
hipotéticos que regularian la expresion de OLR1.
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MODELOS DERIVADOS DE MATRICES Rattus norvegicus
JASPAR CORE (vertebrados 146 TF) TRANSFAC ( vertebrados 295 TF)
@&

A

&

07\'\.

MODELOS DE ALINEAMIENTO-LASAGNA Rattus norvegicus
ORegAnno (Rattus norvegicus 1 TF) | TRANSFAC (Rattus norvegicus 24 TF)

./’/

Figura 40. Redes de regulacion transcripcional para OLR1 en rata. En la porcidn superior
de cada imagen se especifica la estrategia de busqueda, modelo, base de datos y cantidad
de Factores de Transcripcion (TF) utilizados. En verde se muestra el gen OLR1, mientras que
en rojo se muestran los factores de transcripcidn hipotéticos que regularian la expresion de

OLR1.
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Tabh 15. Fadores de Transarpddnahumano, ratny rata,

Nombre

AP1
(MA0099.2)

AP-1
(M00174)

AP-1
(M00188)

AP-1
(M00199)

AP-1
(M00517)

Bachl
(M00495)

BRCA1
(MA0133.1)

Gatal
(MA0035.2)

GATA-1
(M00347)

NKX3-
1(MA0124.1)

Prrx2
(MA0075.1)

SRY
(M00148)

R presmlacmelTFBS HebradeADNen gs?apresmteelTFBS p\ake pob lasagaSearchparadidho THBS IZgjprmucrI\/bolebdeIVtaltrlzuullzaob
% en ano en
qgrfemﬁrhbasmacbsaddr)TF Hs*l-lc?rgsqoms VNMUsmLswLs, R Ratius por P

Secuencia

TGACTCA

GATGACTCAAC

AATGACTCAAT
AATGACTCAAT

GATGACTCAAC

ATGACTCA

GGTTGAGTCATCC

GACATGAGTCAATCA
CGGTTGAGTCATCCT

TCAACTG

CCTGATAACAT

TCAGATAAGGG

CCTGATAACA

GTACTTG

ATACTTA

CATTA

AATGTGC

Posicion (0-
based)
11
935
940
970
933
939
969
933
938
968
935
10
940
970
932
938
968
7
936
966
57
936
966
308
249
743
771
309
250
954
984
120
195
440
446
323
39
632
264
373
584
332
301
366
74
335
685
641
720

Hebra

+

+ + + + + + +

+ 0+

+ + +

p-Value

0
0
0
0
0.000075
1
1
0.000025
0.0001
0.0001
0.000025
0.000025
0.000025
0.000025
0.000075
1

o O o

0
0.0001
0.0001
0.0001
0.0001

2.50E-05
5.00E-05
0.000075
0.000075
0.000075
0.000075
7.50E-05
0.0001
0.0001
0.0001
0

OO0 oo ooooo

0
0.0001
0.00005
0.0001
0.0001

Modelo

JASPAR
CORE

TRANSFAC

TRANSFAC

JASPAR
CORE

JASPAR

CORE

TRANSFAC

JASPAR
CORE

JASPAR
CORE

TRANSFAC

Especie

Hs

Mm
Rn
Hs

Mm
Rn
Hs

Mm
Rn

Hs

Mm
Rn
Hs

Mm
Rn
Hs

Mm
Rn
Hs

Mm
Rn

Hs

Mm
Rn

Hs

Mm
Rn
Hs

Mm

Rn

Hs

Mm

Rn

Hs
Mm

basesdedhtos TRANSACY APAR. Sendlca encolnesce

Descripcion

Posee actividad como co-activador de la transcripcion y como factor de
transcripcion con unién especifica a ciertas secuencias de ADN

Regulador negativo de la transcripcion; union a proteinas; unién a ADN;
potenciador distal de ARN polimerasa I1; actividad como factor de transcripcion
de secuencias especificas de ADN
Uniéon a ADN darfiado; Union a ARN; union a ADN; Actividad coactivadora de
la transcripcion; Contribuye a la actividad ubiquitinadora de proteinas; union a
regiones reguladoras de las transcripcion en ADN.

Unién a ADN; potenciador distal de ARN polimerasa Il; actividad como factor
de transcripcion de secuencias especificas de ADN

Factor transcripcional que puede actuar como represor de la transcripcién. Actia
como controlador de la supresor de tumores en carcinogénesis de préstata

Proteina asociada a ADN, miembro de la familia de proteinas homeobox.
Presenta actividad de unién a ADN

Factor de transcripcion miembro de la familia perteneciente a la caja del Grupo
de Alta mobilidad (HMG)-box de proteinas que unen ADN. Esta proteina es un
factor determinante de testiculos (TDF), los cuales inician la determinacion
sexual mascullna También es capaz de unir Calmodulina
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R B

Desorden/Enfermedad

Tumor; necrosis; leucemia de células T; inflamacion; cancer; leucemia de célula mieloides;
transformacion neoplasica; cancer de mama; leucemia promielocitica; cancer de colon.

Monosomia; eritroleucemia

Cancer de ovario; cancer de mama; mutaciones de lineas germinales; cancer de mama
bilateral; cancer; carcinoma de mama; anemia de Danconis; tumores; carcinoma de ovario;

Leucemia megacarioblastica aguda; anemia diseritropoyetica; eritroleucemia; sindrome de
Down; desordenes mieloproliferativos; tromocitopenia 1; leucogenesis; leucemia aguda

Cancer de prostata; neoplasia intraepitelial prostatica; carcinona y adenocarcinoma de
préstata; tumores; hiperplasia benigna de préstata; tumor primario; metastasis

Sindrome de Swyer; hermafroditismo; gonadoblastoma; amenorrea primaria; displasia
campomeliaca; digénesis gonadal mixta; sindrome de Turner; virilizacidn; sindrome de
regresion testicular

SeecadeADNalague semeelTFPosmﬁdeI%mnn'm
een bqueesta presenteel THBS, Desarpadndel TF; Desorden



Tabla 16. Informacién de secuencias de ARNm de OLR1 para humano, raton y rata, relativas a base de datos NCBI.

. GenBank (NCBI Reference . . GenBank
Organismo Locus Accesion Version Gl

Sequence) Division

BC022295.1 BC022295 BC022295 BC022295.1 18490152 PRI

AB102861.1 AB10261 AB102861 AB102861.1 33468735 PRI

AF079164.1/AH007081.1 HSOLR1 AF079164 AF079164.1 4049999 PRI

AF079165.1 HSOLR2 AF079165 AF079165.1 4050000 PRI

AF079166.1 HSOLRS3 AF079166 AF079166.1 4050001 PRI

Hs AF079167.1 HSOLR4 AF079167 AF079167.1 4050002 PRI

DQ314885.1 DQ31485 DQ314885 DQ314885.1 83699676 PRI

NM_002543.3 NP_002534 NM_002543 NM_002543.3 119392084 PRI

NM_001172632.1 NM_001172632 NM_001172632 NM_001172632.1 290654341 PRI

NM_001172633.1 NM_001172633 NM_001172633 NM_001172633.1 290654343 PRI

XM_006719081.1* XM_006719081 XM_006719081 XM_006719081.1 578822878 PRI

NM_138648
NM_138648.2 NM_138648 NM_138648.2 134053880 ROD
XM_984831

NM_001301094.1 NM_001301094 NM_001301094 NM_001301094.1 666875832 RO D
M m NM_001301096.1 NM_001301096 NM_001301096 NM_001301096.1 666875862 ROD
XM_006505303.1* XM_006505303 XM_006505303 XM_006505303.1 568940171 RO D
XM_006505304.1* XM_006505304 XM_006505304 XM_006505304.1 568940173 ROD
NM_133306.2 NM_133307 NM_133308 NM_133306.2 404247469 RO D

Rn
BC097290.1 BC097291 BC097292 BC097290.1 67678320 ROD

Contenido de cada columna de izquierda a derecha: especie; nombre de la secuencia en GenBank; identificador Gnico con nomenclatura locus de la secuencia; identificador Unico
de la secuencias, o accession; versidon de la secuencia, indicada como “secuencia.n” donde n es la version de la secuencia; cddigo Gl (Gene Info Identifier), corresponde a la
nomenclatura usada antiguamente por GenBank; y la division de GenBank a la que pertenece la secuencia. Hs: Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus; PRI;
Primate; ROD: roedor. *Secuencias predictivas derivadas de andlisis computacional.
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Tabh17. Informadndeseaendas de ARNde OLR L parahumano, rattny rata, relativas abase decbtos NCBLL

GenBank
(NCBI Reference
Sequence)

Organismo

BC022295.1

AB102861.1

AF079164.1/AH007
081.1

AF079165.1

Hs AF079166.1

AF079167.1

DQ314885.1

NM_002543.3
NM_001172632.1
NM_001172633.1

XM_006719081.1*

NM_138648.2

NM_001301094.1

Mm NM_001301096.1

XM_006505303.1*

XM_006505304.1*
NM_133306.2

Rn
BC097290.1

Cortenicbdecach ol mack izouierdhadered v Egoede;

Definicion

Homo sapiens oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1,
mRNA (cDNA clone MGC:22491 IMAGE:4722086), complete cds.

Homo sapiens OLR1 mRNA for oxidised low density lipoprotein (lectin-
like) receptor 1, complete cds

Homo sapiens lectin-type oxidized LDL receptor (OLR1) gene, exon 1
Homo sapiens lectin-type oxidized LDL receptor (OLR1) gene, exon 2

Homo sapiens lectin-type oxidized LDL receptor (OLR1) gene, exon 3

Homo sapiens lectin-type oxidized LDL receptor (OLR1) gene, exons 4, 5,
and 6, and complete cds

Homo sapiens oxidised low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
(OLR1) gene, complete cds

Homo sapiens oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
(OLR1), transcript variant 1, mMRNA
Homo sapiens oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
(OLR1), transcript variant 2, mRNA.
Homo sapiens oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
(OLR1), transcript variant 3, mMRNA
PREDICTED: Homo sapiens oxidized low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1 (OLRL1), transcript variant X1, mRNA
Mus musculus oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
(Olrl), transcript variant 1, mRNA.
Mus musculus oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
(OIr1), transcript variant 3, mMRNA
Mus musculus oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
(OIr1), transcript variant 2, mMRNA
PREDICTED: Mus musculus oxidized low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1 (OIrl), transcript variant X1, mRNA.
PREDICTED: Mus musculus oxidized low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1 (Olrl), transcript variant X2, mRNA.
Rattus norvegicus oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1
(OIrl), mMRNA

Rattus norvegicus oxidized low density lipoprotein (lectin-like) receptor 1,
MRNA (cDNA clone MGC:114271 IMAGE:7458637), complete cds

lbseaendaen

cela seauenda, auandofuen

re ® (
y b canticad de referendas quehend

definidénpresenteen bbasededaitosNCR; solict

navbrede
ﬁadﬂadebahﬂa\asﬁ]obbadaddlobbseaﬂmmhml;iédnobbmmmlmﬁmbbm

Solicitud Anotacion Directa (Direct submission)

REFERENCE 2 (bases 1to 2480), CONSRTM NIH MGC Project, TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (01-FEB-2002) National Institutes of Health, Mammalian Gene Collection
(MGC), Bethesda, MD 20892-2590, USA, REMARK NIH-MGC Project URL:
http://mgc.nci.nih.gov
REFERENCE 2 (bases 1 to 822), AUTHORS Matsuoka,R., Furutani,M. and Furutani,Y., TITLE
Direct Submission, JOURNAL Submitted (06-FEB-2003) Rumiko Matsuoka, Tokyo Women's
Medical University, The Heart Institute of Japan; 8-1 Kawada-cho, Shinjuku-ku, Tokyo 162-8666,
Japan (E- mail:rumiko@imcir.twmu.ac.jp, Tel:81-3-3353-8111(ex.24067), Fax:81-3-3352-3088)
REFERENCE 2 (bases 1to 2057), AUTHORS Yamanaka,S., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (20-JUL-1998) Pharmacology, Osaka City University Medical School, 1-4-
54 Asahi-machi, Abeno-ku, Osaka 545-8585, Japan
REFERENCE 2 (bases 1 to 215), AUTHORS Yamanaka,S., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (20-JUL-1998) Pharmacology, Osaka City University Medical School, 1-4-
54 Asahi-machi, Abeno-ku, Osaka 545-8585, Japan
REFERENCE 2 (bases 1 to 215), AUTHORS Yamanaka,S., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (20-JUL-1998) Pharmacology, Osaka City University Medical School, 1-4-
54 Asahi-machi, Abeno-ku, Osaka 545-8585, Japan
REFERENCE 2 (bases 1to 215), AUTHORS Yamanaka,S., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (20-JUL-1998) Pharmacology, Osaka City University Medical School, 1-4-
54 Asahi-machi, Abeno-ku, Osaka 545-8585, Japan
REFERENCE 1 (bases 1to17734), AUTHORS Livingston,R.J., Rieder,M.J., McFarland,l.W.,
da Ponte,S.H., Aklestad,J., Swanson,J., Johnson,E. and Nickerson,D.A., TITLE Direct
Submission, JOURNAL Submitted (05-DEC-2005) Genome Sciences, University of Washington,
1705 NE Pacific, Seattle, WA 98195, USA

No Reportado
No Reportado
No Reportado
No Reportado
No Reportado
No Reportado
No Reportado
No Reportado
No Reportado

No Reportado

REFERENCE 2 (bases 1 to 2985), CONSRTM NIH MGC Project, TITLE  Direct Submission,
JOURNAL Submitted (01-JUN-2005) National Institutes of Health, Mammalian Gene Collection
(MGC), Bethesda, MD 20892-2590, USA, REMARK NIH-MGC Project URL:
http://mgc.nci.pih.goy,

tadodidra seauenda seg nNBI. Hs: Horosopiers VmMLsmusaubs; Rn: Rotttus norvegiaus. *Seauendias predictivas dervadas de arlisis aanmputadionall.
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Fecha primera
version anotacion
NCBI

04-02-2002

23-12-1998

23-12-1998

23-12-1998

23-12-1998

23-12-2005

24-03-1999

05-03-2010
29-02-2000
02-01-2001
22-07-2014
22-07-2014
27-12-2013
27-12-2014

27-02-2002

Fecha ultima
actualizacién
NCBI

22-12-2006

07-08-2003

23-12-1998

23-12-1998

23-12-1998

23-12-1998

23-12-2005

05-05-2014

16-03-2014

16-03-2014

03-02-2014

22-07-2014

22-07-2014

22-07-2014

27-12-2013

27-12-2013

04-09-2014

17-07-2006

Deriva a
partir de

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado
No
Reportado
No
Reportado
No
Reportado
No
Reportado
No
Reportado
No
Reportado
NT_039353.
8
NT_039353.
8

AB005900.1

No
Reportado

NO
Referencias

10

10

10

10

10

10

10

2

cepublicaadndireda, seindicel nimerodereferenda, tituilo, fedhayautoresde quienes solidtaron lapublicadcn
de b seaendadel genenN; destequeanatadondenva la presente seaenda, en asodeque e reporte;



Tabla18. Infomaddnde seaendas de ARNde OIR L parahumeno, rattny rata, relatives abase dedatos NCBLL

HBAK
Qg %I

SaE

28022221

Hs

Mm

Rn

(ontenidode ol colunmade izouierdh a deredne: Espadie; nobre de la sequendia en GanBank; tamero de la secuiendia en pares de beses; isoforreveriante e

AAUMIBALY

NM Q7%

AV U003
0Ny

NI 1333062
BO7A01

42 $£)J.n
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&M
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25
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[0,
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g
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b
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Zbrtp
W7
128
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INDREIONED
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INDHEIOED
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3
Xl
1
3
2
Xl
x

1

ND

egoeaificacd

MDMH EqoedificacionesiLestras

AN2XB]1
BALBI0.L
ALCORP71
A7
ANCIP/1

ANCIR271
INDHEIONECD
NP 005341

NP Q011651081

NP 001661041

XP (067191441
NP GI95E02

NP (12880231

NP Q1288051

XP (0BEEI%61

XP (0BEEH7 1
NP 578102
ANBT01

LIV,
472408

.

WINACTT
MAQ

(N0/ps60(00)
NoRgoortach

NoRgrech
NoRgrech
NoRgrech
NDHEIONECD
NoRerech

NoRgrech

NoRgrech

NoRgrech
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E//333(

(@s)1:0% (0]
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MM RS0 S\ (LB GALUBALNBVAECKN a TINCECIOICE, SEOLE DA eI TR, A0/
NoRgoriach
NoRgortach
NoRgortach

NoRgoortach
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IndicaC6y STS. mRNAdevecb deardlisis conutecionsl usatbGramn
IndicaCDBy STS.mRNAcrvecb ceardlisis copuiacionel usatb G
IndicaCS STSyotros

Inica(D6
orighael transrito, en caso de que sea reportadd; identidad de b seuenca protei@ queorigined

transarito; espedificadones de anmuestra, carondmerode don, tejido, liorer, etc; camentario sobre b seauendia. Hs: Harosopierns; Vit MLsusauils, Rn: Ratttus norvegiaus; pbo: parres de beses, *Seauendias predicivas dervacas dearélisis aamputacoral.



Tablka19. Bones seauendas ARNMOLRL Se muestran sobo las seaendas que reportan diicha infoimadon.

QD GrBrk(NBIRFEEESEE  NBOEs Bl B2 BaB Ba Ba5 Bm6 Ba7 B8

ATORIBALAHIOTRLL 1 1880, 205 NoRgoecd NoRgocb NoRgoecd NoRgod NoRgod NoRgorecd NoRgorth

AL 1 NoRgorech 0. 151 NoRgoecd  NoRgocb NoRgoecd NoRgocd NoRgob NoRguorecd

ATOTIB61 1 NoRgoec  NoRgurach 2.7 NoRgoecd  NoRgocb NoRgotd NoRgoed NoRgord

Hs ATORI671 3 NoRgoecd NoRgoib NoRgorech 51.. 190 515. 60 055 21 NoRgoecd  NoRgorech

NVI 05433 6 119D 191.. 22 B . 3R 9. 68 61 T4 5. 2516 NoRgoecd  NoRgorech

NVI QL7263 5 1.1D 191.. 22 B . 5% 9. 64 65,2376 NoRgoecd NoRgocd NoRgorcd

NVI (OL1726331 6 1.19 3. K 191.. 22 2B . 5K 9. 68 67 240 NoRgoecd  NoRgoreeh

NVI 13882 8 .13 2.3 4. 40 4. 617 618. 75 7. &2 &3 .. 1008 1009 3569

Mm NV (O3010941 5 1..131 .23 2430 371.. 4% &7.347  NoRgocd  NoRgob  NoRguorecd
NV (013010851 1.3 2.8 ). 3% .24  NoRgob N No No

Ryoortech Ryoortecb Ryoortecb
Gontenidbdecach olnmacke impierchaderada: Espede; mhedebseaﬂmmGe'Bakn deexanss reportados enNCB! para cach seauendia, en aso de que corresonol; colunmes4-11 indican posicddn deprimeray Uitinrabese nitrogerech de cachedn,
yiamaossdeeonss, ssgnreporta NI, Las ssaendas en rata nopresentan infomeddn scre eaesl—lsl—bmswesl\/inMsnstm RotiLsroNegiLs

Tabba20. Regiinregubatoria, 5UTR, 3UTRy Sitio poliAde ARNMOLRL

QD GrBa k(N BIRfra=S0a®) Region regubaionia S5UTR 3UIR Sitio poliA
AORI641/AHDBLL 1.1 1859. 199 NoRgortach NoRgortach
AOMI6/1 NoRgortach NoRgorach 1007 . 281 NoRgortach
DRI4801 NoRgortach NoRgorach NoRgoortach NoRgortach

Hs NV (P33 248 . 201 NoRgorach NoRgaoreco A6

NV (1176321 2346. 2361 NoRgoracd NoRgaoreco 2316

NV (1176331 2B0. 235 NoRgoracd NoRgortach 240

Sermuestran oo las seauendiasque dida inforredén. GContenidode cach olnrade zouierdaaderadna: Egoade; nambrede la ssuendaenGarBark; regulatorio, indicandoel sitio deubiaadnde b primeray tinrabeseni

delaregitn
regn5SUTR, indicancbel srtodelbmdelammayultnalmnrtrogamhdelam regin3UTR, indicancbel srtodetbxmondelapmerayuttna nrtrogamchdelaregm sitio de poliadenizaddn, indicandb la ubicaddn dela basenitroganech
dockeoane. Las ssaendasenralay rattn nopresantan Infomneddn asodiack. Hs: Homo sgoierns



Tabla 21. Informacidn de secuencias proteicas LOX1 para humano, ratén y rata, relativas a base de datos NCBI.

. . . . . GenBank
Organismo GenBank (UniProtKB/ Swiss-Prot) Locus Accesion Version Gl o
Division
P78380.1 (UniProtKB/Swiss-Prot) OR1_HUMAN P78380 P78380.1 73621335 PRI
AAH22295.1 (GenBank) AAH22295 AAH22295 AAH22295.1 18490153 PRI
EAW96159.1 (GenBank)* EAW96159 EAW96159 EAW96159.1 119616565 PRI
EAW96156.1 (GenBank)* EAW96156 EAW96156 EAW96156.1 119616562 PRI
EAW96157.1 (GenBank)* EAW96157 EAW96157 EAW96157.1 119616563 PRI
EAW96158.1 (GenBank) EAW96158 EAW96158 EAW96158.1 119616564 PRI
ABC40744.1 (GenBank)* ABC40744 ABC40744 ABC40744.1 83699677 PRI
AAC97927.1 (GenBank)™* AAC97927 AAC97927 AAC97927.1 4050004 PRI
Hs CAB38175.1 (GenBank) CAB38175 CAB38175 CAB38175.1 4468344 PRI
BACB81565.1 (GenBank) BAC81565 BAC81565 BACB81565.1 33468736 PRI
NP_002534.1 (NCBI Reference Sequence) NP_002534 NP_002534 NP_002534.1 4505501 PRI
NP_001166104.1 (NCBI Reference
NP_001166104 NP_001166104 NP_001166104.1 290654344 PRI
Sequence)
NP_001166103.1 (NCBI Reference
NP_001166103 NP_001166103 NP_001166103.1 290654342 PRI
Sequence)
XP_006719144.1 (NCBI Reference
XP_006719144 XP_006719144 XP_006719144.1 578822879 PRI
Sequence)*
NP_ 619589
NP_619589.2 (NCBI Reference Sequence) NP_619589 NP_619589.2 134053881 RO D
XP_ 989925
NP_001288025.1 (NCBI Reference
NP_001288025 NP_001288025 NP_001288025.1 666875863 ROD
Sequence)
NP_001288023.1 (NCBI Reference
NP_001288023 NP_001288023 NP_001288023.1 666875833 ROD
Sequence)
M m
XP_006505366.1 (NCBI Reference
XP_006505366 XP_006505366 XP_006505366.1 568940172 ROD
Sequence)*
XP_006505367.1 (NCBI Reference
XP_006505367 XP_006505367 XP_006505367.1 568940174 RO D
Sequence)*
EDK99928.1 (GenBank)* EDK99928 EDK99928 EDK99928.1 148667512 RO D
Q9EQ09.2 (UniProtKB/Swiss-Prot) OLR1_MOUSE Q9EQO09 Q9EQ09.2 341941209 RO D
NP_579840.2 (NCBI Reference Sequence) NP_579840 NP_579840 NP_579840.2 404247470 ROD
Rn AAH97290.1 (GenBank) AAH97290 AAH97290 AAH97290.1 67678321 RO D
070156 (GenBank) OLR1I_RAT 070156 070156.1 73621339 RO D

Contenido de cada columna de izquierda a derecha: Especie; nombre de la secuencia en GenBank, UniProt KB o Swiss-Prot; identificador Ginico con nomenclatura
Locus de la secuencia; identificador Unico de la secuencias, o accession; versidon de la secuencia, indicada como “secuencia.n” donde n es la version de la secuencia;
codigo Gl (Gene Info Identifier), corresponde a la nomenclatura usada antiguamente por GenBank; y la division de GenBank a la que pertenece la secuencia. Hs:
Homo sapiens; Mm: Mus musculus; Rn: Rattus norvegicus; PRI: primates; ROD: roedor. *Secuencias predictivas derivadas de analisis computacional.
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Tabb 2. Infomaddnde seaendas proteicas LOX 1 para humeno, raiiny rata, rebathvas abase de datos NGB

GenBank (UniProtKB/

Organismo Swiss-Prot)

P78380.1
(UniProtKB/Swiss-Prot)

AAH22295.1
(GenBank)

EAW96159.1
(GenBank)*
EAW96156.1
(GenBank)*
EAW96157.1
(GenBank)*
EAW96158.1
(GenBank)*

Hs

ABC40744.1
(GenBank)*

AAC97927.1
(GenBank)*

CAB38175.1 (GenBank)

BAC81565.1 (GenBank)

NP_002534.1 (NCBI
Reference Sequence)
NP_001166104.1 (NCBI
Reference Sequence)
NP_001166103.1 (NCBI
Reference Sequence)
XP_006719144.1 (NCBI
Reference Sequence)*
NP_619589.2 (NCBI
Reference Sequence)
NP_001288025.1 (NCBI
Reference Sequence)

Mm

Definicion

RecName: Full=Oxidized low-density lipoprotein
receptor 1; Short=Ox-LDL receptor 1; AltName:
Full=C-type lectin domain family 8 member A;

AltName: Full=Lectin-like odized LDL receptor 1;
Short=LOX-1; Short=Lectin-like oxLDL receptor
1; Short=hLOX-1; AltName: Full=Lectin-type
oxidized LDL receptor 1; Contains: RecName:

Full=Oxidized low-density lipoprotein receptor 1,

soluble form.

Oxidized low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1 [Homo sapiens]

oxidised low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1, isoform CRA_a [Homo sapiens]
oxidised low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1, isoform CRA_a [Homo sapiens]
oxidised low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1, isoform CRA_b [Homo sapiens]
oxidised low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1, isoform CRA_c [Homo sapiens]

oxidised low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1 [Homo sapiens]

lectin-type oxidized LDL receptor [Homo sapiens]

LOX1 [Homo sapiens]

oxidised low density lipoprotein (lectin-like)
receptor 1 [Homo sapiens]

oxidized low-density lipoprotein receptor 1
isoform 1 [Homo sapiens]
oxidized low-density lipoprotein receptor 1
isoform 3 [Homo sapiens]
oxidized low-density lipoprotein receptor 1
isoform 2 [Homo sapiens]
PREDICTED: oxidized low-density lipoprotein
receptor 1 isoform X1 [Homo sapiens]
oxidized low-density lipoprotein receptor 1
isoform 1 [Mus musculus]
oxidized low-density lipoprotein receptor 1
isoform 2 [Mus musculus]

Solicitud Anotacion Directa (Direct submission)

REFERENCE 6 (residues 1 to 273), AUTHORS Millar,D.S., TITLE Direct Submission, JOURNAL
Submitted (??-FEB-1999), REMARK NUCLEOTIDE SEQUENCE [GENOMIC DNA].

REFERENCE 7 (residues 1 to 273), AUTHORS Li,W.B., Gruber,C., Jessee,J. and Polayes,D., TITLE
Direct Submission, JOURNAL Submitted (??-APR-2003), REMARK NUCLEOTIDE SEQUENCE
[LARGE SCALE MRNA] (ISOFORM 3).; TISSUE=Placenta

REFERENCE 9 (residues 1 to 273), CONSRTM NHLBI resequencing and genotyping service (RS&G),
TITLE Direct Submission, JOURNAL Submitted (??-DEC-2005), REMARK NUCLEOTIDE
SEQUENCE [GENOMIC DNA].

REFERENCE 11 (residues 1 to 273), AUTHORS Mural,R.J. y cols., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (??-JUL-2005), REMARK NUCLEOTIDE SEQUENCE [LARGE SCALE
GENOMIC DNA].

REFERENCE 2 (residues 1 to 273), CONSRTM NIH MGC Project, TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (01-FEB-2002) National Institutes of Health, Mammalian Gene Collection (MGC),
Bethesda, MD 20892-2590, USA, REMARK NIH-MGC Project URL.: http://mgc.nci.nih.gov
REFERENCE 2 (residues 1 to 273), AUTHORS Mural,R.Jy cols., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (05-JUL-2005) Celera Genomics, 45 W. Gude Dr., Rockville, MD 20850, USA
REFERENCE 2 (residues 1 to 273), AUTHORS Mural,R.J. y cols., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (05-JUL-2005) Celera Genomics, 45 W. Gude Dr., Rockville, MD 20850, USA
REFERENCE 2 (residues 1 to 181), AUTHORS Mural,R.J. y cols., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (05-JUL-2005) Celera Genomics, 45 W. Gude Dr., Rockville, MD 20850, USA
REFERENCE 2 (residues 1 to 189), AUTHORS Mural,R.J. y cols., TITLE Direct Submission
JOURNAL Submitted (05-JUL-2005) Celera Genomics, 45 W. Gude Dr., Rockville, MD 20850, USA
REFERENCE 1 (residues 1 to 273), AUTHORS Livingston,R.J., Rieder,M.J., McFarland,l.W., da
Ponte,S.H., Aklestad,J., Swanson,J., Johnson,E. and Nickerson,D.A., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (05-DEC-2005) Genome Sciences, University of Washington, 1705 NE Pacific,
Seattle, WA 98195, USA
REFERENCE 2 (residues 1 to 273), AUTHORS Yamanaka,S., TITLE Direct Submission,
JOURNAL Submitted (20-JUL-1998) Pharmacology, Osaka City University Medical School, 1-4-54
Asahi-machi, Abeno-ku, Osaka 545-8585, Japan

No reportado

REFERENCE 2 (residues 1 to 273), AUTHORS Matsuoka,R., Furutani,M. and Furutani,Y .,
TITLE Direct Submission, JOURNAL Submitted (06-FEB-2003) Rumiko Matsuoka, Tokyo Women's
Medical University, The Heart Institute of Japan; 8-1 Kawada-cho, Shinjuku-ku, Tokyo 162-8666, Japan (E-
mail:rumiko@imcir.twmu.ac.jp, Tel:81-3-3353-8111(ex.24067), Fax:81-3-3352-3088)

No reportado
No reportado
No reportado
No reportado
No reportado

No reportado
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Fecha primera

version

anotacion NCBI

No Reportado

No Reportado

29-07-2005
29-07-2005
29-07-2005

29-07-2005

23-12-2005

23-12-1998

2 marzo 1999
(ENA)

No Reportado

24-03-1999
05-03-2010

No Reportado

29 DEBRERO
2000

02-01-2001

22-07-2014

Fecha

actualizacion
anotacion NCBI

26-11-2014

22-12-2006

14-05-2014

14-05-2014

14-05-2014

14-05-2014

23-12-2005

23-12-1998

14-11-2006

07-08-2003

05-05-2014

16-03-2014

16-03-2014

03-02-2014

22-07-2014

22-07-2014

Derivada
de

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado
No
Reportado
No
Reportado
No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado

No
Reportado
No
Reportado
No
Reportado
NT_00971
4

AF303744

AC161602.

4

ND
Referencias

28

10

10

10

10

10



Continuedon Tabb 24

BX513847.
1
AC161602.
NP_001288023.1 (NCBI oxidized low-density lipoprotein receptor 1 e e 4
Reference Sequence) isoform 3 [Mus musculus] O el A e BX513847. =
1
XP_006505366.1 (NCBI PREDICTED: oxidized low-density lipoprotein 1o 1. No
Reference Sequence)* receptor 1 isoform X1 [Mus musculus] No reportado 27-12-2013 27-12-2013 Reportado 0
XP_006505367.1 (NCBI PREDICTED: oxidized low-density lipoprotein o o No
Reference Sequence)* receptor 1 isoform X2 [Mus musculus] o el B B Reportado g
- - . . REFERENCE 2 (residues 1 to 367), AUTHORS Mural,R.J., Adams,M.D., Myers,E.W., Smith,H.O. and
%g;%ga?lgf e e dt%rr]sit)[/l\l/:ﬁs F;;ﬁtseclglé';jc“” "K€) Venter,.C., TITLE  Direct Submission, JOURNAL Submitted (05-JUL-2005) Celera Genomnics, 45W.  NoReportado 07062007 o N 2
P Gude Dr., Rockville, MD 20850, USA P
RecName: Full=Oxidized low-density lipoprotein REFERENCE 2 (residues 1 to 363), AUTHORS Park,S.-H., Ahn,H.-J. and Cho,J.-J., TITLE Direct
receptor 1; Short=Ox-LDL receptor 1; AltName: Submission, JOURNAL Submitted (??-SEP-2000), REMARK NUCLEOTIDE SEQUENCE [MRNA].,
Q9EQ09.2 Full=Lectin-like oxidized LDL receptor 1; REFERENCE 3 (residues 1 to 363), AUTHORS Carninci P. y cols., CONSRTM FANTOM No
(UniProtKB/SWiss-Prot) Short=LOX-1; Short=Lectin-like oxLDL receptor ~ Consortium; RIKEN Genome Exploration Research Group and Genome Science Group (Genome Network 2005 29-10-2014 Reportado 3
1; AltName: Full=Lectin-type oxidized LDL Project Core Group), TITLE The transcriptional landscape of the mammalian genome JOURNAL Science P
receptor 1; Contains: RecName: Full=Oxidized 309 (5740), 1559-1563 (2005), PUBMED 16141072, REMARK NUCLEOTIDE SEQUENCE [LARGE
low-density lipoprotein receptor 1, soluble form. SCALE MRNA].; STRAIN=NOD Errtum:[Science. 2006 Mar 24;311(5768):1713]
AC115156.
5
NP_579840.2 (NCBI oxidized low-density I|poprote|n receptor 1 [Rattus No reportado 27-02-2002 04-09-2014 BC097290. 10
Reference Sequence) norvegicus]. 1
AABRO707
3062.1
- - - A I REFERENCE 2 (residues 1 to 364), CONSRTM NIH MGC Project, TITLE Direct Submission
RN Aé:?;ggg)l Ode|zegégvzgregs[lé)élzgsagcﬁéniglﬁg]t 1) JOURNAL Submitted (01-JUN-2005) National Institutes of Health, Mammalian Gene Collection, No Reportado 17-07-2006 Re ,;lfta do 2
P 9 (MGC), Bethesda, MD 20892-2590, USA, REMARK  NIH-MGC Project URL: http:/mgc.nci.nih.gov P
RecName: Full=Oxidized low-density lipoprotein
receptor 1; Short=Ox-LDL receptor 1; AltName:
Full=Lectin-like oxidized LDL receptor 1; No
070156 (GenBank) Short=LOX-1; Short=Lectin-like oxLDL receptor No reportado 1998 26-11-2014 Reportado 4
1; AltName: Full=Lectin-type oxidized LDL P

receptor _1; Cpntains:_RecName: Full=Oxidized
Gontenidodecacholnade weolaadé’%”d"é”%%é@éf’r%emé"éé : %gﬂ erBank UnProtkBoSwiss Prot; deﬁﬂnl\?ﬁ)resemm labesededatnsNB; solictud depublicaddndireda, se indicael nlmerode referend, titulo, fedray autoresdequienes
licitaron la publicaddnde la secenda, auanch fue reportad; fedhade la primera version de a anotaddn de b seuendia enNGB); fedhade la Utimaaduelizacdnde la anotaadnde Iasepﬂcadelwml\ml;@bqjeauaamoérw lapresente saend,
enandequese reports;y b anticad de referandias quehen ditado didha seauencia seg NN Hs: Homosapiens; VindVLsimusauius; Rn: Rattus nonvegiaus. *Seauendos prediictivas cerivaobs e arallisis aamputocionoll,



Tabb 23. Infomadnde seaendas proteicas LOX 1 para humeno, ratiny rata, rebathvas abase de datos NGB

GenBank (UniProtKB/ Swiss-
Prot)
P78380.1 (UniProtKB/Swiss-Prot)
AAH22295.1 (GenBank)

EAW96159.1 (GenBank)*

Organismo

EAW96156.1 (GenBank)*
EAW96157.1 (GenBank)*
EAW96158.1 (GenBank)*
ABC40744.1 (GenBank)*

AAC97927.1 (GenBank)*

CAB38175.1 (GenBank)

s BAC81565.1 (GenBank)

NP_002534.1 (NCBI Reference
Sequence)

NP_001166104.1 (NCBI Reference
Sequence)

NP_001166103.1 (NCBI Reference
Sequence)

XP_006719144.1 (NCBI Reference
Sequence)*

NP_619589.2 (NCBI Reference
Sequence)

Mm

NP_001288025.1 (NCBI Reference
Sequence)

Longitud

273 aa
273 aa

273 aa
273 aa
181 aa

189 aa
273 aa

273 aa

273 aa
273 aa

273 aa

189 aa

181 aa

217 aa

363 aa

155 aa

Variante

No especificado
No especificado

CRA a
CRA a
CRA b

CRA ¢

No especificado

No especificado

No especificado
No especificado

Isoforma 1

Isoforma 3

Isoforma 2

Isoforma X1

isoforma 1

isoforma 2

ID DNA correspondiente

No Reportado
No Reportado
CH471096 WGS Scaffold
record
CH471096 WGS Scaffold
record
CH471096 WGS Scaffold
record
CH471096 WGS Scaffold
record
No especificado
AF079164
AF079165
AF079166
AF079167
No Reportado
No Reportado

No Reportado

No Reportado

No Reportado

No Reportado

No Reportado

No Reportado

ID MRNA
correspondiente
No especificado

BC022295

No especificado
No especificado
No especificado

No especificado
DQ314885

AF079165

No especificado
AB102861

NP_002534

NM_001172633

NM_001172632

XM_006719081

NM_138648

NM_001301096

Forma de obtencién

No Reportado
No Reportado

Method: conceptual translation.
Method: conceptual translation.
Method: conceptual translation.

Method: conceptual translation.

Method: conceptual translation supplied by author
Method: conceptual translation

No Reportado
No Reportado
From transcript and genomic sequence data to
make the sequence consistent with the reference
genome assembly; Molecular cloning, using
expression cloning strategy
From transcript and genomic sequence data to
make the sequence consistent with the reference
genome assembly; Molecular cloning, using
expression cloning strategy
From transcript and genomic sequence data to
make the sequence consistent with the reference
genome assembly; Molecular cloning, using
expression cloning strategy
MODEL REFSEQ: This record is predicted by
automated computational analysis. This record is
derived from a genomic sequence
(NT_009714.18) annotated using gene prediction
method: Gnomon, supported by EST evidence.

From transcript and genomic sequence data to
make the sequence consistent with the reference
genome assembly; Molecular cloning, using
expression cloning strategy

Tejido
No Reportado
Placenta

No Reportado
No Reportado
No Reportado

No Reportado
No Reportado

No Reportado

Leucocito
No Reportado
vascular
endothelium
and vascular-
rich organs
vascular
endothelium
and vascular-
rich organs

No Reportado

Hipotético

No Reportado

No Reportado

Comentario

Sin Comentarios
Sin Comentarios

Method: conceptual translation.
Method: conceptual translation.
Method: conceptual translation.

Method: conceptual translation.

Method: conceptual translation supplied by author

Method: conceptual translation

Sin Comentarios
Sin Comentarios

The displayed sequence is further processed into a mature
form. [Uniprot]

This variant (3) lacks an exon in the coding region, which
results in a frameshift and an early stop codon, compared to
variant 1. The encoded isoform (3) is shorter and has a distinct
C-terminus, compared to isoform 1.

This variant (2) lacks an exon in the coding region, which
results in a frameshift and an early stop codon, compared to
variant 1. The encoded isoform (2) is shorter and has a distinct
C-terminus, compared to isoform 1

MODEL REFSEQ: This record is predicted by automated
computational analysis. This record is derived from a genomic
sequence (NT_009714.18) annotated using gene prediction
method: Gnomon, supported by EST evidence.

Transcript Variant: This variant (1) encodes the longest
isoform (1). [NCBI]

The displayed sequence is further processed into a mature
form. [Uniprot]
Transcript Variant: This variant (2) lacks exons in the coding
region, compared to variant 1. The encoded isoform (2) is
shorter, compared to isoform 1.

Sequence Note: This RefSeq record was created from
transcript and genomic sequence data to make the sequence
consistent with the reference genome assembly. The genomic
coordinates used for the transcript record were based on
transcript alignments.

Publication Note: This RefSeq record includes a subset of the
publications that are available for this gene. Please see the
Gene record to access additional publications.



(ontinuaddn Tabla 25.

NP_001288023.1 (NCBI Reference
Sequence)

XP_006505366.1 (NCBI Reference
Sequence)*

XP_006505367.1 (NCBI Reference
Sequence)*

EDK99928.1 (GenBank)*
Q9EQO09.2 (UniProtKB/Swiss-
Prot)

NP_579840.2 (NCBI Reference

RN Sequence)

AAH97290.1 (GenBank)
070156 (GenBank)

189 aa

317 aa

280 aa

367 aa
363 aa

368 aa

364 aa
364 aa

isoforma 3

Isoforma X1

isoforma X2

No Reportado
No Reportado

No Reportado

No Reportado

Conenicode o columace izuierch a deredna: Eoede; mmgggeap%m@m
proteing; identidad de la sseauencadermRNAQUeorignaa Iaprdem formadewtemldelaprotem espadificadones e

aminodais, ”Seamprajmmcbmatsabaullssmmm

No Reportado

No Reportado

No Reportado

No Reportado
No Reportado

No Reportado

No Reportado
No Reportado

UnProtiBo Swiss-Prat; u?w

NM_001301094

XM_006505304

XM_006505305

No Reportado
No Reportado

NM_133306

BC097291
No Reportadg

From transcript and genomic sequence data to
make the sequence consistent with the reference
genome assembly; Molecular cloning, using
expression cloning strategy

No Reportado

No Reportado

No Reportado
No Reportado

From transcript and genomic sequence data to
make the sequence consistent with the reference
genome assembly;

No Reportado
No Reportado |

No Reportado

No Reportado

No Reportado

No Reportado
No Reportado

No Reportado

No Reportado
No Reportado

| de la secuencia enamincaddios; variante o isofomn e, en @so de que sea reportach;
jidodestkeel ajalset:rmlamleslra cmentario sthrela seauenda, Hs: I-IcrmsqomsMnl\/LsmmJLsm RatiLs nonegias; aor:

Transcript Variant: This variant (3) lacks exons in the coding
region, compared to variant 1. The encoded isoform (3) is
shorter, compared to isoform 1.

Sequence Note: This RefSeq record was created from
transcript and genomic sequence data to make the sequence
consistent with the reference genome assembly. The genomic
coordinates used for the transcript record were based on
transcript alignments.

Publication Note: This RefSeq record includes a subset of the
publications that are available for this gene. Please see the
Gene record to access additional publications.
MODEL REFSEQ: This record is predicted by automated
computational analysis. This record is derived from a genomic
sequence (NT_039353.8) annotated using gene prediction
method: Gnomon, supported by EST evidence.
MODEL REFSEQ: This record is predicted by automated
computational analysis. This record is derived from a genomic
sequence (NT_039353.8) annotated using gene prediction
method: Gnomon, supported by EST evidence.
Method: conceptual translation

Sin Comentarios

VALIDATED REFSEQ: This record has undergone validation
or preliminary review. The reference sequence was derived
from AC115156.5, BC097290.1 and AABR07073062.1.
On Sep 11, 2012 this sequence version replaced gi:18959248.

Summary: receptor for oxidized low-density lipoprotein that
may be involved in pathogenesis of hypertension as well as
atherosclerosis [RGD, Feb 2006].

Sequence Note: This RefSeq record was created from
transcript and genomic sequence data to make the sequence
consistent with the reference genome assembly. The genomic
coordinates used for the transcript record were based on
transcript alignments.

Publication Note: This RefSeq record includes a subset of the
publications that are available for this gene. Please see the
Gene record to access additional publications.

##Evidence-Data-START## Transcript exon combination ::
AB005900.1, BC097290.1 [EC0:0000332] ##Evidence-Data-
END##

Sin Comentarios
Cepa 10116
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Longitud isoformas proteina OLR1
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Figura 41. Longitud de isoformas proteicas de LOX1 en humano. En el eje X se identifica cada Isoforma con
el nombre de la secuencia presentado en base de datos, mientras que en el eje Y se muestra el largo de la
secuencia proteica en aminodcidos (aa). Las barras fucsia corresponden a isoformas encontradas en muestras
bioldgicas, mientras que las barras en azul corresponden a secuencias proteicas obtenidas mediante métodos
computacionales, segun lo reportado en la Tabla 21. También se indica la variante de la isoforma en letras
blancas en cada barra, segln lo especificado en la Tabla 21.
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Figura 42. Longitud de isoformas proteicas de LOX1 en ratdn. En el eje X se identifica cada Isoforma con el
nombre de la secuencia presentado en base de datos, mientras que en el eje Y se muestra el largo de la
secuencia proteica en aminoacidos (aa). Las barras fucsia corresponden a isoformas encontradas en muestras
bioldgicas, mientras que las barras en azul corresponden a secuencias proteicas obtenidas mediante métodos
computacionales, segun lo reportado en la Tabla 21. También se indica la variante de la isoforma en letras
blancas en cada barra, segun lo especificado en la Tabla 21.
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Longitud isoformas proteina OLR1
Rattus Norvegicus
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Figura 43. Longitud de isoformas proteicas de LOX1 en rata. En el eje X se identifica cada Isoforma con el
nombre de la secuencia presentado en base de datos, mientras que en el eje Y se muestra el largo de la
secuencia proteica en aminodacidos (aa). Las barras fucsia corresponden secuencias encontradas en muestras
biologicas. No existen secuencias proteicas obtenidas mediante métodos computacionales o isoformas
asociadas a esta especie, segln lo reportado en la Tabla 21.

Contenido aminoacidos isoformas LOX-1
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Figura 44. Contenido de Aminoacidos de Isoformas LOX1 en humano. En el eje X se identifica cada
aminodcido con su nombre y letra representativa, mientras que en el eje Y se muestra la frecuencia en
porcentaje en que se encuentra en la secuencia. Para facilitar la comparacion, solo se muestran la isoformas
mas relevantes para este trabajo, segun lo especificado en la Tabla 21.
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Contenido de aminoacidos segun isoforma
proteina OLR1 Mus musculus
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Figura 45. Contenido de Aminoacidos de Isoformas LOX1 en ratdn. En el eje X se identifica cada aminodcido
con su nombre y letra representativa, mientras que en el eje Y se muestra la frecuencia en porcentaje en que
se encuentra en la secuencia. Para facilitar la comparacion, solo se muestran la isoformas mas relevantes para
este trabajo, segun lo especificado en la Tabla 21.
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Figura 46. Contenido de Aminodcidos de Isoformas LOX1 en rata. En el eje X se identifica cada Aminoacido
con su nombre y letra representativa, mientras que en el eje Y se muestra la frecuencia en porcentaje en que

se encuentra en la secuencia. Para facilitar la comparacion, solo se muestran la isoformas mas relevantes para
este trabajo, segun lo especificado en la Tabla 21.
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Tabla 24. Variaciones de aminoacidos en LOX1 de humano, seguin secuencia proteica.

Secuencia

NP_001166103

Posicién

variacion

142

143-149

150

152

153

154

155

156

159

160

161

162

163

164

165

166

167

169

171

172

174

175-203

205

207

Cambio
Aminoacido (1°

letra corresponde

a P78380)
AIG

Delecion
W/L
G/P
E/A
N/S
C/N
Y/F
SIQ
SIF
G/S

S/
F/L
N/D

WIG
E/A
KV
Q/E

K/P
C/Q
S/P

Delecion
G/A

SIG

Dominio/Region

Cuello/
Extracelular
Cuello/
Extracelular
Cuello/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular
Lectina Tipo C/
Extracelular

131

Tipo
aminoacido
original

No polar

No polar

Polar no
cargado
Acido
Polar no
cargado
Polar no
cargado
Polar no
cargado
Polar no
cargado
Polar no
cargado
Polar no
cargado
Polar no
cargado

No polar

Polar no
cargado

No polar
Acido
Basico

Polar no
cargado

Basico
Polar no
cargado

Polar no
cargado

Polar no
cargado
Polar no
cargado

Tipo
aminoacido
variante

Polar no
cargado

No polar
No polar

No polar

Polar no
cargado
Polar no
cargado

No polar

Polar no
cargado

No polar

Polar no
cargado

No polar
No polar
Acido
Polar no

cargado

No polar
No polar
Acido
No polar

Polar no
cargado

No polar

No polar

Polar no
cargado



Lectina Tipo C/ Polar no

208 R/G Bésico
Extracelular cargado
210-216 Delecién Lectina Tipo C/ : :
Extracelular
217 WIF Ll ~1pe & No polar No polar
Extracelular
218 E/S Lectina Tipo C/ Acido Polar no
Extracelular cargado
219 D/F Ll ~1pe & Acido No polar
Extracelular
220 G/D Lectina Tipo C/ Polar no Acido
Extracelular cargado
291 S/A Lectina Tipo C/ Polar no No polar
Extracelular cargado
Lectina Tipo C/
224 M/ Extracelular No polar No polar
225273 Delecion LI 19 e : :
Extracelular
Lectina Tipo C/ . Polar no
BACB81565 167 K/N Extracelular Basico cargado
189 D/l LTEC;?:CZ;S; rC/ Acido No polar
N Lectina Tipo C/
190-273 Delecion P - -

Extracelular
Las distintas secuencias alineadas se compararon con la secuencia de referencia P78380, se anotaron las
variaciones y se categorizaron de acuerdo a la region en que se encuentran, el cambio de aminodcido, y el
tipo de aminoacido distinto. A: Alanina; C: Cisteina; D: Acido Aspartico; E: Acido Glutdmico; F: Fenilalanina; G:
Glicina; I: Isoleucina; K: Lisina; L: Leucina; M: Metionina; N: Asparragina; P: Prolina; Q: Glutamina; R: Arginina;
S: Serina; V: Valina; W: Triptdfano; Y: Tirosina.
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Tabla 25. Variaciones de aminoacidos en LOX1 de ratdén, seglin secuencia proteica.

Cambio
Posicion Aminoacido Tipo Tipo
Secuencia . (1° letra Dominio/Regién aminoacido = aminoéacido
variacion L )
corresponde a original variante
Q9EQ09)
Cuello/ Repeticiones/
NP_001288025 26- 233 Delecién Citoplasmatico- i i
(Isoforma 2) Transmembrana-
Extracelular
Coiled Coil/ Cuello/ Polar no
159 L/C Repeticion 2/ No polar cargado
Extracelular
NP_001288023 Sin Coiled coil/ Sin
(Isoforma 3) Cuello/ Sin
60-233 Delecion Repeticiones/ - -
Transmembrana-

Extracelular
Las distintas secuencias alineadas se compararon con la secuencia de referencia Q9EQQ9, se anotaron las
variaciones y se categorizaron de acuerdo a la region en que se encuentran, el cambio de aminodcido, vy el

tipo de aminoacido distinto. C: Cisteina; L: Leucina.

Tabla 26. Variaciones de aminodacidos en LOX1 de rata, seguin secuencia proteica.
Cambio

Posicion Aminoacido Tipo Tipo
Secuencia L (1° letra Dominio/Region aminoacido aminoacido
variacion L .
corresponde a original variante
Q9EQ09)
Polar no
Insercion N, L, . - cargado, No
NP_579840 2-5 E M Citoplasmatico - polar, Acido,
No polar

Las distintas secuencias alineadas se compararon con la secuencia de referencia 070156, se anotaron las
variaciones y se categorizaron de acuerdo a la region en que se encuentran, el cambio de aminodcido, y el tipo
de aminodcido distinto. E: Acido Glutamico; L: Leucina; M: Metionina; N: Asparragina.
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Alineamiento gen

OLR1 Humano.tif
Archivo vinculado 1. Alineamiento de secuencias de gen OLR1 de humano. Las secuencias fueron
descargadas desde base de datos NCBI. Se indica el nombre de la secuencia, y la especie a la que pertenece
(Hs para humano, Homo sapiens), a la izquierda del alineamiento; a la derecha del alineamiento se indica la
posicidon de la ultima base nitrogenada de la secuencia en esa linea del alineamiento; bajo cada linea del
alineamiento se indica el grado de conservacién de las secuencias en grafica de barras que van desde el 0%
(ninguna base nitrogenada comun en las secuencias analizadas) hasta 100% de conservacidon (bases
nitrogenadas iguales en todas las secuencias analizadas). Version digital: doble click sobre el objeto para

acceder al archivo de 32 hojas.

Alineamiento gen

OLR1 Humano exclu
Archivo vinculado 2. Alineamiento de secuencias de gen OLR1 de humano, excluyendo la secuencia
AJ131757. Las secuencias fueron descargadas desde base de datos NCBI. Se indica el nombre de la secuencia,
y la especie a la que pertenece (Hs para humano Homo sapiens), a la izquierda del alineamiento; a la derecha
del alineamiento se indica la posicion de la dltima base nitrogenada de la secuencia en esa linea del
alineamiento; bajo cada linea del alineamiento se indica el grado de conservacion de las secuencias en grafica
de barras que van desde el 0% (ninguna base nitrogenada comun en las secuencias analizadas) hasta 100% de
conservacion (bases nitrogenadas iguales en todas las secuencias analizadas). Version digital: doble click sobre
el objeto para acceder al archivo de 24 hojas.

Alineamiento gen
OLR1 Raton.tif
Archivo vinculado 3. Alineamiento de secuencias de gen OLR1 de ratdn. Las secuencias fueron descargadas
desde base de datos NCBI. Se indica el nombre de la secuencia, y la especie a la que pertenece (Mm para
raton, Mus musculus), a la izquierda del alineamiento; a la derecha del alineamiento se indica la posicion de
la ultima base nitrogenada de la secuencia en esa linea del alineamiento; bajo cada linea del alineamiento se
indica el grado de conservacion de las secuencias en grafica de barras que van desde el 0% (ninguna base
nitrogenada comun en las secuencias analizadas) hasta 100% de conservacién (bases nitrogenadas iguales en
todas las secuencias analizadas). Version digital: doble click sobre el objeto para acceder al archivo de 30

hojas.

Alineamiento gen
OLR1 Rata.tif
Archivo vinculado 4. Alineamiento de secuencias de gen OLR1 de rata. Las secuencias fueron descargadas
desde base de datos NCBI. Se indica el nombre de la secuencia, y la especie a la que pertenece (Rn para rata,
Rattus norvegicus), a la izquierda del alineamiento; a la derecha del alineamiento se indica la posicion de la
ultima base nitrogenada de la secuencia en esa linea del alineamiento; bajo cada linea del alineamiento se
indica el grado de conservacion de las secuencias en grafica de barras que van desde el 0% (ninguna base
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nitrogenada comun en las secuencias analizadas) hasta 100% de conservacion (bases nitrogenadas iguales en
todas las secuencias analizadas). Version digital: doble click sobre el objeto para acceder al archivo de 24

hojas.

Alineamiento gen

OLR1 Humano, Ratd
Archivo vinculado 5. Alineamiento secuencias gen OLR1 de humano, ratén y rata. Se indica el nombre de la
secuencia, y la especie a la que pertenece (Hs para humano, Mm para ratén y Rn para rata), a la izquierda del
alineamiento; a la derecha del alineamiento se indica la posicién de la tltima base nitrogenada de la secuencia
en esa linea del alineamiento; bajo cada linea del alineamiento se indica el grado de conservacion de las
secuencias en grafica de barras que van desde el 0% (ninguna base nitrogenada comun en las secuencias
analizadas) hasta 100% de conservacion (bases nitrogenadas iguales en todas las secuencias analizadas).
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