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1. Abstract

MicroRNAs involved in sex determination

Introduction

Considering the growing incidence of human infertility, which is also
involving domestic mammals and endangered species, the social interest
in improving our understanding of the reproductive biology is also
increasing. In scientific terms, this mainly translates into an interest to
clarify the physiological, endocrine, and genetic processes involved in the
development and function of the gonads, the gamete-producing organs,
and the sex hormones. The knowledge of the basic genetics of the gonadal
development will allow us to explain, and if so to approach in therapeutic
and conservation terms, the pathology that causes reproductive disorders.
To name some of them, we can include azoospermia, premature ovarian
failure, gonadal dysgenesis, true hermaphroditism and male or female
pseudohermaphroditism, and also others, most of which have a genetic
origin which makes it necessary to diagnose and to explain. According
to the high interest of reproductive disorders, the international scientific
community has made significant efforts in recent years to elucidate
the genetic basis of sex determination, a genetic process which decides
whether gonads of an individual will become testes or ovaries, and as a
result, if this individual will develop into a male or a female. Although a
substantial progress has been made in this field, the current situation is
still far from achieving a full understanding of this process, so we must
continue putting in an effort.

Today we know that in mammals the presence of a Y chromosome de-
termines the male sex, while its absence implies a female development. At
the beginning of its embryonic development, the gonad is undifferentiated
and bipotential, which means it can follow two alternative developmental
paths which are mutually exclusive under normal conditions: either testis
or ovary. In the embryonic XY gonad, the SRY gene (located on the Y
chromosome) initiates a chain of gene activation that causes a sub-group
of somatic cells to differentiate as Sertoli cells, which are responsible for
organizing the testicular development (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al.,

1



1. Abstract

1990b; Koopman et al., 1991a). Sertoli cells get arranged to form sex cords
(precursors of the adult testis seminiferous tubules), the germ cells locat-
ed inside the sex cords initiate a “mitotic arrest”. Sertoli cells also con-
trol the differentiation of Leydig cells, secretory cells of testosterone and
dihydrotestosterone which will masculinize the body. During mouse go-
nadal developmental, SRY protein binds, along with steroidogenic factor
SF'1, to a testis-specific enhancer of the Sox9 gene and activates it (Seki-
do y Lovell-Badge, 2008). Gain-of-function mutations in SOX9 induce XX
gonads to follow the testicular pathway (Huang et al., 1999) and loss-of-
function mutations of this gene provoque XY gonads to develop as ovaries
(Barrionuevo et al., 2006b). Therefore, SRY as well as SOX9, are both nec-
essary and sufficient to activate testicular organogenesis. SOX9 activates
Fgf9 gene, which in turn stabilizes the expression of Sox9 establishing
a self-maintenance loop of expression of Sox9 in the male gonad. SOX9
also activates the expression of other genes such as Amh (anti-miillerian
hormone; Barbara et al. (1998), Vnnl (Vanin-1; (Wilson et al., 2005b)),
and Pgds (prostaglandin synthase; (Wilhelm et al., 2007)); known to be
involved in testicular differentiation. According to these facts, it is clear
that Sox9 is the pivotal gene of testis development, and this is true not
only in mammals but also in all vertebrates investigated.

In the XX gonad the absence of Y chromosome, and therefore the SRY
protein, involves the inactivation of Sox9 and the activation of Rspol
and Wnt4, initiating a cascade of gene activation that leads to ovarian
development. If Sox9 gene is not expressed, the bipotential somatic cells
in the embryonic gonad will differentiate as pre-follicle cells (not as pre-
Sertoli cells), whereas the cells of steroidogenic lineage will differentiate
as theca cells (instead of Leydig cells), and germ cells initiate meiosis, and
some afterwards they enter “meiotic arrest”. In summary, in the absence
of SRY, the gonadal organogenesis follows the ovarian pathway and the
somatic phenotype of the individual will be female.

The classical view introduced by Jost (1953), which established ovari-
an development as the “default” pathway, has changed based on new da-
ta that describe total or partial sex reversal in XX mice (with the com-
mon denominator of the activation of Sox9), showing the existence of loss-
of-function mutations in genes such as Wnt4, and Rspol. Wnt4—/— XX
Individuals showed partially masculinized gonads with Sox9 and Fgf9
expression, Leydig cell differentiation, cell migration from the adjacent
mesonephros into the gonad (Parma et al. (2006b) reported a loss-of-
function mutation in the Rspol gene that causes a complete female-to-
male sex reversal (XX males). This was the first reported case of a single
mutation in a gene that causes this kind of complete sex reversal and
this mutation puts RSPO1 as the likely ovarian determinant in mam-
mals. RSPO1 activates genes involved in ovarian development and either
directly or indirectly inhibits genes implicated in testicular development.
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Another gene involved in ovarian organogenesis is Foxl2 which is neces-
sary for the development and the maintenance of the ovarian structure
(Schmidt et al., 2004). The absence of functional granulosa cells induces
a premature initiation of folliculogenesis and subsequent ovarian failure.
However, the absence of complete female-to-male sex reversal in FoxI2-/-
mutant mice indicates that this is not an ovarian determinant (Uda et al.,
2004).

Available data suggest that the Sox9 gene expression is repressed by
Rspol and Wnt4 in XX gonads during the embryonic period, while in the
adult stage it seems to be inhibited by Fox/2 gene. The abolition of the
latter gene in the adult ovary is sufficient to induce the activation of Sox9
(Uhlenhaut et al., 2009). The result is a trans-differentiation of ovarian
somatic cells into cells with typical testicular phenotype: Sertoli cells and
Leydig cells (which produce testosterone) , showing that the maintenance
of the ovarian structure must be an active and ongoing process. In the
XX gonads of mice, the RSPO1 protein either activates WNT4 or has a
redundant function along with it (both genes are synergistic), in order
to stabilize cytoplasmic 5-CATENIN, which forms a complex with TCF
(T-cell factor) and migrates to the nucleus and activates genes involved
in ovarian development. In the XY gonad the reason for the inactivity
of Rspol is not known. The molecular context that emerges from the
embryonic gonad, comes from a bipotential indifferentiated gonad which
maintans an “equilibrium” between the two opposing signals that activate
two cascades of gene expression, one leading to the development of testis
and the other to the development of the ovary. In males, the presence of
Sry causes an imbalance between the signals, thus inducing testicular
organogenesis and inhibiting the ovarian one.

Nevertheless, 20 years after the discovery of the Y-linked testis-
determining gene (SRY), the process is not completely understood. This
fact suggests the need for new research approaches in this field. Recent
studies have demonstrated that translation of many genes is controlled by
microRNAs (miRNAs), mainly in developmental processes. In the present
scientific project we want to identify and study the possible involvement
of miRNAs in the control of genes responsible for mammalian sex
determination and differentiation.

Biological function of microRNAs.

MicroRNAs (miRNAs) were initially described in Caenorhabditis
elegans (Lee et al., 1993). They are small RNAs involved in post-
transcriptional regulation of gene expression at the crucial moments of
development. Subsequent investigations identified miRNAs with the abil-
ity to regulate gene expression in different organisms: protozoa, fun-
gi, plants and animals. The control of gene expression at the post-
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transcriptional level is carried out at different levels including renew-
al, processing, longevity and translation of messenger RNAs, and permit
cells to regulate protein content after transcription has taken place. The
discovery of non-coding RNAs like antisense transcripts and the so-called
interfering RNAs (microRNAs and siRNAs) introduces a new mechanism
for post-transcriptional regulation.

The path of miRNAs begins in the nucleus where the transcription
of the corresponding genes originate primary miRNAs or pri-miRNAs
which undergo further processing by the Drosha endonuclease producing
fragments in a form of a loop called pre-miRNAs (double-stranded RNAs)
(Figure 3.2 page 53). These are transported to the cytoplasm where they
are processed by the Dicer endonuclease (an RNase III specific for double-
stranded RNA) that gives rise to mature miRNAs (21 to 23 nucleotides).
These are incorporated into a RISC complex (RNA-Induced Silencing
Complex), which binds to the miRNA-specific target sequences in the non-
translated 3" end (3’'UTR) of this mRNA, either causing its degradation or
inhibiting its translation. Pairing between the miRNA and its target can
be specific in its entire length and in this case, the miRNA-RISC complex
mediates the degradation of the involved mRNA.

Several hypotheses have been proposed on how miRNAs operate on
their target genes. One hypothesis states that miRNAs inhibit translation
by actually repressing the initiation of translation. Another hypothesis
indicates that miRNAs are involved in a step stimulating degradation
of a nascent peptide subsequent to the initiation of translation. More
recent studies discuss why this regulation occurs by degradation of the
messenger, as there are many studies that show how miRNAs decrease
the level of mRNA of its target genes.

Huntzinger y Izaurralde (2011) have recently proposed a new step by
step silencing model, in animals, which begins with the recognition of a
target by a complex of miRNA with an AGO protein (Figure 3.3 page 71).
miRNAs bound to AGO proteins recognize their target messengers by an
imperfect matching in their binding sites. AGO interacts with GW182,
which in turn interacts with PABPC joined to the polyA tail of mRNA. The
assembly of this complex on mRNA ultimately triggers deadenylation.
Thus, miRNAs lead their target to the cellular degradation pathway of
mRNA 5-3°, where the messengers are deadenylated by the CAF1-CCR4-
NOT deadenylase complex. Depending on cell type and/or specificity of
the target, the deadenylated mRNAs can be stored in a translational
repression state or continue with the degradation process where the next
step is decapping and finally degradation by means of a 5°-3 ’, XRN1
cytoplasmic exonuclease complex.

The importance of the regulation of gene expression by miRNAs in
the developmental process was evidenced by the Dicer mutant mice
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that could not process the pre-miRNAs. These mutant mice showed
embryonic lethality at E7.5 stage which manifested that miRNAs are
involved in the control of developmental from very early stages (Bernstein
et al., 2003). Furthermore, it was found that in these mice some DICER
activity remained, and therefore the processing of miRNAs was still
being produced in the early stages of development, due to the presence
of protein DICER transmitted through the cytoplasm of the oocyte. The
elimination of this DICER activity and that of the zygote itself has further
dramatic phenotypic consequences (Giraldez et al., 2006).

Role of miRNAs in sexual differentiation.

Although the role of protein-coding genes as regulators of gene expres-
sion, continues being investigated, a new piece of knowledge has arisen
that focuses on the regulatory role of gene expression by non-coding RNA.
Regarding mammalian sex determination and differentiation, it is known
that two genes involved in gonadal development, WT'I and FOXL2 are
regulated not only by proteins but also by antisense transcripts (Gong
et al., 2001; Cocquet et al., 2005).

By comparing the expression profiles of miRNAs between embryonic
gonads of XX and XY mouse embryos, several miRNAs showing sexually
dimorphic expression have been identified at the 13.5 dpc stage (Takada
et al., 2009). However, although the expression profiles of miRNAs in
gonads at the time of sex determination in mice (11.5 dpc) have not yet
been established, the fact that differences between XX and XY gonads
have been detected at 13.5 dpc, clearly suggests that sexually dimorphic
expression profiles of miRNAs are probably established at the beginning
of gonadal development and that they must play an important specific
regulatory role that would depend on the chromosomal constitution of the
gonad (XX or XY).

As mentioned above, the activation of Sox9 is the key to trigger
testicular development in the embryonic gonad. Sox9 is also known to be
involved in neurogenesis and it has been demonstrated that its expression
in the brain is regulated by miR-124 (Cheng et al., 2009). This data
suggest that, possibly, it may be regulated by this miRNA also in the
gonad. Accordingly, Kim et al. (2010) have shown that Dicer is required
for proper function and survival of Sertoli cells in the adult. Conditional
Dicer knock-out mice (Dicer-/-) in the Sertoli cells are indistinguishable
from the normal ones at birth but Sertoli cells of these mutant mice show
a significant drop in the levels of expression of several sertolian markers
(Sox9, Amh, Sox8, Fgf9 and Dhh) and spermatogenic failure which
increases with age, most likely related to the spermatogonial stem cells
(SSCs) depletion process, observed in them. The phenotype of these mice
also displays an increase in the number of apoptotic cells. Papaioannou
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et al. (2009); Kim et al. (2010), using the same Cre mouse strain but
with a different Dicer allele, have also reported a severe spermatogenic
failure, massive apoptosis of Sertoli cells and germ cells and a decrease
in the transcription of the key regulators of testicular development and
spermatogenesis. These facts show that miRNAs must have an essential
role in fertility and reproduction, and that this is a new field of research
that deserves to be approached immediately.

Objectives

In this doctoral thesis our main objective was to investigate if miRNAs
play a role in sex determination, by regulating the genes involved in
gonadal differentiation. To do this we set out to conduct a space/temporal
study of the expression profiles of miRNAs via microarray technology.

The high quantity of information that can be derived from these stud-
ies makes it necessary to address the data analysis utilizing bioinformat-
ics tools. There are tools which allow us to standardize, identify and or-
ganize the data provided by microarray, which would allow us to identify
the possible miRNAs that might play a role in sexual differentiation, and
there are also databases that can identify genes that have potential tar-
gets for these miRNAs. These potential targets are also determined by
bioinformatics methods which can result in a high number of false posi-
tives, in addition many targets, despite being functional, may not have a
relevant significant biological role in a given context. That is why a need
to develop new tools that would allow, under certain criteria, to select
from all possible routes of regulation that would result from the microar-
ray analysis, those with a higher real biological potential arose.

We decided to conduct a profound study of some of these miRNAs and
their target genes that are particularly relevant regarding sexual differ-
entiation by means of inhibition studies of over-expression of miRNAs on
their target genes, analyzing the effects that these manipulations may
have on their possible target genes. Although a priori was unable to de-
cide to study concrete miRNAs, as this depended on the results of previous
analysis, they finally located the key genes which could possibly be regu-
lated by microRNAs for which we have conducted this deep study, which
so far is the first to provide evidence of the engagement of microRNAs
in the time of sex determination, opening further elaborations for future
research.

Material and Methods

The microarray hybridizations for miRNAs were carried out from the
total RNA of mice gonads (Swiss strain) at age 11.5 dpc and 13.5 dpc. The
results of these microarray for 8 miRNAs were validated by real time RT-
PCR . A bioinformatics tool called niRNAM was developed, to search for
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real biological significant targets, where the results are filtered according
to the biological process in which they intervene consistent with GO ends
(Gene ontology) which are selected according to our study. Two pairs of
miRNAs and genes for further study were selected in order of importance:
miR-124 and Sox9 on the one hand, and on the other hand miR-144 and
Rspol.

Ovary-specific expression of 13.5 dpc of miR-124 was validated by Q-
RT-PCR and in-situ hybridization, and PCRs were performed to detect
the 3 precursors of miR-124 in gonad. Luciferase assays were carried
out with the 3 'UTR end of Sox9 and with an over-expression plasmid
of miR-124 in HEK293 cells. The regulation of Sox9 and miR-124 were
tested using lipofectamine transfection experiments in primary cultures
of gonadal cells of 13.5 and 11.5 dpc and in chondrocytes. Specific
antagomirs inhibiting miRNA in female and activating it in male and
in chondrocytes with over-expression plasmids for miR-124 were used.
Forty-eight or seventy-two hours after transfection changes in the levels
of miR-124 were detected through Q-RT-PCR. Changes in the levels
of gene expression of Sox9 were detected by Q-RT-PCR and indirect
immunofluorescence.

Validation of the testis-specific expression of 13.5 dpc of miR-144
was also carried out by Q-RT-PCR and in-situ hybridization. Likewise
luciferase assays were performed with the 3 'UTR of Rspol and an over-
expression plasmid of miR-144 in HEK293 cells. Primary cultures of
gonadal cells of 13.5 dpc XX and XY were transfected by nucleofection.
The inhibition of miR-144 in the male was made with a specific antagomir
and the activation or this miRNA in the female was performed by means
of an over-expression plasmid. Forty-eight hours after transfection, the
levels of miR-144 was checked by Q-RT-PCR, and mRNA levels of Rspol
was confirmed by Q-RT-PCR.

Results

Microarray.

Among 757 miRNAs included in the miRCURY LNA microarray
slides (Exiqon) used in this experiment, 71 showed differential expression
when comparing either between sexes or between developmental stages.
The expression profiles of these miRNAs are shown as a heat map
diagram (Figure 5.5 page 158), where rows represent miRNAs and
columns represent different samples. This diagram also includes a two-
way hierarchical clustering of genes and samples. The miRNA clustering
tree, performed on log2(Hy3/Hy5) ratios (standard deviation >0.5 between
the four samples), permits the identification of 5 different gene clusters,
labeled as A-E in figure 5.5 (page 158). Clusters A and E correspond to
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those miRNAs that are either down-regulated (A) or up-regulated (E)
during the transition between the two developmental stages investigated
(11.5 and 13.5 dpc), but show no significant differences of expression
between testes and ovaries at 13.5 dpc. According to this expression
pattern, these miRNAs are probably not involved in gonad differentiation
and have thus little interest in this study. Contrarily, the 20 miRNAs
included in clusters B-D showed sex-specific expression differences in
13.5 but not in 11.5 gonads, and may thus be good candidates to be
involved in sex determination. Cluster B includes 3 miRNAs which are
strongly up-regulated in 13.5 dpc ovaries and down-regulated in 13.5
testes, suggesting a potential role in ovarian development. Cluster C
contains 6 miRNAs which are strongly up-regulated in 13.5 dpc testes
but not in 13.5 dpc ovaries, suggesting a role in testis development.
Finally, cluster D includes 11 miRNAs strongly up-regulated in 13.5
dpc ovaries but not in 13.5 dpc testes and, like miRNAs in cluster B,
could be involved in ovarian development. The outcomes of our miRNA
microarray profiling experiment have been validated by Q-RT-PCR. The
expression levels of a total of 8 selected miRNAs, included in all 5
clusters, were measured in the four samples and compared with the
corresponding array expression profiles (Figures 5.6—5.13 pages 162—
165). In general, microarray values correlated quite well with the Q-RT-
PCR ones according to regression analysis (R?=0.97, P=0.0128). Although
the clustering analysis placed mmu-mir-126-5p and mmu-mir-103 in
cluster A because differences in expression between developmental stages
are higher than differences between sexes at 13.5 dpc, the differential
expression in 13.5 male and female gonads should be taken into account.
Thus, we included these miRNAs in the Q-RT-PCR validation set. Our
results confirmed that both miRNAs are significantly more expressed
in female gonads at 13.5 dpc (miR-103 also at 11.5 dpc), suggesting a
potential role in ovarian development.

1iRNAM.

In order to find possible candidate genes to be regulated by some of
the 22 miRNAs (Table 5.5 page 166) which show differential expression
in microarray we performed specific searches with the program iRNAM,
according to the distinct GO ends (Table 5.6 page 167). The results of
these searches are listed in 11 tables, one for each GO end (Tables 5.7—
5.17 pages 168—173). Identifying a total of 106 genes (Table 5.18 page
176), but highlighting 11 for its known direct involvement in sexual
development process: Ar, Dmrt1, Sox9, Sox8, Sry, NrOb1, Cyp17al, Fhi2,
Fshr, Fst, Rspol.

From these 22 miRNAs, 9 are located independently in the genome
and 13 are grouped in clusters. We have found two large clusters specifi-
cally, one on chromosome X (Figure 5.14 page 178) and one on chromo-
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some 12 (Figure 5.15 page 179). We used the bioinformatics program
TESS (Transcription Element Search System) to look for possible regu-
latory sequences of miRNA genes of miRNAs resulting in transcription
factors as interesting as SRY, AR, WT1, SF1, REST and AMH, among
others.

mmu-mir-124 and Sox9.

We identified miR-124 as a good candidate gene for ovarian develop-
ment as several genes involved in sex development share potential tar-
gets of this miRNA in the 3’ UTR region, including Sox9, Sox8, Dmrt1
and Ar. Furthermore, miR-124 was included in the cluster B of our mi-
croarray screening (differentially expressed in developing ovaries). These
data strongly suggested that miR-124 may play an important role in early
steps of ovarian development and thus, that this miRNA deserved closer
study.

In order to confirm the expression data reported by our microarray
screening for miR-124, we also performed Q-RT-PCR analyses and in situ
hybridization on mouse embryonic gonads. Expression quantification by
Q-RT-PCR confirmed that miR-124 is up-regulated in the ovary but not
in the testis during the critical period of gonad differentiation in mouse
embryos between 11.5 and 13.5 dpc (Figure 5.21 page 185). Similarly,
in-situ hybridization with a miR-124-specific probe confirmed the female
specific expression of this miRNA and showed that expression is mainly
produced at the cortical region of the 13.5 dpc female gonad (Figure 5.22
page 186). The medullary region showed a labeling level similar to that of
the adjacent mesonephros or the male gonad.

Since the 3'UTR region of Sox9 contains a miR-124 target sequence,
we hypothesize that miR-124 could be responsible for maintaining down-
regulation of Sox9 in the female gonad during the sex differentiation
process between 11.5 and 13.5 dpc. To test this hypothesis, we transfected
13.5 dpc embryonic gonadal cells with a specific miR-124-silencing probe,
designated as Ag-124, that antagonizes the action of miR-124 (Exiqon).
The expected knock-down effect in the expression level of miR-124 in
cells transfected with the antagomir was confirmed by Q-RT-PCR (Figure
5.24 page 189). Immunofluorescence analysis revealed that the SOX9
protein was absent in the nucleus of untreated XX embryonic gonadal
cells and in those of XX cells transfected with the control antagomir,
Ag-144. Contrarily, SOX9 was ectopically produced in XX gonadal cells
transfected with the mir-124-specific antagomir, as well as in XY gonadal
cells, which express Sox9 in normal conditions (Figure 5.26 page 192).
The levels of Sox9 mRNA were determined by Q-RT-PCR, showing a
significant increase of Sox9 mRNA in XX gonadal cells transfected with
Ag-124, but not in untreated XX cells and in those transfected with Ag-
144 (Figure 5.25 page 190).
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In the other hand, over-expression of miR-124 induces down-regulation
of Sox9 in embryonic chondrocytes but not in XY gonadal cells. According
to the above hypothesis, over-expression of miR-124 would be expected
to induce down-regulation of Sox9 in cells expressing this gene natural-
ly. To test this possibility, we transfected both cultured chondrocytes and
XY gonadal cells with either a precursor miRNA expression vector con-
taining the mouse mmu-mir-124-2 gene, or a negative control vector con-
taining a scrambled miRNA sequence (Genecopoeia). The levels of miR-
124 increased considerably in cells transfected with the expression vec-
tor, as measured by Q-RT-PCR (Figure 5.27 page 193). The immunoflu-
orescence analyses in chondrocytes demonstrated that the percentage of
transfected chondrocytes containing SOX9 protein was significantly low-
er in cells transfected with the mmu-mir-124-2 expression vector than
in those transfected with the control vector. However, this effect was not
observed in XY gonadal cells, in which the percentage of cells express-
ing SOX9 did not decrease in cells transfected with the mmu-mir-124-2
expression vector (Figure 5.31 page 198). Q-RT-PCR showed that the lev-
els of Sox9 mRNA was significantly reduced in chondrocytes transfected
with the mmu-mir-124-2 expression vector in relation to those transfected
with the control vector, whereas no significant difference was observed in
XY gonadal cells, which is consistent with the results of the immunofluo-
rescence studies (Figures 5.29 page 196 and 5.30 page 197). Since SOX9
expression is very robust in 13.5 dpc mouse embryonic testes, we have
repeated the entire experiement using 11.5 dpc XY gonadal cells, where
SOX9 transcription has just started. However, we obtained similar re-
sults, confirming that overexpression of miR-124 is not sufficient to affect
SOX9 expression in XY gonadal cells (Figures 5.32-5.35 pages 199—202).

mmu-mir-144 and Rspol.

miR-144 showed differential expression in testes of 13.5 dpc according
to our microarray data. These data were validated by Q-RT-PCR and in-
situ hybridization (Figures 5.38 page 205 and 5.39 page 206). The use of
the TESS program to find regulatory sequences in 5 ’end of gene mmu-
mir-144 resulted in several transcription factors, highlighting SRY and
AMH. Through the program yiRNAM we noticed that Rspol and F'st were
potential target for miR-144. In order of importance, we have focused on
studying the possible regulation of Rspol by miR-144. To do this we did
luciferase assays with the 3 "UTR end of the gene Rspol and an over-
expression plasmid for miR-144, confirming that miR-144 has a functional
target in the 3’ UTR end of Rspol (Figure 5.40 page 208).

On the basis of the discussion above, we conducted over-expression
experiments and inhibition of miR-144 in primary cultures of XX and XY
gonads cells. Levels of miR-144 were inhibited with a pecific antagomir
in the male gonadal cells. The Q-RT-PCR for miR-144 confirmed that the
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endogenous levels had decreased significantly (Figure ?? page ??). The
effect on the messenger of Rspol was measured by Q-RT-PCR (Figure
5.43 page 211) but the results were not significant, showing that in vitro
inhibition of miR-144 with a antagomir is not sufficient to activate the
expression of Rspol in males. On the other hand experiments on over-
expression in XX gonadal cells with a plasmid specific for miR-144 were
carried out. Similarly miR-144 levels after transfection were measured
by RT-Q-PCR, confirming that this miRNA was significantly activated
(Figure 5.44 page 213). We also measured the effect on mRNA of Rspol
but a significant decrease in the female was not observed (Figure 5.45
page 214).

Discussion

-miRNAs play crucial roles in sex determination.

Despite the discovery of the mammalian testis-determining gene SRY
twenty years ago (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990b), critical
aspects of the genetic basis of mammalian sex determination remain to
be understood. Although many genes are currently known to be involved
in the process, it is thought that some are still missing, particularly
those involved in specifying the ovary, making it difficult to unravel the
regulatory network controlling early gonad development. Since miRNAs
are involved in many developmental processes, it is reasonable to suspect
that they may also have some role in sex determination. Several recent
studies reporting the existence of some miRNAs with sexually dimorphic
expression (Takada et al., 2009), and showing that DICER is required
for the maintainance of Sertoli cell phenotype and function Papaioannou
et al. (2009); Kim et al. (2010), strongly suggest that this is the case
in mammals. Using miRNA microarray technology, we have identified
22 miRNAs showing both sexually dimorphic and developmental stage-
dependent expression patterns in the gonads at the critical period of sex
determination.

In our expression profiling studies, a high number of miRNAs (71
among 757) showed differential expression in the gonads when compar-
ing either between sexes or between developmental stages (11.5 and 13.5
dpc), suggesting that miRNAs may play multiple roles in gonad devel-
opment, both prior to and after sexual differentiation. Since the genes
responsible for sex determination are known to be expressed in somatic
cells of the supporting lineage (Albrecht y Eicher, 2001), a portion of these
71 miRNAs, those expressed in other cell types (endothelial, steroidogenic
lineage precursors and germ cells), are probably not involved in the pro-
cess of sex determination. However, 22 of them were shown to be either
up- or down-regulated during the critical period of sexual development
in a sex-specific manner, indicating that they could indeed participate in
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sex determination (see Figure 5.5 page 158). Using a cloning-based miR-
NA amplification profiling method (mRAP), Takada et al. (2009) have re-
ported that some miRNAs show a sex-dependent expression pattern in
13.5 dpc mouse gonads. Concerning some of the miRNAs identified by
these authors, miR-124 for instance, their results contradict those of our
microarry-based screening. However, our data, particularly those relat-
ed to miR-124, have been repeatedly validated by RT-Q-PCR, which is
not the case of the Takada’s study. It is interesting to point out that
among the 22 miRNAs identified as potentially involved in early gonad
development, only 6 of them (group C in Figure 5.5 page 158) show an
expression pattern consistent with a role in testis development, where-
as the remaining 16 miRNAs are more likely involved in ovary devel-
opment. Considering that miRNAs act as negative regulators of mRNA
translation, this stricking unbalance could probably have a biological sig-
nificance. This fact might be seen as indirect evidence that the number of
testis-promoting genes that have to be repressed in the developing ovary
is higher than the number of ovary-promoting genes that require repres-
sion in the developing testis.

-uiRNAM is a new bioinformatics tool for identifying biologically relevant
miRNAs

Form the total of 106 genes selected by the search that was done by
the program piRNAM, we have focused on eleven of them to discuss their
possible regulation by one or more than 22 miRNAs identified in our
microarray experiment. We have selected these eleven gens because we
know they have a known and direct involvement in determination and/or
sex differentiation and we set up different hypothesis about regulation for
each gene and miRNA summarized in the table below.

-Clustered miRNAs show coordinated regulation

Many genes of miRNAs are located in isolated and scattered forms
throughout the genome, but there is a proportion of them which forms
clusters so that their transcription can be carried out by the way of a long
common transcript regulated by a single promoter or other regulatory
sequences (Rodriguez et al., 2004). Many of the miRNAs identified in our
study are organized in this way. A clear example is the cluster located
in the band A7.1 of the long arm of chromosome X in mouse, where 7
genes of miRNAs differentially expressed in ovary 13.5 dpc are located
(Figure 5.14 page 178). This cluster is divided into two regions under the
control of two different regulatory sequences as well as two alternative
transcription initiation sites. All miRNAs located in the left region are
differentially expressed in the ovary of 13.5, while in the right region 3
miRNAs are found which change their expression pattern between 11.5
and 13.5 dpc, but they do it in an independent way of the sex. The slightly-
higher level of expression observed in ovary is not statistically significant,
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Gen

miRNA

Tissue

Regulation hypotesis

124, 878-3p,
471
455%,
3p

202-

ovary

testis

might have a regulatory role in
the adult

are minority versions of miR-
NA that degrade more easily
during their processing

Dmirl

124

668

ovary

testis

may be regulated by 124 in
embryos and adult
may be is a false positive

Sox9

124

ovary

in this paper we studied its
regulation by miR-124

Sox8

124

ovary

Could be inhibited in females
by miR-124

Sry

878-3p, 881

ovary

they could inhibit Sry in other
tissues, being false positive or
being an evolutionary trace of
other Sox genes

Dax1

96, 741

ovary

Due to not being clear on the
regulation of this gene any hy-
pothesis about its possible reg-
ulation by miRNAs would be
speculative at this time

Cypl7al

672

202-3p

ovary

testis

could regulate Cypl7al in
ovary

this regulation is less likely be-
cause it is the minority version

of miRNA

Fhi2

138, 743a,
183, 103

ovary

as a major co-activator of tran-
scription factors, testicular de-
terminant, it could finely be
regulated by one or more miR-
NAs

Fshr

471, 103

ovary

it is possible that these miR-
NAs are expressed in different
cell types for this gene so now
we can not speculate anything
about its regulation

Fst

144, 184

testis

probably are involved in its
regulation, which deserves fur-
ther study in the future

Rspol

144

testis

In this paper we studied its
regulation by miR-144

13



1. Abstract

according to our microarray data. miR-465 has three different genes, a, b
and c, located in the cluster region. In addition, the genes b and ¢ are
repeated, so in total there are 5 copies of this miRNA in the same cluster.
Taking the differences in expression of the two regions of the cluster into
account, we can postulate that one of the two regulatory regions is specific
to sex and the other is not, at least at the time of sex determination.
Moreover, miRNAs with ovary-specific expression of this cluster identified
in our microarray, have targes in the genes known in testicular route.

It is noteworthy to mention that Song et al. (2009) showed that
these 10 miRNAs are mostly expressed in testis than in ovary in adults.
These authors present results regarding the miRNAs which are found
on chromosome X and show that a high percentage of them skip the
meiotic sex chromosome inactivation (MSCI). One of the explanations
they proposed for this escape from MSCI is that they could be involved
in the inactivation process itself and thus play an important role in
spermatogenesis.

The different expression patterns of miRNAs identified in our project
and located on the X chromosome cluster, the genomic organization
of this cluster, divided into two regions with different transcriptional
control and different expression patterns during sexual differentiation
and meiosis, allow us to postulate the existence of different combinations
of transcription factors that can modulate the expression of this cluster
in different situations. The analysis of potential regulatory areas has
enabled us to locate the recognition sites of many transcription factors
in these regions, from the activating factors of the testicular route such
as SRY and AR or the promoter factors of the feminine route such as ER
and SMAD3, to transcriptional repressors such as CTCF, which gives us
a rough idea of the complexity that is likely to involve the regulation of
gene expression of miRNAs.

According to the hypothesis that we propose, during sexual differenti-
ation, both regulatory regions would promote transcription of the genes in
their downstream loci. The regulatory region on the right would stimulate
transcription of the genes of miRNAS in 13.5 dpc in the right area of the
cluster regardless of the sex (marked with round corners frames in the
figure 5.14 page 178), such as miR-465, as mentioned above. The regula-
tory region on the left triggers the transcription in a sex-dependent way,
making it more intense in ovary than in testis and controlling the genes
of miRNAs on the left side of the cluster (marked with square corners
frames in the figure 5.14 page 178). It is interesting to note that miR-
NAs miR-470 and miR-871 can be found downstream from the regulatory
region on the left, but its expression does not appear to be controlled by
this, because according to our data, no sex-specific differential expression
is shown. This would imply that the iniciation point of transcription of
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the regulatory region on the left would be found downstream from these
two miRNAs. This assumption is supported by the fact that the transcript
predictions made by GenScan and included in Ensembl show two possi-
ble transcripts in this region, one of which begins just downstream from
these two miRNAs. The left portion of the cluster, transcribed from the
left regulatory region, would be responsible for the highest expression in
the ovary among all the other miRNAs that we identified in our study.

Among the possible targets which we identified for these 10 miRNAs
male-route genes and genes located on sex chromosomes, such as: Ar,
Dax1, Sry, Zfy and Zfx were found. The site and the timing of their ex-
pression, their distribution, and their potential target genes are therefore
compatible with a role of these miRNAs, during sexual differentiation, in-
hibiting the male-route genes in ovarian development, and as well during
the process of meiotic inactivation of sex chromosomes in spermatocytes.
On the other hand, this could be a clear example of an arranged regula-
tion of a group of miRNA genes that have functions in the same biologi-
cal process, determined by grouping these genes and their transcriptional
control led by common regulatory elements, as it has been described in
other cases mentioned (Yuan et al., 2009).

-Identification of mmu-mir-124 as a candidate gene for ovarian develop-
ment

Several findings suggested that miR-124 could have an important
role during ovarian development. First, our miRNA microarray profiling
showed that miR-124 is differentially expressed in the XX but not the
XY gonad during the transition from 11.5 to 13.5 dpc stages, which is
the critical period of sex differentiation in the mouse. The levels of the
differential expression were also validated by Q-RT-PCR. Interestingly,
in situ hybridization studies showed that miR-124 is present mainly in
the cortical region of the female gonad at 13.5 dpc, the portion from which
the ovarian tissue mostly develops (see ref. Bishop et al., 2000). Second,
the computational analysis carried out for the miRNAs selected from our
microarray results, using the data mining bioinformatics tool developed
in our laboratory, identified potential targets for miR-124 in the 3'UTR
regions of four genes of the male pathway in both human and mouse:
Sox9, Sox8, Ar and Dmrtl. Third, a recent paper reported by Cheng
et al. (2009) showed that the mouse miR-124 regulates adult neurogenesis
and that it does so by repressing SOX9 production in the subventricular
zone of the brain. These authors demonstrated that Sox9 is indeed a
physiological target of miR-124, raising the possibility that this miRNA
could act also in the gonad. Overall, these findings strongly suggested that
the main role of miR-124 in the ovary would be to inhibit the production
of SOX9 protein, a testis-promoting factor. We tested this hypothesis by
performing both knock-down and over-expression functional experiments
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with primary cultures of embryonic gonadal cells. Transfection with a
miR-124-specific antagomir induced the ectopic production of the SOX9
protein in XX gonadal cells, as well as a significant increase of the Sox9
messenger levels, showing that this miRNA actively represses Sox9 in
female gonadal cells. Nevertheless, the increased expression levels of
Sox9 in XX cells transfected with the antagomir are lower than those
observed in XY gonadal cells, showing that SRY-mediated up-regulation
of Sox9 is needed to reach the male expression level. In the developing
mouse testis, Sox9 is primarily activated, probably by SF1, in both XY
and XX gonads prior to sex differentiation (Sekido et al., 2004b). At
the time of sex determination, Sox9 is up-regulated in the XY gonad
by the combined, synergistic action of SRY and SF1 on a testis-specific
core (TESCO) Sox9 enhancer (Sekido y Lovell-Badge, 2008), and down-
regulated in the XX gonad. Afterwards, Sox9 expression is maintained in
the developing testis despite the fact that Sry expression is very transient
in the mouse testis. Several redundant molecular mechanisms contribute
to the maintenance of Sox9 expression. One is the autoregulatory action
of the SOX9 protein, that, like SRY, can synergize with SF1 to activate
the TESCO enhancer (Sekido y Lovell-Badge, 2008). Also, positive feed-
forward loops can be established between Sox9 and Sf1 (Shen y Ingraham,
2002) and between Sox9 and Fgf9 (Kim et al., 2006b), that maintains
the expression of these genes at high levels. Finally, SOX9 activates
prostaglandin D synthase (Ptgds), whose product, prostaglandin D2
(PGD2), mediates the import of SOX9 into the nucleus, enabling this
way all the previous molecular interactions (see refs. Sekido y Lovell-
Badge, 2009; Sekido, 2010, for reviews). Since XX gonadal cells lack
Sry, we propose that the up-regulation of Sox9 transcription in these
cells following miR-124 knockdown is a secondary consequence of the
induced ectopic production of SOX9 protein, which could then activate one
or more of the positive feed-forward loops mentioned above. These data
suggest that complete silencing of miR-124 in the gonads of XX embryos
could be potentially capable of inducing female-to-male sex reversal
in vivo. Furthermore, we have shown that over-expression of miR-124
induces repression of Sox9 in chondrocytes but not in Sertoli cells,
although Sox9 is endogenously expressed in both cell types. Similarly,
Cheng et al. (2009) reported evidence that Sox9 expression could be
reduced in neurons of the subventricular zone by inducing miR-124 over-
expression. Our findings indicate that ectopic over-expression of miR-124
is a repression mechanism strong enough to reduce Sox9 expression in
chondrocytes, but not in Sertoli cells, even when the levels of ectopic miR-
124 expression in the reach much higher values than those observed in
XX gonadal cells, where this miRNA is expressed endogenously. The fact
that the results obtained using 13.5 dpc XY gonadal cells, were similar
to those observed in 11.5 dpc cells, indicate that the expression of Sox9
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is already very robust by 11.5 dpc in developing mouse testes, when up-
regulation is still very recent. These findings suggest that the distinct
regulatory mechanisms controlling Sox9 expression in chondrocytes and
pre-Sertoli cells determine their different response to the over-expression
experiments. In chondrocytes, Sox9 expression is mainly regulated by
factors like BMP (bone morphogenic protein) and TGFj (transforming
growth factor beta), and a chrondrogenesis-specific enhancer is thought
to be involved (see ref. Kawakami et al., 2006, for a review). No positive
feed-forward regulatory loop has been defined, although a recent survey of
potential Sox9 targets in chondrocytes found several that could enhance
its owntranscription (do Oh et al., 2010). Moreover, our finding that over-
expression of miR-124 results in a significant decrease of both protein and
mRNA levels, suggest that some autoregulatory mechanism also occurs
in chondrocytes, although feed-forward loops with Sfl or Fgf9 are not
possible here, as these genes do not express in these cells. However, in
chondrocytes Sox9 expression needs to be downregulated to permit bone
formation (Hattori et al., 2010), which might imply that positive feedback
regulation of Sox9 will be less robust compared with Sertoli cells, where
high levels of Sox9 are mantained throughout life. Overall, existing data
show that several redundant molecular regulatory mechanisms have been
selected to ensure Sox9 expression in Sertoli cells, including a low (but not
null) activity of the mmu-mir-124 genes, although this condition seems to
be unnecessary in these cells. This is, therefore, an example of a gene
whose expression is preserved against miRNA-mediated repression in a
specific cell type. We report here the first evidence that a miRNA, miR-
124, plays a key role at the very early steps of ovarian development.
We have shown that inhibition of miR-124 in XX gonadal cells results
in up-regulation of Sox9, indicating that this miRNA is at least partly
responsible of Sox9 repression in the female gonad. Two sets of evidence
strongly indicate that Sox9 must be repressed in the female gonad in
order to avoid female-to-male sex reversal; first, it is known that XX
gonads expressing Sox9 develop as testes (Bishop et al., 2000; Vidal et al.,
2001), and secondly, Sox9 is down-regulated in the female gonad at the
time of sex determination, when up-regulation occurs in the male gonad
(Kent et al., 1996b; da Silva et al., 1996). Wnt4 plays an anti-testis role
in the female gonad. In the gonads of Wnt4-/- null mutant XX mice, Sox9
and Fgf9 are transiently up-regulated and the ovary is masculinised, but
complete sex reversal is not observed, suggesting that additional ovary-
promoting / anti-testis factor(s) may also be operating (see ref. DiNapoli
y Capel, 2008, for a review). Here we show that miR-124 is likely to be
one such factor that reinforces the ovarian developmental pathway by
repressing Sox9 in the XX mouse gonad at the time of sex-determination.
Future studies on the role that other miRNAs identified in this study
may play in gonad development, will probably permit the discovery of
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new pieces of the complex puzzle of genes controling mammalian sex
determination.

-Regulatory sequences and promoters of mmu-mir-124 The repressor role
that RE1-Silencing Transcription Factor (REST) plays over mmu-mir-
124 in the nervous system is already known (Conaco et al., 2006). We
have consulted in the database GEO (Gene Expression Omnibus) to find
out data suggesting that REST acts during the critical period of sex
determination. The results of the experiment called "Gonadal somatic
cells During The critical period of sex determination: time course"(Record
GDS1724) a work of Beverdam and Koopman (Hum Mol Genet 1; 15:417-
431) show an increase in the expression of REST in 11.5 dpc mice, which
does not occur in females (Beverdam y Koopman, 2006). This expression
pattern is consistent with our microarray results which show that mmu-
mir-124 is expressed in embryonic gonads of 13.5 dpc in females, but not
in males of the same stage.

The analysis of potential regulatory regions near the 5 ’end of the
three genes of miR-124 carried out by bioinformatics tool TESS indicated
possible binding sites of SF1, WT1 and AR, just to name some. As for
SF1, we know that is a transcription factor that is expressed in XX and
XY gonads and is involved in the formation of the gonadal primordium in
both sexes, in subsequent differentiation and testicular steroidogenesis
in XY gonads (see ref. Sekido y Lovell-Badge, 2008). Regarding WT1, it is
advisable to remember that it is a transcription factor that is expressed in
the gonad of both sexes, from their undifferentiated state into adulthood
(Armstrong et al., 1993; Rackley et al., 1993), so it is possible that both
transcription factors act together to activate expression of mmu-mir-124
in the onset of gonadal development.

If REST unites to the promoter region of mmu-mir-124 efficiently, it
would provoke a reduction in the levels of miR-124 and a subsequent
increase in the levels of SOX9 protein and its mRNA. Keeping in mind
the specific expression profile of the sex of REST at the critical time of
gonadal differentiation and the presence of REST binding sites in the
promoter region of mmu-mir-124, it is possible that REST inhibits the
expression of this miR-124 in gonad which would allow us to explain
why it is not expressed in pre-Sertoli cells even though they contain
potential transcription factors necessary for it. On the other hand, if
indeed SF1 and/or WT1 activate mmu-mir-124, they could then compete
with REST for control of the expression of this miRNA. Thus, expression
of SF1 in the female gonads of 11.5 dpc, where it would not compete
with REST, would allow the expression of mmu-mir-124, so that it could
inhibit the production of SOX9 protein, whose presence here would be
counterproductive. This would respond to the current mystery of why
Sox9 is inactivated in the female gonad. Future experiments will enable
us to elucidate the mechanism for regulating the expression of miR-124.
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Regarding AR, its possible regulatory role in this process is less likely,
since its expression starts in 14.5 dpc in males, after miR-124 has already
been activated in the female. However, studies on miRNAs expression
conducted in adult gonads detect miR-124 in adult testis (Mishima et al.,
2008), where Ar is also seen. In addition to encoding a transcription
factor, which could activate mmu-mir-124, Ar gene has also a potential
target for this miRNA in its 3 'UTR end. Thus, it is possible that miR-
124 regulates its own transcription by means of a negative feedback
circle, in which AR stimulates transcription of miR-124 which, in its turn,
represses the expression of Ar, in a similar manner how miR-133 and
PITX3 regulate their expression in the neuronal differentiation control
(Kim et al., 2007). It is also known that it is the same androgen that
regulates the expression of androgen receptor , though the underlying
molecular mechanism is unclear. Nevertheless, the fact that deregulation
of this system is associated with induction of prostate cancer or breast
cancer (Yeap et al., 1999), indicates that the regulation of Ar should be
very strict and it is possible that certain miRNAs may be involved in it.

-Possible role of miR-144 in testicular development

The validated results from our microarray experiment, which show the
activation of miR-144 in testis of 13.5 dpc, along with the fact that this
miRNA has a potential target in the key genes of the female route such
as Rspol or Fst, justified the need for a more profound study about their
possible involvement in testicular development, suppressing pro-ovarian
genes. Specifically, we focused on Rspol because it is the master gene
of the female route for gonad development (see ref. DiNapoli y Capel,
2008, for review), although further studies will allow investigating the
possible relationship between miR-144 and Fst. Nevertheless, given that
the results of luciferase assays confirmed that Rspol has a functional
target for miR-144, the rest of our current research has focused on
checking if this target is biologically active in primary cultures of XX and
XY gonadal cells.

The expression of Rspol in the gonad begins at low levels in both
male and female embryos to 10.5 dpc. Two days later, this expression
strongly increases in female while in the male it stays at low levels
(Smith et al., 2008). Consistent with our results, we suggest that miR-144
contributes to keeping the RSPO1 expression down in male, but probably
together with other factors since we did not notice a significant direct
effect between the inhibition of miR-144 and the activation in Rspol in
male gonad. It therefore appears that the exclusive inhibition of miR-144
is not sufficient to significantly increase the expression of Rspol, but it is
also possible that its potential activating factors are not present in testis,
which would not allow us to detect a substantial increase in its expression.
This situation obviously contrasts the result shown in this work for miR-
124 in the female gonad. In this case Sox9 positively autoregulates itself
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so that the slight increase in the levels of messenger derived from the
elimination of miRNA permits us to detect a significant effect of its
expression in the experiment. Another alternative explanation could be
that, despite Rspol being a potential target of miR-144, this miRNA is
not involved in its regulation. Even if this is the case, one cannot rule out
that it acts downstream in the signaling cascade, regulating Fst, given
that there are some indirect evidence suggesting that this miRNA plays a
role in regulating genes of the female route, a possibility to be investigated
later. More advanced experiments in vivo, would consist of obtaining mice
that over-express a stable homologue of this miRNA and the analysis
of transgenic embryos from 10.5 to 15.5 dpc, what will probably provide
more relevant results.

On the other hand, the over-expression of miR-144 in female has
not produced a visible effect on mRNA levels of Rspol. It is known
that several miRNAs can regulate the same gene, (An et al., 2010), and
precisely a high number of potential targets of miRNAs exist in 3'UTR
region of Rspol. Depending on the algorithm used for its identification,
the number of targets can vary between 50 and 60, and it would be
reasonable to think that this gene was redundantly regulated by several
miRNAs, especially if we consider it a master gene in ovarian route.
Nevertheless, the elimination of this gene in ovary causes only a partial
sex reversal (Chassot et al., 2008; Tomizuka et al., 2008), so hopefully
there are other routes operating in ovarian development.

Six of the miRNAs which have potential targets in the 3'UTR region
of Rspol appear in our microarray (miR-10, miR-342, miR-675-5p, miR-
710, miR-743rd, miR-465), although their expression profiles vary. Among
them we must highlight 465a/b/c, which is activated in the gonad of
13.5 dpc of both sexes and it could be regulated by SRY, according to
our bioinformatic analysis. Thus, there is probably some kind of complex
interaction in the regulation of this gene by the miRNAs, which deserves a
more detailed future study, studying, for example, the effect of inhibition
or over-expression along with two or more miRNAs (miR-144 and miR-
465, for example).

Despite the fact that most miRNAs cause a decrease in the levels of
mRNA of its target genes (Guo et al., 2010), the absence of effects on
mRNA of Rspol does not rule out that, this miRNA may significantly
affect its translation, reducing levels of protein so much. However, there
are no commercial antibodies that detect this mouse antibody efficiently,
despite having several of them tested. The possible role of miR-144 on the
translation of Rspol can go on being investiged in the future, using new
antibodies that can be generated or by the production of transgenic mice
that over-express constructs containing this miRNA.

-Regulatory sequences and promoters of mmu-mir-144
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It is known that GATAA4 triggers transcription of miR-144 in cardiomy-
ocytes (Zhang et al., 2010). Gata4 gene is a transcription factor that is ex-
pressed early in the genital crest of both sexes, increasing its expression
in testis shortly after its development and assisting in the activation of
several genes important in male differentiation such as Sf1 or Amh. It is
reasonable to think that this transcription factor may act in the embry-
onic testis as well as in heart, activating the promoter of mmu-mir-144.
The analysis done using TESS also revealed the presence of an alleged
binding site to transcription factor SRY in this region, which is expressed
in pre-Sertoli cells of XY gonadal primordium in mice, just before sex-
ual differentiation (Koopman et al., 1990; Sekido y Lovell-Badge, 2008).
These data suggest that some or serveral transcription factors typical of
the male route would activate miRNA or miRNAs in charge of inhibiting
genes in the female route. It is possible that SRY and GATA4 act together
to activate miR-144 at the beginning of gonadal development and later to
increase expression of this miRNA by the action of GATA4, whose levels
increase significantly in males coinciding with an increase of miR-144 .

Although the available bioinformatics data allow us to come up with
an attractive model of negative regulation of Rspol by miR-144 in testis,
where activation of miRNA would depend on SRY, the experimental
results obtained do not support this hypothesis at this moment, possibly
because the regulation of this important master gene in the ovarian
development involves more elements, which could be other miRNAs and
transcription factors.

-Hypothesis on the possible intervention role of miR-124 and miR-144 in
gonadal development

Considering the observation of the results collected in these early stud-
ies on the regulation of the major sex-determining genes by miRNAs, we
have summarized the main findings in a hypothesis that covers several
regulatory elements, including miRNAs. Therefore, this hypothesis (Fig-
ure 6.1 page 238) summarizes the current state of knowledge on the regu-
lation of ovarian and testicular routes, introducing miRNAs as new regu-
latory elements. At the top of the figure the ovarian differentiation route
can be depicted which operates in XX individuals, where we can see how
SF1 and/or WT1 would activate the expression of miR-124, which would
provoke a drop of the levels in the messenger and protein SOX9, which is
necessary to suppress the initiation of testicular development and, conse-
quently, to allow the XX gonad to develop as ovary. This model identifies
the inhibitor element of Sox9 in XX gonads, which provided an intriguing
mystery in the process of sex determination in mammals for years. On
the other hand, the absence of SRY protein in the female gonad would
make miR-144, and possibly other miRNAs, not to activate and there-
fore would not reduce Rspol expression levels and/or Fst, an essential
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factor in order for the gonad to develop as ovary. In the case of testicular
route (the bottom part of Figure 6.1 page 238), the presence of SRY and/or
GATA4 would activate the promoter of mmu-mir-144, and possibly other
miRNAs, which would be responsible to suppress Rspol and/or Fst, pre-
venting it from starting ovarian route. In addition, REST would inhibit
the expression of miR-124 preventing it from reducing the expression of
Sox9, which would be triggered by the SRY + SF1 tandem thus initiating
the testis differentiation route. Identification of miRNAs involved in the
regulation of the genes leaders of sex determination in mammals, offers
an explanation why 20 years after the discovery of SRY, this process is
not fully elucidated yet.

CONCLUSIONS

1. The sex-specific differential expression pattern of several miRNAs
during the critical period of sex determination, along with identi-
fication of potential targets for these miRNAs in the master genes
which control this process, suggest that miRNAs play critical roles
in regulating these genes in mammals.

2. The number of miRNAs involved in ovarian development is higher
than in testicular development, and the number of pro-testis genes
with potential targets is greater than pro-ovarian genes. These two
facts suggest that an active inhibition of pro-testis genes in the
female development route is more necessary than the opposite in
males.

3. The miRNAs identified in the conducted microarray experiment,
along with the data obtained from the program mirnam open
up a whole new field of study, considering the multitude of new
possible mechanisms and gene regulation points in which these
miRNAs could be involved during the identification and sexual
differentiation.

4. Bionformatics analysis of the putative regulatory sequences of sev-
eral miRNAs suggest a coordinated expression of clustered miRNAs.
Our microarray experiments support this coordinated expression.

5. Two miRNAs stand out as the potential candidates in the regulation
of gonadal development: 124 would act as a regulator of female
route, due to its functional target Sox9, and its potential targets
in other major pro-testis genes, such as Sox8, Dmrtl or Ar ; 144
would be as a regulator of male route given its potential targets in
pro-ovarian genes such as Rspol and Fst.
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. Inhibition of miR-124 in XX gonadal cells activates the ectopic
expression of Sox9, clearly indicating that this miRNA is responsible
for a drop in Sox9 expression in female gonads at the critical time of
sex determination.

. The ectopic over-expression of miR-124 reduces the levels of Sox9
in chondrocytes but not in XY gonadal cells, demonstrating that
the expression of this gene is very strong in testis from the earliest
stages of gonadal differentiation and that in both cell types different
regulatory mechanisms function for this gene.

. Rspol has a functional target for miR-144, though the ex-vivo ma-
nipulation of the levels of this miRNA does not produce significant
effects on mRNA levels of this gene.

. Bioinformatic data, together with our experimental results allow
to elaborate a model for the regulation of the expression of genes
involved in sex determination in which microRNAs play relevant
roles.
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2. Introduccion y
Objetivos

El desarrollo gonadal de mamiferos es un proceso altamente complejo
que suscita un gran interés en la comunidad cientifica, ya que los
desajustes en éste pueden originar problemas de infertilidad o desérdenes
en el desarrollo sexual. Desde el descubrimiento del gen determinante
de testiculo, SRY (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990b; Koopman
et al., 1991a), se pensé que rapidamente se llegaria a entender la base
genética de la determinacion y diferenciacion sexual. Sin embargo, la
realidad es que han transcurrido més de 20 afios desde entonces, y
aunque se han descubierto muchos, aunque probablemente no todos,
los elementos genéticos que intervienen en este proceso, aun no se ha
conseguido descifrar por completo sus relaciones moleculares y su trama
de mecanismos reguladores.

El desarrollo gonadal embrionario parte de una génada indiferenciada
que puede seguir dos rutas alternativas de diferenciacion dependientes de
su dotacién génica, segin sea un individuo XX o XY (ver revision Sekido
y Lovell-Badge, 2009). La expresiéon de genes promotores de testiculo o
de ovario en el momento preciso de la determinacién sexual dara lugar
a que este 6rgano bipotencial se encamine bien hacia una ruta ovarica
o bien hacia una ruta testicular. Asi, la presencia de SRY, localizado en
el cromosoma Y, es el encargado de poner en marcha la ruta masculina,
y su ausencia en individuos XX permite que la génada siga una ruta
ovéarica. Posteriormente, la produccién de hormonas (AMH y andrégenos)
por parte de los testiculos diferenciados, hace que se desarrollen las
caracteristicas sexuales secundarias de los amchos y la ausencia de
hormonas gonadales en las hembras permite un desarrollo somatico
femenino. La presencia de anomalias o desregulaciones en cualquier
punto de estas rutas génicas puede ocasionar trastornos variables, desde
ligeras deficiencias gonadales hasta reversiones sexuales completas, que
originan hembras XY o machos XX, que son estériles.

El reciente descubrimiento de los microRNAs (miRNAs) como elemen-
tos reguladores clave en procesos de desarrollo, proliferacion celular, difer-
enciacién, apoptosis, metabolismo y oncogénesis (Valencia-Sanchez et al.,
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2006) nos hizo pensar que podrian intervenir también en el desarrollo
sexual. Un nuevo enfoque en el estudio de la determinacién sexual en el
que se tengan en cuenta los miRNAs podria dar respuesta a algunas de
las inc6gnitas, que aun hoy dia, giran en torno a este proceso.

Los miRNAs son una familia de pequefios RNAs no codificantes
que regulan post-transcripcionalmente la expresion de sus genes diana
de una forma especifica de secuencia (Ambros, 2004; Bartel, 2004).
Actian mediante el establecimiento de emparejamientos imperfectos en
las regiones 3’ no transcritas de los mRNAs, promoviendo su degradacién
o la inhibicién de su traduccién. De esta forma permiten un ajuste fino
de la concentracién de proteina en un momento determinado o en un tipo
celular especifico (Krol et al., 2010b).

En este proyecto de tesis doctoral nuestro principal objetivo ha sido
investigar si los miRNAs juegan algun papel en la determinacién del
sexo, regulando genes del determinismo del sexo y la diferenciacién
gonadal. Para ello, nos propusimos realizar un estudio espacio/temporal
de los perfiles de expresion de microRNAs mediante la tecnologia de
microarrays.

La alta cantidad de informacién que puede derivarse de este tipo
de estudios hace necesario abordar el analisis de los datos mediante
herramientas bioinformaticas. Existen herramientas que permiten nor-
malizar, identificar y organizar los datos proporcionados por los microar-
rays, que nos permitirian identificar los posibles miRNAs que pudieran
tener algin papel en la difereciacién sexual, y existen bases de datos en
las que se pueden identificar los genes que poseen posibles dianas para es-
tos miRNAs. Estas posibles dianas estan determinadas también por méto-
dos bioinformaticos que proporcionan un elevado nimero de falsos posi-
tivos, ademas de que muchas dianas, a pesar de ser funcionales, pueden
no tener un papel biolégico relevante en un contexto celular determina-
do. Por ello surgi6 la necesidad de desarrollar nuevas herramientas que
permitieran, bajo ciertos criterios, seleccionar, de entre todos las posibles
rutas de regulacion que se derivarian del analisis de microarrays, aquel-
las con un mayor potencial biolégico real.

Nos propusimos asimismo realizar un estudio més profundo de al-
gunos de aquellos miRNAs y sus genes diana que resultasen especial-
mente relevantes en relacion con la diferenciaciéon sexual mediante la in-
hibicién y la sobre-expresion de los miRNAs y el posterior estudio de los
efectos causados sobre sus genes diana. Concebido asi, este seria el primer
estudio realizado hasta la fecha en abordar la identificacion de miRNAs
con funciones biolégicamente relevantes en el periodo critico de la deter-
minacién seuxal de mamiferos.
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3.1. Procesos de determinaciéon y diferen-
ciacion del sexo en mamiferos

La mayoria de seres vivos se reproducen sexualmente, lo que implica
la existencia de dos sexos diferenciados, macho y hembra. Aunque los
mecanismos de determinacién del sexo son muy variados, en general,
podemos clasificarlos en dos grandes grupos: ambientales y genéticos.

Los sistemas ambientales de determinaciéon sexual se basan en la
presencia de una sefial externa que determina el tipo de diferenciacién
sexual del individuo, como macho o como hembra, evento que se produce
en un momento posterior a la fecundacion. La produccién de estas senales
ambientales depende de factores muy variados, tales como la presencia
o ausencia de ciertas bacterias (Rousset et al., 1992), el pH del medio
(Shapiro, 1990), la densidad de poblacién (Crews, 1993) o la temperatura
ambiental (Crews, 1994). Este ultimo mecanismo es muy comun en
diversas especies de reptiles, como por ejemplo la especie de tortuga
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Trachemys scripta, en que el sexo se determina por la temperatura de
incubaciéon de los huevos. Asi, a temperaturas de incubacion superiores
a 30°C, sélo se generan hembras, mientras que a 25°C sélo se obtienen
machos, y a una temperatura intermedia de 28.5°C, se produce un nimero
similar de machos que de hembras.

En los sistemas genéticos de determinacion sexual, el sexo del indi-
viduo queda determinado en el momento de la fecundacién, ya que los
individuos de diferente sexo son genéticamente distintos. Estas diferen-
cias pueden deberse a la existencia de cromosomas sexuales, regiones cro-
mosoémicas heteromorficas, asimetrias en la dosis de cromosomas, o al
efecto acumulativo de variantes alélicas en el genoma. Sin embargo, el
mecanismo genético mas generalizado consiste en la existencia de cromo-
somas sexuales heteromorficos. Los mamiferos poseen un sistema de cro-
mosomas sexuales heteromérficos, denominado XX/XY, en el que los ma-
chos son XY y las hembras XX. Por tanto, los machos representan el sexo
heterogamético ya que produce dos tipos de gametos (espermatozoides con
cromosoma X o con cromosoma Y), mientras que la hembra es el sexo ho-
mogamético ya que sélo produce gametos (6vulos) con cromosoma X (ver
Smith y Sinclair, 2004). En otros vertebrados, como aves y amfibios, existe
el sistema de cromosomas sexuales ZZ/ZW, siendo machos los individuos
7ZZ y hembra los ZW. En este caso, el sexo heterogamético es el femeni-
no, puesto que produce dos tipos distintos de gamétos (con cromosoma Z
o con cromosoma W), mientras que el sexo homogamético es el masculino
ya que produce un sélo tipo de gametos (portadores del cromosoma 7).

3.1.1. Desarrollo gonadal en mamiferos

La determinacién genética del sexo de un individuo precede y determi-
na su desarrollo gonadal, siendo éste un evento tinico en la organogénisis
de mamiferos, ya que se parte de un primordio gonadal indiferenciado que
es bipotencial, pudiendo desarrollarse tanto como ovario o como testiculo.
El desarrollo hacia una ruta testicular o una ruta ovarica depende de la
presencia o ausencia del gen SRY, que codifica un factor de transcripcién
de tipo SOX (Sinclair et al., 1990a). En raton, la expresion de este gen es
de muy corta duracién en un momento clave de la diferenciacién gonadal
durante el desarrollo embrionario; sin embargo, esta efimera expresion es
suficiente para desencadenar todos los procesos necesarios para la difer-
enciacion testicular, y a su vez, inhibir la ruta ovarica. Una vez produci-
da la diferenciacién gonadal, la produccién de andrégenos por parte del
testiculo hace posible la diferenciacion somatica masculina y la aparicion
de las caracterisitcas sexuales secundarias propias del macho. En el caso
de las hembras es la ausencia de andrégenos lo que permite un desarrollo
somatico femenino.
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A continuacién se describiran los procesos de desarrollo necesarios
para la diferenciacion de la génada bipotencial, considerando ambos
destinos, tanto el ovarico como el testicular, y centrandonos en el ratén
ya que es el animal modelo objeto de este estudio.

El sistema genitourinario de los mamiferos se forma a partir del
mesodermo intermedio del embridn, que se puede dividir en tres regiones:
pronefros, mesonefros y metanefros, siguiendo el eje antero-posterior del
conducto néfrico o conducto de Wolff. En ratén, la superficie ventrolateral
de la parte intermedia de este eje, el mesonefros, comienza a mostrar un
engrosamiento a los 9.5 dias post-coitum (dpc), que origina la llamada
“cresta genital”, a partir de la cual se desarrollara la génada (Merchant-
Larios y Taketo, 1991a). Este engrosamiento se produce mediante una
proliferacién del componente somatico de la génada (células mesoteliales,
mesenquimaticas y endoteliales), acompafnada por un incremento del
numero de células germinales primordiales (PGC), que migran hacia esta
region desde el mesodermo extraembrionario, atravesando el primordio
intestinal y el mesenterio dorsal (McLaren, 2003). Una vez que las PGCs
han colonizado la cresta genital, se produce una proliferacién tanto de las
células somaéticas como de las germinales, encontrando en este momento
tres tipos celulares bipotenciales: las células germinales, capaces de
comenzar la oogensis (XX) o la espermatogéneisis (XY), las células de
sostén, que se diferenciaran en células de Sertoli en el macho o células
foliculares en la hembra, y las células esteroidogénicas, precursoras
de las células de Leydig en el macho o de las células de las tecas en
la hembra, y responsables de la produccién de hormonas esteroideas.
La diferenciacién hacia un tipo celular u otro dependera de la dotacion
genética del embrién (Swain y Lovell-Badge, 1999). Existe un cuarto tipo
celular, consistente en células endoteliales que formaran el sistema
vascular de la gonada, tanto en ovario como en testiculo, aunque su
desarrollo es mayor en testiculos (Merchant-Larios y Taketo, 1991a).

Diferenciacion testicular

En la mayoria de los mamiferos, los primeros signos de diferenciacion
sexual ocurren en la génada XY (Merchant-Larios, 1976; Merchant-
Larios y Taketo, 1991b). Concretamente en ratén, los eventos clave en
la formacién de un testiculo se producen entre 11.5 y 13.5 dpc segun
un proceso que estd bastante conservado en las especie analizadas.
El proceso comienza con la migracion de células endoteliales desde el
mesonefros adyacente hasta la gonada, lo que lleva a la formacion de
una red vascular especifica del testiculo (Brennan et al., 2002; Coveney
et al., 2008; Cool et al., 2008; Combes et al., 2009), y a la formaciéon de
los cordones testiculares mediante la agregacion de células somaticas
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sustentaculares (pre-Sertoli) y células germinales, rodeadas por una
lamina basal (Buehr et al., 1993; Merchant-Larios et al., 1993; Tilmann
y Capel, 1999). Las células pre-Sertoli aparecen como consecuencia
de la proliferacion y diferenciaciéon de células del epitelio celémico y,
una vez formados los cordones, se diferencian como células de Sertoli
embrionarias (Schmahl et al., 2000). Su papel es crucial en el desarrollo
testicular, ya que forman los cordones testiculares, exportan senales
paracrinas que inducen la diferenciacion de otros tipos celulares como
las células de Leydig y las células midides perotubulares, y ademas
producen hormona antimulleriana (AMH), que inhibe la formacién de
los conductos de Miiller, precursores de los 6rganos sexuales femeninos
(Munsterberg y Lovell-Badge, 1991). La diferenciacion de las células
mioides peritubulares, que rodean los cordones testiculares confiriéndoles
capacidad contractil (Tung y Fritz, 1987), y las células de Leydig, que
producen testosterona, se produce entre 12.5 y 13.5 dpc. La testosterona
estimula el desarrollo de los conductos de Wolf, precursores de los
conductos eferentes, las vesiculas seminales y el epididimo (Habert et al.,
2001).

Diferenciacion ovarica

La diferenciacion ovarica, al contrario de lo que ocurre con la testic-
ular, muestra notables diferencias entre los distintos taxones (Jiménez,
2009). Se describen a continuacién los procesos mas significativos del de-
sarrollo ovarico del ratén. A los 10.5-11.5 dpc no se produce la forma-
cién de cordones ni la migracion desde el mesonefros adyacente en la goé-
nada indiferenciada, de forma que el sistema vascular primitivo que se
forma en la génada XX deriva de proyecciones provenientes de los vasos
mesonéfricos preexistentes (Coveney et al., 2008). Este hecho es conse-
cuencia del efecto inhibitorio de la ruta masculina que ejercen los genes
especificos de la ruta femenina (ver mas adelante el control genético del
desarrollo ovarico). De hecho, no se observa ningin cambio morfolégico
hasta 13.5 dpc, momento en el que las células germinales XX (oocitos)
entran en meiosis. Una vez que se inicia la meiosis, se refuerza la inhibi-
cién del desarrollo de la ruta testicular por parte de los oocitos (Yao et al.,
2003). Alrededor del nacimeinto comienza el proceso de foliculogénesis
con la diferenciacion de las células foliculares, y en la pubertad se inicia
el proceso por el que las células del estroma se diferencian como células
de las tecas, las células esteroidogénicas del ovario. La correcta formacion
de los foliculos primordiales es esencial para la maduracién de los oocitos
y su liberacién durante la ovulacién en la vida adulta (Choi y Rajkovic,
2006; Sato et al., 2006).
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3.1.2. Control genético de la determinacion del sexo

El desarrollo gonadal antes mencionado se corresponde con un patrén
de expresion génica diferencial especifico para cada sexo. Sin embargo, el
estudio preciso de todos los genes que intervienen en cada ruta resulta
especialmente complicado, debido al reducido espacio temporal entre la
aparicion de la génada y el comienzo de la diferenciacién. No obstante,
se ha conseguido identificar algunos de los genes que intervienen en
ambas rutas de diferenciacién, ovarica y testicular, aunque muchas de las
relaciones moleculares entre ellos y sus mecanismos de regulacién atin no
se han resuelto.

Existen varios genes que se expresan tempranamente en la génada
bipotencial, y que son comunes en las dos rutas de diferenciacién, como
son Wt1, Sf1, Gata4 y Fog2 entre otros. Se describen a continuacién sus
caracteristicas mas importantes.

Wt1, Wilms’ tumour suppressor gene 1 (Gessler et al., 1992). Se trata
de un factor de transcripcion, cuya expresion se detecta en 9.5 dpc
en el mesodermo intermedio, donde se originara la cresta genital,
estando implicado en el desarrollo de la cresta genital y siendo
esencial para la supervivencia del primordio gonadal (Hammes
et al., 2001). Conforme avanza el desarrollo se observa expresion
de este gen en el epitelio celémico, en los cordones sexuales de la
géonada indiferenciada (en las especies en que éstos aparecen) y en
el mesonefros (Armstrong et al., 1993; Rackley et al., 1993). En la
edad adulta, dicha expresién se mantiene en las células de Sertoli
de los testiculos y en las células foliculares de los ovarios.

Sf1, steroidogenic factor 1. También conocido como Nrbal (nuclear
receptor subfamily type 5, group A, member 1 gene), codifica una
proteina nuclear que pertenece a la familia de receptores nucleares
que incluye receptores de hormonas como andrégenos, estrégenos,
progesterona, vitamina D y retinoides (Mangelsdorf et al., 1995). En
el primordio gonadal de ratén se observa expresién de SfI en ambos
sexos a partir de 9.5 dpc, estableciéndose un claro dimorfismo sexual
a partir de 11.5 dpc, cuando aumenta en las génadas XY y disminuye
en las XX. En el testiculo se expresa en células de Leydig y de
Sertoli (Hatano et al., 1994; Ikeda et al., 1994; Shen et al., 1994). Sf1
interviene en la proliferacién y supervivencia de células de la cresta
genital (Luo et al., 1994) y en la regulacién de sintesis de enzimas
esteroideas (Hatano et al., 1994; Ikeda et al., 1994). Ademas, SF1
activa el promotor del gen Amh (Giuili et al., 1997; Shen et al.,
1994) con la posible colaboracién de WT1, GATA4, SOX8 y SOX9
(Nachtigal et al., 1998; Tremblay y Viger, 1999; De Santa Barbara
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et al., 2000; Schepers et al., 2003). SF1 también coopera con SRY
para activar la expresién de Sox9, interaccionando después con la
proteina SOX9 para mantener la expresion de ésta, una vez que la
proteina SRY ha desaparecido (Sekido y Lovell-Badge, 2008).

Gata4, GATA binding protein 4. Pertenece a la familia de factores de
transcripcién GATA con dominios de dedos de zinc que le permiten
unirse al DNA reconociendo promotores que contienen la secuencia
consenso GATA (Patient y McGhee, 2002). Se expresa abundante-
mente en la cresta genital, tanto en machos como en hembras. Es-
ta expresion se produce en las células somaticas del primordio go-
nadal, y a partir de 13.5 dpc aumenta su expresion en testiculos y
disminuye en ovarios. En la génada masculina, existen altos niveles
de expresion en las células de Sertoli y de Leydig, niveles que per-
sisten hasta la edad adulta, momento en el que vuelve a aparecer
expresion en los ovarios, principalmente en las células foliculares
(Heikinheimo et al., 1997; Viger et al., 1998; Ketola et al., 1999).
Se han encontrado dianas de GATA4 en los promotores de Sry, Sf1
(Tremblay y Viger, 2001) y Dmrt1 (Lei y Heckert, 2004). Por tanto,
Gata4 parece estar implicado en el desarrollo del primordio gonadal,
la diferenciacion testicular y de células de Sertoli y Leydig, y en la
esteroidogénesis (Tevosian et al., 2002; Tremblay y Viger, 2003b,a).

Fog2, friend of GATA. Se trata de un factor de transcripcién también
llamado Zfpm2 (zinc finger protein multitype 2). La expresion de
Fog2 comienza en el primordio gonadal de ratén a los 10.5 dpc en
ambos sexos. En 12.5 dpc se detecta expresion en células de Sertoli
en machos y en células somaticas en hembras y se mantiene con-
stante en la géonada XX hasta el estadio adulto, donde se localiza
en las células foliculares, pero en la génada masculina comienza a
declinar, siendo muy baja en 13.5 dpc, momento en que aumenta
la expresién de Gata4 y Amh. La proteina FOG se encuentra im-
plicada en procesos de diferenciacién en sistema nervioso, corazén
y génadas (Tevosian et al., 1999). Una de las funciones del complejo
GATA4/FOG2 es la regulacion de los niveles de SOX9, como demues-
tran diversos experimentos realizados en ratéon (Manuylov et al.,
2007; Bouma et al., 2007). Estudios mas recientes han demostrado
que el complejo GATA4/FOG2 resulta imprescindible para el desar-
rollo ovarico, reprimiendo el gen Dkk1, que codifica un inhibidor de
la ruta canédnica de senalizacién por S-CAT (Manuylov et al., 2008).

Genes implicados en la ruta testicular

El descubrimiento de que la presencia de un cromosoma Y se asocia-
ba con el desarrollo de un fenotipo masculino (Ford et al., 1959; Jacobs y
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Strong, 1959; Welshons y Russell, 1959), sugirié que este cromosoma de-
beria contener un gen maestro que fuera responsable de la determinacion
sexual en mamiferos. Este gen fue denominado TDF (testis determining
factor) en humanos y Tdy (testis determining Y gene) en ratén. Mediante
la construcciéon de mapas de delecién del cromosoma Y humano, a fin de
encontrar la region exacta que debia contener a ese gen maestro, se en-
contré un gen candidato, al que llamaron SRY (Sex-determining Region
Y), que aparecia mutado en mujeres XY (Berta et al., 1990; Jager et al.,
1990; Harley et al., 1992; Hawkins et al., 1992). Finalmente, la produccion
de ratones XX transgénicos para el gen Sry, que mostraban fenotipo mas-
culino, confirmé la identidad entre SRY y Tdy (Koopman et al., 1991b).
Posteriormente se han descubierto muchos genes implicados en la ruta de
la determinacion masculina, aguas abajo de Sry, como son: Sox9, FgF9,
Amh, Dhh, Ptgds, Ar, P450 y Dmrt1, entre otros. Algunos de los mas im-
portantes los revisaremos a continuacion.

La figura 3.1 (paginas 40, 41 y 42) muestra un esquema de la funcién
conocida para los genes mencionados en este apartado.

Sry, sex determining region Y. Fue el primer elemento identificado en la
familia de genes SOX (SRY-related HMG box), que codifican factores
de transcripcion que presentan un dominio de unién al DNA llamado
caja HMG (high-mobility group) (Sinclair et al., 1990a). La proteina
SRY es de localizaciéon nuclear y esta poco conservada, habiéndose
encontrado exclusivamente en mamiferos. La proteina SRY se une
especificamente a secuencias consenso del tipo ( A/ T) AACAA( T/ A)
(Harley et al., 1994).

La expresion de Sry en ratén comienza muy temprano en el desarrol-
lo, alrededor de 10.5 dpc en los precursores de las células de Sertoli
de la cresta genital. Alcanza un pico a los 11.5 dpc y justo antes de
12.5 dpc cesa su expresion (Hacker et al., 1995; Bullejos y Koopman,
2001; Sekido et al., 2004a). Este pico coincide con el inicio de la difer-
enciacion de las células de Sertoli. Esta expresion sigue un patrén
espacial definido que se inicia en el centro de la génada extendién-
dose hacia los polos, a través del eje antero-posterior (Bullejos y
Koopman, 2001). Tras la expresiéon de Sry, las células pre-Sertoli
se diferencian rapidamente como células de Sertoli, caracterizadas
por unos altos niveles de expresion de Sox9 (Sekido et al., 2004a).

Se sabe que ciertas proteinas tales como GATA4, FOG2 o WT1
se encuentran implicadas en la regulacién de SRY, modulando
su transcripcién o induciendo modificaciones post-transcripcionales
(Hammes et al., 2001; Tevosian et al., 2002). Por otro lado, se ha
observado una cooperacion sinérgica entre SRY y SF1 para activar
al gen Sox9 a través de un intesificador (enhancer) especifico de
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Sox9 en testiculo (TESCO, core testis-specific enhancer of Sox9), lo
que resulta necesario para inducir la diferenciaciéon de células de
Sertoli (Sekido y Lovell-Badge, 2008). Esto apoya la idea de que SRY
interacciona con SF1 a través de su caja HMG, al igual que ocurre
con SOX9, elevando los niveles del propio gen Sox9. Ademas, la
activacion de Sox9 debe producirse dentro de una ventana temporal
muy estrecha, tal y como se ha demostrado en experimentos donde
SRY puede desencadenar la diferenciacién testicular mediante la
activacion de Sox9 en embriones entre 11.0 dpc y 11.5 dpc, pero no
en aquellos desarrollados mas alla de 11.5 dpc (Hiramatsu et al.,
2009). Por otro lado, se ha demostrado que la proteina SRY de ratén
es capaz de inhibir la ruta de senalizacion femenina WNT/S-CAT
(Vainio et al., 1999; Maatouk et al., 2008).

Sox9, Sry related HMG box-9. Este gen codifica un factor de transcrip-
cién con una caja HMG de unién a DNA, igual que la de Sry, y for-
ma parte del grupo E de genes Sox, como Sox8 y Sox10 (Bowles
et al., 2000). A través de este dominio HMG es capaz de unirse
a las secuencias consenso AACAAT y AACAAAG, como SRY y otras
proteinas SOX, aunque también se ha demostrado que interacciona
con las secuencias ATGAAT y CACAAT, que se encuentran en el in-
tensificador especifico de condrocito en el primer intrén del gen
COL2A1 (colageno de tipo II) humano (Bell et al., 1997). En el ex-
tremo C-terminal encontramos una region rica en prolina, glutam-
ina y serina, parecida a los dominios de trans-activacion de los fac-
tores de transcripcién (Foster et al., 1994). También ha sido identi-
ficado un dominio situado antes de la caja HMG e involucrado en
la dimerizacién de la proteina, aunque este proceso parece no ser
necesario para la determinacién del sexo, sino para procesos de con-
drogénesis.

La relacion de SOX9 con la determinacion del sexo se descubrié es-
tudiando pacientes con displasia campomélica, enfermedad carac-
terizada por una malformacién de los huesos largos y deficiencias
en diversos 6rganos como oido interno, cerebro, pancreas y corazéon
(Houston et al., 1983; Mansour et al., 1995, 2002). Ya se conocia
la funcién de SOX9 en la condrogénesis, pero en estos pacientes
ademads se observaron otras alteraciones como la reversién sexual
(Tommerup et al., 1993; Foster et al., 1994; Wagner et al., 1994), lo
que confirmé que SOX9 es también un gen clave en la diferenciacion
testicular.

Mediante la producciéon de ratones mutantes condicionales en los
que la funcién de Sox9 se habia inhibido especificamente en la
génada, se indujo la reversién sexual completa de individuos XY,
detectandose ademas expresion de marcadores de la ruta femenina
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como Wnit4 o Foxl2 (Barrionuevo et al., 2006a). Se demostré asi
la implicacién de Sox9 en el desarrollo testicular, actuando junto
con Sry durante la diferenciacién sexual en estadios tempranos. Al
observarse su expresién poco después de Sry y en células pre-Sertoli,
se llegé a la conclusién de que Sox9 podria estar regulado por este
gen (Austin y Edwards, 1981; Kent et al., 1996a; Canning y Lovell-
Badge, 2002).

Diversos estudios han revelado que en la génada bipotencial de
ratén y de humanos (10.5 dpc en ratén, y en torno a la sexta semana
de gestacion en humanos) se detecta expresion de SOX9 en ambos
sexos, mostrando la proteina SOX9 una localizacion citoplasmatica.
Sin embargo, después de la expresién de Sry en machos, se detectan
altos niveles nucleares de SOX9 en el mismo tipo celular y, poste-
riormente, estas células se diferencian como células de Sertoli que
contintan expresando Sox9 hasta la edad adulta. Por el contrario,
en la génada XX, dirigiendo la organogénesis femenina, esta expre-
siéon desaparece. Se sospecha que la translocacion al nucleo de la
proteina SOX9 en las células pre-Sertoli es esencial para que pueda
actuar correctamente en la determinacién del sexo (Argentaro et al.,
2003). Dicha translocacion se produce gracias a la formacién de un
complejo SOX9/Calmodulina que induce un cambio conformacional
en la proteina (Preiss et al., 2001; Argentaro et al., 2003), proceso en
el que colabora también PGD2.

En cuanto a la regulacion de Sox9, el enhancer especifico de testiculo
en ratén, denominado TESCO, y de un tamarfio de 3.2 Kb, es activado
por SRY y SF1. Una vez que la expresién de SOX9 alcanza un nivel
determinado, se establece un bucle de retroalimentaciéon positiva
mediante la interaccion de SOX9 y SF1 con TESCO, lo que es
necesario para el mantenimiento de la expresion del propio Sox9
(Sekido y Lovell-Badge, 2008). A partir de 11.5 dpc, actiian otros dos
bucles de retroalimentacion positiva. Uno se establece con FGF9,
también necesario para inhibir la ruta de sefalizacién femenina
Wnt (Kim et al., 2006a). El otro se produce cuando SOX9 activa
al promotor de Ptgds, enzima que cataliza la produccion de PGD2,
la cual origina una translocaciéon de SOX9 al nicleo y dispara la
diferenciacion de células de Sertoli de manera autocrina y paracrina
(Malki et al., 2005; Wilhelm, 2007). Adem4as se ha observado que
PGD2 produce una masculinizacién parcial de las células epiteliales
en la génada XX en cultivo, haciendo que se diferencien como células
de Sertoli (Adams y McLaren, 2002). Se ha detectado expresién de
PGD2 en células germinales, lo que podria ademas favorecer este
bucle de retroalimentacion (Adams y McLaren, 2002). La deteccién
de SOX9 en génadas que no han expresado previamente SRY, apoya
la posible activaciéon de SOX9 via PGD2 de manera autocrina y
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paracrina (Wilhelm et al., 2005). Los ratones XX con mutaciones
en Sox9 contintan expresando Sry en las génadas, por lo que se ha
sugerido que SOX9 podria ser responsable de la desactivacién de Sry
en 12.5 dpc (Chaboissier et al., 2004; Sekido et al., 2004a; Wilhelm
et al., 2005). El complejo transcripcional FOG2/GATA4 se encarga
de regular los niveles de Sox9 en la génada temprana, y cambios en
la dosis de estos genes originan desregulaciones que conducen a la
reversion sexual (Bouma et al., 2007; Manuylov et al., 2007).

Sox9 parece ser el principal factor en el proceso de diferenciacion
de las células de Sertoli y la formacién de cordones testiculares.
Se sabe que Amh y Vanin-1 (Vanl) son dianas directas de SOX9
(Wilson et al., 2005a), y ambas estan co-reguladas por SF1 y CBLN4
(Bradford et al., 2009). La funcién que tienen Vanin-1 y Cbin4 en
el desarrollo testicular todavia no se conoce, pero se sabe que Amh
codifica la hormona anti-mulleriana, que produce la regresién de los
conductos de Miller y su expresion depende de Sox9 (Chaboissier
et al., 2004; Barrionuevo et al., 2006a). La inactivaciéon de Sox9
en las géonadas de ratones 14.0 dpc produce una reduccion en la
expresion de Amh, pero los transcritos que quedan son suficientes
para producir la regresién de los conductos de Miiller (Barrionuevo
et al., 2009). Estudios in vitro han revelado la existencia de un
lugar de unién de SOX9 en el promotor de Amh donde se une
SOX9 y mediante interaccién con SF1 se activa la expresion de
Amh (De Santa Barbara et al., 1998). Mutaciones en este lugar de
unién producen pérdida de expresion de Amh (Arango et al., 1999).
En procesos de condrogénesis SOX9 es capaz de unirse a 3-CAT,
inhibiendo asi la ruta Wnt mediante la activacién de la fosforilacion
que conduce a su degradacion (Topol et al., 2009).

El hecho de que la expresion de Sox9 se mantenga tras la formacion
de los cordones sugiere que este gen puede tener otras funciones en
el desarrollo testicular, tales como el control de la espermatogénesis.
Esto se refuerza por el hecho de que al detener la expresién en
14.0 dpc en raton se produce esterilidad a los 5 meses de vida,
aunque los ratones siguen su desarrollo testicular y alcanzan la
pubertad (Barrionuevo et al., 2009).

Genes implicados en la ruta ovarica

En el momento de la diferenciacion gonadal, la ausencia de Sry
en individuos XX, permite esarrollo ovarico, un proceso mucho menos
conservado que el testicular (Jiménez, 2009). Aun asi, podemos destacar
varios genes maestros en la ruta de determinacién sexual femenina, como
son: Dax1, Rspol, Wnt4, FoxI2 y Fst, destacando como genes principales a
Rspol y Wnt4.
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Rspol, R-Spondin 1. Pertenece a una familia de factores de crecimiento,
compuesta por cuatro miembros que codifican proteinas de secre-
cion ricas en cisteina y que comparten un péptido de sefializacion
N-terminal (SP), dos dominios furina (FU), un dominio trombospon-
dina (T'SP1) y una senal putativa de localizacién nuclear (NLS)
(Kazanskaya et al., 2004; Kamata et al., 2004; Chen et al., 2002).
Los dominios FU son necesarios para la interaccién con la ruta de
senalizacion Wnt/(3-CAT que puede ser activada por cualquiera de
los miembros de la familia R-Spondin, al menos in vitro.

Su expresion en ratén comienza a los 10.5 dpc en la cresta urogenital
de ambos sexos. En el momento de la diferenciacién ovarica, entre
12.5-15.5 dpc, la expresion de Rspol se localiza en células somaticas
de la génada XX, detectandose también una pequeia expresion
en las células germinales (Smith et al., 2008). En génadas XY,
se detecta expresion en el epitelio celomico, y mas débilmente en
algunas células intersticiales a partir de 12.5 dpc (Parma et al.,
2006a; Chassot et al., 2008).

RSPO1 actia como activador de la ruta de sefializacién canéni-
ca de -CAT en ovario, dado que una activaciéon ectépica de (-
CAT es capaz de rescatar el fenotipo normal en génadas XX Rspol
—/—, originando hembras fértiles con ovarios funcionales (Chassot
et al., 2008). Los Ratones XX Rspolf/ ~ muestran reversion sexu-
al variable que va desde gonadas hipoplasicas a ovotestes (Chas-
sot et al., 2008; Tomizuka et al., 2008). Estas génadas son ovotestes
que contienen regiones con cordones testiculares y otras con gru-
pos de oocitos en paquitene, y en el adulto se produce una muerte
masiva de las células germinales tras el nacimiento (Isotani et al.,
2005). Ademas, se produce una fuerte activaciéon de Sox9 en célu-
las somaticas y diferenciacion de células de Sertoli, alrededor del
nacimiento. En todos los casos, la génada izquierda mostraba una
mayor afectacion, indicando que podria haber un efecto de asimetria
izquierda/derecha. Este fenotipo es muy parecido al que presentan
los ratones knockout para Wnt4, lo que sugiere su actuacion en la
misma ruta molecular. Como resultado de las alteraciones ocasion-
adas en la vasculogénesis de la génada, se produce la formacion
de un vaso celémico, como ocurre durante el desarrollo testicular.
Ademais, se produce la presencia de células esteroidogénicas fun-
cionales, hechos que se son coherentes con la drastica disminucién
en la expresion de Wni4 observada a partir 11.5 dpc, debido a la
ausencia de su activacion por parte de Rspol. Wnt9a también parece
hallarse bajo control de RSPO1, puesto que se ha encontrado que in-
teracciona con WNT4, pudiendo tener un papel similar a éste en el
desarrollo ovarico (Spéter et al., 2006) . Sin embargo, los individuos
XX Rspol~/~ muestran hermafroditismo en los genitales, mientras
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que los ratones XX Wnt4~/~ presentan una ausencia completa de
genitales externos femeninos.

Wnt4, Wingless-related MMTYV integration site 4. Pertenece a la familia
de genes Wnt que codifican proteinas de accién local que desencade-
nan cascadas de sefnalizacion que derivan en la activacion transcrip-
cional de diversos genes, interviniendo en procesos del desarrollo
como el establecimiento de los ejes del embrién y polaridad celu-
lar, gastrulacion, mantenimiento y diferenciacion de células madre
y desarrollo de 6rganos (Cadigan y Nusse, 1997; Dale, 1998). WNT
es una familia de moléculas que se secretan y actdan de manera
paracrina induciendo cambios en procesos implicados en el desar-
rollo, mediante asociacién con receptores de membrana FRIZZLED
(FZ) (He et al., 2004). La unién entre WNT4 y FZ desencadena una
cascada de senalizacion que disminuye la degradaciéon de 3-CAT y
permite su transporte al nucleo, lo que induce la activacién de genes
dependientes de WNT (Nusse, 2003). Las proteinas WNT también
son capaces de actuar mediante una via no-candnica independiente
de 3-CAT que involucra a la proteina C quinasa (PKC) y la quinasa
c-Jun NH2-terminal (JNK) (Pandur et al., 2002).

Wnt4 se expresa antes de que la cresta genital haga su aparicion
en el mesénquima mesonéfrico. Esta expresion pasa a localizarse en
torno a 11.5 dpc en las células somaticas del primordio gonadal de
ambos sexos, pero va aumentando en la génada XX y disminuyendo
en la XY. Durante el desarrollo fetal, también se detecta expresion
de Wnt4 en el conducto de Miiller (Vainio et al., 1999).

Los ratones transgénicos que sobre-expresan Wnt4 muestran nive-
les de testosterona reducidos y anomalias en la formacién de la vas-
culatura del testiculo, pero no llegan a sufrir reversion sexual, lo
que sugiere que WNT4 podria suprimir la migracién de células en-
doteliales al interior de la génada XX e inhibir la esteroidogénesis,
ya sea reprimiendo a SfI o inhibiendo la migracién de precursores
esteroidogénicos (Jordan et al., 2003; Jeays-Ward et al., 2003). Por
el contrario, los ratones transgénicos homozigotos para un alelo nu-
lo de Wnt4 mueren por insuficiencia renal después del nacimiento y
presentan multiples defectos en el desarrollo ovarico (Vainio et al.,
1999), incluyendo la formacién ectépica de un vaso celémico (Jeays-
Ward et al., 2003). Presentan, por tanto, un fenotipo masculinizado
tanto en génadas como en conductos sexuales, acompariado de la ex-
presiéon de Sox9 y Fgf9 (Kim et al., 2006a). El analisis de los ratones
homozigotos para un alelo nulo de Sox9 (Barrionuevo et al., 2006a) y
Fgf9 (Kim et al., 2006a), revel6 un aumento en la expresién de Wni4,
lo que sugiere que FGF9 y WNT4 podrian actuar como sefiales an-
tagénicas durante la determinacion sexual (Kim et al., 2006a). Tam-
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bién se ha observado que los ratones donde se han inactivado Wni4
y Foxl2 presentan reversion sexual de hembra a macho (Ottolenghi
et al., 2007). Estos datos, junto con el hecho de que Wnt es reprimido
en la génada XY durante la determinacién sexual, sugieren que este
gen es clave en la ruta de diferenciaciéon ovarica y/o en la inhibiciéon
de la ruta testicular.

Los ratones transgénicos condicionados que carecen de expresion
gonadal de Sox9, presentan expresién de Wni4 a los 12.5 y 15.5 dpc
en la génada XY, lo que hace pensar que SOX9 inhibe a WNT4
(Barrionuevo et al., 2006a). Esta hipétesis se refuerza con el hecho
de que una expresion ectépica de Sox9 en la génada XX origina un
descenso de los niveles de Wni4 (Qin y Bishop, 2005).

Interacciones génicas durante el desarrollo gonadal

En la figura 3.1 se muestra un esquema general de las interacciones
que ocurren entre los diferentes genes y procesos que tienen lugar
durante la determinacién y diferenciacién sexual en ratén. Como se ha
comentado anteriormente, la expresion del gen Sry en células pre-Sertoli
alrededor de los 10.5 dpc desencadena la activacién de la ruta masculina,
produciéndose la inhibicién de la femenina. Como consecuencia de esta
expresion, las células pre-Sertoli se diferencian como células de Sertoli,
expresando Sox9 lo que origina la inhibicion de Wni4, gen especifico
de la ruta ovarica. Este tipo celular sera responsable de la consecucion
de numerosos eventos clave durante la diferenciaciéon masculina. Por el
contrario, la ausencia de Sry evita que genes especificos de ovario, como
Rspol sufran represién alguna, activandose la ruta ovarica.
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Figura 3.1: Esquema de la determinaciéon y diferenciacion sexual mas-
culina (a) y femenina (b) en mamiferos segun los datos obtenidos
en raton. El avance cronolégico relativo del desarrollo gonadal esta repre-
sentado a la derecha de ambas figuras con una barra gruesa en la que se
indican los dias post—coito de gestacién (dpc). Los tipos celulares y las es-
tructuras morfolégicas que aparecen a lo largo del desarrollo se muestran
en el interior de cajas. Los principales genes implicados en el proceso de
la determinacién sexual estdn representados en azul. El resto de los genes
aparecen en verde cuando estan activos. Las flechas verdes indican proce-
sos de activacién génica, mientras que las lineas rojas indican procesos de
inhibicién. Las flechas negras apuntan al paso siguiente en el proceso de
desarrollo. Las flechas discontinuas indican que no se conoce si la actuacion
correspondiente se produce de forma directa o indirecta. En ambas figuras
se representan en gris todos aquellos eventos inhibidos correspondientes al
sexo opuesto (femenino en a y masculino en b).
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Los procesos de determinacién y diferenciaciéon genética del sexo en
mamiferos son de alto interés cientifico, por cuanto la dilucidacién de los
sistemas genéticos que conducen al desarrollo del caracter sexo permitira
resolver, entre otros aspectos, problemas de esterilidad y desarrollo sex-
ual en humanos y en especies de mamiferos domésticos. Por otra parte,
a pesar de que los procesos de determinacién del sexo y diferenciacion
gonadal llevan estudiandose por multitud de grupos de investigaciéon en
todo el mundo, desde hace mas de 20 anos que se descubrié el gen SRY, to-
davia quedan muchos interrogantes por responder. Asi, la determinaciéon
del sexo se esta mostrando como un proceso extraordinariamente comple-
jo, en el que actian numerosos elementos génicos, probablemente rela-
cionados entre si por una trama complicada de actuaciones reguladoras
que esta lejos de ser dilucidada por completo. Y aunque se conocen genes
que aumentan o disminuyen sus niveles de expresion a lo largo del desar-
rollo gonadal, se desconocen los mecanismos que controlan su expresion
en la gran mayoria de los casos. Con respecto a los estudios de regulacion
que se han hecho hasta el momento, por lo general, se han centrado en
el control de la transcripcién, buscando posibles factores de transcripcion
responsables del patrén de expresion diferencial observado entre machos
y hembras. Es razonable pensar que el estudio de la regulaciéon de estos
genes desde nuevos enfoques, por ejemplo a nivel post-transcripcional,
pueda ayudar a dislumbrar las incégnitas que rodean a esta entrama-
da red génica. En este sentido, es interesante investigar si los microR-
NAs, conocidos recientemente por su importante papel regulador, pueden
ejercer regulacion a nivel de la traducciéon de los genes implicados en el
desarrollo y diferenciacién gonadal.

3.2. Regulacion de la expresion génica

El RNA mensajero (mRNA) media la transferencia de informacion
genética desde el nicleo a los ribosomas del citoplasma, donde sirve co-
mo molde para la sintesis de proteinas. Para que las células eucariéticas
y los tejidos funcionen adecuadamente, cada proteina celular debe estar
disponible en una cierta cantidad, en una localizacién concreta y en un
momento adecuado. Esta es una tarea de gran importancia y compleji-
dad dada la gran cantidad de genes presentes en la célula, por lo que
cada mRNA compite por la actividad traduccional de los ribosomas para
generar una proteina especifica. Estos hechos demuestran la necesidad de
sistemas precisos de control de la regulacién de la traduccién. Los factores
de transcripcion regulan la expresién génica controlando la produccion de
mRNAs, pero el control de la traduccion de esos mRNAs proporciona un
medio mas directo y rapido de control de dicha expresion. Asi, un mis-
mo mRNA puede ser eficientemente traducido por miltipes ribosomas,
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almacenado para su posterior traduccién o ser pobremente traducido e in-
cluso degradado (Axelsen y Sneppen, 2004). Ademas, algunos mensajeros
que son inicialmente traducidos pueden ser inmediatamente degradados,
siendo finalmente todos degradados. La decisién del destino que tendra
cada mRNA es altamente dependiente de las proteinas a las que se una,
formando complejos mRNA-proteina (mRNP), que pueden variar desde
uniones muy estables a otras que estan sujetas a intercambios dindmicos
(Moore, 2005). Todos estos hechos demuestran que los procesos de regu-
lacién génica, no sélo ocurren a nivel de la transcripcién, sino también a
nivel post-transcripcional.

3.2.1. Regulacion a nivel de la transcripcion

La regulacion transcripcional es un proceso central para todas las ac-
ciones fisiolégicas de procariotas y eucariotas. En eucariotas el comple-
jo de DNA genémico y nucleosomas, referido como cromatina, en mu-
chos casos reprime la transcripcion génica porque bloquea los sitios de
unioén de proteinas al DNA (Razin, 1998). Las decisiones fundamentales
en el desarrollo, tales como la diferenciacién de las células, son mediadas
por un programa de larga duracién de la cromatina (Mohn y Schiibeler,
2009). Sin embargo, los efectos epigenéticos pueden provocar cambios al-
tamente dindamicos y permitir estados efimeros, tales como una respues-
ta de la cromatina a sefiales de estrés (Talbert y Henikoff, 2006). Los
principales cambios epigenéticos que encontramos son modificaciones re-
versibles post-traduccionales, como la acetilacion y la metilaciéon de his-
tonas (Narlikar et al., 2002). El cédigo de histonas consiste en un con-
junto especifico de modificaciones de las histonas, que permiten que se
asocien con genes que son transcritos o reprimidos activamente (Turner,
1991; Jenuwein y Allis, 2001). Ademas, la plasticidad de la cromatina es
inducida por complejos de remodelamiento dependientes de ATP, que re-
organizan los nucleosomas (Hager et al., 2000). Estos rapidos cambios en
la activacién de la cromatina la hacen permisiva a la regulacién transcrip-
cional.

No hay duda de que la regulacion transcripcional es un proceso
dinamico, siendo varios los factores que intervienen en este fenémeno
ciclico, como son los factores de transcripcién y la asociacion de co-
reguladores a las regiones reguladoras de la cromatina. Existen muchos
ligandos reguladores de los receptores nucleares, tales como los receptores
de estréogenos, receptor de glucocorticoides, receptor de la vitamina D,
y receptores de peroxisomas, que se engloban dentro de los factores
de transcripcién mas estudiados. Ademdas la naturaleza dindmica de la
regulacion transcripcional, fue observada por primera vez en diferentes
miembros de la superfamilia de receptores nucleares, pero actualmente
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se ha extendido también a otros factores de transcripcién, como el
factor nuclear B, que controla la transcripciéon del DNA en respuesta
a estimulos externos, como estrés o infecciones. Estos cambios dinamicos
y los procesos ciclicos, en parte, se observaron a nivel de la translocacién
al nucleo, viendo la asociacién con sitios de unién al genoma, intercambio
de co-reguladores y modificadores de la cromatina, encontrando marcas
en la cromatina y diferentes actividades de la RNA polimerasa II que da
lugar a la sintesis del mRNA (Carlberg y Seuter, 2010).

Tal como se ha indicado anteriormente, aunque la regulacién de la
transcripcién juega papeles importantes en la produccién de proteinas
en las células, la regulacién traduccional supone un mecanismo de
regulacién mas directo.

3.2.2. Regulacion a nivel de la traduccion

Breve descripcion del proceso de traduccién. El proceso de traduccién del mensaje
genético desde el mRNA hasta la proteina se puede dividir en tres fases: iniciacién, elongacién y
terminacién, cada uno de las cuales requiere un determinado conjunto de condiciones y factores. La
fase de iniciacién es el paso limitante, requiriendo la participacién de multiples factores eucariéticos
de iniciacién (eIFs) y comenzando con la unién de eIF4F a la caperuza del mRNA en 5 (Pestova
et al., 1996; Sonenberg, 2008). Este es un complejo compuesto de tres proteinas (eIF4E, eIF4G y
elF4A), cada uno con su papel especifico crucial para la eficiente traduccién del mRNA. La proteina
de unién a la caperuza del mRNA en 5’, eIF4E, y una helicasa dependiente de ATP, eIF4A, se unen a
la proteina andamio, eIF4G, que contiene dominios de unién a mRNA, PABP y eIF3 (Tahara et al.,
1981; Gingras et al., 1999). Estas interacciones sirven para estabilizar y circularizar el complejo
elF4F:mRNA y reclutar la subunidad pequefia del ribosoma (Wells et al., 1998; Gingras et al., 1999).
El modelo de un bucle cerrado propone la capacidad de eIF4G para unir la caperuza (cap) en 5’ del
mRNA (via eIF4E) a la cola de poliaA (via PABP) incrementando en gran medida la eficiencia de
la traduccién (Derry et al., 2006). Una vez reclutada la subunidad pequefia, 40S, explora el mRNA
hasta que alcanza el codén de inicio, AUG y recluta la subunidad mayor del ribosoma, 60S, para

formar el ribosoma traduccional competente, 80S (Jackson et al., 2010).

Tras la produccién de los precursores de mRNAs (pre-mRNAs) en el
nucleo ocurren muchos eventos antes de la traduccién del mRNA maduro,
que afectan al rendimiento de las proteinas funcionales (Mansfield y
Keene, 2009). Inicialmente, muchos pre-mRNAs estan sujetos a proce-
samientos de corte y empalme, splicing, para eliminar los intrones. Es ob-
vio que las proteinas que se unen al RNA y median la maduracién (splic-
ing) alternativa, presentan un claro potencial como reguladores. Ademas,
tanto la cola de poliA, como la proteina que se une a ella (PABP) son cru-
ciales para una posterior traduccién eficiente. El mRNA resultante debe
ser entonces exportado desde el nicleo al citoplasma, donde tiene lugar la
traduccion.
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La regulacién traduccional determina qué mRNAs son traducidos a
proteina bajo el control de un conjunto de condiciones, como son: estimulos
extracelulares, tipo de célula o tejido y localizacion subcelular. Esta
capacidad permite un ajuste preciso espacio/temporal de los niveles de
proteina, para que tenga lugar un funcién fisiolégica normal.

Las nuevas tecnologias de micromatrices, (microarrays), permiten hac-
er un rapido perfil de todo el genoma de las células eucariéticas, propor-
cionando una estimacién de los mRNAs que se expresan en una situacién
problema en comparacién con un control, por ejemplo, células cancerosas
frente a tejidos sanos. El objetivo de estos estudios es con frecuencia iden-
tificar productos génicos aberrantes responsables de algiun fenotipo de
interés. Estudiando estos casos, se ha teorizado que la diagnosis molec-
ular de un producto génico que conduce a una enfermedad puede ser de
gran utilidad para determinar el mejor tratamiento personalizado (Wein-
stein, 2002). Por otro lado, los estudios comparativos de genémica frente
a proteémica han indicado que la expresion de un mRNA es sé6lo un po-
bre indicador de los niveles de proteina en eucariotas (Gygi et al., 1999;
Ideker et al., 2001). Por tanto, los mecanismos post-transcripcionales que
controlan la expresion génica cobran una importancia relevante en el en-
tendimiento del control de la abundancia de las proteinas celulares.

Mecanismos de control de la traduccion del mRNA y su degradacion

La mayoria de las proteinas celulares en eucariotas son generadas por
traducciéon de mRNAs que han pasado con éxito una serie de pasos de con-
trol de calidad. Los transcritos que fallan en esta seleccién son degrada-
dos evitando que se formen proteinas defectuosas. Este control se puede
ejercer tanto a nivel de la transcripcién como de la traduccién. En el caso
de la traduccién, generalmente, la caperuza y la cola de poliA contribuyen
a dar estabilidad al mRNA en el citoplasma, presumiblemente estimulan-
do la traduccién y, por otro lado, lo protegen fisicamente de la accesibilidad
a las nucleasas (Mitchell y Tollervey, 2000).

Las RNasas son enzimas que intervienen en el procesamiento,
degradacion y control de calidad de todos los tipos de RNAs. La familia
de enzimas de RNasas de eucariotas son las RNasas II cuya expresion
es ubicua. Estas exoribonucleasas degradan el RNA desde el extremo 3’
al 5’ liberando nuleétidos monofosfato. Un nimero limitado de RNasas
pueden ejercer un nivel determinante de control actuando como red global
de regulacién, vigilando y adaptando los niveles de RNA segtn las necesi-
dades de la célula. Las RNasas pueden actuar solas o pueden cooperar en
complejos de degradacion del RNA. Durante la degradaciéon del RNA, no
s6lo actdan como “moléculas asesinas” eliminando especies de RNA, sino
que también actdan segun los requerimientos de crecimiento de la célu-
la, adaptandose al medio. Pueden jugar papeles sumamente importantes
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contribuyendo a reciclar ribonucleétidos, y también pueden llevar a cabo
la vigilancia y destruccion de RNAs aberrantes que producirian proteinas
perjudiciales.

Por otro lado, existen diversos mecanismos que controlan el destino
final de estos mRNAs, destacando principalmente dos: la degradacion
del mRNA sin sentido (NMD, nonsense-mediated decay), que vigila la
rapida degradacion de mensajeros que tienen codones de terminacion
prematura (PTCs), y el silenciamiento de la expresion génica de una
forma especifica de secuencia, mediado por pequeiios RNAs. E1 NMD es
un mecanismo muy conservado que se ha encontrado en especies muy
diversas como levaduras, moscas, gusanos, mamiferos y plantas. Lo mas
frecuente en los mensajeros eucariotas es que no se vean afectados por
este mecanismo pues suelen contener un solo codén de terminacién al
final de la region codificante. En contraste los mRNAs mutantes tienen
codones de terminacién en mitad de la pauta de lectura, aguas arriba
del codon de terminaciéon normal, y en este caso son reconocidos por
la maquinaria NMD, dando lugar a su desestabilizacion y degradacion
(Shyu et al., 2008).

En relacion con la regulacion de la traduccién por pequefios RNAs,
la abundancia de mRNAs en el citoplasma esta regulada por la esta-
bilidad de estos mensajeros, variable que ha ganado mucha atencién
en los ultimos tiempos debido al interés que han despertado los pe-
quenos RNAs, capaces de silenciar mRNAs de una forma especifica de
secuencia. Estos pequenios RNAs suponen un importante nivel de regu-
lacién post-transcripcional. El descubrimiento del RNA de interferencia,
RNAI, a finales de la década de los 90 provoc6 un renacimiento en el
entendimiento de los RNAs como moléculas reguladoras. Desde entonces
ha ido emergiendo un creciente numero de diferentes clases de pequefios
RNAs en organismos eucariotas, pudiendo dividirlos en dos grandes gru-
pos: los que participan en la maquinaria relacionada con el RNAi y los
que no. Los pequefios RNAs que participan en la ruta relacionada con el
RNAi comparten varias caracteristicas: 1) son escindidos por DICER a
partir de un RNA largo de cadena doble (dsRNA, double-stranded RNA)
(Bernstein et al., 2001); 2) tienen una longitud de entre 20 a 30 nucle-
otidos; 3) tienen grupos fosfato en 5 y un grupo hidroxilo (-OH) en su
extremo 3’ (aunque algunas veces puede estar modificado); y 4) se en-
cuentran asociados con unos miembros especificos de una gran familia de
proteinas, las argonautas (AGO). La precisa combinacién de un pequeno
RNA con una determinada proteina AGO determina su funcién biolégica.
Esta asociacion tiene importantes papeles como la regulaciéon de la ex-
presion génica, modificacion de la estructura del cromosoma y proteccion
contra elementos méviles. Conceptualmente todos los eventos regulato-
rios mediados por los pequefios RNAs pueden ser considerados como la
culminaciéon de diferentes pasos: la biogénesis del pequerio RNA, selec-
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cién de la hebra (desde el precursor de cadena doble, dsRNA), asociacion
con la proteina AGO, reconocimiento de la diana y ejecucion de su funcion.

La biogénesis de las diferentes clases de pequefios RNAs, incluyendo
los microRNAs (miRNAs) y los pequefios RNAi, requieren la accion de las
proteinas de la familia de la RNasa III (Chapman y Carrington, 2007;
Voinnet, 2009; Ghildiyal y Zamore, 2009). Algunas clases de pequerios
RNASs, como son los RNAs que interaccionan con dominios Piwi (P-element
induced wimpy testis, Drosophila) o piRNAs, y los siRNAs (small interfer-
ing RNAs) secundarios de gusanos, no derivan de precursores dsRNA sino
que se producen a partir de mecanismos de biogénsis independientes de
las enzimas de la familia de RNasas III (Vagin et al., 2006; Houwing et al.,
2007; Brennecke et al., 2007; Pak y Fire, 2007; Sijen et al., 2007).

Después de su produccion, los pequetios RNAs se asocian con proteinas
de la familia argonauta, que funcionan a través del nticleo del complejo
de silenciamiento inducido por RNA (RISC). Las proteinas argonauta
pueden clasificarse en tres subgrupos segin su secuencia: las subfamilias
AGO, PIWI y la especifia de gusanos WAGO (Yigit et al., 2006; Tolia y
Joshua-Tor, 2007; Hutvagner y Simard, 2008). La subfamilia de proteinas
PIWI incorpora pequefios RNAs derivados de precursores de cadena
simple (piRNAS) y las proteinas AGO, normalmente, se asocian con
pequenios RNAs duplex procesados por la endonucleasa RNasa III, como
son los microRNAs y siRNAs (Chapman y Carrington, 2007; Ghildiyal
y Zamore, 2009). Los pequefios RNAs que se asocian con las proteinas
WAGO son, normalmente, los productos directos de la sinteis del RNA
(Yigit et al., 2006; Pak y Fire, 2007; Sijen et al., 2007).

El complejo RISC maduro consiste en una hebra simple del pequeno
RNA unido a una proteina argonauta. Como algunos pequenos RNAs son
generados en forma de RNA duplex, sé6lo una hebra (la hebra guia) es la
retenida, y la otra (hebra pasajera) es descartada durante el ensamblaje
del RISC (Matranga et al., 2005; Miyoshi et al., 2005; Rand et al., 2005).
La asociacién de las proteinas AGO con los pequenos diplex de RNA
se genera antes de la maduracion del RISC, lo que resulta importante
para asegurar que en el ensamblaje del RISC se incorpora la hebra guia,
estabilizada selectivamente. Los pequefios RNAs guian la maduracién del
RISC a través de la unién complementaria con sus dianas, lo que conduce,
por lo general, a la represion de su gen diana (Brodersen y Voinnet, 2009;
Bartel, 2009; Fabian et al., 2010).

La principal caracteristica que diferencia al RNAi respecto a los
microRNAs consiste en que RNAi degrada moléculas de RNA que tengan
secuencias completamente complementarias al siRNA mediante un corte
endonucleolitico (Hannon, 2002; Dykxhoorn et al., 2003), mientras que
los microRNAs, que derivan de genes nativos que forma emparejamientos
imperfectos con sus mRNAs diana, no provocan un corte endonucleolitico
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de estos mRNAs diana (Ambros, 2004; Bartel, 2004), sino que puede
actuar por diferentes mecanismos que todavia no estan del todo claros. En
la actualidad, los RNAi estdn cobrando mucha importancia en el disefio
de herramientas tanto experimentales como terapéuticas.

3.3. MicroRNAs

3.3.1. Biologia de los microRNAs

Los miRNAs son una familia de pequeiios RNAs monocatenarios, no
codificantes, que regulan post-transcripcionalmente genes codificantes de
proteinas de una forma dependiente de secuencia, ya sea por inhibicién de
la traduccion, por degradacion del RNA mensajero, o por ambos mecanis-
mos. Son RNAs de entre 20 y 25 nucleétidos, de reciente descubrimiento
pero que se encuentran muy conservados a lo largo de toda la escala evo-
lutiva (Ambros, 2003, 2004; Flynt y Lai, 2008; Bartel, 2009). Ejercen su
accion reguladora mediante un emparejamiento imperfecto en el extremo
3’ no transcrito (3’ UTR, untranslated region) de sus mRNA diana (Shyu
et al., 2008), jugando papeles importantes en diversos procesos biol6gi-
cos tales como el desarrollo, la proliferacién celular, la diferenciacién, la
apoptosis, el metabolismo y la oncogénesis (Valencia-Sanchez et al., 2006).

Uno de los primeros miRNAs que se identific6 y estudié fue lin4 en
Caenorhabditis elegans, que inhibe la traduccion de LIN14 (Lee et al.,
1993). Por ello, en principio fueron considerados como una particularidad
de los nematodos hasta que se demostrd, anos mas tarde, que uno
de los miRNAs de C. elegans (let-7) estaba presente en un elevado
numero de especies, incluidos los vertebrados (Pasquinelli et al., 2000).
De forma similar, en principio se creyé que la presencia de los miRNAs
estaba limitada a organismos multicelulares, pero recientemente se han
descrito en un alga unicelular, Chlamydomonas reinhardti (Molnar et al.,
2007; Zhao et al., 2007a). Asi, hoy en dia se conocen mas de 15.000
precursores de miRNAs que dan lugar a méas de 17.000 miRNAs maduros
en 142 especies distintas (miRBase, release 16.0, ht t p: / / ww. m r base.
or g). En humanos se conocen actualmente alrededor de 800 miRNAs
expresados individualmente, un ndmero comparable al de los factores
de transcripcion o las proteinas de uniéon al RNA (RBPs, RNA binding
protein), y muchos de ellos son expresados de una forma especifica de
tejido o de estadio de desarrollo, contribuyendo con esto a los perfiles de
expresion de proteinas especificos de un tipo celular.

Un sé6lo miRNA podria, potencialmente, regular cientos de genes di-
ana en un unico tipo celular (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008) y, a su
vez, cada mRNA puede tener dianas para multiples miRNAs que pueden
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interaccionar con otros ya sea de forma sinérgica o en competencia entre
ellos. Los métodos computacionales de prediccion de dianas sugieren que
entre el 20 y el 30 % de los genes codificantes de proteinas estan regulados
por miRNAs (Lewis et al., 2003, 2005; Rajewsky, 2006). Concretamente,
en mamiferos se predice que los miRNAs controlan la actividad de, aprox-
imadamente, el 50 % de los genes codificantes de proteinas, constituyen-
do los miRNAs, por tanto, otro importante nivel del circuito regulatorio
de que disponen las células. Segun esto, cualquier desregulacion de los
miRNAs podria conllevar grandes problemas regulatorios en la célula, in-
duciendo quiza fenotipos cancerosos. De hecho, se ha demostrado que los
perfiles de expresion de los miRNAs estan modificados en un gran niimero
de tipos de cancer, y que la sobre-expresion forzada de los miRNAs podria
conducir al desarrollo de tumores. Asi, haciendo estudios funcionales se
ha visto que los miRNAs participan en la regulaciéon de casi todos los
eventos celulares y procesos biolégicos, y que los cambios en su perfil de
expresion estan asociados con muchas de las patologias humanas, inclui-
dos varios canceres y enfermedades cardiovasculares (Krol et al., 2010b).

Biogénesis de los miRNAs

Se sabe que el 60 % de los genes que codifican miRNAs se expresan de
forma independiente, pero el 15 % se encuentran agrupados y el 25 % en
intrones de otros genes codificantes de proteinas (Bartel, 2004). E1 mecan-
ismo de biosintesis de los miRNAs esta evolutivamente muy conservado
e implica la actuacion de una serie de enzimas endonucleoliticas para su
procesamiento. En la figura 3.2 podemos observar un esquema ilustrati-
vo del mecanismo general de biogénesis y procesamiento de los miRNAs.
Inicialmente, los genes de los miRNAs son transcritos en el nicleo por la
RNA polimerasa I, dando un primer producto génico que se llama miRNA
primario o pri-miRNA, que tiene varias kilobases de longitud, es bicate-
nario, horquillado en un extremo y presenta otras estructuras horquil-
ladas o desapareamientos locales de bases adicionales. Los pri-miRNAs
son sustratos de dos enzimas que forman parte de la familia de la RNasa
ITI, DROSHA y DICER, las cuales operan acomplejadas con otras protei-
nas de unién a RNA de cadena doble, RBPs, como son DGCRS (proteina 8
de la region critica del gen del sindrome de DiGeorge), o TRBP (proteina
receptiva a la trans-activacion, también denominada TAR). Asi, DROSHA
forma un complejo con estas proteinas, llamado microprocesador, que ayu-
dan a reconocer de forma especifica la zona de unién dsRNA-ssRNA (RNA
de hebra doble y simple) colocando la ribonucleasa en el lugar correcto
para el corte. El procesamiento eficiente de los pri-miRNAs por DROSHA
requiere la presencia de largas colas de RNA de hebra simple tanto en
el extremo 3’ como en el 5’ de la molécula en horquilla. Estos motivos de
RNA de hebra simple pueden variar en su composiciéon, mientras que su
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longitud es de gran importancia para que el procesamiento tenga lugar.

El complejo DROSHA corta la molécula de RNA aproximadamente a
dos vueltas de hélice a partir del lazo terminal, y a una vuelta de hélice
a partir de los segmentos basales (Zeng y Cullen, 2005; Han et al., 2006),
dando lugar a un producto de unos 70 nucleétidos llamado precursor
miRNA o pre-miRNA, que también es bicatenario y horquillado en un
extremo y se exporta al citoplasma. El transporte de los pre-miRNAs
ocurre a través de los poros nucleares, que son grandes canales protéicos
inmersos en la membrana nuclear (Nakielny y Dreyfuss, 1999). Este
transporte esta mediado por el receptor de transporte nuclear Exportin-
5 (EXP5) dependiente de Ran-GTP (Yi et al., 2003; Bohnsack et al.,
2004; Lund et al., 2004). Un modelo de transporte propuesto postula
que la exportacion del pre-miRNA se inicia cuando EXP5 reconoce un
bucle de RNA de cadena doble de méas de 14 pb con un extremo saliente
en 3’ seguido por una unién cooperativa del pre-miRNA y el cofactor
Ran-GTP. El pre-miRNA unido a EXP5 se exporta fuera del nicleo donde
la hidrélisis del GTP lleva a la liberacién del pre-miRNA (Gwizdek et al.,
2003; Basyuk et al., 2003; Zeng y Cullen, 2004; Lund et al., 2004).

Algunos pre-miRNAs se producen a partir de intrones muy cortos lla-
mados mirtrones (mirtrons), como resultado de un corte y empalme (splic-
ing) y una desramificacion, saltdndose el paso del complejo DROSHA-
DGCRS. En cualquier caso en el citoplasma ese pre-miRNA es cortado
por la ribonucleasa tipo III, DICER, acomplejada con TRBPs, y dando lu-
gar a un duplex miRNA/miRNA* de unos 20 pares de bases. Una de las
hebras de este duplex representa el miRNA maduro (resaltado en rojo en
la figura 3.2) que sera incorporado al complejo miRISC. En mamiferos,
la proteina argonauta 2 (AGO2) tiene una importante actividad endonu-
cleasa similar a la RNasaH, apoyando a DICER en el procesamiento por
corte del brazo 3’ de algunos pre-miRNAs y, en otros casos, puede formar
un procesamiento intermedio adicional llamado precursor miRNA AGO2-
cortado (ac-pre-miRNA) (Diederichs y Haber, 2007).

También en relacién con el procesamiento, una de las hebras del du-
plex miRNA/miRNA¥*, la llamada hebra guia, se incorpora preferente-
mente al complejo miRISC, mientras que la otra hebra, la llamada hebra
pasajera (miRNA¥*), se libera y es degradada. Generalmente, esta hebra
desechada es la que muestra menos estabilidad en cuanto a su composi-
cién en pares de bases en el extremo 5 del duplex. No obstante, estas
hebras miRNA* no siempre se descartan, puediendo incluso ser incorpo-
radas al complejo miRISC y ser miRNAs funcionales (Okamura et al.,
2009; Czech et al., 2009; Chiang et al., 2010; Ghildiyal et al., 2010). En
cualquier caso, el miRNA maduro promueve la asociacién de ese gran
complejo protéico, RISC, con sitios especificos de las regiones 3° UTR de
sus genes diana (Flynt y Lai, 2008). La selecciéon de las dianas de miR-
NAs estda mediada, en general, por un emparejamiento imperfecto entre
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el miRNA y el sitio de reconocimiento del miRNA presente en el extremo
3’ UTR del mRNA diana. Esta asociacion miRNA-RISC:mRNA da lu-
gar a la inhibicién del gen diana promoviendo la degradacién del mRNA
y/o inhibiendo su traduccién (Pillai et al., 2005; Humphreys et al., 2005;
Petersen et al., 2006; Nottrott et al., 2006; Filipowicz et al., 2008).

Regulacion de los microRNAs

Regulacion de la transcripcion de los genes de miRNAs. La
transcripcion de los genes de los miRNAs esta regulada de forma similar
a la de los genes codificantes de proteinas. Esta es muy importante ya que
es especifica de ciertos tejidos y/o momentos del desarrollo. E1 mecanismo
de regulacién més comun consiste en el establecimiento de bucles de
retroalimentacion, especialmente durante la determinacién del destino
celular y el desarrollo. Participan en circuitos de regulacién, reprimiendo
a mRNAs que codifican factores implicados en la biogénesis y funcién del
propio miRNA. De hecho, existen muchos ejemplos en la literatura de
miRNAs que regulan su propia transcripcién a través de bucles, simples
o dobles, positivos o negativos, con factores de transcripcién especificos.
Por ejemplo, el factor de transcripcién PITX3 y el miR-133b forman un
bucle de autorregulacién negativa que controla la diferenciacién neuronal.
PITX3 estimula la transcripcion de miR-133b que, a su vez, reprime la
expresion de PITX3 (Kim et al., 2007). El ajuste y la puesta a punto de
la expresién de los miRNAs hasta unos niveles fisiolégicamente 6ptimos
es de suma importancia ya que tienen un fuerte impacto en la precisa
expresion espacio-temporal de sus genes diana.

Regulacion del procesamiento de los miRNAs. El control del proce-
samiento de los miRNAs ha emergido como otro importante campo de es-
tudio para definir su patrén de expresion.

Regulacion de DROSHA, DICER y RBPs.

En mamiferos, DROSHA y DICER actian generalmente acomplejadas
con RBPs tales como DGCR8 y TRBP. Tanto los niveles como la actividad
de estas proteinas estan sujetos a regulacion y afectan a la acumulacion
de los miRNAs. Por ejemplo, DGCRS8 tiene un efecto estabilizante en
DROSHA interaccionando con sus dominios, mientras que DROSHA
controla los niveles de mensajero de DGCRS, induciendo su degradacién
(Triboulet et al., 2009; Han et al., 2009). Asi, mantener la proporcién entre
DROSHA y DGCRS8 es muy importante ya que se ha visto que un exceso de

52



3.3. MicroRNAs

DNA
e
Transcripcion
RNA Pol I

DROSHA

DGCRS8

Cap AAAAA
pri-miRNA
Procesamiento

pre-miRNA

NUCLEO g

\
AGO
CITOPLASMA
TRBP

ac—pre-miRNA
TRBP
Diplex miRNA/miRNA*
pre-miRNA

;Incorporaci(m hebra guia
% al complejo RISC
Degradacion

de la hebra pasajera

miRNA maduro

Figura 3.2: Biogénesis de los miRNAs.
53



3. Antecedentes

tres veces mas de DGCRS inhibe drasticamente la actividad de DROSHA
in vitro (Gregory et al., 2004).

La acumulacién de DICER es dependiente de TRBP. Una disminucién
de TRBP da lugar a la desestabilizacién de DICER y por tanto a fallos
en el procesamiento de los miRNAs (Chendrimada et al., 2005; Paroo
et al., 2009; Melo et al., 2009). TRBP se estabiliza a si misma a través
de una fosforilacién de serina catalizada por proteinas quinasas como
MAPK (mitogen-activated protein kinase) y ERK (extracelular-regulated
kinase) (Paroo et al., 2009). La supervivencia y el crecimiento celulares
se incrementan a través de la fosforilacion de TRBP, posiblemente como
consecuencia de una activacion de miRNAs estimulantes del crecimiento
y una disminucién de let-7, un conocido supresor de la proliferaciéon (Paroo
et al., 2009). En particular, let-7 tiene diana en el mensajero de DICER
(Forman et al., 2008), formando un bucle de retroalimentacién negativa
con potencial para influir ampliamente en la biogénesis de los miRNAs.

DICER es una proteina grande (aprox. 200 kDa) con maultiples
dominios, que no sélo esta implicada en la escisién de los pre-miRNAs
sino que participa también en la incorporacién del miRNA al complejo
RISC (Carthew y Sontheimer, 2009). El dominio helicasa amino terminal
de DICER puede tener una funcién autorreguladora, pues su escision
promueve una actividad catalitica de la DICER humana, respuesta
similar a la adicion de TRBP (Ma et al., 2008). Hay evidencias que
sugieren que la proteolisis puede jugar un papel en la modulacién de
la actividad de DICER (Zhang et al., 2002; Lugli et al., 2005) o incluso
cambiando su especificidad hacia DNA (Nakagawa et al., 2010).

La posicién de corte de DROSHA y DICER determina la identidad 5’
terminal (5p) o 3’ terminal (3p) de los nucleétidos del miRNA (Carthew
y Sontheimer, 2009). En particular, si el procesamiento de algunos de los
precursores para estas enzimas no es uniforme, genera isoformas de los
miRNAs con diferentes extremos terminales. La heterogeneidad en el ex-
tremo 5’ es especialmente importante ya que puede tener consecuencias
funcionales, como afectar a la llamada regiéon semilla, que es un seg-
mento del miRNA, de 2-8 nucleétidos, que se empareja con la diana del
mensajero en su extremo 3° UTR (Bartel, 2009). Por tanto, las modifica-
ciones en esta regiéon pueden cambiar la identidad de sus mensajeros di-
ana (Chiang et al., 2010). Por otro lado, la estabilidad termodinamica del
extremo 5’ en el miRNA duplex determina qué cadena, miRNA o miRNA*,
se incorpora preferentemente al complejo RISC.

Por lo tanto, la heterogeneidad de la escision puede afectar a la
estabilidad del extremo y la posterior seleccion de una u otra de las
cadenas. Ademas la identidad de los nucleétidos en el extremo 5 también
puede afectar directamente a la eficiencia en la incorporaciéon del miRNA
al RISC, independientemente de la estabilidad del extremo en el diplex
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(Frank et al., 2010). Por regla general, la mayoria de los genes de miRNAs
producen una especie de miRNA dominante. Sin embargo, la proporcion
entre miRNA y miRNA* puede variar en diferentes tejidos o estadios de
desarrollo, lo que probablemente depende de las propiedades especificas
del pre-miRNA o del miRNA duplex, o de la actividad de diferentes
factores accesorios del procesamiento (Krol et al., 2004; Ro et al., 2007b;
Chiang et al., 2010).

El papel de las proteinas accesorias (RBPs) es también muy impor-
tante. Trabajos recientes han identificado bastantes proteinas que regu-
lan el procesamiento de los miRNAs, tanto de forma positiva como negati-
va, bien por interaccién con DROSHA o DICER o por unirse a precursores
de miRNAs (Winter et al., 2009). Normalmente la actividad de estos ele-
mentos reguladores esta restringida a unas familias especificas de miR-
NAs, aunque también encontramos algunos que regulan un amplio rango
de precursores de miRNAs, sugiriendo que su actividad puede afectar a la
expresion de redes genéticas completas.

Un ejemplo de un elemento regulador negativo implicado en la biogé-
nesis de miRNAs es LIN-28, que puede intevenir a diferentes niveles. Ac-
tia evitando la acumulacién de let-7 maduro en células madre embrionar-
ias y en otros progenitores celulares, a pesar de haber una alta expresion
de transcritos de su precursor, pri-let-7 (Rybak et al., 2008; Viswanathan
y Daley, 2010). El fallo en el procesamiento se debe a la unién de LIN-28
al bucle terminal del pri-let-7, lo que interfiere en el corte por parte de
DROSHA (Viswanathan y Daley, 2010). Incluso LIN-28 se puede unir al
pre-let-7 y bloquear el procesamiento por parte de DICER. En este lti-
mo caso LIN-28 actiia induciendo poli-uridilacién en el extremo 3’ termi-
nal del pre-let-7 por atraccién de TUT4, una polimerasa poliU terminal
(Heo et al., 2008; Hagan et al., 2009; Heo et al., 2009; Jones et al., 2009;
Lehrbach et al., 2009). La uridilacién evita el procesamiento de DICER
de los precursores debido a la degradacion por parte de una RNasa de-
sconocida (Heo et al., 2008). La represion mediante LIN-28 es altamente
especifica y afecta s6lo a miembros de la familia de let-7 (Heo et al.,
2008; Viswanathan et al., 2008). Sin embargo, este sistema regulador
LIN-28—let-7 esta altamente conservado en la evolucién y juega un pa-
pel muy importante en el mantenimiento de la pluripotencialidad de las
células madre embrionarias (ESCs, embryonic stem cells), y también en
el desarrollo y la oncogénesis. La inhibicion del let-7 maduro por LIN-28
es esencial para el mantenimiento y la autorrenovacién de las ESCs, asi
como para bolquear su diferenciacién. Por el contrario, durante la diferen-
ciacion de estas ESCs los niveles de LIN-28 disminuyen y se acumula let-7
maduro. Ademas let-7 tiene funciones como supresor de tumores, ya que
tiene dianas en varios oncogenes conocidos, como son MYC, KRAS y cyclin
D1 (Roush y Slack, 2008). De forma que LIN-28 se considera un oncogen
ya que inhibe la maduracion de let-7; de hecho en muchos tumores se ha
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encontrado una activacién extra de LIN-28 (Viswanathan et al., 2009b).
Curiosamente LIN-28 tiene diana para let-7, por lo que cada uno controla
el nivel del otro (Rybak et al., 2008).

Las helicasas p68 y p72 se han identificado como componentes del
complejo microprocesador de DROSHA, y estimulan el procesamiento de
un tercio de los pri-miRNAs de ratéon (Fukuda et al., 2007). En células
mutantes para p68 o p72, los niveles de pre-miRNAs, aunque no los de
pri-miRNAs, se reducen significativamente como consecuencia de una
union atenuada de DROSHA en el momento de procesar el pri-miRNA
(Fukuda et al., 2007). Tanto p68 como p72 interactian con un amplio
rango de proteinas, posiblemente actuando como un andamio que recluta
factores del complejo de DROSHA y promoviendo el procesamiento del
pri-miRNA. La interaccién mediante p68 del complejo DROSHA con el
supresor de tumores p53 tiene un efecto estimulante en el procesamiento
del pri-mir-16-1, pri-mir-143 y el pri-mir-145 en respuesta al dano en el
DNA en células cancerosas (Suzuki et al., 2009).

Muchas evidencias sugieren que, como en el caso del procesamiento del
mRNA, el procesamiento del pri-miRNA por parte del complejo DROSHA
también ocurre co-transcripcionalmente, y que la escisiéon de los pre-
miRNAs desde los intrones puede incluso preceder a la maduracién por
splicing (Pawlicki y Steitz, 2010). Incluso el procesamiento de los pri-
miRNAs ha sido también ligado a la formacién de la caperuza (capping)
en el extremo 5 terminal de los transcritos. Varios factores de splicing
también funcionan como reguladores en el procesamiento de miRNAs,
independientemente de su papel en el splicing. SF2/ASF se unen al
pri-mir-7 y promueve el procesamiento por DROSHA (Wu et al., 2010b).
Es interesante que esta interaccion esté sujeta a una autorregulacioén por
retroalimentacion, ya que los mensajeros de SF2/ASF tienen dianas para
miR-7 maduro (Wu et al., 2010Db).

La ribonucleoproteina nuclear heterogénea (hnRNP) A1 y KSRP (tam-
bién conocida como KHSRP), son conocidos factores de splicing, y también
sirven como proteinas auxiliares en la biogénesis de miRNAs, actuando
algunas veces tanto a nivel de DROSHA como de DICER (Michlewski
et al., 2008; Trabucchi et al., 2009).

Correccion del RNA de los miRNAs.

Tal como se ha demostrado para el caso de los mRNAs, los miRNAs
también sufren procesos de correccién (editing), que altera su secuencia
de nucleétidos. Las desaminasas de adenosina que actdan sobre el RNA
(ADARSs) catalizan la conversion de adenosina en inosina en segmen-
tos de RNA de cadena doble, alterando el emparejamiento entre bases
y las propiedades estructurales de los transcritos. Muchos pri-miRNAs
y pre-miRNAs son diana de estas ADARs en diferentes momentos de su
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procesamiento y las modificaciones pueden afectar a los cortes mediados
por DROSHA y DICER, y también interferir en la exportacién del pre-
miRNA. Por ejemplo, la correccion selectiva inhibe el corte del miR-142 de
humanos por parte de DROSHA y contribuye a su degradacién por la nu-
cleasa Tudor-SN, que tiene afinidad por fragmentos dsRNA que contienen
pares de base inosina-uracilo (Scadden, 2005). Sin embargo, la correccién
también puede favorecer el procesamiento por parte de DROSHA (Kawa-
hara et al., 2008). Estos efectos diferenciales en la correccion pueden
ser la base de la expresion especifica de tejido de algunos miRNAs. Re-
sulta curioso que el pri-mir-376a-2 pueda ser inhibido en Drosophila
melanogaster incluso por una ADAR2 cataliticamente inactiva que se une
al pri-miRNA e inhibe la actividad de DROSHA (Heale et al., 2009). Como
las ADARs interactian con un amplio rango de pri-miRNAs, pueden in-
fluir en la acumulacién de muchos miRNAs de una forma independiente
de la correccién.

Por otro lado, la correccion del miRNA dentro de la regiéon semilla
puede tener un importante impacto en la especificidad por su diana (Heale
et al., 2009; Kawahara et al., 2008). Por ejemplo, una simple conversion
de una adenosina en una inosina en la regién semilla en la secuencia del
miR-376-5p hace que reconozca una diana en el mRNA de la sintetasa
de fosforribosil-pirofosfato (PRPS1) que no existia para el miRNA no
corregido. Mediante técnicas de secuenciacion masiva se han identificado
en cerebro de raton, un tejido que tiene altos niveles de expresion de
ADARs, 16 miRNAs maduros corregidos, 8 de ellos en la regién semilla
(Chiang et al., 2010). Por lo tanto, los eventos de correccién pueden
incrementar el nimero de dianas para los miRNAs.

Regulacion a nivel de la funcion de los miRNAs. La ruta de los
miRNAs también esta extensamente controlada algunos pasos después de
su biogénesis. Obviamente, los elementos mas susceptibles de regulaciéon
son los componentes del nicleo del miRISC, tales como las proteinas AGO
y GW182 (proteina que contiene numerosas repeticiones de los codones
para el di-aminoéacido glicina-triptéfano), esenciales en el mecanismo de
represién de la expresién génica mediado por miRNAs. No obstante,
también existen docenas de proteinas que se encuentran implicadas en
el control del efecto de los miRNAs, tanto de una forma positiva como
negativa.

Regulacion a nivel de las proteinas AGO.

En la mayoria de los organismos los grupos de proteinas AGO o
GW182 juegan papeles importantes en la ruta de los miRNAs y presentan
preferencia por grupos especificos de miRNAs. Asi, estudios recientes han
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sugerido que el control de la funcién de un miRNA puede depender de las
proteinas AGO que se seleccionen, aunque no existen evidencias similares
para el caso de las proteinas GW182.

De las dos proteinas AGO de D. melanogaster, dAGO1 esta dedicada
principalmente a la ruta de los miRNAs, mientras que dAGO2, que tiene
una actividad endonucleasa mas potente, funciona en la ruta del RNAi.
Algunos miRNAs, especialmente los originados desde horquillas con
ramas casi perfectas o los que provienen de miRNAs™*, son incorporados
selectivamente a los complejos dAGO2 (Okamura et al., 2009; Czech
et al., 2009; Ghildiyal et al., 2010). Las consecuencias funcionales de
esta seleccion no estan todavia claras (Okamura et al., 2009). Un estudio
reciente ha demostrado que dAGO2 también puede actuar como represor
traduccional, aunque esta inhibicién se lleva a cabo por un mecanismo
independiente de GW182 y distinto del utilizado por dAGO1 (Iwasaki
et al., 2009).

En contraste con D. melanogaster, las cuatro proteinas AGO de ver-
tebrados parecen tener funciones similares en relaciéon a los miRNAs,
incluyendo AGO2, que tiene una actividad endonucleolitica por comple-
mentariedad perfecta con la diana en el RNA (Su et al., 2009), sin ten-
er preferencia por ninguna hebra especifica del precursor (Azuma-Mukai
et al., 2008; Ender et al., 2008; Hafner et al., 2010). Sin embargo, hallaz-
gos recientes apuntan a que las diferentes proteinas AGO de vertebrados
podrian tener distintas funciones. Los distintos efectos de las proteinas
AGO de mamiferos resultan evidentes con la observacion de que AGOs
individuales difieren en su capacidad para potenciar o reprimir la sinte-
sis de proteinas cuando se encuentran unidas al mRNA. De esta forma,
diferencias relativas en la abundancia de unas determinadas proteinas
AGO pueden afectar a la fuerza de represion de un miRNA en un deter-
minado tejido o célula (Wu et al., 2008). Por ejemplo, la sobre-expresion
individual de cada proteina AGO de una determinada familia favorece
la acumulacién de determinados miRNAs maduros en células HEK293
(Diederichs y Haber, 2007), lo que sugiere que la concentracién de protei-
nas AGO en una célula es un factor determinante para la formacion del
miRISC. Dado que diferentes miRNAs pueden tener distinta capacidad
para incorporarse al complejo miRISC, los cambios en la concentracion
celular de proteinas AGO pueden tener efectos, no sélo cuantitativos, sino
también cualitativos en la unién de ciertos miRNAs al complejo miRISC.

Se han descrito varios mecanismos que regulan los niveles de AGO2
en las células de mamiferos, incluyendo la estabilizacion de AGO2 por la
proteina chaperona de choque término 90 (HSP90, heat shock protein 90)
(Tahbaz et al., 2001; Johnston et al., 2010), o la proteina TRIM-NHL que
promueve la poliubiquitinacién de AGO2 y su consecuente degradacion,
limitando asi la capacidad del miRNA para silenciar (Rybak et al., 2009).
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Regulacion a nivel de las proteinas GW182.

Las proteinas GW182, que interaccionan con AGOs, y son requeridas
para el silenciamiento mediado por miRNAs, juegan papeles muy im-
portantes como efectores en la funcién represiva de miRISC, pero dado
que su funcién ha sido reconocida recientemente, se sabe poco sobre su
regulacién. Existen tres proteinas GW182 en mamiferos, denominadas
TNRC6A, TNRC6B y TNRC6C y una sola en D. melanogaster (AGW182).
Las proteinas equivalentes en C. elegans son AIN-1 y AIN-2, que con-
tienen repeticiones de glicina-triptéfano (GW) pero carecen de otros do-
minios que son caracteristicos de las proteinas GW182 de mamiferos e
insectos (Eulalio et al., 2009¢). En mamiferos, las GW182 tienen multi-
ples sitios de comienzo de la transcripcién, asi como diferentes variantes
originadas por splicing (Li et al., 2008).

TNRCG6A fue originalmente identificada como una proteina altamente
fosforilada (Eystathioy et al., 2002), aunque aun no se conocen las conse-
cuencias de esta fosforilacién. Los niveles de TNRC6A fluctiian durante
el ciclo celular y se correlaciona con el nimero y el tamano de cuerpos
P (Yang et al., 2004). Ya que la progresion del ciclo celular esta asociada
principalmente con eventos de fosforilacién y desfosforilacién, seria muy
importante determinar si estas modificaciones de TNRC6A estan ligadas
al ciclo celular. La inhibicién de la actividad HSP90 disminuye los niveles
de TNRCG6A (Johnston et al., 2010), y también existen algunas evidencias
de que TNRCG6A esta sometida a ubiquitinaciéon (Gibbings et al., 2009) y
que algunas proteinas GW182 contienen dominios asociados a ubiquitina.
Todas estas observaciones incrementan los interrogantes sobre la posible
implicacion de las proteinas modificadas en la funcién y estabilidad de las
proteinas GW182, asi como su interaccion con otras proteinas.

Papel de otras proteinas.

Los componentes del nicleo de miRISC como AGO y GW182 interac-
cionan con otros factores adicionales que son ademas requeridos para la
funcién del miRNA o para su modulacién. Aunque los papeles de algunos
de estos factores en la represion de la traduccion, la caida del mensajero
o como componentes de los cuerpos P estan bien documentados, el mo-
do de accién de estas proteinas accesorias es aun desconocido. Algunos
ejemplos los tenemos en las proteinas que interaccionan con el miRISC
y que pertenecen a la familia de las helicasas DExD/H RNA (por ejemp-
lo, MOV10/Armitage, RHA y RCK/p54), que catalizan el desenrollamiento
de los duplex de RNA o la remodelacién del RNA o de estructuras RNP
(Hilbert et al., 2009), actividades que son de vital importancia en el en-
samblaje del miRISC y en la unién o disociaciéon con sus mRNA diana.
Por ejemplo, la RHA humana se une a AGO2, DICER y RBPs, y la Ar-
mitage de D. melanogaster facilita la incorporacién de los pequefios RNAs
al complejo RISC (Tomari et al., 2004; Robb y Rana, 2007).
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Otro grupo de factores que atentan o potencian el efecto de los miR-
NAs es el representado por las RBPs tales como RBM4, HuR, la proteina
X fragil del retraso mental (FMRP) o DND1. Su asociacién con los com-
ponentes del miRISC es, normalmente, dependiente de RNA, sugiriendo
que no interacciona directamente con miRISC sino directamente con el
mRNA diana.

Muchas otras proteinas que interaccionan con el complejo miRISC
también se encuentran implicadas en la modulacién de la funcién del
miRNA. Un cofactor imprevisto de miRISC es el receptor de importacién
nuclear 8 (IMP8), que se asocia a las 4 proteinas AGO humanas y se
localiza en el nicleo y en los cuerpos P. Se requiere IMP8 para una
eficiente union de AGO a un amplio conjunto de mRNAs (Weinmann et al.,
2009); posiblemente actia como una chaperona, facilitando la unién de
miRISC a su mRNA diana.

Una de las primeras proteinas descritas que interacciona con AGO2
fue la HSP90 (Tahbaz et al., 2001), que estabiliza las AGO recién
sintetizadas, afecta a su localizacién y posiblemente a su funcién (Tahbaz
et al., 2001; Pare et al., 2009; Johnston et al., 2010). La inhibicién de
la actividad de HSP90 hace disminuir los niveles de proteina AGO y
GW182 (Tahbaz et al., 2001; Johnston et al., 2010), dando como resultado
una pérdida, microscépicamente visible, de cuerpos P en las células de
mamiferos. Estas observaciones han sido recientemente complementadas
con estudios in vitro que muestran como HSP90 facilita la incorporaciéon
de los pequetios diplex de RNA a las proteinas AGO de mamiferos, moscas
y plantas (Iwasaki et al., 2010; IKki et al., 2010).

Interaccion entre miRISCs y RBPs.

Los efectos de los miRNAs pueden ser modulados por la unién de
RBPs al mismo mRNA. Hay muchos ejemplos de RBPs que contrarrestan
(DND1, HUR, apoliproteina B) o facilitan (FMRP, PUF, HUR) la represién
mediada por miRNAs. HUR es un miembro de la familia de proteinas de
la visién anormal letal embrionaria (ELAV), que se transloca desde el
nucleo al citoplasma en respuesta a estrés. Esto da lugar a la unién de
elementos ricos en AU al extremo 3’ UTR del mRNA de CAT-1, lo que
evita la represion por miR-122 en células Huh7. El mRNA es liberado
desde los cuerpos P y reclutado en polisomas para activar su traduccion
(Bhattacharyya et al., 2006). Otras RBP, como DND1, antagonizan la
represion de miR-430 respecto a los mRNAs de NAOS1 y TDRD7 al unirse
a secuencias que se solapan con los sitios del miRNA. Puesto que DND1 se
expresa en las células germinales primordiales, pero no en las somaticas,
la represiéon de miR-430 resulta ser especifica del tipo celular (Kedde
et al., 2007; Nolde et al., 2007).

Las proteinas PUF representan las RBPs que colaboran con miRISCs.
En C. elegans, PUF-9 actia sinérgicamente con let-7 para regular la
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represion de una diana compartida (Nolde et al., 2007). Un estudio
sistematico de la proteina PUF humana ha mostrado que hay sitios
en los alrededores de miRNAs que estan enriquecidos en elementos
PUF (Galgano et al., 2008). La misma RBP puede, dependiendo del
mRNA o del contexto celular, prevenir o activar la represién del miRISC.
Por ejemplo, a diferencia de la situacion de CAT-1/miR-122, HUR y
let-7 reprimen sinérgicamente la traduccion del mRNA de MYC (Kim
et al., 2009). Teniendo en cuenta que el nimero de diferentes RBPs y
miRNAs expresados, por ejemplo en metazos, llega a varios cientos, las
interacciones entre ellas y los extremos 3’ UTR de los mRNAs puede
constituir un mecanismo general de regulacién. Asi, no sélo las proteinas
RBP pueden modular los efectos de miRISC, sino que también miRISC
podria activar o reprimir la funcién de RBP, si compite por los sitios de
union, o bloquear la actividad RBP por unirse a ella.

En cuanto al efecto en la activacion traduccional por miRNAs, difer-
entes estudios indican que los miRNAs no sélo actdan como represores
si no que también pueden actuar como activadores de la traduccion. Bajo
condiciones de falta de nutrientes (o un general arresto del crecimiento,
o en estadio GO0), el complejo AGO-miRISC cambia de un papel represor
de la traduccion a uno activador. El cambio requiere de la proteina rela-
cionada con el X-fragil (FXR1), un paralogo de FMRP (Vasudevan y Steitz,
2007; Vasudevan et al., 2007).

Importancia de la localizacion intracelular. La apropiada local-
izacion subcelular de una proteina o un RNP es esencial para su
funcion y regulacion.

La compartimentacion puede controlar el acceso a la union de factores
que actden juntos o que temporalmente se segreguen de forma indepen-
diente al resto de ambiente celular. Se han hecho considerables esfuerzos
para descifrar si los componentes del miRISC estan asociados con una
particular estructura celular o si la represiéon del miRNA puede ser reg-
ulada a este nivel. Asi, en este contexto, se ha visto que los granulos de
estrés y cuerpos P pueden tener un potencial relevante en cuanto a la
represion por miRNAs, refiriéndonos, en general, a ellos como cuerpos
multivesiculares (MVBs).

Papel de los MVBs en la represion y secrecion de miRNAs.

Recientes estudios han identificado MVBs en D. melanogaster, espe-
cializados en compartimentos endosomales tardios, como organulos que
contribuyen a la funcién del miRNA (Gibbings et al., 2009; Lee et al.,
2009). En su lumen, los MVBs acumulan vesiculas, las cuales pueden
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ser llevadas a los lisosomas para su degradacion o liberadas extracelu-
larmente como exosomas. El bloqueo en la formacién de los MVBs, por
eliminaciéon de factores de transporte necesarios para el complejo endo-
somal (ESCRT), inhibe el silenciamiento de los miRNAs, mientras que el
bloqueo de la renovacién de MVBs, por inactivacién del gen del sindrome
4 Hermansky-Pudlak (HSP4), estimula la represion por parte de los miR-
NAs. Ademas, la eliminacién de algunos factores ESCRT da lugar a un
incremento en los niveles de proteina GW182 (Gibbings et al., 2009) y
a una carga incorrecta de los pequefios RNAs en el miRISC (Lee et al.,
2009), sugiriendo que para una eficiente formacién del nuevo miRISC es
necesaria una selectiva eliminacién de GW182 desde el miRISC y su tran-
sito a MVBs. Estudios previos han descrito qué componentes del miRISC,
como DICER y AGO2, se encuentran asociados con fracciones membra-
nosas (Cikaluk et al., 1999; Tahbaz et al., 2001, 2004), y que las AGO2
de mamiferos fueron inicialmente asociadas con proteinas del aparato de
Golgi o del reticulo endoplasmatico (Cikaluk et al., 1999).

Compartimentacion nucleo-citoplasma.

La represién por parte de los miRNAs se considera un evento citoplas-
matico, aunque se han encontrado considerables cantidades de AGO2 y
miRNAs en el nicleo de diferentes lineas celulares de mamiferos (Meister
et al., 2004; Robb et al., 2005; Riidel et al., 2008; Castanotto et al., 2009), y
las proteinas GW182, como TNRCG6B, se han encontrado como transporta-
dores entre el nucleo y el citoplasma (Till et al., 2007). Actualmente no es-
ta claro si el transporte nucleo-citoplasma de los componentes del miRISC
es importante para sus funciones citoplasmaticas, o si el miRISC tiene al-
gunas dianas nucleares u otras funciones nucleares no relacionadas con
los miRNAs. Hasta ahora, sélo se ha descrito en plantas que los miRNAs
tengan un papel de silenciamiento transcripcional en el nticleo (Bao et al.,
2004; Khraiwesh et al., 2010; Wu et al., 2010c), aunque hay evidencias
que indican que los miRNAs pueden jugar un papel similar en las células
de mamiferos (Kim et al., 2008).

Regulacion de la degradacion de los miRNAs. La regulacién de los
miRNAs a nivel de su biogénesis ha sido investigada en profundidad,
no ocurriendo lo mismo con su degradacion y renovacién. En general se
pensaba que los miRNAs eran moléculas altamente estables, y esto se
apoyaba en diversos estudios donde la eliminacién de la RNA polimerasa
IT o de enzimas del procesamiento de los miRNAs ponian de manifiesto
que la vida media de los miRNAs, en lineas celulares u érganos como
higado o corazén, es de muchas horas o incluso dias (van Rooij et al.,
2007; Gatfield et al., 2009; Krol et al., 2010a). Sin embargo, esta tasa
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de renovacion tan baja no es una caracteristica general de los miRNAs,
pues con frecuencia actian en procesos transitorios de desarrollo o como
activadores o atenuadores de ciertos procesos, y todo ello requiere una
regulacién rapida.

Se conocen varios ejemplos de renovacién acelerada o regulada de los
miRNAs. Por ejemplo, el miR-29b cae rapidamente en células en division y
no en células en arresto mitétito (Hwang et al., 2007). La caida acelerada
depende de secuencias presentes en el extremo 3’ de miR-29b pero no
en su paralogo miR-29a. Al contrario que la mayoria de los miRNAs, la
localizaciéon de miR-29b es nuclear. Esta localizacion esta mediada por un
motivo presente en su extremo 3’, aunque la desestabilizacién no parece
ser la causa de su importaciéon al nicleo (Hwang et al., 2007). Por otro
lado, en diferentes tipos de neuronas encontramos una rapida y regulada
caida de muchos miRNAs. En algunos casos esta caida responde a una
adaptacion a la oscuridad en la retina de los ratones (miR-204 y miR-211,
y los miRNAs de la agrupacién 183/96/182). Es sorprendente que esta
rapida renovacion (vida media de 1 hora) puede aplicarse a la mayoria,
sino todos, los miRNAs expresados en las neuronas de la retina pero no
a los que son expresados en las células de la glia. Los miRNAs miR-124,
miR-128, miR-134 o miR-138 presentan una tasa similar de renovaciéon en
las neuronas de roedores diferenciadas desde las ESCs (Krol et al., 2010a),
en cultivos primarios de células neuronales humanas y en tejido cerebral
post-mortem (Sethi y Lukiw, 2009). Cabe destacar que esta renovacion
en neuronas parece depender de su actividad, ya que el bloqueo de los
potenciales de accion o de los receptores de glutamato evita la caida de los
miRNAs, sugiriendo que el metabolismo activo de los miRNAs debe ser
muy importante para la funcién neuronal (Krol et al., 2010a). En especies
de moluscos del género Aplysia, el tratamiento con serotonina disminuye
rapidamente los niveles de miR-124 y miR-184 maduros, pero no de
su precursores, mediante un mecanismo dependiente de la senalizacién
MAPK (Rajasethupathy et al., 2009). Sin embargo, esta caida dependiente
de la actividad no se puede aplicar a todos los miRNAs neuronales. Por
ejemplo, el bloqueo de los receptores de glutamato no inhibe la renovacion
de miR-129 (Kocerha et al., 2009; Wibrand et al., 2010) o miR-132 (Krol
et al., 2010a) en el cerebro de roedores o cultivos neuronales, sino que, en
realidad, la acelera.

La estabilidad de los miRNAs maduros puede regularse mediante
la adicién de residuos de adenosina o uracilo al extremo 3’. Se han
identificado muchos miRNAs con este tipo de modificaciones usando
técnicas de secuenciacién exhaustiva. En células de higado, la simple
adicion de una adenosina al extremo 3’ de miR-122 por la polimerasa
GLD-2 poliA protege contra la degradacién exonucleolitica (Katoh et al.,
2009). En células humanas, la nucleotidil-transferasa Zcchell afiade un
uracilo a miR-26a, y esto elimina asi su funcién represiva (Jones et al.,
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2009). En plantas, la metilacién-2’-O del miRNA en el nucleétido terminal
3’ es una modificacién comin que previene al miRNA de la uridilacién y
la consecuente degradacion (Li et al., 2005).

Recientemente se han hecho progresos en la identificacién de las
enzimas implicadas en la renovacién de los miRNAs. La degradacién de
los miRNAs maduros en A. thaliana estd mediada por una familia de
exorribonucleasas, como SDN1, SDN2 y SDN3, que degradan pequerfios
RNAs (Ramachandran y Chen, 2008). Asi, la inactivacion de los genes
SND da como resultado la estabilizacion de diferentes miRNAs. En C.
elegans existe una enzima con polaridad opuesta a la de plantas, una
exonucleasa 5—3’, XRN-2, que cataliza la degradaciéon de los miRNAs
maduros (Chatterjee y Grosshans, 2009). La degradacion requiere que los
miRNAs sean liberados del complejo miRISC para que el extremo 5 del
miRNA sea accesible a la enzima. Asi que la susceptibilidad del miRNA a
la enzima depende de la disponibilidad de su diana, ya que la asociacién
del miRISC con el mRNA evita la degradacién del miRNA (Chatterjee y
Grosshans, 2009). Por lo tanto, en ausencia de dianas complementarias,
el miRNA no es incorporado al miRISC y es degradado, haciendo que las
proteinas AGO carguen otros nuevos miRNAs. En resumen, la tasa de
renovacion de los miRNAs es un paso importante en la regulacion de su
funcién, tal como que ocurre con los mRNAs.

Teniendo en cuenta el papel tan importante que tienen los miRNAs
en el desarrollo, diferenciaciéon celular y metabolismo, infeccién viral y
oncogénesis deben existir sofisticados mecanismos de regulacion de su
biogénesis, funcion y catabolismo. En este sentido se han hecho grandes
avances pero aun queda mucho por descubrir.

Mecanismo de accion de los miRNAs.

La funcién de los miRNAs esta relacionada con la regulaciéon de la
expresion génica. El mecanismo de represién post-transcripcional por
miRNAs es todavia una materia controvertida. Se han propuesto varias
hipétesis sobre como actian los miRNAs sobre sus genes diana. Una
hipédtesis consiste en que los miRNAs inhiben la traduccién reprimiendo
el inicio de la traduccién. Otra hipétesis supone que actian en un paso
posterior a la iniciacién de la traduccién promoviendo la degradacién del
incipiente péptido (Jackson y Standart, 2007; Nilsen, 2007; Pillai et al.,
2007). Los estudios mas recientes se decantan porque esta regulacion
ocurre por degradacién de los mensajeros, ya que hay muchos estudios en
los que se comprueba como los miRNAs disminuyen los niveles de RNA
mensajero de sus genes diana (Guo et al., 2010).

Inicialmente se propuso que lin-4 inhibia la traducciéon del mRNA
de LIN-14 en C. elegans (Wightman et al., 1993), pero los estudios
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actuales sugieren que, si miRISC contiene un factor de reconocimiento de
RNAs heterélogos, entonces facilitaria el reconocimiento y la inhibicién
especifica del mRNA, a pesar de la falta de sitios de unién del miRNA
(Telfer y Poethig, 1998). De hecho, hay estudios que indican que existen
multiples copias de sitios de unién de miRNAs en el extremo 3° UTR
de los mRNAs de animales, y que estos miRNAs se unen mediante
protuberancias y desajustes con respecto al emparejamiento de Watson-
Crick (Pillai et al., 2004). Asi, el grado de complementariedad miRNA-
mRNA es el principal determinante del mecanismo de regulacién. Un alto
grado de complementariedad permite la degradacion, catalizada por AGO,
de la secuencia diana del mRNA mediante un mecanismo de escisién del
mRNA. En contraste, un desajuste central omite la degradacion y facilita
el mecanismo de represion de la traduccion.

La mayoria de los miRNAs animales emparejan de forma imperfecta
con secuencias diana en el extremo 3’ UTR de los mRNAs, e inhiben
la sintesis protéica por inhibicién de la traduccién o promueven la
desadenilacion del mRNA y su degradacién. Para la actuacion eficiente
de un miRNA sobre un mRNA se requiere una regiéon de emparejamiento
de entre 2 a 8 nucledtidos de longitud, la llamada regiéon semilla
(Bartel, 2009). Las proteinas argonauta estan directamente asociadas con
los miRNAs y son componentes del nuicleo del miRISC. En la mayoria
de las especies existen multiples homdlogos de estas proteinas AGO:
AGO1-AGO4 en mamiferos; dAGO1 y dAGO2 en moscas; ALG-1 (gen
similar a AGO) y ALG-2 en C. elegans. Actualmente no se conocen
los detalles del mecanismo de inhibicién de la traduccién mediado por
miRNAs pero si que difiere del mecanismo de desadenilacion del mRNA
(Chekulaeva y Filipowicz, 2009; Eulalio et al., 2009c; Fabian et al., 2010).
La desadenilaciéon del mensajero esta mediada por la proteina GW182,
otro de los componentes del nticleo del complejo miRISC, que interacciona
aguas abajo con AGO. Asi, mientras que parte del extremo amino
terminal de GW182 interactia con AGO (a través de las repeticiones
de glicina-triptéfano), parte del extremo carboxilo terminal interactia
con la proteina de unién a poliA citoplasméatica (PABPC) y recluta
las desadenilasas CCR4 y CAF1 (Eulalio et al., 2009c; Fabian et al.,
2010). Las regiones de PABPC a las que se une GW182 también son
reconocidas por otros muchos factores de transcripcion, sugiriendo que
estas interacciones son objeto de una sofisticada regulacién (Fabian et al.,
2010).

Inhibiciéon de la traduccion. La traduccion del mRNA requiere nu-
merosos factores que implican el reclutamiento de las subunidades del
ribosoma, que aseguran la iniciacién en el codén de iniciacién correcto,
y una apropiada elongacién y terminaciéon. También se requiere que los
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mRNAs posean una estructura de caperuza en 5’ y una cola de poliA en
3’. De hecho, los factores asociados con la caperuza en 5’ y la cola de poliA
en 3’ interaccionan entre si: la proteina citoplasmatica de union a poliA
(PABPC), se asocia a la cola poliA e interacciona con el factor eucariético
4G de iniciacién de la traduccién (eIF4G), que se asocia con la caperuza
a través de la interaccién con la proteina de unién a la caperuza (eIF4E)
(Derry et al., 2006).

El modelo actual de traduccion, que involucra al complejo eIF4F en
la iniciacién, incluye las subunidades eIF4A, eIF4E y elF4G. El extremo
5’ terminal del mRNA es reconocido por eIF4E y comienza el proceso de
iniciacién. El factor eIF3, también implicado en la iniciacién, interactua
con elF4G y contribuye al ensamblaje de la subunidad 40S del ribosoma
en el extremo 5’ del mRNA permitiendo la formacién del complejo de pre-
iniciacion. El proceso de elongacién se inicia por unién de la subunidad
60S del ribosoma al codén AUG del mRNA y al complejo de preiniciacion.
Los factores eIF4G y elF3 interaccionan también con la proteina PABP.
La molécula de mRNA se vuelve circular como resultado de este proceso,
viéndose por ello mejorada la eficiencia de la traduccién. El inicio de la
traduccién en algunos mRNAs virales se produce a través de secuencias
internas del ribosoma (IRES) (Carthew y Sontheimer, 2009).

El mecanismo exacto de inhibicién de la traduccién por el miRISC
todavia no se conoce. No sabemos si esta represion ocurre a nivel
traduccional o post-transcripcional. Sin embargo, hay datos que sugieren
que los miRNAs animales interfieren con la funcién del complejo eIF4F y
PABPC durante la traduccion y/o la estabilizacién del mRNA.

Para comprobar si un miRNA inhibe la traduccién por inhibicién
de la iniciacion o de la elongacion se usan dos tipos de analisis. En
el primer caso, se usa la técnica de la centrifugacion en gradiente de
densidad, para determinar si los mRNAs estan presentes en el complejo
sistema mRNA-proteina (mRNP) (inhibicién de la iniciacién), o en forma
de grandes polisomas (inhibicién de la elongacién). En el segundo caso
se determina si los mRNAs inhibidos que contienen secuencias IRES
son resistentes a la represion. Para probar esto algunos estudios apoyan
la represion de la iniciacion (Llave et al., 2002; Tang et al., 2003;
Humphreys et al., 2005; Carthew y Sontheimer, 2009), mientras que
otros proporcionan evidencias de la inhibicién post-iniciacién (Seggerson
et al., 2002; Maroney et al., 2006; Petersen et al., 2006). Sin embargo,
ninguno de ambos criterios por separado son suficientes para explicar
si el proceso es de represion de la iniciacion o inhibicién post-iniciacién.
Existen discrepancias que muestran que la represién puede ocurrir tanto
en el paso de iniciacién como en pasos mas tardios de la traduccion.
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Evidencias de la inhibicion post-iniciacion.

Los primeros estudios se hicieron en C. elegans, encontrandose que el
miRNA lin-4 inhibe la traduccién de los mensajeros de LIN-14 y LIN-28,
con pequefia o nula influencia en su abundancia (Olsen y Ambros, 1999;
Seggerson et al., 2002). Asi aunque la expresion de la proteina qued6 in-
hibida, los mRNAs de LIN-14 y LIN-28 se detectaron en polisomas, su-
giriendo que la inhibicién ocurre después de la iniciacién de la traduccion
(Olsen y Ambros, 1999; Seggerson et al., 2002), una idea que fue apoyada
por algunos estudios posteriores en cultivos celulares (Pillai et al., 2005;
Maroney et al., 2006; Nottrott et al., 2006), donde se observaron los miR-
NAs y sus dianas asociados a polisomas.

Evidencias de la inhibicion de la iniciacion.

En 2006 se propuso un posible mecanismo por el que miRISC podia
ejercer su accién mediante inhibicién de la iniciacién. Un mRNA inhibido
puede asociarse con polisomas, pero cuando el proceso de iniciacion es rap-
idamente bloqueado con hippuristanol, los ribosomas se individualizan
rapidamente de una forma dependiente del miRNA. Basandose en estos
resultados, se sugiri6 que miRISC promueve la disociacién temprana de
los mensajeros del ribosoma. Recientemente, se han propuesto tres mod-
elos diferentes para explicar el mecanismo por el cual miRISC reprime
el proceso de iniciacién. El primero describe como miRISC compite con
elF4E para unirse al extremo 5’ del mRNA, lo que conduce al fallo de la
iniciacion de la traduccion (Thermann y Hentze, 2007; Mathonnet et al.,
2007). Sin embargo, algunos estudios contradicen este modelo y sugieren
que GW182, o algun factor aguas abajo, podria ser el competidor de eIF4E
(Eulalio et al., 2008). El segundo modelo sugiere que miRISC impide que
los mRNAs se circularicen, inhibiendo asi la traduccion (Behm-Ansmant
et al., 2006; Giraldez et al., 2006; Wu et al., 2006; Wakiyama et al., 2007).
El tercer modelo propone que miRISC puede inhibir el ensamblaje de la
subunidad 60S del ribosoma al complejo de pre-iniciacion 40S. En este
proceso, los ribosomas 40S se unen al mensajero diana, pero la subunidad
60S falla en la unién a la subunidad 40S, resultando en una inhibicién de
la traduccién (Chendrimada et al., 2007; Wang et al., 2008).

Otro posible mecanismo de inhibicién de la traduccién mediada por
miRNAs es que miRNA/RISC medie en la inhibicién de la traduccion
a través de la acumulacion de mRNAs diana en cuerpos P (Valencia-
Sanchez et al., 2006). Los cuerpos P han perdido la maquinaria de la tra-
duccion y, por lo tanto, aquellos que contienen mRNAs no pueden iniciar
el proceso de traduccion (Valencia-Sanchez et al., 2006). La acumulacion
de mRNA de una manera dependiente de miRNA, sugiere que los miR-
NAs incrementan los ribosomas libres de mensajeros, a la vez que causan
la represion de la traduccion.
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Existen diferentes resultados que apoyan que los miRNAs inhiben
la traduccion a nivel de la iniciacién. Por ejemplo, Pillai et al. (2005)
mostraron ejemplos donde los miRNAs y sus mRNAs diana no co-
sedimentan con la fraccion polisomal en gradientes de sacarosa, sino que
sedimentan en fracciones menos pesadas que contienen menos ribosomas
o ribonucleoproteinas sin mRNAs. En estos y otros estudios, los mRNAs se
traducen mediante mecanismos independientes de la caperuza (mediante
secuencias IRES), no viéndose afectados por la represiéon por miRNAs. Lo
que sugiere que los miRNAs inhiben la iniciaciéon de la traduccién que es
dependiente de la caperuza (Humphreys et al., 2005; Pillai et al., 2005).
Estudios posteriores de extractos libres de células de diversos origenes
han apoyado el papel de los miRNAs como inhibidores del inicio de la tra-
ducciéon (Wang et al., 2006; Mathonnet et al., 2007; Thermann y Hentze,
2007; Wakiyama et al., 2007; Iwasaki et al., 2009). Asi los miRNAs inhiben
a los mRNAs con caperuzas m7Gppp, pero no a los mRNAs que llevan una
caperuza artificial, como Appp. Ademas, en extractos de células de ratén
y humano, los miRNAs no silencian transcritos cuya traduccién estaba
mediada por secuencias IRES (Mathonnet et al., 2007; Wakiyama et al.,
2007). De forma coherente con estos hallazgos, en extractos de células
tumorales de ratén se consiguié6 eliminar el silenciamiento por miRNAs
incrementando la concentracion de eIF4F purificado (Mathonnet et al.,
2007). Estos y otros estudios argumentan que la maquinaria de silenci-
amiento de dianas con estructura de caperuza se produce interfiriendo
con el complejo eIF4F. Asi, todas estas evidencias sugieren que la inhibi-
cién de la traduccion ocurre, predominantemente, en el paso de iniciacién
de la traduccion.

Degradacion del mRNA. Se ha mencionado anteriormente que cuan-
do los miRNAs tienen un alto grado de complementariedad con el mRNA,
la degradacién de éste se ve facilitada por la actividad de escision de la
proteina AGO. El hecho de que la concentracién de mRNAs se vean re-
ducida por miRNAs, sugiere que estos son los responsables del proceso
de degradacion del mRNA (Bagga et al., 2005; Lim et al., 2005; Behm-
Ansmant et al., 2006; Giraldez et al., 2006; Wu et al., 2006). Estudios
recientes indican que no s6lo AGO es responsable de la degradaciéon del
mRNA, sino que existen otros mecanismos implicados, tales como la de-
sadenilacién, la eliminacién de la caperuza (decapping) y la digestion ex-
onucleolitica del mRNA (Behm-Ansmant et al., 2006; Giraldez et al., 2006;
Wu et al., 2006). Por tanto, la degradacién del mRNA por miRNAs re-
quiere AGO, GW182 y la maquinaria celular de desadenilacién y de elim-
inacién de la caperuza (Eulalio et al., 2008). Aunque el proceso exacto por
el que se selecciona alguno de éstos mecanismos se desconoce, se ha visto
que el nimero, tipo y posicién de los desajustes del diplex miRNA-mRNA,
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juegan un papel critico en esta eleccion (Aleman et al., 2007).

Las principales evidencias de que los miRNAs de animales pueden in-
ducir la degradacion de sus mRNAs diana viene de estudios de empare-
jamientos especificos mRNA-miRNA, y mas concretamente, de estudios
de transcriptomas que muestran una correlacion inversa entre la abun-
dancia de un miRNA y los niveles de su mRNA diana (Farh et al., 2005;
Lim et al., 2005; Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008; Hendrickson et al.,
2009; Guo et al., 2010). Por ejemplo, si se introduce un miRNA especifico
en un cultivo celular, los transcritos que tiene sitios de unién complemen-
tarios al miRNA se reducen (Lim et al., 2005; Baek et al., 2008; Selbach
et al., 2008; Hendrickson et al., 2009; Guo et al., 2010). De modo inver-
so, cuando se elimina un miRNA de un cultivo celular, los transcritos que
tienen diana para ese miRNA aumentan (Kriitzfeldt et al., 2005; Baek
et al., 2008; Selbach et al., 2008). Ademas, cuando se eliminan los compo-
nentes esenciales de la ruta de los miRNAs, como DICER, AGO o GW182
en cultivos celulares, se incrementa la abundancia de genes diana para
miRNAs (Rehwinkel et al., 2005, 2006; Schmitter et al., 2006; Eulalio
et al., 2007, 2009b). Existen numerosos ejemplos en células en desarrollo
y/o diferenciaciéon que muestran perfiles de expresion inversos de miRNAs
y de sus mRNAs diana (Stark et al., 2005; Farh et al., 2005). Por ejemplo,
en el zigoto temprano del pez zebra (Danio rerio), un drastico incremento
de la expresion del miR-430 se correlaciona con la degradacién de un gran
numero de mRNAs maternos que contienen sitios de unién a miRNAs en
sus extremos 3’ UTR (Giraldez et al., 2006; Mishima et al., 2006). Conjun-
tamente, estos estudios proporcionan evidencias, en todo el genoma, de
que la desestabilizaciéon de los mensajeros es un efecto generalizado de la
regulacion de los miRNAs.

En resumen, los requerimientos minimos, en animales, para el silen-
ciamiento de genes por degradacion del mRNA mediado por miRNAs son:

e Proteina argonauta, AGO.
e Proteina que contiene repeticiones de trinucleétidos, GW182.
e Proteina citoplasmatica de unién a poliA, PABPC.

e Componentes del principal complejo de desadenilasa, CAF1, CCR4,
NOT.

Enzima eliminadora de la caperuza (decapping), DCP2

Activadores de la enzima decapping, RCK, como por ejemplo, DCP1,
EDC4 y DDXG6.

Huntzinger y Izaurralde (2011) han propuesto recientemente, en an-
imales, un nuevo modelo de silenciamiento paso a paso (esquematizado
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en la figura 3.3) que comienza con el reconocimiento de la diana por un
miRNA en un complejo con una proteina AGO. El mRNA se presenta co-
mo un bicle cerrado, que se forma por interacciones entre PABPC unido
a la cola poliA en 3’ y el factor de iniciaciéon de la traducciéon eucariéti-
co 4G (eIF4G) unido a la proteina de unién a la caperuza elF4E (Derry
et al., 2006). Los miRNAs pueden realizar un corte endonucleolitico en las
dianas que tienen una complementariedad perfecta (Yekta et al., 2004),
pero esto no suele suceder en células animales, donde lo mas frecuente
es que los miRNAs unidos a AGO reconozcan a sus mensajeros diana por
un emparejamiento imperfecto en sus sitios de unién, normalmente lo-
calizados en el extremo 3’ UTR de los mensajeros. AGO interacciona con
GW182, que interactia a su vez con PABPC unido a la cola de poliA del
mRNA. La proteina GW182 contiene dos sitios de unién a PABPC: el mo-
tivo PAM2, que le confiere unién directa a PABPC por el dominio MLLE
(Fabian et al., 2009; Jinek et al., 2010; Huntzinger et al., 2010; Kozlov
et al., 2010), y una secuencia menos definida que comprende el segundo
motivo y las regiones carboxilo terminal, que interactia indirectamente
con PABPC, a través de otras proteinas adicionales todavia desconocidas
(Zekri et al., 2009; Huntzinger et al., 2010). El ensamblaje de este comple-
jo sobre el mRNA dispara finalmente la desadenilacién, aunque el mecan-
ismo preciso permanece por determinar. Asi, los miRNAs dirigen a sus
dianas hacia la ruta celular de degradacion de mRNA 5’-3’ (Rehwinkel
et al., 2005; Giraldez et al., 2006; Wu et al., 2006; Eulalio et al., 2007,
2009b; Piao et al., 2010), donde los mensajeros son desadenilados por el
complejo desadenilasa CAF1-CCR4-NOT. Dependiendo del tipo celular y/o
la especificidad de la diana, los mRNAs desadenilados se pueden almace-
nar en un estado de represion traduccional, como se observa en los ex-
tractos de células embrionarias (Wakiyama et al., 2007; Wu et al., 2010a;
Fabian et al., 2009; Iwasaki et al., 2009). Los mRNAs desadenilados que
no son almacenados contintian con el proceso de degradacion donde el pa-
so siguiente es el decapping por la enzima DCP2, que requiere co-factores
adicionales para disponer de estabilidad y actividad plenas. Por ejemp-
lo, en los metazoos se ha detectado DCP1, EDC4 (también conocido como
GE1), PAT y la proteina RCK DEAD-box, existiendo controversia sobre
si se inhibe la traduccién antes de se produzca la desadenilacion, o no.
En cultivos de células animales, los mRNAs desadenilados se degradan
rapidamente tras el decapping por medio del complejo citoplasmatico de
exonucleasas 5-3’, XRN1 (Behm-Ansmant et al., 2006; Wu et al., 2006;
Eulalio et al., 2007, 2009b; Piao et al., 2010).

La desadenilacion mediada por miRNAs se ha observado también
en extractos celulares (Wakiyama et al., 2007; Zdanowicz et al., 2009;
Iwasaki et al., 2009; Fabian et al., 2009). Sin embargo, mientras que en los
cultivos celulares la desadenilacién de los mRNAs esta unida al decapping
y a la degradacién exonucleolitica 5°-3’ (Bagga et al., 2005; Behm-Ansmant
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et al., 2006; Wu et al., 2006; Eulalio et al., 2007, 2009b; Piao et al., 2010),
en los extractos los mRNAs desadenilados no son degradados, sino que
permanecen desadenilados, en un estado transcripcionalmente reprimido.
Estas observaciones proporcionan una nueva perspectiva a la cuestién
de la inhibicién de la traduccién por los miRNAs. De hecho, como la
desadenilacion podria ser la unica causa de la reduccién de proteinas,
se ha propuesto que los miRNAs causan primero la desadenilacion
en sus mRNAs diana, dejandolos incapacitados para unirse a PABPC,
impidiendo que se circularicen y quedando silenciada su traduccién
(Wakiyama et al., 2007). Sin embargo, existe un debate abierto en cuanto
al orden de los eventos, porque la desadenilacion se ha descrito tanto de
forma previa (Iwasaki et al., 2009; Wakiyama et al., 2007) como posterior
(Zdanowicz et al., 2009; Fabian et al., 2009) a la represién traduccional.

El papel que tienen los factores de degradacién en la desestabilizacion
de mRNAs mediada por miRNAs queda de manifiesto cuando la elim-
inacién de los mismos da lugar a un aumento de mensajeros diana, y
se obtiene el mismo efecto cuando se sobre-expresan las formas domi-
nantes negativas de estos cofactores (Rehwinkel et al., 2005; ying Chu
y Rana, 2006; Behm-Ansmant et al., 2006; Eulalio et al., 2007, 2009b;
Piao et al., 2010). Por ejemplo, en células en las que se han eliminado los
componentes del complejo CAF1-CCR4-NOT, muchos de los genes dianas
de miRNAs aumentan su expresion (Behm-Ansmant et al., 2006; Eulalio
et al., 2009b). Esto apoya la idea de que la desadenilacién es una con-
secuencia generalizada de la regulacion de los miRNAs (Eulalio et al.,
2009b).

El papel que juega la eliminacién de la caperuza es mas dificil de
demostrar, primero porque los factores de decapping son abundantes
(Eulalio et al., 2007), y segundo porque la eliminacién de estos factores
no restaura los niveles de proteina. Aunque si es cierto que el bloqueo
del decapping no impide la desadenilaciéon de los mensajeros diana
puesto que ésta precede al decapping, y estos mensajeros desadenilados
no se traducen eficientemente, asi que los niveles de proteina no se
restauran completamente (Eulalio et al., 2007). Sin embargo, el analisis
del transcriptoma muestra que en células en las que se han eliminado los
factores de decapping, los niveles de mRNAs, que tienen dianas predichas
y validadas, se ven incrementados (Eulalio et al., 2007).

Papel de las proteinas GW182 en el silenciamiento.

Las proteinas GW182 son esenciales para el silenciamiento mediado
por miRNAs en células animales (Behm-Ansmant et al., 2006; Ding y
Han, 2007; Eulalio et al., 2008, 2009¢; Rehwinkel et al., 2006; Zhang et al.,
2007). En células en las que se han eliminado las proteinas GW182, los
niveles de expresion de miRNAs o proteinas AGO no se ven afectados,
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pero si el silenciamiento mediado por miRNAs, indicando que las AGOs
no pueden disparar por si solas el silenciamiento de dianas parcialmente
complementarias (Eulalio et al., 2008). Asi, las proteinas GW182 actian
como efectores en pasos del silenciamiento, aguas abajo de AGOs. Por lo
tanto el estudio de las proteinas GW182 es de crucial importancia para
comprender el mecanismo de silenciamiento en animales.

Las proteinas GW182 fueron identificadas en busquedas genéticas
realizadas en C. elegans, busquedas de RNAi en Drosophila melanogaster
y mediante purificaciéon bioquimica de complejos AGO (Ding et al., 2005;
Rehwinkel et al., 2005; Meister et al., 2005; Liu et al., 2005; Jakymiw
et al., 2005; Behm-Ansmant et al., 2006; Eulalio et al., 2008). Como
se ha indicado anteriormente, las proteinas GW182 tienen multiples
repeticiones de glicina-triptéfano (repeticiones GW) en su dominio amino-
terminal, y éstas son necesarias para el silenciamiento porque le confieren
capacidad de unién a las proteinas AGO (Behm-Ansmant et al., 2006; Till
et al., 2007; Eulalio et al., 2009a; Lian et al., 2009; Lazzaretti et al., 2009).
Las regiones media y carboxilo-terminal definen el dominio bipartito de
silenciamiento (SD), que también es necesario para el silenciamiento
(Zipprich et al., 2009; Eulalio et al., 2009c; Lazzaretti et al., 2009; Eulalio
et al., 2009a; Tritschler et al., 2010). Si estos dominios de silenciamiento
se unen artificialmente a un mRNA y a un gen chivato, éste es silenciado
(Chekulaeva et al., 2009; Lazzaretti et al., 2009; Zipprich et al., 2009). Al
igual que en ensayos para toda la longitud de las proteinas GW182, los
dominios de silenciamiento inducen la unién de mRNAs, y éstos seran
reprimidos traduccionalmente y degradados (Behm-Ansmant et al., 2006;
Eulalio et al., 2008; Li et al., 2008; Chekulaeva et al., 2009; Lazzaretti
et al., 2009; Eulalio et al., 2009a; Zipprich et al., 2009). Dado que los
dominios de silenciamiento no interaccionan con AGOs, la conclusién
es que estos dominios tienen actividad de silenciamiento auténoma
(Eulalio et al., 2009¢; Lazzaretti et al., 2009; Zipprich et al., 2009; Eulalio
et al., 2009a; Tritschler et al., 2010). En este contexto es importante
mencionar que el dominio N-terminal de GW182 en D. melanogaster
muestra actividad de silenciamiento, evidenciada por experimentos con
genes chivatos, cuando se une a un mensajero, y puede complementar
al silenciamiento de una pareja especifica diana-miRNA, sugiriendo que
este dominio puede inducir la formacién de complejos de silenciamiento
en contextos 3'UTR especificos (Chekulaeva et al., 2009). Sin embargo,
los dominos N-terminal de GW182 no son suficientes para silenciar
la mayoria de los miRNAs probados, indicando que la actividad de
silenciamiento de GW182 en D. melanogaster reside principalmente en
el dominio de silenciamiento C-terminal.

Varios estudios han proporcionado las claves necesarias para vislum-
brar la forma en que los dominios bipartitos SDs llevan a cabo el silenci-
amiento, revelando que estos dominios interaccionan con PABPC (Fabi-
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an et al., 2009; Zekri et al., 2009). Tres evidencias sugieren que esta
interaccion es la responsable del silenciamiento. Primero, tanto en D.
melanogaster como en células humanas, las sobre-expresion de PABPC
reprime el silenciamiento (Zekri et al., 2009; Walters et al., 2010). Segun-
do, la eliminaciéon de PABPC en extractos de células suprime la desadeni-
lacion mediada por miRNAs (Fabian et al., 2009). Y tercero, las proteinas
mutantes para el dominio de interaccién con PABPC quedan incapaci-
tadas para el silenciamiento (Huntzinger et al., 2010).

PABPC tiene 4 dominios N-terminal de reconocimiento de RNA
(RRM1-4), una unién rica en prolina y un dominio C-terminal denominado
PABC o MLLE. E1 MLLE reconoce motivos PAM2 (motivo 2 de interaccién
con PABPC), los cuales estan presentes en varias proteinas implicadas en
la traduccion o el degradacion del mRNA. El motivo PAM2 fue el primero
identificado en las proteinas reguladoras de la traduccion, PAIP1 y PAIP2
(proteina 1 y 2 de interaccién con PABP) (Derry et al., 2006; Kozlov et al.,
2010). Estas proteinas contienen, ademas, un motivo PAM1 que interac-
ciona con los RRMs de PABPC (Derry et al., 2006).

Es sorprendente que las proteinas GW182 contiengan dos sitios
de unién a PABPC, al igual que PAIP1 y PAIP2 (Derry et al., 2006;
Huntzinger et al., 2010). Estos sitios de unién estan situados en los SDs.
El primero de estos sitios de unién es un motivo PAM2 que interacciona
directamente con el dominio C-terminal MLLE de PABPC (Fabian et al.,
2009; Huntzinger et al., 2010; Jinek et al., 2010; Kozlov et al., 2010); el
segundo es un sitio menos definido, asignado como el M2 en la regién
C-terminal del SDs (Zekri et al., 2009; Huntzinger et al., 2010) media la
union indirecta a RRMs de PABPC (Huntzinger et al., 2010). Sin embargo,
aunque ambos, PAIP1 y PAIP2 contienen motivos PAM1 y PAM2 e
interaccionan con PABPC de forma similar, afectan a la traduccién de
una forma opuesta: PAIP1 estimula la traduccién, mientras que PAIP2
la inhibe (Derry et al., 2006). Actualmente parece que esta claro que las
proteinas GW182 tienen més probablemente una funcién similar a PAIP2
e interfieren con la funcion de PABPC durante la traduccién y/o con la
estabilizacion del mRNA.

Sabemos que GW182 interfiere con la funcion de PABPC por analogia
con PAIP2. Las proteinas GW182 pueden competir con elF4G para
unirse a PABPC (Fabian et al., 2009; Zekri et al., 2009), evitar la
circularizaciéon del mRNA y, consecuentemente, inhibir la traduccién.
Ademas, un mRNA con conformacién abierta queda mas expuesto a las
enzimas de degradacion de mRNAs. Alternativamente, la interaccién
PABPC-GW182 podria contribuir al silenciamiento por reducir la afinidad
de PABPC a la cola poliA (Derry et al., 2006), lo que podria exponer a
la cola de poliA a las desadenilasas e interferir indirectamente con la
circularizacién del mRNA. Sin embargo, todavia no se conoce si GW182
puede reducir la afinidad de PABPC por la cola poliA.
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Algunas proteinas de unién a PABPC no afectan a su funcién sino que
usan a PABPC como una plataforma de unién a los mRNAs. De forma
analoga, los complejos GW182-PABPC podrian proporcionar una platafor-
ma para interacciones adicionales requeridas para el silenciamiento, co-
mo interacciones con el complejo desadenilasa CAF1-CCR4-NOT1. De he-
cho, Fabian et al. (2009) mostraron que PABPC es necesario para la de-
sadenilacién de las dianas de miRNAs in vitro. Ademas, la interaccién
GW182-PABPC puede contribuir al silenciamiento a través de multiples
mecanismos.

Una cuestion importante que queda abierta consiste en determinar
si la traduccién esta inhibida antes de la desadenilacién, o si hay un
evento inicial de disparo que hace que la diana quede mas accesible a las
enzimas de degradacién e interfiera simultdneamente con la traduccion.
Por ejemplo, aunque la idea es completamente especulativa, los miRNAs
podrian promover la disociacion de PABPC desde la cola poliA o los
componentes de eIF4F desde la estructura de la caperuza. En tales casos,
tanto la la inhibicién traduccional como la degradacién de los mRNAs
serian una consecuencia de este efecto primario, y si ocurre o no la
desadenilaciéon primero dependeria de la propia tasa de desadenilacion.
Si se confirma esta hipétesis, resolveria la aparente dicotomia entre la
inhibicién de la traduccién y la degradacion de los mRNAs porque ambos
modos de regulacién serian una consecuencia comin de un mismo evento
inicial de activacién del proceso (Huntzinger y Izaurralde, 2011).

Inhibiciéon de la traduccion vs degradacion del mensajero. Co-
mo hemos visto, existen muchos indicios de que los miRNAs reprimen la
traducciéon de sus mRNAs diana y esto dispara la degradacién del men-
sajero, aunque no esta claro, hasta el momento, cual es el mecanismo
exacto por el que esto ocurre. Mientras que los niveles de mensajero se
pueden analizar facilmente, no ocurre lo mismo con los niveles de pro-
teinas. No obstante, actualmente se han desarrollado diferentes méto-
dos de proteémica que, en combinacién con los métodos de cuantificacién
de mRNA, han proporcionado importantes evidencias en favor de que la
degradacion de los mensajeros diana es el modo de regulacién predomi-
nante por miRNAs en cultivos celulares de mamiferos.

La técnica de espectometria de masas cuantitativa permite medir el
nivel de proteina modificado por la presencia de miRNAs, con respecto
al nivel proteémico normal. El objetivo de este estudio es averiguar qué
grado de silenciamiento es causado por la inhibicién de la traduccion
frente a la degradacion del mRNA. Para esto, se utilizaron cultivos
celulares donde se transfectaron con miRNAs o se eliminaron miRNAs
y entonces se midieron en paralelo los niveles de proteina y mRNA
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(Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008). Con estos estudios se llegé a
una importante conclusiéon: los miRNAs inhiben sélo modestamente la
produccion de proteina, reduciendo los niveles de proteina como mucho
en cuatro veces.

Sin embargo, otros estudios no estan de acuerdo con que la fraccién
de dianas es regulada sélo a nivel traduccional. Selbach et al. (2008)
encontraron que en un momento temprano del experimento (8 horas
después de la transfeccion con un miRNA), la mayoria de las dianas
fueron reguladas sélo a nivel de proteina, pero mas adelante en el
tiempo (32 horas), los niveles de proteina y mensajero se correlacionaban.
Baek et al. (2008) analizaron los niveles de proteina y mensajero en
neutroéfilos de ratén aislados de ratones knockout para el gen de miR-223
en comparacién a ratones normales. En este caso, los niveles de proteina
y mensajero se correlacionaron perfectamente. Por tanto, en la mayoria
de los casos se observa una disminuciéon efectiva de los niveles de
mensajero, y sb6lo una pequenia fraccion de dianas fueron inhibidas
s6lo a nivel traduccional, sin cambios detectables en la abundancia de
mRNAs. Ademais, esta rara clase de dianas tiene un modesto nivel de
regulacion. Estudios posteriores han proporcionado fuertes evidencias
de que la degradacion de sus mRNAs dianas es el principal efecto del
silenciamiento mediado por miRNAs en animales, apoyando también la
idea de que la inhibicién de la traduccién ocurre principalmente en el
momento de la iniciacién. En uno de estos estudios, se midieron los
niveles de mRNA y la tasa de traduccién en células de rifién de embrién
humano (HEK-293) transfectadas con miR-124 (Hendrickson et al., 2009).
Se identificaron 600 transcritos que, en respuesta a la transfeccion de
miR-124, co-inmunoprecipitaban con AGOs. Comparando la abundancia
de mRNA y la tasa de traduccién se vio que la degradacion de mRNAs
representaba el 75 % de los cambios observados en la sintesis de proteina,
sin tener en cuenta la magnitud de la regulacion. Ademas, en este estudio
no se encontraron evidencias de que las dianas estuvieran reguladas
exclusivamente a nivel de la traduccion.

Recientemente, Guo et al. (2010) investigaron ademas el efecto que
tiene la inhibiciéon de la traduccion, en el silenciamiento de dianas por
miRNAs, usando el perfil ribosémico. De acuerdo con lo observado en
estudios anteriores, encontraron que los miRNAs provocan una caida en
los niveles de mRNA, lo que explica la mayoria de la reducciéon en la
produccién de proteina y que la fraccion de mRNA que no se degradé fue
traducida con menos eficiencia. Estos resultados no cambiaron cuando
los andlisis se hicieron en un momento mas temprano (12 horas) en
lugar de a las 32 horas después de la transfeccion del miRNA, sugiriendo
que si la inhibicién de la traduccién ocurre antes de la degradacion,
la desestabilizacién del mRNA debe ocurrir inmediatamente después.
Por lo tanto, independientemente de si la desestabilizacién ocurre antes
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o inmediatamente después del bloqueo de la traduccién, la principal
contribucién es una reduccién de los niveles de proteina.

El tema comin emergente de estos estudios es que la rapida
degradaciéon del mRNA puede explicar una gran fraccion de la regulacién
por miRNAs en cultivos de células animales, si bien ain no esta claro si
la degradacién ocurre como una consecuencia del bloqueo inicial de la tra-
duccién. Sin embargo, en este caso, el bloqueo es méas probable que ocurra
en el momento de la iniciacién en lugar de en estadios posteriores de la
traduccion.

Mecanismos de silenciamiento: nuevas perspectivas y nuevos inter-
rogantes.

Como hemos mencionado anteriormente queda una importante cuestion
sin resolver que es si la degradacién de dianas ocurre como una conse-
cuencia del bloqueo inicial de la traduccién. Muchas evidencias sugieren
que la desadenilacién y la posterior degradacién no estan acopladas a una
traduccién activa. De hecho, la degradaciéon de mensajeros dependiente
del miRNA se ha visto incluso cuando no se produce la traduccién de los
mRNAs con dianas de miRNAs. Por ejemplo, los genes diana chivatos para
miRNAs que eran pobremente traducidos por formar fuertes estructuras
en bucle en el 5’ UTR, fueron desadenilados de todos modos y degradados
de una manera dependiente del miRNA (Wu et al., 2006; Eulalio et al.,
2009b); esto indica que la degradacion ocurre incluso cuando el mRNA
con la diana no se traduce. Ademas, en los embriones de pez cebra y en
extractos de células humanas, los mRNAs con dianas de miRNAs son de-
sadenilados en lugar de adoptar una estructura defectuosa en la caperuza
(Appp-cap) que dificulta la traduccion (Mishima et al., 2006; Wakiyama
et al., 2007). De acuerdo con esto, la desadenilaciéon mediada por miRNAs
se puede observar en ausencia de traduccién (por ejemplo, en presencia
de cycloheximida o hippuristanol) (Wakiyama et al., 2007; Eulalio et al.,
2009b; Fabian et al., 2009). Todos estos resultados indican que los miR-
NAs disparan la desadenilacién y degradacién independientemente del
estado de traduccion de sus mRNA diana.

No obstante, no esta claro si el silenciamiento de dianas poliadeni-
ladas puede ser atribuido completamente a desadenilacién o si existen
otros mecanismos adicionales que reprimen la produccién de proteina.
Por ejemplo, en algunos extractos celulares, la inhibicién de la traduccién
precede a la desadenilacién (Fabian et al., 2009; Zdanowicz et al., 2009),
aunque otros estudios muestran evidencias de lo contrario (Wakiyama
et al., 2007; Beilharz et al., 2009; Iwasaki et al., 2009). Otros hallazgos
sugieren que podria existir un mecanismo adicional de inhibicién de la
traduccion, en el cual se sustituye la cola poliA por una histona con es-
tructura en bucle en el mRNA o por una ribozima de auto-corte, y también
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serian reprimidos de una forma dependiente del miRNA (aunque de una
manera menos eficiente que su homoélogo poliladenilado) (Wu et al., 2006;
Eulalio et al., 2008, 2009b). Esto indica que, aunque la desadenilacién
contribuye y consolida el silenciamiento de mRNAs poliadenilados, no es
absolutamente imprescindible para el establecimiento del silenciamiento.

3.3.2. Implicacion de los microRNAs en los procesos
biolégicos

La regulacién de la expresion génica a nivel transcripcional juega un
papel central en la definicién del destino celular y el control de la for-
macion de los 6rganos aunque, como ya se ha mencionado anteriormente,
cada vez esta siendo mas reconocida la importancia de la regulacién géni-
ca post-transcripcional. En este sentido, los miRNAs confieren un nuevo
nivel de control post-transcripcional, ampliamente reconocido en plantas
y animales. Los miRNAs fueron inicialmente descritos como interruptores
del desarrollo, inhibiendo varios genes diana. Sin embargo, los nuevos
puntos de vista con respecto a los miRNAs animales estdn cambiando
desde la regulacion de unos cuantos genes dianas a un cuadro mucho mas
complejo. Asi, de la misma forma que un solo miRNA puede regular mu-
chos genes (Lewis et al., 2003; Brennecke et al., 2003; Xie et al., 2005;
Krek et al., 2005; Grin et al., 2005), algunos genes evitan la regulacién
de los miRNAs con extremos UTR especialmente cortos con un namero re-
ducido, o practicamente desprovistos de dianas para miRNAs (Stark et al.,
2005), 1o que complica atin mas esta entramada red de regulacién génica.

La importancia biolégica de la funcién de los miRNAs queda de
manifiesto por su implicacion en los perfiles especificos de mRNAs y
proteinas de una célula (Stark et al., 2005). Esto lo logran proporcionando
redes moleculares alternativas que pueden contribuir a la abundancia de
mRNAs y produccién de proteinas. Con respecto a la embriogénesis, las
funciones de los miRNAs estan estratégicamente implicadas en el destino
celular. Esto queda de manifiesto por la especifidad de tejido de muchos
miRNAs, y es ademas apoyado por el hecho de que los genes asociados
con determinados términos GO (gene ontology), que hacen referencia a su
funcién, son especificos de tejido y tienen enriquecidos sus extremos 3’
UTR en sitios de unién a miRNAs. Por el contrario, los genes asociados
con términos GO no especificos de tejido carecen de sitios de unién
complementaria a miRNAs en sus extremos 3’ UTR (Zhao et al., 2007b;
Kawahara et al., 2007; Beuvink et al., 2007; Wang et al., 2007b).

El hecho de que los miRNAs tengan papeles muy importantes en
los distintos procesos biol6gicos en mamiferos nos proporciona una her-
ramienta clave y poderosa en la regulacion génica, ademéas de tener un
gran potencial como una nueva clase de dianas terapéuticas. Los miRNAs
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tienen papeles evolutivamente muy conservados en desarrollo y diversas
funciones biolégicas en animales. Muestran frecuentemente una comple-
mentariedad limitada con sus mRNAs diana, pero ésta es suficiente para
regular diferentes procesos biolégicos, reprimiendo preferentemente a sus
genes diana (Kato y Slack, 2008). Los dos primeros mutantes de pérdida
de funcién se produjeron en C. elegans para los miRNAs lin-4 y let-7, cau-
sando defectos en el desarrollo de las larvas (Lee et al., 1993; Reinhart
et al., 2000). Se ha sugerido que lin-4 regula los estadios tempranos del
desarrollo, mientras que let-7 juega un importante papel en los procesos
tardios de desarrollo en C. elegans y probablemente en algunos otros ani-
males (Lin et al., 2003; Boehm y Slack, 2005). Tenemos otro ejemplo en D.
melanogaster, donde se sobre-expresaron dos miRNAs, bantam y miR-14,
y se comprobé que bantam inducia el crecimiento e inhibia la apoptosis
(Nolo et al., 2006). Por otro lado, se sabe que miR-14 suprime la muerte
celular y estd implicado en el metabolismo de las grasas por actuar so-
bre la convertasa IL1-beta de D. melanogaster, que esta aumentada en
ausencia de miR-14 (Xu et al., 2003).

Mediante la produccién de organismos knockout se ha identificado
el papel de muchos miRNAs en procesos de desarrollo en mamiferos.
En el pez cebra se produjo un mutante para DICER (Wienholds et al.,
2003) que revel6 el papel de los miembros de la familia de miR-430,
que se expresan a altos niveles en el zigoto durante la neurogénesis.
También se observé la expresion de miR-430 en procesos tempranos del
desarrollo en ranas (Watanabe et al., 2005; Giraldez et al., 2005). Por
otro lado, estudios recientes han mostrado que los estadios tardios del
desarrollo de ratén estan controlados por miRNAs, lo que esta apoyado
por la regulacion de genes Hox por parte del miR-196. Este miRNA
se expresa en las extremidades posteriores, degrada su diana Hoxa B8
e inhibe la traduccion de Hoxc8, Hoxd8 y Hoxa7 (Yekta et al., 2004;
Hornstein et al., 2005). Ademas, miR-196 actia aguas arriba de Hox B8
y Sonic hedgehog (Shh) en las extremidades en desarrollo (Hornstein
et al., 2005). E1 miRNA especifico de musculo, miR-1, tiene dianas en
la proteina 2 expresada en derivados de la cresta neural y el corazon
(HAND2, heart and neural crest derivates-expressed protein 2), lo que
lleva a la degeneracion del musculo y la diferenciaciéon prematura de los
cardiomiocitos (Zhao et al., 2005). Por otro lado, miR-181 se expresa en los
linfocitos B de la médula 6sea y timo de ratén, causando un incremento
en linfocitos B y regulando la diferenciacién del linaje hematopoyético
(Chen et al., 2004). De forma similar, se ha descrito la expresién de
miR-143 en tejidos grasos humanos y se ha comprobado que regula
la diferenciacion de la grasa incrementando los niveles de la sefal
extracelular regulada por kinasa-5 (ERK?5, extracellular signal-regulated
kinase-5) (Esau et al., 2004). Ademas ERK5 tiene una diana potencial
para miR-143 (Lewis et al., 2003), lo que demuestra la participacién de
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miR-143 en la diferenciacion de los adipocitos debido a la regulacion de
los niveles de proteina ERK5. Otro ejemplo lo encontramos en el miR-
375, que se expresa en los islotes pancreaticos e inhibe la secreccion de
insulina inducida por glucosa a través de la regulacién de su gen diana,
Myotrophin, indicando que miR-375 es un inhhibidor de la secrecién de
insulina estimulada por glucosa (Poy et al., 2004). También se ha visto
que miR-375 es expresado en niveles altos en la glandula pituitaria de los
embriones de pez cebra, mostrando un papel para miR-375 en la secrecién
de hormonas (Wienholds et al., 2005).

Basandose en estas y otras muchas evidencias se puede concluir
que los miRNAs controlan procesos biolégicos inportantes en animales,
destacando su implicacién en el desarrollo embrionario y en ciertas
enfermedades, principalmente en cancer.

Evolucion de la region 3’ UTR y de los miRNAs

El impacto generalizado de los miRNAs animales sobre muchos genes
radica en la flexibilidad del sitio de reconocimiento de su diana, donde
una pequenia region semilla de 7 nucleétidos puede ejercer una potente
regulacion (Brennecke et al., 2003; Doench y Sharp, 2004). De hecho,
los niveles de muchos RNAs cambian cuando se introducen siRNAs o
miRNAs en células animales (Jackson et al., 2003; Lim et al., 2005). Es de
suponer que los sitios funcionales habran ido apareciendo frecuentemente
durante la evolucién, y los datos sugieren que tanto los genes codificantes
como los miRNAs han estado sujetos a un proceso de seleccion que ha
conducido al perfeccionamiento de este sistema de regulacion génica.

Por otro lado, existen muchos genes que podrian estar sometidos
a presion selectiva para evitar la regulacion mediante miRNAs. La
existencia de tales genes anti-diana ha sido propuesta por varios modelos
tedricos (Bartel, 2004). Estas anti-dianas estdan implicadas en procesos
basicos y comunes a todas las células, mientras que las verdaderas dianas
son las que estan implicadas, principalmente, en procesos de desarrollo.
Este tipo de genes con anti-dianas son co-expresados con determinados
miRNAs y evitan la regulacion por parte de ellos, mientras que los
genes con dianas predichas presetan patrones de expresion inversos con
respecto a sus miRNAs especificos. Cuando se considera un contexto
determinado espacial y temporal del desarrollo, la relacion de expresion
entre miRNA, diana y anti-diana sugiere que los miRNAs confieren
precision a los programas de expresién de genes. Los hallazgos indican
que los miRNAs han tenido un profundo impacto en la evolucién de los
extremos 3’ UTR, lo que queda reflejado en los patrones observados de
sitios de unién a miRNAs enriquecidos o anulados (Stark et al., 2005).

Se ha encontrado que la seleccién actia en ambos sentidos, limitando
la longitud del extremo 3’ UTR y eliminando especificamente los sitios
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complementarios para miRNAs. Reciprocamente, la longitud del 3° UTR
y la densidad de sitios incrementa con el nimero de sitios de unién de
miRNAs. Esto sugiere que los miRNAs han tenido un profundo impacto en
la evolucién de la region 3’ UTR. Cabe destacar que apréximadamente el
50 % de los sitios para miRNAs en 3’ UTR que se encuentran conservados
son complementarios a miRNAs ya conocidos (Xie et al., 2005).

Los microRNAs en el desarrollo embrionario

Dado el importante papel de los miRNAs en la regulacién génica,
éstos también tienen papeles cruciales en el desarrollo, incluyendo su
implicacién en la embriogénesis temprana de los mamiferos. En este
proceso, los primeros eventos de diferenciacién en la embriogénesis son la
segregacion del trofoectodermo y la masa celular interna en el blastocisto.
Estudios recientes han revelado que los perfiles de expresion de miRNAs
se encuentran sometidos a cambios dindmicos durante la preimplantacién
del embrién, aunque existen discrepancias en estos perfiles en funcién de
la metodologia usada (Tang et al., 2007; Yang et al., 2008; Viswanathan
et al., 2009a). La importancia de los miRNAs en la preimplantacion de los
embriones esta apoyada por los experimentos de knockout de Dicer. La
pérdida de DICER en estos ratones supone la muerte del embrién antes
de los 7.5 dpc, con una pérdida detectable de células madre (Bernstein
et al., 2003).

Por tanto, los miRNAs también son importantes para la diferenciacién
de las células madre. Las células madre mutantes para Dicer tienen
una proliferaciéon limitada y una deficiente diferenciaciéon (Murchison
et al., 2005; Kanellopoulou et al., 2005). Sin embargo, como la pérdida
de DICER afecta a la generacion de miRNAs y del RNAIi, no esta claro
qué via es la responsable del fallo en las células madre. Para averiguar
el papel especifico de los miRNAs en las células madre se eliminé
DGCRS, proteina que ayudaba a DROSHA en el procesamiento de los
miRNAs. En este caso, las células madre expresaron algunos marcadores
de diferenciacién, aunque los marcadores de pluripotencialidad no fueron
totalmente reprimidos, confirmando el papel crucial de los miRNAs en la
diferenciacion de las células madre (Wang et al., 2007a). Por otro lado,
para evaluar la importancia funcional de los miRNAs y DICER, Dicer
fue bloqueado condicionalmente en oocitos en crecimiento, dando lugar a
defectos en la organizacién del huso acromatico y en el alineamiento de
los cromosomas en el oocito maduro (Murchison et al., 2007; Tang et al.,
2007). Cuando se fecundaron oocitos mutantes para DICER con esperma
normal, los zigotos resultantes fallaron en la primera divisién celular
(Tang et al., 2007). Por otra parte, la eliminaciéon de AGO2, estabiliza a
un conjunto de RNAs maternos y reduce transcritos en el zigoto de otro

81



3. Antecedentes

conjunto de genes, dando lugar a embriones que detienen su desarrollo
en el estadio de dos células (Lykke-Andersen et al., 2008). Estos datos
suponen que los miRNAs y/o siRNAs del oocito son esenciales para los
estadios tempranos de la embriogénesis. No obstante, son necesarios méas
estudios para determinar el efecto especifico de los miRNAs y siRNAs.

Considerando esta destacada implicacion de los miRNAs en la embri-
ogénesis, se han llevado a cabo estudios para dilucidar la funcién de miR-
NAs concretos. Se ha encontrado un grupo de miRNAs especificamente
expresados en células madre indiferenciadas, lo que implica un papel de
mantenimiento de la pluripotencialidad. Por el contrario, otro conjun-
to de miRNAs estan sobre-expresados en las células madre en diferen-
ciacién, un indicio de sus funciones como promotores de la diferenciacién
(Houbaviy et al., 2003). Entre los miRNAs especificos de células madre,
tiene particular interés el cluster miR-290. Su expresién comienza en el
estadio de cuatro células y aumenta constantemente a lo largo del estadio
de blastocisto, sugiriendo un papel critico de este cluster en el desarrol-
lo temprano (Viswanathan et al., 2009a). Los embriones de raton homo-
cigotos para una delecién del cluster miR-290 mueren tempranamente
(Blakaj y Lin, 2008). Ademas, miR-291-3p, miR-294 y miR-295 mejoran
la eficiencia en la derivacion de las células madre plutipotentes inducidas
por Oct4, Sox2 y Klif4, confirmando su funcién en el establecimiento de la
pluripotencialidad (Judson et al., 2009).

También se han identificado varios miRNAs que regulan especifica-
mente genes concretos en las células de la masa celular interna del blas-
tocisto. Por ejemplo, miR-134 y miR-470 tienen diana para Sox2 y Oct4,
respectivamente. Ambos miRNAs regulan la expresiéon de Nanog, siendo
de destacar el hecho de que sus sitios diana estan localizados en secuen-
cias codificantes, en lugar de en las regiones 3’ no transcritas (Tay et al.,
2008). En las células madre de humano, miR-145 reprime la expresion
de OCT4, SOX2 y KFL4 (Xu et al., 2009). Todos estos miRNAs regulan
de forma negativa factores de pluripotencialidad, lo que implica que estos
miRNAs pueden estar involucrados en la diferenciacién del trofoectoder-
mo y la masa celular interna del blastocisto en un estadio tardio. Se ha
identificado una diana especifica del cluster miR-290 que reprime la ex-
presién de Rbl2, un represor de la metiltransferasa, DNMT3. La pérdida
de funcion del cluster miR-290 eleva el nivel de expresion de Rbl2, que a
su vez reduce la expresién de DNMT3, dando lugar a una hipometilacién
del DNA en las células madre, y afecta al silenciamiento estable de Oct4
después de la diferenciacion (Sinkkonen et al., 2008; Benetti et al., 2008).
Por lo tanto, el cluster miR-290 juega papeles importantes no sélo en el
mantenimiento de la pluripotencialidad sino también en la diferenciacion
de las células madre embrionarias y probablemente en la diferenciaciéon
de la masa celular interna del blastocisto. Hasta el momento, aunque se
ha identificado un grupo de miRNAs especificos del trofoectodermo, no se
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ha caracterizado ninguna de sus dianas ni ningun miRNA concreto que
regule un gen determinado. El conocimiento de estos miRNAs arrojara
luz sobre como los miRNAs promueven la segregacion del trofoectodermo
y la masa celular interna del blastocisto.

miRNAs y cancer

Los miRNAs se han mostrado relevantes en muchos procesos patolégi-
cos, incluyendo enfermedades metabdlicas, cardiovasculares y cancerosas.
La importancia de la alteracién de los miRNAs en el céncer radica en
los recientes hallazgos que unen a los miRNAs con una red compuesta
de genes supresores de tumores y oncogenes (Esquela-Kerscher y Slack,
2006). Una de las primeras evidencias de la implicacién directa de los
miRNAs en el cancer fue la identificacion de miR-15a y miR-16-1 en la
banda cromosémica humana 13q14, que est4a ausente con frecuencia en
la leucemia crénica linfocitica (CLL) (Calin et al., 2002). Este hecho, jun-
to con la demostracién de que estos miRNAs tienen diana en el oncogen
BCL-2, sugiere que estos miRNAs sirven como factor supresor de tumores
en esta region, (Calin et al., 2005). Otro hallazgo bien documentado es
la supresién del oncogen RAS por miembros de la familia let-7, que es-
tan frecuentemente inhibidos en cancer de pulmén (Johnson et al., 2005).
Asi, se ha descrito que la reduccién en la expresion de let-7 esta asocia-
da con un acortamiento en la supervivencia post-operatoria en pacientes
con cancer de pulmén (Takamizawa et al., 2004). Por otro lado, se han
descrito miRNAs que estan sobre-expresados en varios canceres y que
funcionan, por tanto, como oncogenes. Un ejemplo de esto es el cluster
miR-17-92, que se sobre-expresa frecuentemente en linfomas y cancer de
mama. La transcripcion del cluster miR-17-92 es inducida por la oncopro-
teina ¢-MYC, mostrando una actividad proliferativa y/o anti-apoptética
(O’Donnell et al., 2005). Conjuntamente, los miRNAs desregulados en
cancer podrian funcionar como supresores o como promotores de tumores,
segun sus dianas sean oncogenes o genes supresores de tumores.

Varios trabajos han mostrado que la inhibicion de ciertos miRNAs
aparece con frecuencia asociada a los canceres de mama, préstata y ovario
(Lu et al., 2005; Marton et al., 2008; Ozen et al., 2008; Zhang et al.,
2008). Ademas, una inhibicién general en la biogénesis de los miRNAs
por supresién de alguno de los componentes clave de la maquinaria de
procesamiento de los miRNAs, tales como DROSHA, DGCRS8 y DICER,
promueve la transformacion celular y la tumorogénesis (Kumar et al.,
2009, 2007). Existen varios mecanismos que contribuyen a desregular la
expresion de un miRNA en el cancer. Ademas de las anormalidades de
los genes supresores de tumores y oncogenes, estas alteraciones podrian
ser explicadas, en parte, por varios mecanismos, incluyendo deleciones
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cromosoémicas, mutaciones génicas, silenciamiento epigenético, o desregu-
lacion transcripcional de los transcritos de pri-miRNAs (Croce, 2009). De
hecho, algunos loci de miRNAs muestran inestabilidad genémica en célu-
las cancerosas, y también se ha descrito ampliamente que ¢-MYC reprime
la transcripcién de los genes de miRNAs (Calin et al., 2004; Chang et al.,
2008). Por otro lado, en cuanto a los procesos caracteristicos de la biogé-
nesis de miRNAs, se sabe que la desregulacién podria atribuirse a un
deterioro en el procesamiento de los miRNAs, que podria explicar la in-
hibicién, tanto de un amplio conjunto de miRNAs, como de miRNAs es-
pecificos (Michael et al., 2003; Thomson et al., 2006). La desregulacién
en la biosintesis de los miRNAs en el cancer esta apoyada también por
el recientes hallazgos de mutaciones de cambio de pauta de lectura en
el gen TRBP2, un componente que interacciona con DICER, y que se ha
observado en carcinomas hereditarios y esporadicos con inestabilidad de
microsatélites (Melo et al., 2009). Adema4s, una mutacién en DICER1 se
ha asociado con el blastoma pleuropulmonar (Hill et al., 2009). Seguin es-
to, la expresion reducida de los factores de procesamiento de miRNAs se
puede considerar como un criterio de diagnéstico del cancer de pulmoén y
de ovario (Karube et al., 2005; Merritt et al., 2008).

En resumen, aunque la importancia de los miRNAs esta creciendo rap-
idamente en la biologia del cancer, se sabe todavia poco sobre la importan-
cia de su regulacién a nivel de la biogénesis de los miRNAs. Todavia no se
ha estudiado en profundidad la conexién entre los genes supresores de tu-
mores y la maquinaria de biogénesis de miRNAs. En numerosos trabajos
se han revelado los detalles del patrén de expresiéon de miRNAs desregu-
lados en varias enfermedades malignas humanas, siendo cada vez mayor
la lista de miRNASs reconocidos como supresores de tumores o como onco-
genes. Ademas, es bastante evidente que algunos aspectos caracteristicos
de los procesos biolégicos relacionados con el cancer, incluyendo resisten-
cia a drogas, angiogénesis tumoral, mantenimiento de la iniciacién can-
cerosa de una célula y metastasis, se encuentran asociados con la funcién
de los miRNAs (Yu et al., 2007; Tavazoie et al., 2008; Kovalchuk et al.,
2008; Miller et al., 2008). Por tanto, el entendimiento de los mecanismos
que controlan la expresion de los miRNAs en el cancer y sus consecuen-
cias funcionales puede proporcionar nuevas visiones para mejorar la clasi-
ficacidn, los pronésticos de prediccion y el tratamiento contra el cancer.

3.3.3. Herramientas bioinformaticas en el estudio de
los microRNAs

La mayoria de los miRNAs de metazoos emparejan de forma imperfec-
ta con sus correspondientes mRNAs diana, siendo dificil identificar cuales
de ellas son biolégicamente importantes. No obstante, los analisis bioin-
formaticos de prediccion de dianas basados en la deteccién de la region
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semilla (Bartel, 2009), junto con la conservacion evolutiva de estas re-
giones, suponen una poderosa herramienta para identificar genes regula-
dos por miRNAs (Lewis et al., 2003; John et al., 2004; Krek et al., 2005;
Lewis et al., 2005; Miranda et al., 2006; Rajewsky, 2006; Bartel, 2009;
Friedman et al., 2009). Sin embargo, los algoritmos utilizados frecuente-
mente predicen cientos o miles de genes diana para cada miRNA, muchos
de los cuales no son dianas reales, y en otras ocasiones los algoritmos fal-
lan en la prediccién de dianas con verdadera significacién biolégica. Esto
obliga al uso de métodos experimentales para identificar genes diana de
microRNAs, basados en la observacién de la inhibicién del gen o de su
proteina cuando se sobre-expresa el miRNA en cuestién, (Lim et al., 2005;
Chang et al., 2007; Johnson et al., 2007; Selbach et al., 2008; Baek et al.,
2008; Lal et al., 2009), o en la precipitacion de los mensajeros junto con
proteinas asociadas a los complejos miRISC (Karginov et al., 2007; Zhao
et al., 2007a; Beitzinger et al., 2007; Easow et al., 2007; Hendrickson et al.,
2008; Hong et al., 2009). La secuenciacién masiva de RNAs purificados
por inmunoprecipitacion con AGO, que arrastra también a los mRNAs,
proporciona una forma eficiente de identificar los emparejamientos entre
elementos de reconocimiento de miRNAs y mRNAs (MRE).

Por tanto, el uso de algoritmos de prediccién y de métodos experimen-
tales, genera una amplia lista de dianas candidatas para miRNAs. Sin
embargo, elegir la diana mas importante de estas largas listas es una
complicada tarea. El estudio de la funcion del gen y el analisis del “inter-
actoma”son pues necesarios para interpretar las relaciones funcionales
entre los miRNAs y sus genes diana.(Lal et al., 2009).

Prediccion computacional de genes diana para miRNAs

Los algoritmos de prediccién cominmente mas usados se basan en
varios criterios que, en funcién de su importancia, son los siguientes:

1. Complementariedad con la regién semilla del miRNA
2. Conservacién evolutiva del MRE
3. Energia libre del heterodiplex miRNA-mRNA

4. Caracteristicas de la secuencia del mRNA fuera del sitio de la diana

(Duursma et al., 2008; Lal et al., 2009; Mayr et al., 2007; Meng et al., 2007)

Los primeros algoritmos usados tales como TargetScan y PicTar (Krek
et al., 2005; Friedman et al., 2009) se centran en el emparejamiento de
la region semilla. El algoritmo de TargetScan (Lewis et al., 2003, 2005;
Friedman et al., 2009) requiere un emparejamiento exacto de 7 bases
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o mas en la regién semilla, pero el de PicTar (Krek et al., 2005) no,
estableciendo en su lugar un limite estricto de energia libre entre los
emparejamientos. Ambos mejoran las predicciones teniendo en cuenta la
conservacion evolutiva de las secuencias diana. (Grimson et al., 2007). Los
mRNAs que obtienen una puntuacién mayor o multiples predicciones de
MREs suelen ser con mas frecuencia las verdaderas dianas.

El algoritmo miRanda (John et al., 2004) alinea un miRNA con
su diana en el mensajero porque identifica complementariedad con las
secuencias, pero permitiendo emparejamientos desajustados como G-U.
Despusés se filtran las dianas con alta puntuacién y en un segundo criterio
se tiene en cuenta la energia libre de desnaturalizacién del heterodiplex
(AG). Finalmente, sélo las predicciones conservadas son las seleccionadas.
Asi, debido a que miRanda no requiere un emparejamiento exacto en la
region semilla se han podido predecir dianas como las de los dos sitios
de let-7 de Caenorhabditis elegans en el gen LIN-41, que contiene un
desajuste G-U en la regién semilla (Vella et al., 2004; Betel et al., 2008).

Otros algoritmos tiene en cuenta la accesibilidad de la diana (Kertesz
et al., 2007, Hammell et al., 2008). En lugar de considerar sélo la
energia libre del heteroduplex (miRNA-mRNA), estos algoritmos estiman
el coste de energia necesaria para desplegar la estructura secundaria del
mRNA que rodea a la regién diana. El algoritmo PITA (Kertesz et al.,
2007) combina la energia libre del emparejamiento miRNA-mRNA con
la medida de la AAG. El algoritmo encuentra emparejamientos semilla
(permitiendo un ntimero de emparejamientos inespecificos), y calcula el
AAG para cada emparejamiento, independientemente de la conservacion.
Aunque los demas algoritmos buscan dianas en los extremos 3’ UTR,
PITA lo hace en todo el gen y puede predecir MREs fuera del 3’ UTR.

El algoritmo mirWIP (Hammell et al., 2008) esta basado en las carac-
teristicas de la secuencia de mRNAs aislados por inmunoprecipitacién del
complejo miRISC de C. elegans (Zhang et al., 2007). El programa mirWIP
puntia las dianas segiun 1) los emparejamientos perfectos e imperfectos
en la region semilla, 2) la accesibilidad al sitio de unién del mRNA segin
su estructura secundaria y 3) AG total, un analogo de AAG. La sensibil-
idad y especificidad del algoritmo mirWIP son altas en relacién con otros
algoritmos, dado el elaborado desarrollo de la base de datos de miRISC
que se ha creado para ello.

El algoritmo rna22 difiere radicalmente de otros algoritmos (Miran-
da et al., 2006). Esta relacionado con el reconocimiento de patrones
compartidos de secuencias de miRNAs. La base de datos considera to-
das las secuencias de los miRNAs maduros e identifica estadisticamente
los patrones de secuencias sobre-representadas. Los potenciales MREs
son identificados como patrones complementarios. Las predicciones son
hechas segun el plegamiento de cada miRNA, in silico, en el heteroduplex
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con la secuencia diana predicha e identificando los miRNAs con AG mas
bajo. El algoritmo rna22 no considera la conservacion, sus predicciones no
se restringen al extremo 3’ UTR y se permiten ciertos emparejamientos
inespecificos. Este algoritmo ha sido usado para asignar emparejamien-
tos en las regiones no semilla y en secuencias codificantes (CDS, coding
sequence).

Los desarrolladores del algoritmo rna22 predijeron un indice bajo de
falsos positivos. Sin embargo, rna22 no realiza muy bien los algoritmos
de semilla parcial en los datos de proteémica de alto rendimiento (Baek
et al., 2008; Selbach et al., 2008), y sélo algunas predicciones de MREs de
rna22 fueron validadas en estudios de bajo redimiento (Lal et al., 2009;
Navarro et al., 2009).

Varios estudios de revision han comparado los diferentes algoritmos
usando como punto de referencia las dianas para miRNAs validadas o
refutadas experimentalmente (Sethupathy et al., 2006; Alexiou et al.,
2009). Los estudios de proteémica desarrollados por TargetScan y PicTar
tienen un mayor poder predictivo al estar basados en un estricto empare-
jamiento de la regién semilla (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008; Alex-
iou et al., 2009). En muchos estudios experimentales se ha visto que los
miRNAs en los que se ha validado su diana han sido elegidos por méto-
dos de prediccién de emparejamiento de la zona semilla. Sin embargo, re-
cientes estudios de alto rendimiento basados en la unién de las proteinas
AGO a los emparejamientos miRNA-mRNA sugieren que en alrededor
del 25-45 % de los MREs no hay un emparejamiento perfecto de la region
semilla (Chi et al., 2009; Zisoulis et al., 2010). Por lo tanto, la seleccién ex-
clusiva de dianas con emparejamiento exacto con la semilla dejaria fuera
a un buen ndmero de dianas reales.

Todos los analisis bioinformaticos necesitan considerar variaciones en
las secuencias anotadas en las bases de datos usadas para generar predic-
ciones. El mismo algoritmo utilizado en dos bases de datos distintas (UC-
SC y Ensembl) genera predicciones de dianas que se solapan en menos del
50 % (Ritchie et al., 2009). Las bases de datos actuales no tienen en cuenta
las isoformas de los mRNAs especificas de un tipo celular. Algunos mR-
NAs tienen polianedilacién alternativa en proliferacion celular (Sandberg
et al., 2008), cancer (Mayr y Bartel, 2009) y diferenciacion (Ji et al., 2009),
generando transcritos con extremos 3’ UTR tnicos. En consecuencia, es
importante saber si la isoforma expresada por el gen en el tipo celular
estudiado contiene o no el MRE predicho por el programa.

Enfoque genético hacia la identificacion de dianas para miRNAs

Para examinar el efecto de la manipulacién de un gen especifico se
utiliza frecuentemente el estudio de mutantes (Ambros, 2004). El hallazgo
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del miRNA lin-4 y su diana en lin-14 se encontré identificando larvas de
C. elegans con defectos genéticos, lo que dio paso al descubrimiento de los
miRNAs (Lee et al., 1993; Wightman et al., 1993; Ambros, 2004). Otros
miRNAs y unas cuantas de sus dianas fueron identificadas por rastreo de
fenotipos mutantes en C. elegans y D. melanogaster (Ambros, 2004). Estas
dianas fueron deducidas generalmente por sus relaciones epistaticas (Lee
et al., 1993; Ambros, 2004). Por tanto, las anormalidades genéticas han
sido especialmente tutiles para identificar la funcién biolégica de miRNAs.
Asi, la sobre-expresién condicional de cada uno de los 6 miRNAs que
forman el cluster miR-17-92 ha permitido demostrar el prominente papel
de miR-19 en los canceres hematolégicos in vitro e in vivo (Mu et al.,
2009; Olive et al., 2009; Mavrakis et al., 2010). De hecho, los estudios
bioinformaticos, de expresion génica y los analisis funcionales llevaron
a identificar al gen PTEN, un supresor de tumores, como diana del
miR-19. Otro ejemplo lo constituye el cluster miR-143-145, altamente
expresado en células musculares, que fue descubierto mediante el uso de
ratones transgénicos. Los ratones knockout no tenian defectos aparentes
en el desarrollo, sugiriendo que este cluster no es esencial para el
desarrollo, pero las células musculares estaban menos diferenciadas con
respecto al fenotipo salvaje y eran incapaces de responder a un darfio
vascular. Las dianas para este cluster fueron identificadas manualmente
seleccionando posibles genes candidatos a partir de las predicciones
computacionales (Xin et al., 2009). Asi, el uso combinado de datos
genéticos y computacionales, junto con métodos moleculares, supone
una poderosa estrategia para dilucidar la funcién de miRNAs concretos
(Easow et al., 2007; Baek et al., 2008; Zisoulis et al., 2010).

Anadlisis de microarrays tras de la sobre-expresion o inhibicion de
miRNAs. El analisis mediante microarrays de mRNAs tras la realizacion

de un experimento funcional con miRNAs es muy interesante ya que los
miRNAs alteran los niveles de transcritos (Lim et al., 2005; Selbach et al.,
2008; Baek et al., 2008; Hendrickson et al., 2009), lo que proporciona
una herramienta muy 1til para identificar posibles genes regulados por
miRNAs. Aunque con este método no podemos distinguir las dianas
directas de las indirectas, se puede analizar el efecto de la manipulaciéon
de un miRNA sobre la expresién global de los genes (Lim et al., 2005;
Linsley et al., 2007; Lal et al., 2009). Esta estrategia fue usada, por
ejemplo, para identificar los cambios en mRNA después de la sobre-
expresion de miR-1 en musculo, y de miR-124 en cerebro (Lim et al.,
2005). Asi la transfeccion de células Hel.a con miR-1 indujo a estas
células a mimetizar el perfil de expresiéon génica propio de las células
musculares, mientras que la transfeccion con miR-124 desplazé dicho
perfil hacia el habitual en células cerebrales. Para el caso de miR-
1, el 88% de los genes inhibidos contenian un emparejamiento de 6
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nucleétidos en la region semilla, y el 76% de los genes que fueron
inhibidos por miR-124 tienen un emparejamiento similar (Lim et al.,
2005). La sobre-expresiéon de miRNAs también es muy 1til para estudiar
los efectos biolégicos y sus dianas, especialmente en miRNAs relacionados
con el cancer. La sobre-expresion de let-7 disminuye la proliferacion
de células cancerosas en pulmén e higado, siendo inhibidos mas de
200 transcritos en ambos tipos celulares (Johnson et al., 2007). Los
analisis de la funcién de los genes inhibidos indicaron que eran genes
implicados en la replicacién del DNA y en diferentes etapas del ciclo
celular. De manera similar, la transfeccion de lineas celulares de colon
con miR-15a y miR-16, increment6 la proporciéon de células en fase
GO/G1 y la mayoria de los genes inhibidos estaban relacionados con el
control del ciclo celular (Linsley et al., 2007). Paraddjicamente, estos
no presentaban emparejamientos con las regiones semilla de miR-15a
o miR-16, sugiriendo que muchos de los efectos observados podrian ser
indirectos.

La pérdida de funcién también ha sido utilizada para identificar
miRNAs. Por ejemplo, la inhibicién in vivo del miR-122, especifico de
higado, activé la expresion de cientos de mRNAs (Kriitzfeldt et al., 2005).
La mayoria de las regiones 3° UTR que contenian dianas con semillas
de hexanucleétidos pertenecian a genes relacionados con la biosintesis
del colesterol. En este mismo estudio se analizaron simultdneamente los
cambios en la expresiéon de los genes después de la inhibicién de miR-
15 y miR-16 (Linsley et al., 2007), observandose un efecto menor que
en el caso de la sobre-expresion, lo que sugiere que la sobre-expresion
puede ser mas util para identificar dianas que la inhibicién. Sin embargo,
los beneficios relativos de la sobre-expresién o inhibicién dependeran del
contexto biolégico de que se trate. En los experimentos de sobre-expresion
se corre el riesgo de inducir niveles supra-biolégicos del miRNA, lo que da
lugar a artefactos derivados el hecho que tales niveles saturan el complejo
miRISC, impidiendo asi la accién de otros miRNAs (Khan et al., 2009). Por
el contrario, la represion de un miRNA poco expresado es poco probable
que tenga un efecto sustancial en sus genes diana y, a su vez, puede
resultar muy dificil suprimir completamente un miRNA que muestre un
alto nivel de expresiéon endégena.

Andlisis proteomicos. Los analisis proteémicos también pueden permi-

tir 1a identificacién de dianas para miRNAs. El uso de aminoacidos marca-
dos con is6topos radiactivos en cultivos de células (SILAC) y su posterior
analisis mediante espectometria de masas, permitié evaluar el efecto de
la pérdida o ganancia de expresién de miRNAs concretos en el proteoma
de dichas células (Baek et al., 2008; Selbach et al., 2008). En un estu-
dio de este tipo se comparé la composicién de proteinas citoplasmaticas
y nucleares en neutréfilos de tipo salvaje con respecto a los de ratones
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knockout para miR-223. Los mRNAs de las proteinas que fueron sobre-
expresadas en los neutréfilos de estos ratones tenian emparejamientos
con la region semilla del miR-223. Los algoritmos utilizados en los anali-
sis bioinformaéticos tienen un gran poder de prediccién porque requieren
un emparejamiento estricto con la regién semilla, pero sélo el 33 % de las
dianas predichas por tales algoritmos mostraron cambios en la expresion
de proteinas, indicando que estos algoritmos producen un alto indice de
falsos positivos (Baek et al., 2008).

En general los cambios en la expresion de mRNA estan bien correla-
cionados con los cambios en las proteinas, pero estos estudios, tanto de
expresion de mRNA como de proteémica, no pueden distinguir entre di-
anas directas para miRNAs y efectos indirectos causados por genes reg-
uladores controlados directamente por los miRNAs. Los experimentos de
SILAC son de larga duracion, caros y poco accesibles para la mayoria de
los laboratorios, ademas de que los actuales métodos sélo pueden resolver
una fraccién proteémica al mismo tiempo. Por estos motivos y puesto que
los cambios en expresién de mRNAs y proteinas estan altamente correla-
cionados, los andlisis de microarrays y el estudio de mensajeros son los
métodos mas utilizados generalmente, dada su mayor simplicidad.

Identificacion de miRISC-asociados a dianas de miRNAs. El com-

plejo miRISC de mamiferos contiene el miRNA maduro y diferentes
proteinas, incluidas una proteina AGO y TNRC6 (Ding y Han, 2007,
Landthaler et al., 2008). Diferentes estudios han identificado dianas para
miRNAs por su asociacion con las proteinas miRISC mediante inmuno-
precipitacion, normalmente manipulando un miRNA especifico para iden-
tificar sus dianas (Easow et al., 2007; Karginov et al., 2007; Hendrickson
et al., 2008). Este método se ha usado mas frecuentemente para describir
las caracteristicas generales de MREs que para identificar dianas especi-
ficas. No obstante, la inmunoprecipitacién es una técnica poderosa para la
identificacién de verdaderas dianas para miRNAs (Karginov et al., 2007;
Hendrickson et al., 2008), aunque tiene algunas limitaciones. Asi, los miR-
NAs y mRNAs que son recolectados asociados con AGO1 o0 AGO2 pueden
no ser idénticos a los encontrados en el miRISCs que contiene otras AGOs
(Su et al., 2009). Ademas el epitopo diana para AGO tiene algunos incon-
venientes pues en ocasiones puede estar asociado a RNAs transferentes
(Maniataki y Mourelatos, 2005) introduciendo artefactos experimentales
(Easow et al., 2007). La sobre-expresiéon de AGO incrementa, en gener-
al, la producciéon de miRNAs endégenos (Diederichs y Haber, 2007; Zhang
etal., 2009), lo que podria sesgar el perfil de interacciones miRNA-mRNA.
También puede ocurrir que las proteinas AGO de los extractos celulares
se asocien con mRNA después de la lisis (Karginov et al., 2007), inmuno-
precipitando mRNAs que no tienen verdaderas dianas. Finalmente, las
AGO tienen la limitacién de que identifican mRNAs en lugar de parejas
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de un mRNA y un miRNA especificos, por lo que no se pueden establecer
relaciones directas entre miRNA y mRNA.

Identificacion de uniones miRISC-MREs. Recientemente se ha de-

sarrollado una técnica llamada “AGO HITS-CLIP” (high throughput se-
quencing by crosslinking and inmunoprecipitation), que permite identi-
ficar directamente las uniones miRNA-MREs (Chi et al., 2009; Hafner
et al., 2010; Zisoulis et al., 2010). Los acidos nucleicos se unen mediante
radiacién ultravioleta (crosslinking) a las proteinas del miRISC y son en-
tonces inmunoprecipitadas con anticuerpos especificos contra algin com-
ponente del miRISC. E1 RNA no unido es digerido para quedarse uni-
camente con los complejos RNA-miRISC, que son analizados mediante
secuenciacion de alto rendimiento para identificar las proteinas AGO aso-
ciadas al miRNA y su diana en el MREs. Con esto se consigue un menor
indice de falsos positivos y de falsos negativos. Se ha comprobado que la
eficiencia de la deteccion de dianas previamente validadas esta correla-
cionada con los niveles de expresion del mRNA, siendo las dianas mas
altamente expresadas las mas faciles de identificar. De las secuencias es-
tudiadas, un 25 % se localizaba en regiones codificantes no identificadas
(CDS), y el 27 % no tenia un emparejamiento perfecto con la regién semil-
la para los 20 miRNAs mayoritariamente expresados. Estos resultados
implican que los miRNAs pueden regular muchos genes por interacciones
en la region no semilla o por interacciones en CDS (Vella et al., 2004; Did-
iano y Hobert, 2006; Duursma et al., 2008; Tay et al., 2008; Lal et al.,
2008, 2009; Shin et al., 2010). Asi, en un estudio HITS-CLIP realizado en
C. eleganas (Zisoulis et al., 2010), se encontré un alto grado de empare-
jamiento entre los 3 UTR y las regiones semilla de miRNAs aislados. Sin
embargo, el 37 % de las secuencias no tenian una regién semilla conserva-
da, permitiendo incluso desequilibrios como G-U. También se encontraron
secuencias CDS emparejando con miRNAs pero no en la regién semilla,
sino en la region central del miRNA.

Un método mejorado de aislamiento de RNAs asociados a protei-
nas es el llamado PAR-CLIP, (photoactivatable-ribonucleoside-enhanced
crosslinking and inmunoprecipitation), que también se ha usado para
identificar dianas para miRNAs (Hafner et al., 2010). Las células son
cultivadas con tiouridina fotorreactiva, que puede sustituir a la uridina
durante la transcripcién antes de la unién por radiacién y la inmuno-
precipitacion. Posteriormente se analizan las uniones miRNA-proteina y
mRNAs mediante secuenciacién masiva. La incorporacién de la tiouridina
mejora sustancialmente el rendimiento del RNA, porque en la transcrip-
cién reversa la tiouridina permite transiciones T-C, lo que permite una
localizacién maés precisa del sitio de interaccion MRE-miRISC. El 50 % de
las uniones MREs candidatas se localizaban en CDS, mientras que el 46 %
emparejaban en el 3’ UTR. La identificacion de los sitios diana fue testada
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mediante inhibicién antisentido de los 25 miRNAs mas altamente expre-
sados. Las dianas con los emparejamientos semilla se sobre-expresaron
mas frecuentemente que las dianas sin emparejamiento semilla. De for-
ma similar, los mRNAs en los que se unia el miRNA en el extremo 3’ UTR
se sobre-expresaron mas, por inhibicién del miRNA, que aquellos en los
que el emparejamiento estaba en la region CDS.

Validacion de verdaderos genes diana. Dado el potencial de los miR-

NAs para regular un amplio nimero de genes, resulta dificil identificar
la diana clave de una larga lista de posibles genes diana generados por
los métodos bioinformaéticos. La identificacion de dianas verdaderas para
miRNASs concretos es sélo el primer paso. Para validar genes candidatos a
ser regulados por un miRNA, el método clave es el estudio del efecto de la
manipulacién del miRNA (por sobre-expresion, inhibicién o eliminacién)
sobre los niveles de mensajero y/o proteina, esperandose observar una
relacion inversa entre el producto génico y el miRNA. Se puede probar la
regulacion directa de un miRNA sobre la expresién de un gen realizando
ensayos en los que se usan genes chivatos localizados en plasmidos es-
pecificos en los que se clona la regién 3’ UTR o CDS en cuestién y con
los que se transfectan células que sobre-expresan el miRNA mimético. La
muestra de que el extremo 3’ UTR de un gen es regulado por un miRNA
es un claro indicio de que el transcrito esta regulado por este miRNA en
su contexto nativo. Los MREs candidatos pueden ser identificados usan-
do algoritmos basados en la regiéon semilla o aquellos que no requieran
un emparejamiento perfecto como el rna22 (Miranda et al., 2006; Kertesz
et al., 2007). Pero la confirmacion directa de la regulaciéon de un miR-
NA se obtiene por mutacion o delecién de los residuos incluidos en el gen
chivato, como control negativo, y estudiando entonces su expresién. La
mayoria de los estudios directos se hacen sobre-expresando el miRNA y
usando genes chivatos bajo un promotor fuerte. En el caso de los empare-
jamientos MREs en CDS, la validacion del papel real de esta unién es méas
complicada porque el efecto de éste en la expresion del gen es mas débil
que la unién MRE en el 3’ UTR. Por ello, la estrategia consiste en clonar
las secuencias adyacentes al posible MRE-CDS, y el CDS en un marco
de lectura abierto en un plasmido chivato apropiado (Easow et al., 2007;
Lal et al., 2008). La presencia de codones raros aguas arriba de un MRE-
CDS puede ralentizar la traduccion, permitiendo a los miRNAs unirse al
CDS y reprimir la expresion del gen eficazmente (Gu et al., 2009), siendo
necesario considerar este hecho a la hora de disefiar un sistema con genes
chivatos.
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3.3.4. Aplicaciones biotecnologicas del RNAi

El RNAi supone una poderosa herramienta para analizar las fun-
ciones génicas tanto en cultivos de tejidos como en sistemas in vivo. Da-
da su generalizada aplicabilidad se ha utilizado mucho para disenar her-
ramientas géneticas usando animales modelo como Caenorhabditis ele-
gans, Droshophila melanogaster y raton. Ademas, el uso de RNAi abre la
posibilidad de responder a muchos interrogantes en animales en los que
las herramientas genéticas estan poco desarrolladas o son inexistentes.

El rastreo genético es uno de los métodos méas poderosos disponibles
para obtener datos sobre cémo funcionan complejos procesos biolégicos.
Con los anos se han hecho muchas mejoras y se han desarrollado
herramientas de manipulacién genética disponibles para cada organismo
modelo; son las llamadas cajas de herramientas (Nagy et al., 2003; Venken
y Bellen, 2005; Kaletta y Hengartner, 2006). Estos poderosos enfoques y
nuevas herramientas facilitan las busquedas genéticas y la consiguiente
identificacion de alteraciones genéticas, asi como el seguimiento necesario
para analizar fenotipos mutantes. Por ejemplo, innovaciones tales como
analisis de mosaicos y la expresion especifica de tejido de transgenes ha
permitido estudiar la funcién de un gen en una gran variedad de tejidos,
estadios y contextos.

Poco tiempo después del descubrimiento de los RNAs de doble cadena
por Fire et al. (1998) se empezaré a inhibir la actividad de genes concre-
tos, mediante el uso de métodos basados en el RNAi, que fueron anadidos
a esas cajas de herramientas de varios organismos. Estos métodos fueron
una verdadera revolucién en el campo de la genémica funcional por su
relativa facilidad, y mas significativamente porque el RNAI, a diferencia
de otros métodos de deteccion genética mas tradicionales, proporcionaba
una herramienta de reversiéon genética, especialmente para aquellos or-
ganismos genéticamente mas complejos, como es el caso de los mamiferos.
Es importante destacar que el poder de los métodos basados en el RNAi
para analisis genético sera plenamente efectivo cuando se complete la se-
cuenciacion del genoma de varios organismos (Adams et al., 2000; Venter
et al., 2001; Consortium et al., 2002). De hecho, la identificacién de todos
los genes del genoma en C. elegans, Drosophila, rata, ratén y humano ha
dado lugar a la construcciéon de numerosas fuentes de RNAi en todo el
genoma, permitiendo la deteccion de reversiones genéticas en cultivos de
tejidos o in vivo. Hoy en dia, los rastreos mediante RNAi en todo el geno-
ma son posibles in vivo en C. elegans, en células de tejidos en cultivo e in
vivo en Drosophila, y en lineas celulares de ratén, rata y humano.

Actualmente, el RNAi es una herramienta bien establecida para
estudio de cultivos de tejidos, y después de los primeros rastreos de todo el
genoma en células de Drosophila (Boutros et al., 2004), los rastreos de alto
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rendimiento (HTS, high-throughput screening) mediante RNAi se hacen
de rutina en Drosophila y en células de mamiferos, aunque los métodos de
RNAI in vivo estén todavia en desarrollo en la mayoria de los organismos

Reactivos de RNAi para rastreo in vivo. Existen cuatro tipos de reac-

tivos de RNAi usados para estudios in vivo: sintéticos (siRNAs), pequenos
RNAs horquillados (shRNAs), pequefios microRNAs horquillados (shmiR-
NAs) y largos RNAs de cadena doble (dsRNAs) (Echeverri y Perrimon,
2006; Lee y Kumar, 2009).

La relativa facilidad de los métodos del RNAi en C. elegans ha he-
cho posible que éste sea un organismo modelo para el desarrollo de la
tecnologia de estudio de la funcion génica a escala del genoma entero
(Sugimoto, 2004). Los dsRNAs pueden ser introducidos en el nematodo
por un simple bafio del animal en la solucién de dsRNA, alimentando a
los gusanos con bacterias que expresan estos largos dsRNAs, por inyec-
cién del dsRNA o generando animales que expresan estos horquillados
transgénicos. Muchos de los rastreos del genoma entero que se hicieron
hace mas de diez afios en C. elegans para buscar respuestas a una amplia
variedad de preguntas biolégicas del desarrollo, sefializacion celular, en-
vejecimiento, regulacién metabélica y enfermedades neurodegenerativas,
s6lo dieron unas cuantas respuestas. Mas tarde, estos mismos rastreos se
hicieron, con mas éxito, en fenotipos salvajes o en mutantes especificos,
bien por inyeccion o por via alimentaria del RNAi (Kaletta y Hengartner,
2006; Boutros y Ahringer, 2008).

Por iltimo, un tema importante en cuanto al rastreo de RNAi a
gran escala, es el indice de falsos positivos y negativos asociados con
el método. Los falsos positivos ocurren cuando aparece un fenotipo
nuevo e inesperado tras el tratamiento con el RNAi, cuando en realidad
dicho tratamiento no ha sido la causa de ese falso descubrimiento
(Sonnichsen et al., 2005). Los falsos negativos, por otro lado, ocurren
cuando aparece variabilidad en la capacidad de inhibicién génica derivada
del tratamiento, debido a las técnicas de alimentacion, lo que puede
explicar entre el 10% y el 30% de la variabilidad observada entre
rastreos, incluso cuando han sido realizados en el mismo laboratorio
(Simmer et al., 2003).

Aplicaciones del RNAi in vivo en biologia del desarrollo

La aplicaciéon del RNAi tanto en organismos modelo como en los no
modelo, proporciona herramientas genéticas muy utiles para caracterizar
los papeles de genes especificos en desarrollo, y a nivel evolutivo. Como
los métodos de transgenizacion estan disponibles s6lo en unos cuantos
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organismos, el RNAi se esta centrando en el desarrollo de reactivos de
RNAI, transferidos bien por alimentacién o por inyeccién.

El1 RNAIi se ha usado para hacer frente a cuestiones interesantes en el
campo de la evo-devo (evolucién de los procesos de desarrollo) en medusas,
avispas, escarabajos, grillos, arafias, etc. Por ejemplo, mediante inyeccion
de dsRNAs en las pupas de la avispa parasita Nasonia vitripennis (Lynch
y Desplan, 2006) se han podido establecer comparaciones entre el con-
trol genético del desarrollo del eje anteroposterior de esta especie y el de
Drosophila. Estos estudios de RNAi in vivo han clarificado los papeles an-
cestrales de los genes BICOID y CAUDAL como organizadores maestros
del desarrollo, y han ayudado a dilucidar su grado de divergencia evoluti-
va. (Olesnicky et al., 2006; Brent et al., 2007).

RNAI in vivo en vertebrados modelo. E1 RNAi puede ser administrado

localmente en forma de siRNAs sintéticos 0 ShRNAs, a través de particu-
las virales, o mediante transfeccién con plasmidos de DNA. Se han con-
struido muchos vectores basandose en disefios de ShRNA o shmiRNA para
optimizar el nivel de expresién del reactivo de RNAi. Ademas, se han ded-
icado muchos esfuerzos al desarrollo de métodos de RNAi condicional que
incluye enfoques irreversibles y reversibles (Sandy et al., 2005; Lee y Ku-
mar, 2009). Por ejemplo, existe un gran nimero de vectores basados en
sistemas Cre/LoxP y FLP-FRT (recombinasas en sitio especifico), que se
han usado para inducir RNAi de una forma irreversible. También se han
explorado sistemas basados en Tet-, Ecdysome-, LacR, HIV-1 tat- y HIV-
1 LTR-, como sistemas condicionales de RNAi. Ademas, los vectores que
se han construido para animales transgénicos se pueden insertar en el
genoma aleatoriamente o bien en sitos diana para asegurar su expresion,
aunque la mayoria de los estudios publicados de animales transgénicos
estan todavia en un estadio primario de prueba (Sandy et al., 2005; Lee
y Kumar, 2009). Se necesitan por tanto méas estudios para evaluar los as-
pectos técnicos de los efectos del RNAI, tales como el nivel de inhibicién en
varios tipos celulares, variabilidad en el sitio de inserccién, potencial si-
lenciamiento epigenético del constructo, etc. Independientemente de estas
limitaciones, se prevee que en los préximos afnos apareceran interesantes
aplicaciones para los métodos basados en el uso del RNAi (Lee y Kumar,
2009).

Hasta la fecha, a diferencia del ratén, el empleo del RNAi en Xenopus
y pez cebra no ha tenido un gran impacto, debido, en parte, a la
mezcla de resultados en la eficacia de algunos reactivos de RNAi, al
uso prevalente de métodos bien establecidos como los oligonucleétidos
morfolinos antisentido, y a 1a pérdida de efectividad de los métodos para la
expresion génica. En Xenopus, parece haber funcionado bien la inyeccién
de siRNAs o largos dsRNAs en oocitos y blastémeros tempranos (Nakano
et al., 2000; Zhou et al., 2002), y se ha utilizado el silenciamiento de genes
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en animales transgénicos, aunque ha resultado mas dificil hacerlo en los
estadios tardios del desarrollo (Li y Rohrer, 2006). De manera similar,
aunque en pez cebra se han realizado sélo unos pocos estudios de dsRNAs,
shRNAs y siRNAs, éstos parecen haber sido efectivos como método de
inhibicién génica, pero tambien se han descrito ciertas anormalidades
morfolégicas no explicadas por el momento, que podrian asociarse con el
tratamiento de RNAi administrado por inyeccién (Wargelius et al., 1999;
Skromne y Prince, 2008). Aunque no sabe en qué medida, al menos en
ausencia de otras tecnologias superiores, los métodos basados en el uso de
RNAI llegaran probablemente a ser frecuentes en peces y Xenopus.

En pollo se ha utilizado con éxito la electroporacion en embriones y la
administracion a través de retrovirus para introducir RNAs horquillados
en los tejidos (Harpavat y Cepko, 2006). El desarrollo de técnicas basadas
en el empleo de virus es de particular interés porque su efecto es duradero
y transmisible, ya que las células infectadas liberan mas virus que se
esparcen a las células vecinas.

Aplicaciones médicas del uso de RNAIi in vivo

El empleo de técnicas de RNAI ofrece mas especificidad y flexibilidad
que las drogas tradicionales para silenciar la expresién génica. De hecho,
cualquier proteina que cause o contribuya a una enfermedad es suscepti-
ble de ser tratada mediante RNAi, mientras que sélo existen drogas es-
pecificas para algunos tratamientos. Por este motivo, el RNAi ha llegado a
ser uno de los principales focos de atencién para las compariias de biotec-
nologia y farmaceuticas, que se encuentran actualmente en los estadios
mas tempranos del desarrollo de tratamientos basados en el uso de RNAI,
principalmente utilizando siRNAs, con el fin de en contrar soluciones ter-
apéuticas para las infecciones virales, el cancer, la hipercolesterolemia,
las enfermedades vasculares, la degeneraciéon macular y las enfermedades
neurodegenerativas (Sah, 2006).

Los puntos criticos en los tratamientos con RNAi como agente ter-
apéutico son la via de administracion, la especifidad y estabilidad de los
reactivos. La via de administraciéon se considera actualmente el mayor
obstaculo ya que la introduccién sistematica de siRNAs en los fluidos cor-
porales puede resultar en su degradacion, efectos fuera de los destinos, y
deteccion inmune, asi como reacciones imprevistas (Zimmermann et al.,
2006). Por ello, muchos de los esfuerzos se centran en el desarrollo de
métodos para modificar un RNAi, o unirlo a un agente para su admin-
istracion, que lo proteja hasta que alcance su destino terapéutico. Este
tipo de administracién incluye complejos lipidicos o nanoparticulas que
encapsulan los siRNAs o combinan moléculas de siRNAs con polimeros
basados en péptidos. Existen otros avances adicionales en aplicaciones
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terapéuticas que se basan en modificaciones quimicas u otros enfoques
que mejoren la especifidad y la potencia de los reactivos de RNAi (Perri-
mon et al., 2010).

3.3.5. Los microRNAs y el desarrollo gonadal

Aunque el papel de los genes codificantes de proteinas como regu-
ladores de la expresion génica, sigue siendo investigado activamente, ha
surgido un nuevo cuerpo de conocimiento que se centra en la funcién reg-
uladora de la expresién génica ejercida por RNAs no codificantes. Con
respecto a la determinacién y diferenciacién sexual en mamiferos, se sabe
que dos genes implicados en el desarrollo gonadal, Wt1 y FoxI2 estan regu-
lados no sélo por proteinas sino también por transcritos antisentido (Gong
et al., 2001; Cocquet et al., 2005).

Cuando se compararon los perfiles de expresion de los miRNAs entre
gonadas embrionarias XX y XY en embriones de ratén 13.5 dpc (justo tras
la diferenciacion gonadal), se identificaron varios miRNAs que muestran
un patréon de expresiéon sexualmente dimoérfico (Takada et al., 2009).
Aunque ain no han quedado establecidos los perfiles de expresién de los
miRNAs en las génadas en el momento de la determinaciéon sexual en
raton (11.5 dpc), el hecho de que a los 13.5 dpc ya se detecten diferencias
entre testiculos (XY) y ovarios (XX) sugiere claramente que la expresion
sexualmente dimérfica de los miRNAs debe quedar ya establecida al
inicio del desarrollo gonadal, y que éstos deben jugar un papel regulador
importante y especifico, que depende de la constitucién cromosémica de la
gonada. En este sentido, Papaioannou et al. (2009) mostraron que DICER
es necesario para una correcta funcion y supervivencia de las células
de Sertoli en la génada adulta. Los ratones knockout condicionales para
Dicer (DICER -/-) en células de Sertoli son indistinguibles de los normales
en el momento del nacimiento, pero las células de Sertoli de esos mutantes
muestran una disminucién importante en los niveles de expresion de
numerosos marcadores sertolianos, tales como (Sox9, Amh, Sox8 , Fgf9 y
Dhh) y un fallo espermatogénico de severidad creciente con la edad, muy
probablemente relacionado con el proceso de eliminacién de células madre
espermatogoniales (SSCs) que se observa en estos ratones, que también
muestran un aumento en el nimero de células apoptéticas. Utilizando la
misma linea Cre pero con un alelo DICER diferente, Kim et al. (2010)
describieron también un fallo espermatogénico severo, apoptosis masiva
de células de Sertoli y de células germinales y un decremento de la
transcripcién de los principales reguladores del desarrollo testicular y la
espermatogénesis.

Por otra parte, tal como se ha indicado anteriormente, la activacién
del gen SOX9 es clave para disparar el desarrollo testicular en la génada
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embrionaria. No obstante, este gen tambien esta implicado en el control
del desarrollo de muchos otros 6rganos y tejidos como los huesos, los
cartilagos, la notocorda, el pancreas, y el sistema nervioso, entre otros.
En este ultimo caso, se ha demostrado que su expresiéon en cebrebro de
raton estd regulada por un miRNA: miR-124 (Cheng et al., 2009). Ese
hecho abre la posibilidad de que una funcién reguladora similar pueda
tener lugar también durante el desarrollo gonadal.

Aunque los datos disponibles actualmente son todavia escasos, sin em-
bargo sugieren en su conjunto que los genes reponsables de controlar la
organogénesis gonadal podrian estar regulados post-transcripcionalmente
por miRNAs, dado que son necesarios para mantener la fertilidad. Por
tanto, se abre un nuevo campo de investigacion que promete dar respues-
ta a algunos de los importantes interrogantes que ain no han encontra-
do respuesta en la determinacién genética del sexo, mas de veinte afos
después del descubrimiento del gen SRY. Inciar la investigacion en este
campo es el objetivo general del presente estudio.
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En el presente estudio se ha utilizado el ratén como especie modelo
entre los mamiferos. Concretamente se han utilizado ratones de la cepa
Swiss en los estadios embrionarios entre 11.5 y 13.5 dpc. Se realizaron
cruces en los que se verificé la cépula medinate la visualizacion de un
tap6n vaginal, y se consider6 un tiempo de gestacién de 0.5 dpc en el
momento de la observacién; a partir de entonces se contaron 11 o 13 dias

segun el caso.
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4.2. Métodos

4.2.1. Obtencion y sexado del material
Diseccion de embriones

Las hembras preiiadas en estadios de 11.5 y 13.5 dpc fueron sacrifi-
cadas, y los embriones disecados para obtener sus génadas.

En funcion del experimento en el que se utilizara dicho material, las
génadas fueron congeladas inmediatamente en nitrégeno liquido, fijadas
para inclusion o disgregadas para establecer cultivos celulares primarios.

Sexado de embriones

En aquellos estadios en los que las génadas se encontrabas suficiente-
mente diferenciadas, el sexado de los embriones se llev6 a cabo mediante
la inspeccién visual de las mismas. Sin embargo, para la determinacion
del sexo genético de los embriones que, por su escaso tiempo de desarrollo,
no pudieron ser sexados en funcién de las caracteristicas morfolégicas de
sus génadas, se realizaron técnicas de tipo histolégico y molecular para
determinar su sexo genético.

Método histologico de determinacion del sexo. Se realizaron
preparaciones de cromatina sexual de células amniéticas de los embri-
ones, utilizando un método desarrollado en nuestro laboratorio (Jiménez
et al., 2000). Esta técnica, cuyo protocolo se muestra a continuacion, per-
mite tenir el corpusculo de Barr, que corresponde a uno de los dos cromo-
somas X inactivado en las células del amnios de los embriones hembra.

e Aislar el amnios del embrién.
e Introducirlo en una mezcla de fijador metanol:acido acético (3:1).

e Transcurrido al menos 1 minuto, transferir la muestra a un micro-
tubo que contenga una gota de acido acético al 60 % y agitar suave-
mente hasta disgregar el tejido.

e Después de 1 minuto como maximo, extender la suspensién celu-
lar resultante sobre un portaobjetos colocado sobre una placa ter-
mostatica estabilizada a 60°C.

e Expeler y volver a recoger la gota de suspensién celular sucesi-
vamente en diferentes zonas del portaobjetos, utilizando una mi-
cropipeta y apoyando la punta inclinada sobre el portaobjetos.
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e Proceder a la tincién de la preparacion con azul de toluidina al 1%,
colocar un cubreobjetos, presionar con un papel de filtro y observar
inmediatamente al microscopio. La observacion se realizé al menos
por dos personas de forma independiente, considerandose validos los
casos en que hubo coincidencia entre ambas determinaciones. En los
casos dudosos, que fueron muy pocos en la practica, se procedié al
uso de un método molecular para el sexado.

Método molecular de determinacion del sexo. Se realizé la ampli-
ficacién por PCR de los genes Zfy (especifico de macho) y Miogenina, pre-
sente en ambos sexos en una reaccién de PCR maultiple con los dos genes
sobre muestras de tejido embrionario. Los productos de amplificacion de
PCR fueron analizados mediante electroforesis en gel de agarosa. La ob-
servacion de una sola banda corresponde al sexo femenino, ya que indica
que unicamente se ha producido la amplificacién del fragmento del gen
de la Miogenina). La apariciéon de dos bandas es indicativa del sexo mas-
culino, ya que corresponden a la amplificacién ambos fragmentos (Zfy +
Miogenina). de esta forma, la banda correspondiente a la Miogenina con-
stituye un control de la reaccién. su ausencia indicaria una reaccién fall-
ida, mientras que su presencia indicaria que la reaccién de amplificacién
se ha producido correctamente. Solo las muestras que presentan la banda
de la Miogenina puedne ser por tanto evaluadas para la presencia o no de
la banda de Zfy, especifica de macho.

Protocolo abreviado de purificacion de DNA para el sexado de
embriones de raton:

e Obtener la cola del embrién y sumergirla en 100 pl de tampén de
lisis (10 mM Tris-HC1 pH 7.5, 10 mM NaCl, 2 mM EDTA, 5% SDS).

e Anadir 5 ul de Proteinasa K y dejarlos toda la noche a 50°C.
e Anadir 100 mM de NaCl y 2.5 volumenes de etanol al 100 %.
e Centrifugar 5 minutos a 13000 rpm, a temperatura ambiente.
e Descartar el sobrenadante.

e Afiadir 200 pul de etanol al 75 %.

e Centrifugar 5 minutos a 13000 rpm, a temperatura ambiente.

e Descartar el sobrenadante y secar el sedimento en una estufa a 50°C
durante 10 minutos.

e Resuspender en 100 ul de tampoén TE.
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e Agitar con vortex y dejarlo a 37°C durante 1 hora.

Protocolo de amplificacion:

e Los oligonucledtidos utilizados para el sexado estan recogidos en el

cuadro 4.1.
Zf F: 5 - TTACGTCCATCGTGGACAGCAT- 3’
Y R 5 - CCTATTGCATGGACAGCAGCTTATG 3’
Mio F: 5 - TTACGTCCATCGTGGACAGCAT- 3’
R 5 - TGEECTGCGEGTGITAGCCTTATG 3’

Cuadro 4.1: Cebadores utilizados para el sexado de embriones de raton.

e Condiciones de la reaccién:

e Programa del termociclador:

Reactivo Volumen
10x Tamp6n Taq polymerase 2.5 ul
25 mM MgCl, 1.5l
25 mM dNTP 0.2 ul
DMSO 1.25 pl
OMIA (500 ng/ul) 0.5 ul
OMIB (500 ng/ul) 0.5 ul
ZFY (500 ng/ul) 0.5 ul
YNLS (500 ng/ul) 0.5 ul
H-0 16.45 ul
DNA 1.0 ul
Taq polymerase 0.1 pl
Volumen total 25 pul

94°C 3 min

94°C 45 seg

60°C  (35ciclos) 1 min

72°C 45 seg

72°C 5 min

4°C 00
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4.2.2. Microarray para microRNAs

Se extrajo RNA total de génadas embrionarias de machos y hembras
de ratén en estadios de gestacién de 11.5 y 13.5 dpc, usando el kit
miRNeasy Mini Kit de Qiagen, y se enviaron las cuatro muestras de
RNA a la empresa Exiqon, miRNA Profiling Service, donde se realizé la
hibridacién y la lectura, usando un microarray para microRNAs de ratén.
Las 4 muestras de RNA utilizadas en este experimento de microarray
fueron obtenidas a partir de cuatro grupos de génadas extraidas de
embriones que fueron sexados individualmente por duplicado, usando
los dos métodos descritos anteriormente, con objeto de asegurar que
ninguno de ellos fuese sexado erréneamente. En todos los casos se observé
identidad entre el sexo determinado con cada uno de los métodos usado,
lo que garantiz6 que todos los embriones fueron sexados correctamente.

Extraccion de RNA y Control de calidad

El protocolo seguido fue el proporcionado por el fabricante del kit
miRNeasy Mini Kit (Qiagen #217004).

La extracion de RNA mediante este kit esta basada en la lisis de
las muestras con fenol-guanidina y la purificacién mediante membranas
de silica. El reactivo de lisis, QIAzol, incluido en el kit, es una solucién
monobasica de fenol e isotiocinato de guanidina, disefiado para facilitar
la lisis de los tejidos, inhibir las RNasas y eliminar la mayor parte del
DNA celular y las proteinas del lisado organico.

Las muestras de células o tejidos fueron homogenizados con el reactivo
de lisis QIAzol. Tras la adicién de cloroformo, el homogenado fué separado
por centrifugacién en sus fases acuosa y organica. E1 RNA permanecia
en la fase superior, la acuosa, mientras que el DNA se quedaba en la
interfase, y las proteinas pasaban a la fase organica, quedando algunas en
la interfase. Se recogi6 la fase acuosa y se le aniadié etanol, lo que permite
unas condiciones apropiadas de unién de moléculas de RNA de tamarios
desde 18 nucleétidos. La muestra se colocé entonces en una columna y
se centrifugé, quedando el RNA total unido a la membrana mientras
que el fenol y otros contaminantes fueron eliminados eficientemente.
Este método permite eluir en agua un RNA de alta calidad y libre de
nucleasas. Este kit también permite, en caso de que fuera necesario,
enriquecer la muestra en microRNAs y otros RNAs pequefios de menos
de 200 nucleétidos.

Procedimiento:

e Determinar la cantidad de tejido y anadir el correspondiente volu-
men del reactivo de lisis. Usar un maximo de 100 mg de tejido en
700 ul de QIAzol.
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e Homogenizar inmediatamente, mediante un pistilo o un homoge-
nizador mecanico segun el tipo de tejido.

e Incubar el homogenado 5 minutos a temperatura ambiente.

e Anadir 140 pl de cloroformo y agitar vigorosamente durante 15
segundos.

e Incubar nuevamente el homogenado 3 minutos a temperatura am-
biente.

e Centrifugar a 4°C a 12000 g durante 15 minutos.

e Recoger la fase acuosa en un tubo nuevo. Anadir 1.5 volimenes de
etanol 100 % y mezclar vigorosamente mediante vortex.

e Pipetear hasta 700 pl de la muestra en una de las columnas
proporcionadas por el kit y con un tubo de recoleccion de 2 ml.

e Centrifugar a temperatura ambiente a 8 000 g durante 15 segundos.

e Repitir el paso anterior con el resto de muestra que quede, descar-
tando el filtrado.

e Anadir 700 pl del tampén RWT (proporcionado en el kit) a la
columna y centrifugar a 8000 g durante 15 segundos para lavar la
columna,descartando el filtrado.

e Pipetear 500 pl de tampén RPE (proporcionado en el kit) en la
columna. Centrifugar a 8000 g durante 15 segundos para lavar la
columna, descartando el filtrado.

e Anadir otros 500 pl de tampén RPE en la columna. Centrifugar a
8000 g durante 2 minutos para secar la membrana de la columna.

e Opcionalmente, centrifugar de nuevo la columna en vacio en una
microcentrifuga a 12000 g durante 1 minuto.

e Poner la columna en un tubo nuevo de 1.5 ml para recoger el RNA.
Anadir 30-50 ul de agua libre de nucleasas directamente en la
membrana y centrifugar a 8000 g durante 1 minuto para eluir el
RNA.

e Si la cantidad de RNA esperada es mayor de 30 ug, repetir el paso
anterior con un segundo volumen de 30-50 ul de agua libre de
nucleasas. Eluyéndolo en el mismo tubo.

La integridad y calidad de las muestras de RNA fueron analizadas
mediante varios procedimientos:
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1. La concentracién de las muestras y la estimacién de la contami-
nacién por fenoles y/o proteinas se realiz6 mediante la relaciones de
absorbancia a 260/280 nm y 260/230 nm medidas en un nanodrop®,
respectivamente.

2. La integridad del RNA se comprobé mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1% para la detecciéon de las dos bandas de RNA
ribosémico, 28s y 18s, asi como los RNAs pequefios, entre los que
estan incluidos los miRNAs, asi como otros RNAs de pequeio
tamarfio, como los RNAs transferentes.

3. Ambos controles fueron repetidos por la empresa Exiqon mediante
otra técnica, un electroforegrama en un instrumento Bioanalyser
2100 (Agilent Technologies), donde midieron tanto la calidad como
la concentracién de las muestras.

Marecaje e hibridaciones

Las muestras de microRNAs fueron marcadas usando un kit de marca-
je Hy3/Hy5 de Exiqon. Las cuatro muestras (macho de 11.5 dpc, hembra
de 11.5 dpc, macho de 13.5 dpc y hembra de 13.5 dpc) fueron marcadas
con Hy3 e hibridadas por duplicado con una mezcla de las cuatro mues-
tras marcadas con Hy5, que se usé como referencia comin. Por su mayor
sensibilidad y especificidad, se opté por la utilizacién de microarrays de
LNA. La empresa Exiqon realiz6 las hibridaciones en una estacién de hi-
bridacién TECAN HS400/800. Los portas del microarray miRCURY LNA
fueron escaneados usando un sistema de escaner de microarray de Agi-
lent, G2565BA (con una resolucién de 10um; Agilent Technologies). Las
muestras marcadas se desnaturalizaron y se hibridaron durante 16 h a
56°C, tras lo cual se realizaron varios lavados para eliminar las uniones
inespecificas de las sondas, y se procedié a su escaneado. Todos estos pro-
cedimientos de marcaje e hibridaciéon fueron realizados por la empresa
Exiqgon mediante los kits comercializados por esta misma empresa.

Calidad de las preparaciones del array usando puntos de control
Estos experimentos de hibridacién cuentan con sistemas de control
basados en el uso de varios RNAs de referencia (spike-in que se anaden en
puntos preestablecidos del microarray. Las reacciones de marcaje Hy3 y
Hyb5, hibridaciones y el funcionamiento del experimento del array fueron
evaluados abarcando todo el rango de sefial de las reacciones de marcaje.
Una alta concentracién de ambos canales, Hy3 y Hy5, indicaba que tanto
el marcaje como la hibridacién se hicieron con éxito. Cada punto de control
tenia 32 réplicas en las sondas de captura.
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Obtencion de datos y analisis.

Los arrays fueron escaneados con un equipamiento altamente sensible
en un ambiente libre de ozono para reducir al minimo la variacién
entre sucesivas mediciones. Los analisis de la imagen del microarray se
llevaron a cabo mediante el software ImaGene 7.0 (BioDiscovery, Inc.,
USA). Antes de proceder con la normalizacién de los datos se llevo a cabo
una evaluacion de la calidad de la técnica basada en los resultados de los
puntos de control, etiquetado de los puntos, intesidad de la sefial de ruido
de fondo (background) y distribucién de la intensidad de la sefial.

Normalizacion de los datos. La normalizacion de los datos se realiza

mediante la aplicacién del algoritmo de regresion Global Lowess habien-
do previamente sustraido la senal de fondo (background) con objeto de
eliminar las contribuciones no biolégicas a la sefial. El proceso de nor-
malizacién minimiza las diferencias de intensidad dentro de cada porta
que pudieran ser debidas a variaciones locales en el resultado de la hibri-
dacion o el revelado o a las diferencias de intensidad de fluorescencia de
distintos fluorocromos.

En este experimento, la cuantificacién de la sefal, con correcciéon de
fondo Normexp con valor de compensaciéon 10 (Ritchie et al., 2007), fue
normalizada por el “Exiqon miRNA Profiling Service”, usando el método
“global Lowess” (LOcally WEighted Scatterplot Smoothing).

El efecto de la normalizacién se muestra en las figuras (4.1 y 4.2. Se
observan las diferencias entre las emisiones de los dos fluorocromos y la
desviacion de los datos y que, tras la normalizacién, los graficos de dis-
tribucién de puntos de ambos fluorocromos son similares y mas simétri-
cos (Figura 4.1). La representaciéon box-plot de las logs ratios muestra
también el efecto positivo de la normalizacién cuando se comparan unas
muestras con otras, de forma que la media es 0 en todas las muestras y
practicamente todos los puntos se encuentran en el rango [-2,2].
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Figura 4.1: Microarrays: distribucion de densidad de puntos: Los graficos
representan las densidades de puntos (eje Y) que muestran diferentes
intensidades (eje X) en los microarrays correspondientes a las cuatro
muestras analizadas. (Hy3: verde; Hy5: rojo). Se observa la diferente
distribucién y asimetria que muestran los datos antes de la normalizacién

(izquierda), y la similitud y aumento de la simetria en todas las curvas
después de la normalizacién (derecha)
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Antes de la normalizacién Después de la normalizacién

a Q

£ £ i : ’

L oo T~

g - - L L, |7 , | ' '

Zo — : | ‘ Z o =

3 ‘ B= ‘ 5 =T - =

- : : ' 5 ‘ ; i :

59 l _!_ gw— . . H §

o) H o §

<) o o

=& * [ = ¥4 ° °
T T T T T T T T
1 2 3 4 1 2 3 4

# de array # de array

Figura 4.2: box-plot de las log. ratios de las medianas: Represetnacion
box-plot de las sefiales de ambas sondas de captura en cada una de las
cuatro muestras analizadas, antes (izquierda) y después (derecha) de la
normalizacion. El box-plot muestra que la mayoria de las senales tienen
valores similares en ambos canales (rojo y verde) ya que las log> ratios de
las medianas de las sefiales son préximas a 0. La linea dentro de cada
caja indica el valor de la media. La caja senala los limites del percentil
25 (abajo) y 75 (arriba) las lineas horizontales a ambos lados de las cajas
sefialan los percentiles 5 (abajo) y 95 (arriba) Las sefiales que caen fuera de
estos percentiles se representan como puntos individuales. Los puntos que
se escapan de la mediana son los que indican expresién diferencial.
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Validacion de los datos del microarray de microRNAs

La validacién de los datos del microarray se realiz6 en nuestro
laboratorio mediante RT-PCR en tiempo real, para diferentes microRNAs
seleccionados del total de los resultados obtenidos en el array. Para ello,
usamos kits de amplificacion especificos para cada microRNA, Exiqon
miRCURY LNA microRNA System. Las reacciones se hicieron en un
termociclador Chromo4 de BioRad, segun el protocolo aconsejado en los
kits de Exiqon, que serda detallado mas adelante. Se utilizé6 un test
estadistico de regresion lineal para comparar las distribuciones de los

valores obtenidos en el microarray con respecto a los valores de RT-Q-
PCR.

4.2.3. Cultivos celulares y Transfecciones
Cultivos celulares primarios

Se realizaron disecciones de génadas y de extremidades, segin el caso,
de embriones de ratén de 11.5 o 13.5 dpc, y se obtuvieron las células para
su cultivo mediante disgregacion, usando dos procedimientos distintos:

¢ Disgregacion mecanica. Se agruparon génadas del mismo sexo,
en aproximadamente 50 yl de medio y se disgregaron en un eppen-
dorf de 1.5 ml con un pistilo apropiado para ese tubo (pistilos de un
solo uso, VWR). Después se aniadié mas medio hasta alcanzar un
volumen apropiado al cultivo que se iba a realiza en cada caso.

e Disgregacion enzimatica. Se agruparon génadas del mismo sexo,
0 pequeios trozos de las extremidades, en una microplaca con
2 ml de soluciéon de Hank y se trocearon en 3 6 4 fragmentos.
Posteriormente se anadieron 2 ul de una solucién de colagenasa A
a 250 mg/ml (Sigma-Aldrich #C2674), y se incubaron durante 20
minutos a 37°C, agitando la placa cada 5 minutos. Transcurrido
este tiempo se afnadieron 2 ml de medio de cultivo DMEM para
inactivar la enzima y se completé la disgregacion del tejido mediante
succion y expulsion de los fragmentos, usando una pipeta serolégica
de 10 ml. Cuando el tejido se hubo disgregado completamente se
centrifugaron las células a 1200 rpm durante 5 minutos. Se descarté
el sobrenadante y se resuspendieron las células en un volumen de
medio apropiado segtn el cultivo que se fuese a realizar.

En cualquier caso, las células se incubaron a 37°C en una atmésfera
estéril con 5% de CO,.
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Procedimiento de subcultivo

e Los cultivos se resembraron cuando se encontraban en estado
subconfluente (ocupando aproximadamente el 80 % de la superficie
del cultivo). Para ello se utiliz6 el siguiente protocolo:

e Dar dos lavados con solucién de Hank’s para eliminar los restos de
medio.

e Anadir tripsina-EDTA al 1x diluida en solucién de Hank’s (tripsina-
EDTA 10x, Sigma-Aldrich T4174) en la menor cantidad posible con
la que se consiga cubrir las células.

e Incubar hasta que las células se despeguen, observandolas en el
microscopio invertido, pero no dejandolas mas de 10 minutos.

e Una vez despegadas afadir medio de cultivo para inactivar la
enzima.

e Dividir las células en 2 6 3 frascos de cultivo estériles.

Congelacion de los cultivos celulares

e Una vez tripsinizadas las células, resuspender en su medio de
cultivo y centrifugar durante 5 minutos a 1200 rpm.

e Resuspender las células en suero bovino fetal con DMSO al 5% en
ambiente estéril.

e Transferir las células a viales de congelacién debidamente marca-
dos. Congelar de forma gradual hasta -80°C. Posteriormente, trans-
ferir a un contender de nitrégeno liquido.

Descongelacion de las células preservadas en nitrégeno liquido
La manipulacion de los tubos debe realizarse con cuidado ya que ocasion-
almente el tubo puede explosionar con el aumento de temperatura.

e Poner el tubo a temperatura ambiente durante 1 minuto y trans-
ferirlo a un bafio de agua a 37°C durante 1 6 2 minutos, hasta que
se descongele. No sumergir el tubo completamente.

e Limpiar el exterior del tubo con alcohol antes de abrirlo.
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e Transferir todo el contenido a otro tubo estéril con el medio apropia-
do previamente calentado a 37°C. Centrifugar durante 5 minutos a
1200 rpm.

e Resuspender las células en el volumen apropiado de medio de cultivo
e incubar en tufa de CO,.

Transfecciones de células eucarioticas

Transfecciones con lipofectamina 2000 La lipofectamina 2000 (Lipo-
fectamine 2000 Transfection Reagent, Invitrogen, #11668-027) es una
agente de transfeccion basado en una formulacién de lipidos catiénicos
que ofrece una alta eficiencia de transfeccion y altos niveles de expresion
de proteinas en un amplio rango de lineas celulares. Los complejos for-
mados, acidos nucleicos-lipofectamina se pueden agregar directamente al
medio de cultivo de las células en presencia o en ausencia de suero.

Procedimiento para transfectar céluas en placas de cultivo de
24 pocillos:

e Un dia antes de la transfeccion, se sembraron las células en 500 ul
de medio sin antibiéticos, de forma que en el momento de la transfec-
cién estaban entre el 30-50 % de confluencia. Una baja confluencia
en el momento de transfeccién permite un intervalo de tiempo mayor
entre el momento de la transfeccion y la realizacién del experimen-
to, minimizando ademaés la pérdida de viabilidad celular debida a
sobrecrecimiento. A continuacién se aplicé el siguiente protocolo:

e Preparar los complejos de transfeccion, para cada muestra, de la
siguiente forma:

— Diluir 100 pmol de sonda o 1 ug de plasmido en 50 ul de
Opti-MEM I Reduced Serum Medium (Gibco #31985) sin suero.
Mezclar suavemente e incubar a temperatura ambiente du-
rante 5 minutos.

— Diluir 1 pl de lipofectamina 2000 en 50 ul de Opti-MEM
I. Mezclar suavemente e incubar a temperatura ambiente
durante 5 minutos.

— Mezclar ambas diluciones e incubarlas a temperatura ambiente
durante 20 minutos, permitiendo la formacion de los complejos.

e Anadir gota a gota 100 ul de los complejos de transfeccion a las
células en el medio de cultivo.
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e Incubar las células a 37°C en un incubador de CO; al 5% durante
24-96 horas dependiendo del tipo de experimento. Se puede cambiar
el medio 6 horas después de la transfeccion.

Transfecciones realizadas utilizando el instrumento “Nucleofec-
tor” Para este tipo de transfecciones se utilizé el Nucleofector II basic
Device (Lonza) de una sola cubeta, y como agente de transfeccion se usé
el kit de Lonza: Amaxa Mouse ES Cell Nucleofector Kit, (#VPH-1001).

Procedimiento:

e Trasla disgregacion enzimatica de los tejidos, centrifugar las células
a 1200 rpm durante 5 minutos.

e Resuspender las células en 100 ul de la solucion de nucleofeccion del
kit y depositarlas en las cubetas estériles apropiadas para el aparato
y proporcionadas por el kit.

e Introducir la cubeta en la maquina de nucleofeccién y elegir el
programa de transfeccién correspodiente al kit, el A-033 en nuestro
caso, y pulsar “OK” para que se realice la transfeccion.

e Recoger las células ya transfectadas con una pipeta pasteur de
plastico estéril, también proporcionada por el kit, y sembrarlas en
medio DMEM con antibiéticos y suplementado al 10 % con suero
bovino fetal.

e A las 4 horas se puede comprobar la eficiencia de la transfeccién y
cambiar el medio, dejando el cultivo entre 24-96 horas, dependiendo
del tipo de experimento.

Inhibicion o sobre-expresion de microRNAs

Para realizar estos experimentos, se transfectaron los cultivos celu-

lares primarios de génadas o condrocitos con sondas LNA de inhibicién
para microRNAs, que antagonizan la accién un miRNA especifico, llaméan-
dose comunmente antagomirs, proporcionados por la empresa Exiqon. Los
antagomirs utilizados estan contenidos en el cuadro 4.2.

miRNA inhibido secuencia cc modificacién Num. Cat.
mmu-miR-124 5’ - GBCATTCACCGCGTGCCTTA- 3’ 25 M 5-Fitc 139452-04
mmu-miR-144 5’ - AGTACATCATCTATACTGTA- 3’ 25uM 5-56-FAM 139464-04

Cuadro 4.2: Antagomirs utilizados para la inhibicion de miRNAs.
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Por otro lado, en los experimentos de sobre-expresion se transfectaron
los cultivos celulares con plasmidos que llevan incorporada la secuencia
del precursor del miRNA en cuestion y un gen chivato (GFP, green
fluorescent protein), reactivos que fueron suministrados por la empresa
GeneCopoeia. Los miRNAs que sobre-expresan estos plasmidos estan
indicados en el cuadro 4.3.

miRNA sobre-expresado secuencia miRNA maduro Nuam. Cat.

mmu-miR-124-2 5’ - UAAGGCACGCGGUGAAUGCC- 3’ MmiR3282-MR04
mmu-miR-144 5’ - UACAGUAUAGAUGAUGUACU- 3’ MmiR3436-MR04
scrambled CmiR0001-MR04

Cuadro 4.3: Plasmidos utilizados para la sobre-expresion de miRNAs.

Ensayos de luciferasa

El sistema de gen chivato de la luciferasa se considera ideal para
estudiar tanto la actividad de los promotores como la funcién reguladora
post-transcripcional de las regiones UTR 3. Se trata de una enzima
monomérica citoplasmatica de un peso molecular aproximado de 61 kDa
que cataliza la oxidacién de la luciferina y emite luz alrededor de los 560
nm (de Wet et al., 1985), catalizando las siguientes reacciones:

ATP+luciferin+O, % Oxyluciferin+AMP+PPi+CO,+LIGHT
Mg

La intensidad de la emision de la luz es directamente proporcional a la
cantidad de luciferasa y la luminiscencia generada se puede medir en un
luminémetro. En estos experimentos se utiliza también otra luciferasa, la
de renilla (Renilla reniformis, un tipo de cnidario conocido también como
pensamiento de mar). La proteina tiene 36 kDa y también es monémer-
ica. Su expresion no requiere procesamiento post-transcripcional, funcio-
nando como gen chivato activo inmediatamente después de la traduccién.
Puesto que la luz emitida en estos experimentos por la luciferasa de re-
nila es constante, se utiliza para normalizar las lecturas obtenidas con
la luciferasa de luciérnaga, evitando asi el error derivado de las varia-
ciones entre el nimero de células presentes en distintos pocillos. La lu-
ciferasa de renila oxida la celenteracina y emite luz alrededor de los 480
nm (Matthews et al., 1977), catalizando la siguiente reaccion:

Coelenteracine+0, Renilla Luciferase, Coelenteramide+CO,+LIGHT

El kit de GeneCopoeia que hemos utilizado esta disefiado para opti-
mizar las diferencias en cuanto a estructura enzimatica y sustrato, de
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Vector Num. Cat.
pEZX-MTOL1 - 3 UTR de RSPO1 MmiT037931-MTO01
pEZX-MTOL1 - Control CmiT000001-MTO1
PLuc - 3 UTR Sox9 Lab. Dr. Lovell-Badge

Cuadro 4.4: Vectores de expresion de extremos 3’ UTR de genes codifi-
cantes.

manera que permite la medida de la luciferasa de los dos sistemas, luciér-
naga y renilla, de una forma secuencial y simple. La solucién de trabajo I,
combinada con el sustrato I, tiene todos los componentes necesarios para
la lisis celular y ademas el sustrato y los estabilizadores para la reaccién
de la luciferasa de la luciérnaga en una sola solucién. A continuacién un
segundo sustrato (II) apaga la luciferasa de la luciérnaga y, simultanea-
mente, excita la luminiscencia de la luciferasa de renilla, que es medida
en segundo lugar en cada pocillo.

Vectores utilizados: Se utilizaron clones de expresién de secuencias
diana 3’ UTR para microRNAs que se encuentran recogidos en el cuadro
4.4.

Estos vectores usan el gen chivato de la luciferasa de la luciérnaga
bajo el control del promotor SV40 y el gen calibrador de la luciferasa de
la renilla bajo el control del promotor CMV. La expresién de la luciferasa
de la luciérnaga esta regulada por la unién del microRNA a su secuencia
diana en el extremo 3’ UTR, y la actividad luciferasa es cuantificada en
un ensayo colorimétrico.

Por otro lado se usaron los vectores de expresion de los miRNAs mmu-
miR-144 y mmu-miR-124, también de GeneCopoeia, descritos anterior-
mente.

Los constructos génicos para la expresion de precursores de miRNAs
incluyen el promotor de CMV, que activa la transcripcion del precursor
en bucle del miRNA en cuestiéon (150 nucleétidos, aproximadamente).
Este precursor del miRNA es entonces procesado generando el miRNA
maduro. El gen chivato, eGFP (green fluorescent protein), es co-expresado
junto con el precursor del miRNA. Este vector de expresiéon también tiene
un marcador de seleccion para su clonacién, el gen de la resistencia a
ampicilina.

Procedimiento de los ensayos de luciferasa:

La linea celular elegida fue HEK293 (human embryonic kidney),
suministrada por la unidad de Cultivos de Tejidos y Células del Centro
de Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada. Las células
fueron mantenidas en medio DMEM suplementado con 10% de suero
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bovino fetal, con subcultivos cada dos dias tras la disgregacion de la
monocapa mediante un pretratamiento con EDTA-tripsina 1x.

Durante el experimento de transfeccion las células se cultivaron en
placas de cultivo de 24 pocillos (Corning Incorporated). Como agente de
transfeccién se utilizé Lipofectamine 2000 (Invitrogen) y las medidas
de luciferasa se hicieron en placas blancas de tapa transparente de 96
pocillos (Nunc). El procedimiento fue el siguiente:

e Un dia antes de la transfeccién se agregaron a cada pocillo, 10*
células en 1 ml de medio DMEM suplementado con 10 % de suero
bovino fetal y se incubaron a 37°C en una atmésfera con 5% de CO,
durante 24 h, hasta que alcanzaron una confluencia del 70-90 %.

¢ Entonces se les cambio el medio de cultivo, por 500 il de medio fresco
y se agreg6 a cada pocillo 100 ul de la reaccion de transfeccion.

e Las reacciones se prepararon por separado, utilizando 1 ug de
plasmido en 50 ] de medio OptiMEM, y se incubaron a temperatura
ambiente durante 5 minutos.

e El reactivo de transfeccion se preparé con 50 pl de medio OptiMEM
y 1.5 ul del agente de transfeccién para cada pocillo yla mezcla se
incubé a temperatura ambiente durante 5 minutos.

e Después de esta primera incubacion, se afiadieron 51.5 ul del tubo
con el agente de transfeccién a cada tubo que contenia los plasmidos
y se incubaron nuevamente a temperatura ambiente, durante 20
minutos para permitir la formacién del complejo.

e Cada una de las reacciones de transfeccion se agregaron, gota a gota,
al pocillo correspondiente de la placa y se incubaron a 37°C en una
atmoésfera con 5% de CO; durante 18 h. Transcurrido ese tiempo se
comprobd la eficiencia de transfeccion mediante la visualizaciéon de
la fluorescencia GFP en un microscopio de fluorescencia (Nikon).

e Se cambio el medio por otro fresco y se incubaron las células durante
24 horas mas antes de realizar la medida de las luciferasas.

Medicion de la actividad luciferasa:

e Descongelar a temperatura ambiente las soluciones y los sustratos,
y preparar las soluciones de trabajo. La solucién de trabajo I lleva el
tampon de lisis y el sustrato para la luciferasa de la luciérnaga. La
solucién de trabajo II lleva el reactivo que apaga la luciferasa de la
luciérnaga y el sustrato para la luciferasa de la renilla.
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e Diluir el sustrato I 1:1000 en un volumen apropiado de solucién I.

e Preparar la solucion IT de igual modo, diluyendo el sustrato IT 1:1000
en la solucién II.

e Retirar el medio de las placas y anadir 100 ul la solucién de trabajo
I que lisa las células.

e Recoger con una pipeta el lisado y depositarlo en la placa de 96
pocillos.

e Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y medir la
luminiscencia de luciérnaga.

e Ariadir 100 pl de la solucion de trabajo II a cada pocillo que contiene
100 pl de la solucién 1.

e Incubar durante 10 minutos a temperatura ambiente y medir la
luminiscencia de renila.

Las mediciones de luminiscencia se hicieron con un luminémetro
Tecan’s Infinite M 200 multimode reader.

4.2.4. Métodos de analisis molecular
Extraccion de RNA total

Para esta técnica se ha utilizado el reactivo “Quiazol Lysis Reagent”
(QIAGEN, Valencia, #79306) de acuerdo con el protocolo proporcionado
por el fabricante, con algunas modificaciones:

e Esterilizar el material que se va a usar para homogeneizar con
NaOH 0.5 M durante 10 minutos y lavarlo con H,O DEPC.

e Sacar la muestra del contenedor de Ny liquido. Actuar con rapidez
para evitar degradacion.

e Transferir el material a un tubo libre de RNAsa y afadir rapida-
mente 1 ml de “Quiazol Lysis Reagent”. El volumen de “Quiazol Ly-
sis Reagent” no debe exceder el 10 % del volumen de la muestra.

e Homogeneizar hasta una total disrupciéon del tejido, centrifugar y
pasar por una aguja de insulina repetidas veces. Incubar 5 minutos
a temperatura ambiente para que se disocien las nucleoproteinas.

e Aniadir 200 pl de Cloroformo. Aplicar e incubar 2-3 minutos a
temperatura ambiente.
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e Centrifugar a 12000 g durante 15 minutos a 4°C. Separar la fase
acuosa cuidadosamente para no contaminar con proteinas de la
interfase.

e Anadir 0.5 ml de Isopropanol y 1 ul de Glicégeno (carrier para
precipitar muestras pequefias). Vortex e incubar durante 10 minutos
a temperatura ambiente.

e Centrifugar a 12000 g durante 10 minutos a 4°C. Eliminar la fase
acuosa sin provocar disrupcién en el sedimento.

e Anadir 1 ml de etanol 75 % preparado con H>O libre de nucleasas.

e Centrifugar a 7500 g durante 5 minutos a 4°C. Eliminar todo el
etanol posible con una pipeta sin remover el sedimento.

e Secar al aire durante 10 minutos.

¢ Resuspender mediante suave pipeteo en un volumen apropiado de
H,O libre de nucleasas e incubar durante 10 minutos 60°C aplicando
vortex cada 3 minutos.

e Medir la concentraciéon en un instrumento Nanodrop o similar.

e Realizar una electroforesis en gel agarosa al 1%, cargando aproxi-
madamente 0.5 ug de RNA y comprobar que existen dos bandas de
ribosémico, cuya observacion es un indicador de que el RNA no se
encuentra degradado.

RT-Q-PCR de genes codificantes

Tratamiento con DNAsa Mediante este tratamiento se elimina cualquier
traza de DNA genémico que haya podido contaminar la muestra de RNA
total durante su extraccion. La reaccion se llevé a cabo utilizando “DNAse

I Amplification Grade” (Invitrogen, Carlsbad, USA #18068-015) segun el
protocolo proporcionado por el fabricante:

e Mezclar lo siguiente:

— RNA: 8
— 10x DNase I Reaction Buffer: 1 ul
— DNaseI: 1 ul

e Incubar durante 15 minutos a temperatura ambiente.
e Anadir 1 ul de 25 mM EDTA. Incubar durante 10 minutos a 65 °C.

e Proceder inmediatamente con la reaccién de transcripcién inversa o
almacenar a -20 °C hasta su uso.
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Reaccion de transcripcion inversa Para llevar a cabo esta reaccion
se utiliz6 el kit “SuperScript First-Strand Syntesis System” (Invitrogen
#18064022)

e Mezclar lo siguiente:

— Cebadores aleatorios (Random primers) (50 ng/ ul): 1 ul
— RNA: 10 pl
— dNTP Mix (10 mM cada uno): 1 ul

e Incubar durante 5 minutos a 65 °C y enfriar en hielo.

e Anadir a la mezcla lo siguiente:

— 5x First-Strand Buffer: 4 ul
— 0.1IMDTT: 2 pul
— RNaseOut: 1 ul

Incubar durante 2 minutos 25 °C.

Ariadir 1 pl de SuperScript II RT y mezclar pipeteando.

Incubar durante 10 minutos a 25 °C.

Incubar durante 50 minutos a 42 °C.

e Inactivar la reaccién incubando durante 15 minutos a 70 °C.

Almacenar a -20 °C hasta su uso.

Diseiio de cebadores para RT-Q-PCR La eleccion de los cebadores
se llevé a cabo introduciendo la secuencia del gen que se desaeaba
amplificar en el programa “eprimer3”, un interfaz del programa “primer3”
del Instituto Whitehead. En la medida de lo posible, se intenté elegir
cebadores que se encontraran en diferentes exones del gen, para evitar asi
que hubiera amplificacion a partir del DNA genémico que, eventualmente,
pudiera estar contaminando la muestra. La sintesis de los cebadores fue
llevada a cabo por la empresa Biomers.net. Los cebadores utilizados estan
recogidos en el cuadro 4.5.
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Gen amplificado Cebadores

Gapdh F: GGCATTGCTCTCAATGACAA
R TGIGAGGGAGATGCTCAGTG

Sox9 F: CGGAGGAAGTCGGTGAAGA
R GTCGGTTTTGGGAGIGGTG

Rspol F: AAGAGACCCGCAAGTGTACC
R GATGTGAGTGGCCCTGITGT

Cuadro 4.5: Cebadores utilizados en la RT-Q-PCR para Genes Codifi-
cantes

Reactivo Volumen
Sensimix 2x 5ul
Forward primer (10 pmol/ul) 0.2 pl
Reverse primer (10 pmol/ul) 0.2 pl
cDNA 4 1l

H-O libre de nucleasas 0.6 ul

PCR cuantitativa en tiempo real (RT-Q-PCR) Tras la sintesis
de cDNA, se realiz6 la cuantificaciéon de diversos genes utilizando un
termociclador Chromo 4 Real-Time PCR Detection System (BIO-RAD,
USA) utilizando SensiMix dt kit (Quantace, Reino Unido #QT605-02).

e Condiciones de la reaccién:

e Programa del termociclador:

La identidad de los fragmentos amplificados se comprobé mediante
secuenciacién, curva de desnaturalizaciéon y electroforesis en gel de

H
95°C 10 min
95 °C 15 seg
60 °C (40ciclos) 15 seg
72 °C 15 seg
Lectura de placa
72 °C 5 min

Curva de fusién desde 72 °C=- 94 °C
con lectura de 1 °C cada 1 segundo
4°C 0
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agarosa 1.5%. La eficiencia de la amplificacién para cada pareja de
cebadores se comprobé mediante la elaboracion de una curva estandar
con diluciones seriadas de cDNA. El valor de la eficiencia de amplificaciéon
(E) se calculé utilizando el valor de pendiente de la curva estandar (m)
segun la siguiente ecuacion:

AE=1-10"Ym

El tanto porciento de eficiencia se calculé segun la siguiente formula:

%E ficiencia = (E — 1) x 100

Solamente se utilizaron cebadores con una eficiencia de amplificacion
90 %-105 %.

Los niveles de expresion de los genes se calcularon mediante el método
ACT, utilizando como gen de referencia, Gapdh. Se utiliz6 la siguiente
formula para calcular la expresién relativa de cada gen con respecto al
gen de referencia, donde el término “reference” se refiere a la Gapdh y
“target” al gen objetivo de estudio:

ACT = 2CT(reference) —CTitarget)

Los valores obtenidos se estandarizaron dividiéndolos entre el menor
valor de expresién dentro de las diferentes muestras.

Electroforesis en gel de agarosa La electroforesis en gel de agarosa
se realiz6 mediante el sistema estandar de electroforesis sumergida en gel
(Sharp et al., 1973). Los fragmentos de DNA se separaron en funcién de
su tamano utilizando geles de agarosa al 1.5 % en tampén TAE aplicando
una corriente de 5 V/cm.

Secuenciacion de DNA La secuenciaciéon de DNA se llevé a cabo
utilizando “Big DYE Terminator V3.1 Cycle Sequencing Kit” (Applied
Biosystems, USA #4337454). La reaccion llevada a cabo fue la siguiente:

e Mezclar los siguientes componentes:

— Primers especificos (3.2 uM): 1 ul
— Premix: 3 ul
— Tampén 5x:2 6 4 ul
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H
94°C 3 min
96 °C 10 seg
50°C (25ciclos) 20 seg
60 °C 4 min
4°C 0

— DNA: 100 ng de producto de PCR
— H,0 ultrapura: hasta un volumen final de 10 6 20 ul

e Realizar una amplificacién lineal en un termociclador segin el
siguiente programa:

e Purificacién con acetato sédico y etanol:

— A 20 pul de la reaccién de secuenciacion, anadir 80 pl de la
siguiente mezcla y agitar en un vortex:

— Etanol 95 %: 62.5 ul

— 3 M NaAc pH 4.6: 3 ul

— H50 ultrapura: 14.5 pl

— Incubar 15 minutos a temperatura ambiente

— Centrifugar 30 minutos a 14000 rpm a 4 °C. Eliminar sobre-
nadante.

— Anadir 250 pl de etanol 70 % a -20 °C. Centrifugar 20 minutos
a 14000 rpm a 4 °C.

— Eliminar todo el etanol para que no interfiera con reacciones
posteriores.

— Secar el precipitado a 37 °C durante 15 minutos o hasta que se
seque completamente.

— Se puede almacenar a -20 °C hasta un afio.

e Anadir 20 ul de formamida y resuspender.

e Cargar la muestra en el secuenciador.

RT-Q-PCR para microRNAs

Se usaron tres tipos de kits comerciales para amplificar los diferentes
microRNAs.
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Para la validacion del microarray se usaron kits comerciales de
amplificacion especificos para cada microRNA, de la empresa Exigon
miRCURY LNA microRNA System. Un acido nucléico bloqueado, “LNA”
(Locked Nucleic Acid), es un acido nucléico restringido en el cual el
anillo de la ribosa esta “bloqueado” con un puente de metileno entre el
segundo atomo de oxigeno (2’-O) y el cuarto atomo de carbono (4’-C).
La incorporacién de LNA en una de las hebras del diplex incrementa
la temperatura de desnaturalizacién de la molécula en 2-8°C por cada
monémero de LNA.

Para amplificar un microRNA especifico se utilizé un conjunto de dos
cebadores especificos, suministrados igualmente por la empresa Exiqon
(miRCURY LNA microRNA primer set), uno para la reacciéon de retro-
transcripcion y otro para la reaccion de amplificacion. La amplificacién
se lleva a cabo segin el método que se observa en la figura 4.3. En las
amplificaciones para validar el microarray se utilizaron varios miRNAs
escogidos del total de los obtenidos, y un control de referencia, que en
este caso fue el RNA nuclear pequeno no codificatne, U6. Los miRNAs
utilizados quedan recogidos en el cuadro 4.6

Sintesis de la primera hebra

microRNA maduro

— | _
Cebador RT especifico Muestra de cDNA

PCR en tiempo real

Cebador LNA
Muestra cDNA

> -
T —— 1 S 5
< ——
Area de la secuencia del miRNA Cebador universal Producto PCR

Figura 4.3: RT-Q-PCR miRNAS, Exigon miRCURY LNA microRNA System.
En el primer paso, un cebador reverso especifico para un determinado
miRNA da lugar a la sintesis de la primera hebra de cDNA especifico para
ese miRNA, usando una transcriptasa inversa. En el segundo paso, el cDNA
sirve como molde para la amplificacién por PCR, usando un cebador de LNA
especifico y un cebador universal. La cuantificacién se realiza mediante
SYBR Green, representados por asteriscos verdes.
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miRNA amplificado Cebadores utilizados Num. Cat.

mmu-snRNA-U6 snRNA-U6 201510
mmu-miR-103 hsa-miR-103 202023
mmu-miR-135a hsa-miR-135a 202033
mmu-miR-96 hsa-miR-96 202103
mmu-miR-126-5p hsa-miR-126 202141
mmu-miR-183 hsa-miR-183 202166
mmu-miR-193 hsa-miR-193a-3p 202172
mmu-miR-202-5p mmu-miR-202-5p 202180
mmu-miR-182 mmu-miR-182 202760

Cuadro 4.6: Cebadores utilizados para la RT-Q-PCR de miRNAs en la validacién
del microarray
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Sintesis de la primera hebra de cDNA Se realiz6 usando el kit miR-
CURY First-strand cDNA synthesis kit (Exiqon #201100), el cebador es-
pecifico para cada miRNA y el cebador control, suministrados igualmente
por la empresa Exiqon (miRCURY LNA microRNA primer set).

Procedimiento:

e Diluir la muestra de RNA hasta una concentraciéon de 1-10 ng en
4.5 ul de agua libre de nucleasas.

Preparar la reaccién mezclando los siguientes componentes:

— Tampén 5x de la reaccién: 2 pl

— Cebador miR-especifico o control-especifico: 2 ul
— dNTP mix (10 mM): 0.5 pl

— RNase inhibidor (20 U/ul): 0.5 pl

— Reverse transcriptase (40 U/ul): 0.5 ul

Mezclar los 4.5 1l del RNA con los 5.5 pl de la reaccion, teniendo un
volumen final de reaccién de 10 ul.

Poner los tubos en el termociclador con el siguiente programa:

— 50°C = 30 min.
— 85°C = 10 min.

El ¢cDNA resultante puede amplificarse inmediatamente, guardarse
a 4°C por cortos periodos de tiempo o almacenarlo a -20°C.

Amplificacion por PCR en tiempo real Se utilizé el kit miRCURY
LNA SYBR Green master mix (Exiqon #201000).

Procedimiento:

e Diluir el cDNA 1:10 en agua libre de nucleasas en un volumen total
de 4 pl para cada reaccién.

e Preparar la reaccién mezclando los siguientes componentes:

— SYBR Green master mix 2x: 10 ul

— Cebador LNA PCR miR-especifico o control-especifico: 1 ul
— Cebador PCR universal: 1 ul

— H202 4 ,ul

e Mezclar los 4 pl de la dilucién del cDNA con los 16 ul de la reaccion,
teniendo un volumen final de 20 pl.

e Poner los tubos en el termociclador con el siguiente programa:
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H
95°C 10 min
95 °C 10 seg
60 °C (40 ciclos) 20 seg
72 °C 15 seg

Lectura de placa

Curva de fusion desde 72 °C = 94 °C

con lectura de 1 °C cada 1 segundo
4°C 0

miRNA amplificado Cebadores Q-PCR Num. Cat.
mmu-miR-144 hsa-miR-144 #204754
snRNA-U6 hsa,mmu U6 snRNA #203907

Cuadro 4.7: Cebadores utilizados en la RT-Q-PCR para el miR-144.

Amplificacién de miR-144 Para la amplificaciéon del mmu-miR-144 se
utilizaron los kits de ultima generacién de Exiqon, miRCURY LNA Uni-
versal RT microRNA PCR. Estos kits incorporan una serie de ventajas:

e La reaccién de retro-transcripcion es universal, proporcionando
muestra de ¢cDNA para amplificar todos los microRNAs. De esta
forma se ahorra muestra, reduce las variaciones técnicas y ahorra
tiempo en el laboratorio.

e La reaccion de PCR se realiza con ambos cebadores, reverso y
directo, especificos para el microRNA que queremos amplificar y
optimizados con LNA, lo que proporciona mas sensibilidad, menos
ruido de fondo y una cuantificacién mas precisa, ya que permite una
buena discriminacion entre secuencias de miRNAs muy parecidas.

En la figura 4.4 podemos observar un esquema de este nuevo método
de amplificacion, y el cuadro 4.7 recoge los cebadores utilizados.

Sintesis de la primera hebra de ¢cDNA Se realizé usando el kit
Universal cDNA synthesis kit (Exiqon #203300).

Procedimiento:
e Diluir la muestra de RNA a una concentraciéon de 5 ng/ul y cargar

4 4], pudiendo utilizar hasta 200 ng en total en la reaccién de
retrotranscripciéon para algunos miRNAs expresados débilmente.
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Sintesis de cDNA

microRNA maduro
A—— AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA

B e AAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
<@ TTTTTTTTTTITT

3' Cebador degenerado

5' Etiqueta universal

PCR en tiempo real

Cebador directo especifico

A»

TTTTTTTTT T

Cebador reverso especifico

B

TP T T T P L L PP Producto PCR

Figura 4.4: RT-Q-PCR miRNAS, miRCURY LNA Universal RT microRNA
PCR. En el primer paso, se afiade una cola de poliA al miRNA maduro y se
sintetiza el cDNA usando un cebador poliT con un anclaje degenerado en 3’y
una etiqueta en 5’. En un segundo paso, la muestra de cDNA es amplificada
usando cebadores de LNA especificos para un determinado miRNA. La
cuantificacién se realiza mediante SYBR Green, representado por asteriscos
verdes.
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Preparar la reacciéon mezclando los siguientes componentes:

— Tampé6n 5x de la reaccion: 4 ul
— Agua libre de nucleasas: 10 ul
— Enzima: 2 ul

Mezclar los 4 pl del RNA con los 16 ;1 de la reaccion, teniendo un
volumen final de reaccion de 20 pul.

Poner los tubos en el termociclador con el siguiente programa:

— 42°C = 60 min.
— 95°C = 5 min.

El ¢cDNA resultante puede amplificarse inmediatamente, guardarse
a 4°C por cortos periodos de tiempo o almacenarlo a -20°C.

Amplificacion por PCR en tiempo real Se utilizé el kit SYBR Green
master mix, Universal RT (Exiqon #203450).

Procedimiento:

e Diluir el cDNA 1:80 en agua libre de nucleasas en un volumen total
de 8 ul para cada reaccion.

e Preparar la reaccion mezclando los siguientes componentes:

— SYBR Green master mix 2x: 10 ul
— PCR primer mix: 2 ul

e Mezclar los 8 ul de la dilucién del cDNA con los 12 ul de la reaccion,
teniendo un volumen final de 20 ul.

e Poner los tubos en el termociclador con el siguiente programa:

Amplificacion de miR-124 En el caso de la validacion del miR-124, la
empresa Exigon no disponia de kits especificos para la amplificacion de
dicho miRNA, asi que se utilizaron los kits de Applied Biosystems, segun
los protocolos del proveedor. Estos kits también usan cebadores especificos
para amplificar cada miRNA, tanto en la reaccién de transcripcion inversa
como en la de amplificacion por PCR, con la diferencia de que los
cebadores para la PCR llevan incorporada una sonda TagMan con el
fluorocromo FAM, en lugar de SYBR Green. El método de amplificacion
estd esquematizado en la figura 4.5, y los cebadores utilizados estan
recogidos en el cuadro 4.8
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H

95°C 10 min

95 °C 10 seg

60°C (40ciclos) 1 min

Lectura de placa

Curva de fusiéon = 94 °C

con lectura de 1 °C cada 1 segundo
4°C 00

Sintesis de cDNA en bucle
miRNA

Cebador RT

cDNA

PCR en tiempo real |

Cebador directo

Cebador reverso

sonda TagMan

Figura 4.5: RT-Q-PCR, TagMan microRNA assays En el primer paso, un
cebador en bucle especifico para un determinado miRNA da lugar a la
sintesis de la primera hebra de cDNA especifico para ese miRNA, usando
una transcriptasa inversa. En el segundo paso, el cDNA sirve como molde
para una amplificacién por PCR, usando un cebador directo especifico del
miRNA, un cebador directo universal y una sonda TaqgMan convencional
pero especifica del miRNA en cuestion.
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miRNA amplificado Cebadores Num. Cat.
. 5x RT primer #1093
mmu-miR-124 20x real time primer #1093
5x RT primer #1182

snRNA-U6 20x real time primer #1182

Cuadro 4.8: Cebadores utilizados en la RT-Q-PCR para miR-124.

Sintesis de la primera hebra de cDNA Se utiliz6 el kit especifico
TagMan MicroRNA Reverse Transcription Kit de Applied Biosystems,
(#PN 4366597).

Procedimiento

e Diluir 1-10 ng de la muestra de RNA en 5 ul de agua libre de
nucleasas.

Preparar la reacciéon mezclando los siguientes componentes:

— Tampén 10x de la reaccién: 1.5 pul

— Cebador miR-especifico o control-especifico (5x): 3 ul
— dNTP mix (100 mM): 0.15 pl

— Inhibidor de RNasa (20 U/ul): 0.19 ul

— Enzima Multiscribe RT (50 U/ul): 1 ul

Mezclar los 5 ;] del RNA con los 12 1 de la reaccion, obteniendo un
volumen final de reaccién de 15 pl.

Incubar los tubos en hielo durante 5 minutos.

e Poner los tubos en el termociclador con el siguiente programa:

— 16°C = 30 min
— 42°C = 30 min
— 85°C = 5 min
— 4°C =

El cDNA resultante puede amplificarse inmediatamente, guardarse
a 4°C por cortos periodos de tiempo o almacenarlo a -20°C.

Tras la sintesis del ¢cDNA, se realizé la cuantificacion de diversos
genes utilizando un termociclador Chromo 4 Real-Time PCR Detection
System (BIO-RAD, USA) utilizando el kit de SensiMix sin SYBR Green
(Quantace, Reino Unido #BI0-91002). Para llevar a cabo la reaccién, se
mezclaron los siguientes componentes:
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H

95°C 10 min

95 °C 15 seg

60 °C (40ciclos) 15 seg

Lectura de la placa

72°C 5 min

Curva de fusion desde 72 °C = 94 °C

con lectura de 1 °C cada 1 segundo
4°C 00

Sensimix 2x:5 ul

Cebador directo (20x): 0.5 ul
Cebador inverso (20x): 0.5 ul
cDNA: 4 pl

H-O0 libre de nucleasas: 0.6 ul

Las condiciones de la PCR fueron las siguientes:

Para la deteccion de los tres tipos de precursores de miR-124 se dis-
enaron parejas de cebadores especificos. La secuencia de estos cebadores
no corresponde en varios de ellos con las secuencias originales de los pre-
cursores en toda su longitud. El pequefio tamario de estos precursores deja
poco margen a la hora de seleccionar parejas de cebadores compatibles por
lo que el disefio de los mismos ha procurado mantener un tramo en 3’ con
secuencias complementarias a los precursores, mientras que la secuencia
en 5" ha sido manipulada en algunos de ellos para garantizar la compati-
bilidad de los cebadores, una temperatura de hibridacién suficientemente
alta, y manteniendo ademas la especificidad de los mismos. Los cebadores
utilizados estan recogidos en el cuadro 4.9. Se utiliz6 ¢cDNA sintetizado
con Ramdon primers a partir de RNA total y el protocolo de amplificacién
fue el mismo que para genes codificantes de proteinas, a excepcién de la
temperatura de fusion que fue de 57 °C para las tres parejas de cebadores.

Hibridacion in situ de microRNAs sobre criosecciones

Las hibridaciones in situ se realizaron con sondas de oligonucleétidos
LNA suministradas por la empresa Exiqon (Cuadro 4.10). Las modifica-
ciones de LNA hacen que sean sondas altamente especificas y mucho mas
sensibles. Dichas sondas fueron disefiadas a partir de las secuencias ano-
tadas en la base de datos de miRBase.
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Gen Cebadores
mmu-mir-124-1 F. GCCTCTCTCTOCGTGT

R CCATTCTTGGCATTCA
m-mir-194-2 F: AGAGACTCTGCTCTCCGTGT

R CTCCGCTCTTGGCATTC
m-mir-194-3 F: GGCTGCGTGITCACAG

R ATCCCGCGIGCCTTA

Cuadro 4.9: Cebadores para la amplificacion de los tres precursores de
miR-124

miRNA detectado Sonda utilizada 5’-3° LNA Modificadion CC Num. Cat.

mmu-miR-124 CTTGGCATTCACCGCGIGCCTTA 5-DIG 25puM  33007-01
mmu-miR-144 AGTACATCATCTATACTGTA 5-DIG 25uM  38516-01

Cuadro 4.10: Sondas utilizadas en la hibridacion in situ
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Procedimiento

Utilizar preparaciones de piezas cortadas en el mismo dia o bien que
se hayan almacenado a -80°C.

Secar las preparaciones al aire durante 20 minutos al menos, pero
no mas de 3 horas.

Post-fijar con formaldehido al 4 % en PBS 1x durante 10 minutos a
4°C.
Dar 3 lavados de 5 minutos con PBS 1x.

Acetilar durante 10 minutos:

— 2.33 ml de trietanolamina.
— 500 pl de acético anhidro.

— completar con agua destilada hasta 200 ml.

Dar 3 lavados de 5 minutos con PBS 1x.
Anadir 0.33 pl de sonda (25uM) por cada 100 pl de tampén de
hibridacién.

— 50 % formamida desionizada

— NaCl 0.3 M

— Tris-HCI 20 mM, pH 8

— EDTA 5 mM

— NaPO, 10 mM, pH 8 (93.2 ml Na;HPO, 1M + 6.8 ml NaH,PO,
1M)

— Sulfato de dextrano 10 %

— Soluciéon de Denhardt 1x

— tRNA de levadura 0.5 mg/ml
— Almacenar en alicuotas a -80°C

Calentar el tampén de hibridacién con la sonda a 65°C durante 5
minutos para linealizar la sonda y enfriar en hielo durante 1 minuto.

Anadir 100 ul de la mezcla de hibridacién a cada muestra, extender
y cubrir con un rectangulo de Parafilm recortado con el tamarfo de
un portaobjetos.

Incubar las preparaciones toda la noche a una temperatura entre 20
y 22°C menos que la temperatura de desnaturalizacién de la sonda,
utilizando para la incubacién una cdmara humeda que contenga
50 % formamida y 1xSSC.
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Lavar las preparaciones en 5xSSC a temperatura ambiente durante
15 minutos.

Dar dos lavados de 30 minutos a la temperatura de incubacién con
50 % formamida, 0.1 % de Tween-20 y 1xSSC.

Lavar con 20xSSC a temperatura ambiente durante 15 minutos.
Lavar con PBS 1x a temperatura ambiente durante 15 minutos.

Incubar las preparaciones con solucién de bloqueo durante 1 hora a
temperatura ambiente:

— 0.5 % leche en polvo

— 10 % suero de cabra inactivado por calor (inactivacién a 70°C
durante 30 minutos).

— 0.1 % tween-20.
— PBS 1x

Incubar durante 2-3 horas a temperatura ambiente con el anticuer-
po anti-DIG marcado con fosfatasa alcalina (dilucién 1:1000 - Roche
#11093274910) preincubado 1 hora en solucién de bloqueo.

Dar dos lavados de 20 minutos con PBT (PBS 1x con Tween20 0,1 %)
a temperatura ambiente.

Lavar 10 minutos a temperatura ambiente con NTMT a pH 9.5:

— NaCl5M
— Tris 2 M ph 9.5
— MgCl1M
— Tween-20 0.1%

Incubar a temperatura ambiente con 200 ul de la solucién de
sustrato:

— 1.5 ml de BM Purple AP Substrate, precipitating (Roche
#11442074001)

— 1.5 ul de Tween-20
— 15 pl de levamisole 200 mM

Incubar durante varios dias cambiando el sustrato 1 o 2 veces al dia
hasta que la intensidad de tincion sea la deseada. Parar la reaccion
con la solucion de stop (PBS pH 5.5, EDTA 1mM)

Montar las preparaciones en glicerol al 50 %.

Observar las preparaciones en un microscopio de campo claro.
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Amplificacion de plasmidos

Preparacion de bacterias competentes. Las bacterias a las que se
les introdujo el vector pertenecian a la cepa XL1-Blue MRF de Escherichia
coli. La cepa se preparo de la siguiente manera:

e Sembrar una placa de medio minimo M9 con bacterias XL1-Blue
MRF" procedentes de un stock glicerolado. Incubar toda la noche a
37 °C.

e Aislar una colonia y transferirla a un tubo que contenga 5 ml de
medio LB liquido. Incubar toda la noche a 37 °C con agitacién.

e Afiadir 400 ul del cultivo anterior a 40 ml de medio LB liquido.
Incubar a 37 °C con agitacién.

e Medir la DO a 540 nm periédicamente hasta que alcance un valor
comprendido entre 0.4 y 0.6.

e Dejar enfriar el cultivo en hielo. Centrifugar a 4000 rpm y a 4 °C
durante 10 minutos.

e Resuspender el precipitado formado en 20 ml de una solucién estéril
y fria de CaCl; 50 mM.

e Incubar durante 30 minutos en hielo.

e Centrifugar a 4000 rpm y a 4 °C durante 10 minutos.

e Resuspender el precipitado en 4 ml de la solucién CaCl; 50 mM.

e Incubar en hielo durante varias horas antes de usar las bacterias.

e Las bacterias competentes pueden almacenarse en glicerol (solucion
estéril de glicerol 15 % en CaCl, 50mM) a -70 °C por un maximo de
6 meses.

Transformacion de bacterias competentes.

e Descongelar una alicuota de células competentes (unos 50 ul) en
hielo, unos 5-7 minutos.

e Anadir 5 ul de la reaccién de ligado (guardar el resto a -20 °C).
Pipetear suavemente.

e Mantener en hielo durante unos 25 minutos y volcar suavemente de
forma periédica.
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Aplicar u choque de calor 42 °C durante 45 segundos.
Incubar 2 minutos en hielo.

Anadir de 0.5-1.0 ml de medio LB (sin antibié6tico) e incubar durante
1 hora a 37 °C en agitacion.

Centrifugar 5000 rpm 5 min, descartar el sobrenadante conservando
unos 50-100 ul y resuspender el sedimento.

Sembrar en placas de medio LB sélido con ampicilina, IPTG y X-Gal.

Incubar toda la noche a 37 °C.

Obtencion de DNA plasmidico. Se inocularon colonias individuales
de bacterias transformadas en tubos con 3 ml de medio LB con ampicilina
y el cultivo se incubé a 37 °C con agitacion durante toda la noche.

Para la obtencién del plasmido se realizaron minipreparaciones uti-
lizando el kit “QIAprep spin miniprep kit” (QIAGEN, Germany, #27104)
siguiendo el protocolo suministrado por el fabricante con ligeras modifica-
ciones:

Centrifugar el cultivo a 8000 g durante 5 minutos a 4 °C.

Desechar el sobrenadante y anadir 250 pl de tampén P1 (que
contenga RNAsa A). Resuspender agitando en un vortex.

Anadir 250 pl de tampé6n P2 y mezclar invirtiendo el tubo 4-6 veces.
Dejar durante 5 minutos a temperatura ambiente.

Afiadir 350 ul de tampén P3 y mezclar invirtiendo el tubo 4-6 veces.
Mantener el tubo durante 15 minutos en hielo.

Centrifugar el lisado durante 20 minutos a 17900 g a 4 °C.

Transferir el sobrenadante a un nuevo tubo que contenga 700 ul
de isopropanol, mezclar suavemente e incubar a -20 °C durante 1-
2 horas.

Centrifugar a 17900 g durante 25 minutos.
Desechar el sobrenadante y lavar el precipitado con etanol 70 %.

Centrifugar a 17900 g durante 10 minutos. Retirar todo el etanol
porque puede interferir en reacciones posteriores.

Dejar secar el precipitado al aire durante 2-3 horas a temperatura
ambiente o durante 15-20 minutos a 37 °C.
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Resuspender el plasmido en 40 ul de buffer TE o H2O libre de
nucleasas.

Medir absorbancia a 260 nm para analizar el rendimiento.

e Almacenar a -20 °C hasta su uso.

4.2.5. Métodos inmunolégicos

Inclusién para realizar criosecciones

Fijar las gonadas en MEMFA durante 30 minutos a temperatura
ambiente.

Dar 2 lavados de 5 minutos en PBS 1x.

Introducir las génadas en Sacarosa al 30 % en PBS 1x durante toda
la noche, a temperatura ambiente y en agitacion.

Introducir las génadas en el molde apropiado con O.C.T compound

(optimal cutting temperature), medio de inclusién para criosecciones,
(Tissue-Tek, Sakura, #4583).

Dar dos cambios de O.C.T compound.

Orientar la génada en la posicién deseada para la obtenciéon de los
cortes.

Congelar inmediatamente el molde.

e Almacenar a -80°C.

Los cortes de las piezas se realizaron con el criostato del Centro de
Instrumentacion Cientifica de la Universidad de Granada, obteniendo
cortes de 7 um de grosor, sobre porta-objetos con polilisina (VWR #631-
0107) y almacenados a -80°C hasta su uso.

Inmunofluorescencia indirecta sobre células cultivadas

Esta técnica permite estudiar el patron de expresion de diversos
genes detectando la presencia o ausencia de las proteinas que codifican
mediante el uso de anticuerpos especificos. La senal se obtiene gracias
a un anticuerpo secundario conjugado con un fluorocromo que se une al
anticuerpo primario. La preparaciones se visualizaron en un microscopio
de fluorescencia y las fotografias se tomaron utilizando una camara
digital Olympus DP70 instalada en un microscopio Olympus BX41.
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4.3. iRNAM (MicroRNA Mining)

Anticuerpo Marca Num. Cat.
Anti-SOX9 Santa Cruz sc-20095
Alexa 555 Anti-Rabbit Invitrogen  A-21429

Cuadro 4.11: Anticuerpos utilizados en la detecciéon de proteinas.

Fijar las células con MEMFA o PFA durante 10 minutos a temper-
atura ambiente.

Dar 2 lavados con PBS 1x de 10 minutos a temperatura ambiente,
en agitacion.

Continuar con el protocolo de inmunofluorescencia o dejar a 4°C en
PBS 1x, no méas de un par de dias.

Aplicar 2 lavados con PBT de 10 minutos cada uno.

Bloquear con BSA al 10% en PBT en camara humeda durante
1 hora.

e Anadir una dilucién del anticuerpo primario en BSA al 1% en PBT
e incubar a 4 °C toda la noche en caAmara humeda.

Lavar 3 veces en PBT dejando las células 20 minutos en cada uno.

Anadir una dilucién de anticuerpo secundario conjugado con fluoro-
cromo en BSA al 1% en PBT e incubar 1 hora a temperatura ambi-
ente y oscuridad en camara humeda.

Realizar dos lavados de PBT en oscuridad de 30 minutos cada uno.
Montar en DAPI-Vectashield y observar al microscopio de fluores-

cencia.

Los anticuerpos utilizados los encontramos en el cuadro 4.11

4.3. piRNAM (MicroRNA Mining)

Para asegurar el verdadero significado biolégico de los microRNAs ex-

presados de forma diferencial en las génadas en desarrollo, que habiamos
identificado en nuestro experimento de microarray, buscamos posibles
dianas en genes implicados en la determinacién del sexo o el desar-
rollo gonadal, para los miRNAs que consideramos mas interesantes
segun nuestros datos del microarray. Los datos de los microRNAs fueron
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obtenidos de miRbase (htt p://ww. m r base. or g/ ), las descripciones
de los genes de Ensembl (htt p://ww. Ensenbl . or g), y los resultados
fueron filtrados seguin los términos "GO", que definen las funciones con
las que cada gen estd asociado obtenidas en Gene Ontology (http://
www. geneont ol ogy. or g/ ). Estos datos son analizados mediante scripts
desarrollados en el lenguaje de programacion Perl (ht t p: // www. perl .
or g) desarrollados por el Dr. Burgos para este propésito. Actualmente se
esta desarrollando un interfaz grafico para dar acceso publico a esta her-
ramienta informatica. Los graficos y el anélisis estadistico fueron hechos
con el programa gnu-R (ht t p: // www. r - proj ect. org/).

Los diferentes algoritmos que identifican potenciales dianas de miR-
NAs en los mRNA tienen una elevada proporcién de falsos positivos. El
principal criterio de seleccién para la identificacion de dianas con poten-
cial biolégico real ha sido principalmente su conservaciéon evolutiva. No
obstante, para la identificacién de estas dianas a partir de nuestros datos
de miroarray hemos desarrollado un algoritmo de aplicacién general, que
no solo se puede aplicar a nuestros datos, sino que permite la identifi-
cacién de genes potencialmente regulados por miRNAs que puedan in-
tervenir en cualquier proceso biolégico de interés. El algoritmo se funda-
menta en que un mismo miRNA puede regular la traduccion de multiples
genes, y si varios genes que deban expresarse de forma coordinada en un
determinado proceso biolégico comparten diana para un mismo miRNA,
es probable que esa diana tenga un potencial biolégico real.

Para la aplicaciéon de este algoritmo se han implementado una base
de datos postgresql y una serie de scripts escritos en diversos lenguajes,
cada uno de los cuales realiza una tarea especifica que se describira a
continuacién. Los scripts y la base de datos corren en sistema operativo
Linux Debian de la distribuciéon estable, con un servidor web Apache2
para dar servicio a una interfaz web que maneja las consultas, y un
servidor de bases de datos posgresql.

4.3.1. Base de datos

La base de datos contiene una serie de tablas con la informacién
necesaria para identificar los miRNAs de una especie en particular, sus
dianas potenciales en mRNAs de genes codificantes y los términos GO
(Gene Ontology) asociados con estos genes. La informacion contenida en
estas tablas se obtiene combinando datos procedentes de diversas bases
de datos: 1) miRBase, de donde se extraen las listas de miRNAs y sus
potenciales dianas; 2) Ensembl, de donde se extraen las descripciones de
los genes y los términos GO asociados con ellos, y 3) Gene Ontology, de
donde se obtienen las descripciones de dichos términos GO.
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4.3. iRNAM (MicroRNA Mining)

4.3.2. Otencion de las listas de miRNAs y sus poten-
ciales dianas

Un script escrito en leguaje perl conecta con el servidor ftp de miRbase
y comprueba de forma automatica la versién publicada en ese momento.
Si la version es posterior a la que hay instalada en nuestra base de
datos descarga los archivos de todas las especies publicadas, anadiendo
aquellas especies que hayan podido incorporarse a miRbase desde la
ultima actualizacion. Estos archivos consisten en volcados comprimidos
de texto plano de sus bases de datos mySQL. Solo en el caso en que el
script detecte que son de una nueva version, descarga los archivos, los
descomprime, extrae la informacion relevante y actualiza nuestra base de
datos local. Con objeto de mantener la base de datos actualizada, el script
se ejecuta periédicamente desde el cron del sistema, que permite ejecutar
comandos a intervalos regulares.

4.3.3. Obtencion de términos GO

La obtencién de los términos GO de cada gen representado en la base
de datos requiere una doble consulta, a Ensembl para conseguir la lista de
identificadores de términos GO asociados con cada gen, y a Gene Ontology
para conseguir sus descripciones. La API (Application Programme Inter-
face) Perl de Ensembl permite realizar consultas remotas de sus bases de
datos desde scripts escritos en perl, pero esta facilidad no esta disponible
en la base de datos de Gene Ontology. Para solventar este problema, se
descarga un archivo con el volcado de datos de toda la base de términos
GO. Este archivo se encuentra en un formato propio de Gene Ontology, el
formato “obo”. Nuestro script encargado de la obtencion de estos datos es
capar de leer directamente el archivo obo y extraer de €l las descripciones
de los términos GO. El script obtiene la lista de términos asociados a cada
gen a través de consultas a Ensembl, e introduce estos datos en la base de
datos local, junto con las descripciones obtenidas del archivo “obo”.

4.3.4. Obtencion de las descripciones asociadas con
los transcritos

Otro script obtiene esta informaciéon mediante consultas directas a En-
sembl utilizando los nimeros de acceso de cada transcrito extraidos de los
datos de mirBase. Las descripciones de cada transcrito son introducidas
en las tablas de nuestra base de datos local.
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4.3.5. Interfaz web de consultas

El trabajo conjunto de los scripts anteriormente mencionados con-
struye y mantiene actualizada una base de datos local en la que se pueden
realizar consultas. Para facilitar la realizaciéon de estas consultas, se
ha desarrollado un interfaz web escrito en HTML y PHP5, accesible en
http:// m rnam ugr. es donde se encuentra la dltima versién consid-
erada estable, y htt p: // m rnam ugr. es/ m r nandev donde se realizan
las pruebas durante el desarrollo. Como servidor web se utiliza Apache?2.
La pagina principal ofrece la posibilidad de crear una nueva consulta o de
volver a acceder a una previa introduciendo el nimero de consulta que se
facilita cada vez que se envia una nueva (Figura 4.6.

piRNAM (miRNAs Mining)
(Under development)

Put welcome message here

Status

This is the development branch

New query | Recall a previous query = Query ID:

Figura 4.6: \iRNAM, consultas. Pagina inicial de yiRNAM. Permite pulsar el
botén New query para iniciar una nueva consulta o recuperar una consulta
previa.

En la pagina para realizar una nueva consulta se indica el namero de
consulta asignado y los tres pasos que hay que seguir para construirla que
son (Figura 4.7):

1. Elegir una especie.

2. Anadir miRNAs y términos GO a la consulta

3. Suministrar un correo electrénico y enviar la consulta

La especie se puede elegir entre todas las que haya publicadas en
miRbase y el nombre de la especie elegida aparecera en el titulo del
apartado.

El aspecto mas importante es la seleccion de miRNAs y términos
GO. El interfaz ofrece varias posibilidades para la elecciéon de los que se
han de incluir en la consulta. Se pueden realizar busquedas de miRNAs
con dianas presentes en un determinado gen de interés, y términos GO
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Clear guery

[ 7 || select this species

[ Add miRNAS to the query ]

| Add GO Terms to the query |

e-mall is mandatory: A report with the results of your query will be sent to your e-mail

e-mall: |

Send your query

Data in this site are obtained from miFbase, Ensembl and the Gene Cntology

Contact Miguel Burgos. Dpto. de Genética, Facultad de Ciencias. Universidad de Granada

Figura 4.7: ;iRNAM. Consulta nueva. Nueva consulta en yiRNAM. Se especi-
fican los tres pasos a seguir para la realizacién de una consulta
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Figura 4.8: (iRNAM. Inclusiéon de miRNAs y términos GO. Formularios
correspondientes a la paginas de busqueda de miRNAs y de términos GO
para su inclusién en las consultas

también asociados con algin gen de interés, o bien realizar busquedas
directas de cualquiera de estos datos (Figura 4.8.

Para la busqueda de miRNAs con dianas en algin gen de interés, el
interfaz permite buscar a su vez el gen por su nombre (external name),
por la ID del transcrito, o por una o varias palabras clave que puedan
encontrarse en su descripcién (Figura 4.9).

Search miBINAS targetting a gene Search miRINAS targetting a gene

Search by |External name v | § Search by |External name v ]

[External name
“Ensembl transcript 1D |

\cERiehiionIRNes ! \space separated keywords in description

Figura 4.9: ;iRNAM. miRNAs con dianas en un gen de interés. Formulario
para la busqueda de genes utilizando su nombre, ID de transcrito o palabras
clave.

Tras la consulta de genes aparece una tabla con todos los transcritos
que cumplan la condicién de bisqueda. Si alguno de los genes presenta
varios transcritos posibles por maduraciones alternativas de su mRNA o
por tener inicios alternativos de transcripcion, cada transcrito aparece de
forma independiente con su propio nimero de identificacién (Figura 4.10).
Se puede elegir entonces el transcrito deseado y ver la lista de dianas de
miRNAs presentes en el mismo (Figura 4.11)

La busqueda de téminos GO relacionados con un gen de interés se
realiza exactamente de la misma forma. La busqueda directa de miRNAs
puede hacerse introduciendo parte del nombre, y la bisqueda directa de
términos GO puede hacerse por la ID del término o por palabras claves
contenidas en su descripcion.
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gene transcript ID description

doublesex and mab-3 related transcription factor 1
[SowrceMarkerSymbol AccMGI:1354733]

doublesex and mab-3 related transcription factor 1
[Source:MarkerSymbol AccMGL:1354733]

|| Dmrt 1| ENSMUST00000025755

) |[Dmrt 1) ENSMUSTO0000087525

| Search miRNA targets in selected gene

Figura 4.10: 1iRNAM. Listado de transcritos. Formulario para la seleccion de
los transcritos de interés en los que se deseen buscar las dianas de miRNAs.

miRNA  |[N° of targets|
bta-mR-545 |1
hsa-miR-508-5p |[1

Am-mit=s 755D

IEEN

?

mmu-miR-881 1

£]d

Add selected miRNAS ta the query |

Figura 4.11: ;iRNAM. dianas miRNA presentes en un gen de interés.
Formulario para la seleccion de miRNAs a incluir en una consulta en
funcién del gen en que estan presentes.
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Es posible eliminar y anadir cuantos miRNAs y términos GO se deseen
en la consulta y una vez completado el disefio de la misma es necesario
facilitar una direccion de correo electrénico (paso 3) al que se enviara
un informe en formato PDF que contendra la lista de genes que tengan
dianas para alguno de los miRNA y que estén asociados a la vez con
alguno de los términos GO que se hayan seleccionado.

4.4. Preparacion de soluciones y medios

Preparacion de medio DMEM suplementado al 10 % con suero
bovino fetal

Se prepar6 a partir de medio suministrado en polvo por Sigma-Aldrich,
Dulbecco’s modified eagle’s medium nutrient mixture F-12 Ham con L-
Glutamina y 15 mM de HEPES, sin bicarbonato sédico. Instrucciones de
preparacion:

e Medir el 90% del volumen total de agua, a una temperatura
comprendida entre 15-20°C.

e Verter el contenido completo del frasco de medio (15.6 g/L) en el agua
y agitar ligeramente hasta que se disuelva.

e Afiadir 1.2 g de bicarbonato sédico por cada litro de volumen final.
Agitar hasta su completa disolucion.

e Ajustar el pH del medio entre 0.1-0.3 unidades de pH por debajo del
pH deseado, utilizando HC1 1 N o NaOH 1 N.

e Anadir agua hasta completar el volumen final.

e Esterilizar inmediatamente por filtracién, usando una membrana
con un tamario de poro de 0.22 ym.

e Dispensar asépticamente el medio en envases estériles.

e Afiadir antibiéticos contra procariotas como ampicilina (100 pg/ml)
y tetraciclina (15 pg/ml), 1 ul por cada ml de medio.

Preparacion de solucion de Hank (Hank’s balanced salt solu-
tion, HBSS)

e Medir el 90% del volumen total de agua, a una temperatura
comprendida entre 15-20°C.

e Verter el contenido completo del envase (9.5 g/L)) en el agua y agitar
ligeramente hasta que se disuelva.
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e Anadir 0.35 g de bicarbonato sédico por cada litro de volumen final.
Agitar hasta su completa disolucién.

e Ajustar el pH del medio entre 0.1-0.3 unidades de pH por debajo del
pH deseado, utilizando HC1 1 N o NaOH 1 N.

e Anadir agua hasta completar el volumen final.

e Esterilizar inmediatamente por filtraciéon, usando una membrana
con un tamaro de poro de 0.22 ym.

e Dispensar asépticamente el medio en envases estériles.
Solucion de Denhardt 100x Anadir los siguientes componentes:

e 10 g de Ficoll 400

e 10 g de Polyvinylpyrrolidone

e 10 gde BSA

e Completar con agua hasta 500 ml. Y ajustar el pH entre 6.8-7.2

PBS 10x Para un volumen de 11:

e Disolver los siguientes componentes en 800 ml de H,O destilada:

— NaCl: 80 g

— KCl: 2 ¢

— Nay,HPO,: 144 ¢
— KH,PO,:24 ¢

e Ajustar pH a 7.4.
e Anadir H,O hasta 11y autoclavar.

Tampon de extraccion Esta solucién se compone de :

e Tris-HC1 10 mM pH 7.5
e NaCl 10 mM
e EDTA 2 mM.

Solucion de proteinasa K

e Disolver 100 mg de proteinasa K liofilizada en 10 ml de H,O
ultrapura estéril.
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e Alicuotar y guardar a -20 °C.
Tampon de lisis la solucién se compone de:

e Tris-HCI 10 mM pH 7.5
e NaCl 10 mM

e EDTA 2 mM

e SDS5%

Medio LB Para 11 de medio:

e Mezclar los siguientes componentes:

— Bacto-triptona: 10 g

— Extracto de levadura: 5 g
— NaCl: 10 g

— H,0 destilada: 950 ml

e Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 5N y completar hasta un volumen
final de 11.

e Autoclavar.

e Dejar enfriar y anadir 1 ml de una solucién de ampicilina de
100 mg/ml cuando la temperatura baje a unos 50 °C.

Medio LB sélido

e Anadir 15 g de agar a 11 de medio LB liquido.
e Autoclavar.

e Dejar enfriar a temperatura ambiente hasta que alcance una tem-
peratura

de unos 50 °C.

e Si se requieren antibiéticos, anadir 1 ml de una solucién de ampicili-
na de 100 mg/ml.

e Repartir en placas de Petri.
20xSSC Para 100 ml:
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e Anadir los siguientes componentes a 80 ml de H,O DEPC:

— Cloruro sédico: 17.53 g
— Citrato sédico: 8.82 g

e Ajustar pH a 7.0 con HCI.
e Ajustar volumen a 100 ml.

e Autoclavar y guardar a temperatura ambiente.
5 M Cloruro sédico Para preparar 250 ml:

e Disolver 73.125 g en H,O DEPC y ajustar volumen a 250 ml.

e Autoclavar y almacenar a temperatura ambiente.
1 M Tris-HCI pH 7.5 Para preparar 200 ml:

e Pesar 24.228 g de Tris base y disolverlos en 180 ml de H,O DEPC.

e Ajustar al pH deseado con HCI. Puesto que la adicion de HCI genera
calor, esperar a que la solucién se enfrie a temperatura ambiente y
volver a ajustar el pH (en las soluciones de Tris, el pH se afecta por
la temperatura de la misma).

e Anadir H,O DEPC hasta un volumen de 200 ml.
2 M Tris-HCI pH 9.5 Para preparar 200 ml:

e Pesar 48.456 g de Tris base y disolverlos en 180 ml de H,O DEPC.

e Ajustar al pH deseado con HCI. Puesto que la adicion de HCI genera
calor, esperar a que la solucién se enfrie a temperatura ambiente y
volver a ajustar el pH (en las soluciones de Tris, el pH se afecta por
la temperatura de la misma).

e Afadir H,O DEPC hasta un volumen de 200 ml.
0.5 M EDTA pH 8.0 Para un volumen de 100 ml:

e Anadir 18.612 g de EDTA (sal disédica) a 80 ml de H,O DEPC .
e Ajustar pH a 8.0 con 10 N NaOH
e Ajustar volumen a 100 ml.

e Autoclavar y almacenar a temperatura ambiente.
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1 M Cloruro de magnesio Disolver 50.82 g de cloruro de magnesio
en 220 ml de H,O y ajustar volumen.

NTMT pH 9.5 Para preparar 1 1:
e Afiadir los siguientes componentes:

— 5 M NaCl: 20 ml
— 2 M Tris-HCI pH 9.5: 50 ml
— 1M MgCls: 50 ml

e Ajustar pH a 9.5
e Aniadir 2 ml de Tween 20 (50 %).

e Ajustar volumen a 1000 ml.
TE

e Tris 10 mM pH 8
e EDTA 1 mM

MOPS 10x

e MOPS 0.2 M

e Acetato sédico 50 mM

e EDTA 5 mM

e Ajustarel pH a7 con NaOH 1 M

MEMFA Para preparar 100 ml

e Tampoén Mops 10x: 10 ml
e Formaldehido 37 %: 10 ml
e H,O: 80 ml
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5. Resultados

5.1. Microarray

5.1.1. Analisis de los resultados del microarray

Calidad e identidad de las muestras de RNA utilizadas en el
microarray

Tal como se indicé en la seccion de Material y Métodos, la utilizacién de
muestras de RNA de la mayor calidad y de identidad asegurada, era de
suma importancia para garantizar resultados fiables en el experimento
de microarray. Para la extraciéon de RNA las génadas de individuos
de diferentes camadas se agruparon segun su sexo y estadio (Cuadro
5.1). Dado que la morfologia de la génada en 11.5 dpc no permite
la identificacion del sexo, se utilizaron para ello técnicas histolégicas
y moleculares: realizaciéon de preparaciones para la visualizacion del
corpusculo de Barr y de PCRs duplex para los genes Miogenina y Zfy,
segun los protocolos descritos anteriormente. En la figura 5.1 podemos
observar muestras de macho, donde se visualizan dos bandas (carriles
1,2,4, 7-12, 14, 16 y 21), asi como muestras de hembra, donde sélo se
observa una banda (carriles 3, 5, 6, 13, 15 y 17-20).

Muestra Num. gonadas utilizadas
11.5 dpc Macho 31
11.5 dpc Hembra 24
13.5 dpc Macho 19
13.5 dpc Hembra 18

Cuadro 5.1: Numero de gonadas utilizadas en la extraccion del RNA para
la hibridacién con el microarray.

Para el control de calidad del RNA extraido se midié su concentracion y
niveles de contaminacién (Cuadro 5.2) y se comprob6 su integridad medi-
ante electroforesis (Figura 5.2), de acuerdo con los métodos descritos ante-
riormente. Estos analisis demostraron la alta calidad de las muestras de
RNA y su adecuacién para la realizacion del experimento de microarray.

Tras ser enviadas a la empresa Exiqon, sus técnicos también re-
alizaron un control de calidad e integridad del RNA mediante electrofore-
grama en un Bioanalyser 2100 (Agilent Technologies). Con estos analisis
se comprobé que las muestras no se habian deteriorado en el envio.
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5.1. Microarray

Figura 5.1: Gel de agarosa de una PCR duplex para la identificacion del
sexo de las muestras del microarray. En el primer carril observamos
el patrén de pesos moleculares (ladder) y en los siguientes 21 carriles se
muestra el resultado de las PCRs duplex para sexar 21 individuos. La banda
de Zfy tiene alrededor de 250 pb y la banda de Miogenina es algo inferior a

500 pb.
Concentracién ng/ul abs. 350 abs. 320
13.5 macho 210 2.38 5.17
13.5 hembra 131 1.73 1.94
11.5 macho 152 2.21 1.59
11.5 hembra 114 1.70 1.29

Cuadro 5.2: Concentraciones de las muestras de RNA utilizadas para el microar-

ray. La concentracion de las muestras se exprea en ng/ul, Las relaciones
de densidades o6pticas % son indicativas del grado de contaminacién por
260

fenoles, y la de 3 por proteinas.
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Macho Hembra

11.5 dpc

13.5 dpc

Figura 5.2: Gel de agarosa del RNA de las muestras utilizadas para el
microarray. Bandas de RNA ribosémico (28s y 18s) y RNAs pequeiios para
las 4 muestras utilizadas en el microarray (11.5 macho, 11.5 hembra, 13.5
macho y 13.5 hembra).
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5.1. Microarray

En las figuras 5.3 y 5.4 se observan los resultados del electroforegrama
para las cuatro muestras. En ellos observamos claramente definidos
los picos de los RNAs ribosémicos 18s y 28s, también vemos los RNAs
pequeios y un RNA control que se anade a la electroforesis para seguir la
posicién del frente. El nimero RIN (RNA integrity number) es el indice de
calidad de las muestras, con un valor maximo de 10. No es recomendable
la utilizacién de una muestra con RIN <7. Todas nuestras muestras
obtuvieron valores RIN >9.
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Figura 5.3: Electroforegramas de las muestras de 11.5 dpc utilizadas en el
microarray. A la izquiera de cada recuadro se muestra el electroforegrama
y a la derecha se representa una electroforesis virtual de la muestra. Se
sefialan los RNAs 28s, 18s, RNAs pequenos (marcados con un asterisco) y el
RNA control (Ctrl).
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Figura 5.4: Electroforegramas de las muestras de 13.5 dpc utilizadas en el
microarray. Como en la figura anterior, a la izquiera de cada recuadro se
muestra el electroforegrama y a la derecha se representa una electroforesis
virtual de la muestra. Se sefialan los RNAs 28s, 18s, RNAs pequeios
(marcados con un asterisco) y el RNA control (Ctrl).
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5.1. Microarray

Analisis de los resultados del microarray

Los resultados obtenidos en el microarray han sido resumidos e
ilustrados en un mapa de agrupamiento jerarquico denominado heatmap,
donde se muestran dos agrupaciones, una de miRNAs y otra de muestras
(Figura 5.5). Cada fila representa un miRNA y cada columna representa
una muestra. El arbol de agrupamiento de miRNAs se muestra a la
izquierda, y el de muestras aparece en la parte superior. La escala de
colores mostrada en la parte inferior de la figura 5.5 ilustra el nivel
relativo de expresién de un miRNA a través de todas las muestras: el
color rojo representa un nivel de expresion por encima de la media, y el
color azul representa un nivel de expresion por debajo de la media.

El agrupamiento se basa en el calculo de la ratio logg(g—f/l‘;) de las
sefiales de ambos fluorocromos, normalizada restando la media de ex-
presion de las cuatro muestras y dividiendo los valores por la desviacion
estandar (Eisen et al., 1998) y utilizando la distancia “euclidiana” para
su representacion. Las ratios normalizadas para las cuatro hibridaciones
quedan recogidas en el cuadro 5.3. Los valores representan las medianas
de las senales de las réplicas de cada miRNA presentes en los microar-
rays. El criterio de seleccion de miRNAs de los que se considera que mues-
tran una suficiente expresion diferencial se basa en el grado de divergen-
cia de las medianas en cada muestra estimado a traves de la desviaciéon
estandar. Se consideraron aquellos miRNAs con desviaciones estandar su-
periores a 0.50. Con este criterio, de un total de 757 miRNAs analizados,
71 pasaron el criterio de seleccién, y solamente éstos estan incluidos en el

heatmap.

Los datos compilados de los microarrays han sido enviados a ArrayEx-
press con un nimero de acceso: E-MEXP-2252. El nombre de experimento
que consta en la base de datos es: Expresion of miRNAs in mouse embryo
gonad during the critical period of sex determination; con una fecha es-
pecificada de publicacion del 14 de mayo de 2012.

Mediana de las seiiales de cada sonda

miRNA 11.5M 11.5H 13.5M 13.5H SD

202-5p 0.14 0.12 0.24 0.66 1.65
770-3p 0.22 0.23 1.29 1.09 1.39
871 0.25 0.25 0.87 141 1.28
135a 0.69 0.81 0.22 1.42 1.12
184 0.38 0.39 1.98 0.68 1.12
465a-3p  0.33 0.35 0.93 1.42 1.05
322 1.08 1.37 0.28 0.76 1.02
741 0.39 0.34 0.73 1.52 0.99
675-5p 0.36 0.35 1.12 1.13 0.97
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Mediana de las seniales de cada sonda

miRNA 11.5M 11.5H 13.5M 13.5H SD

503 2.05 1.99 0.62 0.70 0.93
880 0.49 0.42 0.99 1.66 0.93
let-7i 0.44 0.43 1.34 1.05 0.92
10a 1.48 1.63 0.43 0.72 0.92
743a 0.41 0.39 0.79 1.48 0.91
471 0.41 0.41 0.85 1.42 0.88
let-7i 0.44 0.42 1.34 1.26 0.85
714 0.55 0.45 1.17 1.37 0.79
let-7d 0.49 0.50 1.21 1.10 0.79
21* 0.41 0.43 1.02 1.09 0.76
202-3p 0.53 0.53 1.58 0.93 0.76
455 0.50 0.48 1.47 0.79 0.75
455* 0.85 0.85 2.46 0.97 0.74
465¢c-5p  0.55 0.43 1.09 1.20 0.73
124 0.75 0.77 0.66 1.97 0.73
301b 2.06 1.98 0.82 0.88 0.72
let-7g 0.69 0.66 1.13 1.10 0.71
let-7f 0.60 0.54 0.99 1.05 0.71
let-7d 0.50 0.47 1.37 1.11 0.71
let-7a 0.49 0.52 1.29 1.04 0.70
710 0.58 0.53 1.30 1.25 0.70
183* 0.48 0.50 1.07 1.17 0.69
30c-2* 0.51 0.46 1.12 1.10 0.69
881 0.61 0.53 0.97 1.50 0.69
200b 1.37 2.04 0.68 0.97 0.67
672 0.58 0.54 0.97 1.44 0.66
711 0.66 0.63 1.53 1.28 0.66
196b 1.59 1.65 0.63 1.08 0.65
196a 1.51 1.67 0.64 0.89 0.65
369-5p 1.07 1.23 0.48 0.69 0.62
130b 1.75 1.90 0.78 1.02 0.62
878-3p 0.74 0.75 0.98 1.85 0.62
290-3p 0.57 0.56 1.12 1.23 0.61
144 0.66 0.55 1.46 0.77 0.61
let-7c 0.54 0.52 0.98 1.19 0.60
96 0.54 0.58 0.85 1.34 0.60
742 0.53 0.55 0.89 1.25 0.59
410 1.42 1.54 0.68 0.80 0.59
470 0.53 0.58 1.10 1.12 0.58
129-5p 0.57 0.56 1.05 1.21 0.58
let-7a 0.46 0.52 0.90 1.05 0.58
20b 1.16 1.34 0.54 0.91 0.58

156



5.1. Microarray

Mediana de las sefiales de cada sonda

miRNA 11.5M 11.5H 13.5M 13.5H SD
193 0.71 0.69 1.62 1.02 0.58
let7-b 0.54 0.57 1.06 1.16 0.57
20a* 1.84 1.76 1.07 0.82 0.57
138 0.88 0.85 0.68 1.21 0.56
126-5p 0.89 0.93 0.43 0.93 0.55
342-3p 1.51 1.37 0.73 0.78 0.54
668 1.30 1.07 1.00 0.55 0.54
483* 2.38 2.53 1.18 1.50 0.53
409-5p 1.38 1.34 0.72 0.73 0.53
183 0.66 0.64 0.99 1.38 0.53
182 0.66 0.61 0.92 1.35 0.52
380-3p 1.58 1.40 0.86 0.75 0.52
369-3p 1.39 1.23 0.69 0.72 0.52
103 1.08 1.22 0.56 1.09 0.51
21 1.14 131 0.58 0.95 0.51
382 1.37 1.27 0.77 0.68 0.50
200a 1.19 1.82 0.82 0.94 0.50
301a 1.71 1.69 0.88 0.99 0.50
34b-5p 0.88 0.68 1.44 1.30 0.50
433 1.32 1.43 0.73 0.79 0.50

Cuadro 5.3: Mediana de las senales de las réplicas de cada sonda para los
miRNAs con expresion diferencial. Datos normalizados de las sefales
de los 71 miRNAs que mostraron desviaciones estdndar entre muestras
superiores a 0.50, segun el criterio de seleccién (Columna SD). (M) macho;

(H) hembra para los estadios 11.5 y 13.5 dpc.
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Figura 5.5: Diagrama heatmap del microarray del perfil de expresion
de miRNAs en génadas embrionarias. Se distinguen dos agrupaciones
jerarquicas de genes y de muestras con 5 grupos distintos de miRNAs (A-
E). El grupo A y E incluye miRNAs que muestran una inhibicién (A) o
activacién (E) no especifica de sexo, durante la transicién entre los estadios
de desarrollo 11.5 y 13.5 dpc; estos genes probablemente no estén implicados
en la determinacién sexual. El grupo B contiene 3 miRNAs fuertemente
activados en ovarios de 13.5 dpc, pudiendo tener un posible papel en
el desarrollo ovarico. En el grupo C se incluyen 6 miRNAs fuertemente
activados en testiculos de 13.5 dpc pero no en ovarios, con un posible papel
en el desarrollo testicular. E1 grupo D contiene 11 miRNAs fuertemente
activados en ovario de 13.5 dpc pero no testiculo, pudiendo tener igualmente
un papel en el desarrollo ovarico.
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Heatmap

En el heatmap (Figura 5.5) podemos ver los 71 miRNAs que mostraron
expresion diferencial entre sexos o entre estadios de desarrollo. Podemos
indetificar 5 grupos de genes de miRNAs, etiquetados en la figura 5.5
de la A a la E. Los grupos A y E corresponden a aquellos miRNAs que
son reprimidos (grupo A) o activados (E) durante la transicién entre los
dos estadios de desarrollo estudiados (11.5 y 13.5 dpc). Segun este patrén
de expresion, estos miRNAs probablemente no estén implicados en la
diferenciacion gonadal, mostrando menos interés para nuestro estudio.
Por el contrario, los 20 miRNAs incluidos en los grupos B-D muestran
diferencias de expresion especificas de sexo en 13.5 pero no en 11.5, por lo
que podrian ser buenos candidatos como reguladores de genes implicados
en la determinaciéon del sexo. El grupo B incluye 3 miRNAs que estan
fuertemente activados en ovarios de 13.5 dpc y reprimidos en testiculos de
13.5 dpc, sugiriendo un potencial papel en el desarrollo ovarico. El grupo
C contiene 6 miRNAs que estan fuertemente activados en testiculos de
13.5 pero no en ovarios del mismo estadio, sugiriendo un potencial papel
en el desarrollo testicular. Por dltimo, el grupo D incluye 11 miRNAs que
estan fuertemente activados en ovarios de 13.5 pero no en testiculos del
mismo estadio, asi que de igual manera que el grupo B, podrian estar
implicados en el desarrollo ovéarico.

5.1.2. Validacién Microarray

Los datos del experimento del perfil de expresion de miRNAs mediante
hibridacién en un microarray han sido validados por RT-PCR en tiempo
real (RT-Q-PCR). Se validaron los niveles de expresion de un total
de 8 miRNAs seleccionados (Cuadro 5.4). Hemos escogido miRNAs de
los 5 grupos de expresién diferencial en los que hemos dividido los
resultados del microarray, teniendo por tanto una muestra representativa
del total de todos grupos incluidos en el heatmap. Dicha validacion se
hizo comparando los niveles de expresion obtenidos mediante RT-Q-PCR
con los niveles del array. En general, los valores se correlacionaron
significativamente entre el array y la RT-Q-PCR segin un analisis
estadistico de regresion lineal.

Los resultados de estos andlisis quedan representados en las figuras
5.6-5.13, donde los datos normalizados se representan como la media
+ s.e.m. (error estdandar de la media) de al menos tres experimentos
independientes. El andlisis de regresién indica la ausencia de diferencias
significativas en la distribucién de la variacién entre los dos experimentos
(R?=0.97, P=0.0128). Debemos puntualizar que aunque los analisis de
expresion para los miRNAs mmu-mir-126-5p (Fig. 5.8) y mmu-mir-103
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H
Diferencias entre estadios Activados en hembra 13.5 Activados en macho 13.5
miRNA Grupo miRNA Grupo miRNA Grupo
miR-103 A miR-135a B
miR-126 A miR-96 D miR-193 C
miR-183 D miR-202-5p E
miR-182 D

Cuadro 5.4: Mirnas seleccionados para la validacién del microarray

(Fig. 5.6) del grupo A muestran diferencias de expresion mayores entre
estadios de desarrollo que entre sexos en 13.5 dpc, debe tenerse en
cuenta que también existen diferencias entre sexos en este estadio.
Por ello, incluimos estos miRNAs en el conjunto de los validados por
RT-Q-PCR. Nuestros resultados confirman que ambos miRNAs estan
significativamente mas expresados en génadas de hembra en 13.5 dpc,
sugiriendo un potencial papel en el desarrollo ovarico.
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0 PCR array

11.5M 11.5H 135M 13.5H

Figura 5.6: RT-Q-PCR para mmu-mir-103 para validar el microarray. En
rojo se representan los datos de expresion normalizados del array (extraidos
del cuadro 5.3) frente a los datos normalizados de los niveles de expresién
del miRNA obtenidos mediante RT-Q-PCR, en verde, para cada muestra, de
macho (M) o hembra (H) de 11.5 o 13.5 dpc. Los datos se representan como
la media + s.e.m. de al menos 3 experimentos independientes.

OO PCR HE array

N NN

11.5M 11.5H 13.5M 13.5H

Figura 5.7: RT-Q-PCR para mmu-mir-135a para validar el microarray. Los
datos se han representado com en la figura 5.6.
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OO PCR B array

2.0

1.0

=
© 11.5M 11.5H 13.5M 13.5H

Figura 5.8: RT-Q-PCR para mmu-mir-126 para validar el microarray. Los
datos se han representado com en la figura 5.6.
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Figura 5.9: RT-Q-PCR para mmu-mir-96 para validar el microarray. Los
datos se han representado com en la figura 5.6.
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Figura 5.10: RT-Q-PCR para mmu-mir-193 para validar el microarray.Los
datos se han representado com en la figura 5.6.
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Figura 5.11: RT-Q-PCR para mmu-mir-183 para validar el microarray.Los
datos se han representado com en la figura 5.6.
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0 PCR HE array
.

~—

Q.
—

0
o

O |
o 11.5M 11.5H 135 M 13.5H

Figura 5.12: RT-Q-PCR para mmu-mir-202 para validar el microarray.Los
datos se han representado com en la figura 5.6.
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Figura 5.13: RT-Q-PCR para mmu-mir-182 para validar el microarray. Los
datos se han representado com en la figura 5.6.
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5.2. Mineria de datos: (iRNAM

5.2.1. Criterios de busquedas de dianas con el progra-
ma iRNAM

A fin de encontrar posibles genes candidatos a ser regulados por
alguno de los miRNAs resultantes de nuestro microarray hemos realizado
bisquedas selectivas con el programa piRNAM, diseniado para este
propésito.

De los 71 miRNAs dentificados en el microarray, hemos seleccionado
22 por su mayor relevancia, dada su expresion diferencial de sexo en
13.5 dpc, que mayoritariamente pertenecen a los grupos B, C y D
del heatmap (Figura 5.5). Los hemos clasificado en grupos segun se
encuentren activados en ovario o testiculo. El cuadro 5.5 muestra los
miRNAs que hemos utilizado para realizar las busquedas.

Activados en

Ovario 13.5 Testiculo 13.5 Otros

miR-135a miR-144 miR-668

miR-124 miR-184 miR-126-5p

miR-138 miR-202-3p miR-103
miR-878-3p miR-455*

miR-96 miR-193

miR-471

miR-742

miR-743a

miR-741

miR-182

miR-672

miR-183

miR-880

miR-881

Cuadro 5.5: miRNAs seleccionados para realizar las bisquedas en el programa
iRNAM

En el grupo “Otros” se incluyen tres microRNAs que pertenecen al
grupo A del heatmap, correspondiente a miRNAs que son reprimidos en
la transicién del estadio 11.5 dpc a 13.5 dpc. Sin embargo, los hemos
considerado de interés porque muestran expresién diferencial de sexo
en 13.5, concretamente miR-126-5p y miR-103 son reprimidos en macho
de 13.5 pero no en hembra, y por el contrario, miR-668 es reprimido en
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ovario de 13.5 pero no en testiculo, pudiendo tener algin papel en la
determinacion del sexo.

Por otro lado, para filtrar los resultados hemos escogido diferentes
términos GO relacionados con el proceso de la determinacién sexual o
definitorios de los genes maestros de la diferenciaciéon gonadal, aunque
algunos de estos términos no produjeron ningun resultado. Finalmente
han sido 11 términos GO los que nos han proporcionado informacién sobre
dianas relevantes. Dichos términos GO estan incluidos en el cuadro 5.6.

Clasificacion del término ID

Gonad development 0008406
Sex diferentiation 0007548
Male sex determination 0030238
Male sex diferentiation 0046661
Male gonad development 0008584
Androgen receptor signaling pathway 0030521
Male somatic sex determination 0019102
Wnt receptor signaling pathway 0016055
Female gonad development 0008585
Germ cell development 0007281
Male germ-line sex determination 0019100

Cuadro 5.6: Términos GO seleccionados para realizar las busquedas en el
programa piRNAM

5.2.2. Resultados de la salida del programa (iRNAM

Los resultados de las busquedas los hemos resumido en 11 cuadros,
en funcién de cada término GO, con el fin de hacer mas comprensible
la interpretaciéon de las posibles dianas encontradas. A continuacion
podemos ver cada uno de esos 11 cuadros, donde sélo mostramos los
miRNAs que obtuvieron resultados en cada caso, aunque en todos los
casos las busquedas se hicieron con los 22 miRNAs.
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Gonad development. GO:0008406

miRNA Genes

miR-124 Hmgecr

miR-96 Hmgcr, Nrobl

miRNAs activados en
ovario 13.5

miR-741 Nrobi

Otros miR-103 MkkS, Osrl

Cuadro 5.7

Sex diferentiation. GO:0007548

miRNA Genes

miR-135a Dmrt2

miR-124 Ide, Dmrt1, Tcf21, Ar, Dmrt2
miR-878-3p Ar, Sry

miR-471 Ar

miR-182 Dmrt3

miR-672 Cypl7al, Dmrt3

miR-881 Sry

ovario 13.5

miR-455% Ar
miR-144 Dmrt3
miR-202-3p Cypl7al, Ar

miRNAs activados en

testiculo 13.5

miR-668 Tecf21, Dmrtl1
otros miR-126-5p Ide, Dmrtal
miR-103 Cdkl2

Cuadro 5.8
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Male sex determination. GO:0030238

miRNA Genes

miR-878-3p Sry

. = miR-96 Nrobl1
2 £ miR-743a Insr
¥ £ miR-741 Nrobl1
g miR-881 Sry
< =
£ < miR-184 Insr
g 3
% miR-202-3p Igflr
Cuadro 5.9
Male sex diferentiation. GO:0046661
miRNA Genes
g
£ T miR742 Fkbpd
z =]
=
g
Cuadro 5.10
Male gonad development. GO:0008584
miRNA Genes
g miR-124 Sox9, Sox8, Dmrtl, Ar
é »  miR-138 Fanca, Insl3
£ % miR-878-3p Ar
® 5 miR471  Ar
5 ° miR-182 Fanca
Z miR-672 Fanca

miR-668 Dmrtl1

@]
5
g
S
(2]

Cuadro 5.11
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Androgen receptor signaling pathway. GO:0030521

miRNA Genes

miR-124 Brcal, Ar
miR-138 Fhl2, Ppap2a
miR-878-3p Ar, Nripl
miR-471 Thrapb, Ar, Cdk7
miR-742 Thrap4, Pparbp
miR-743a Fhi2

miR-741 Breal, Nrip1
miR-182 Pparbp, Ppargcla
miR-672 Ppargcla, Nripl, Grip1
miR-183 Fhil2

miR-880 Daxx

miR-881 Tmepai

ovario 13.5

miRNAs activados en

miR-455% Ar, Cdk7

miR-144 Rb1, Thrap6, Pias2

miR-184 Thrap4, Sfrp5, Thrap4
miR-202-3p Nripl, Ppargcla, Thrap6, Ar
miR-193 Thrap4

testiculo 13.5

miR-668 Thrap4, Tmepai
Otros miR-126-5p Cdk7
miR-103 Fhil2, Ccnel

Cuadro 5.12

Male somatic sex determination. GO:0019102

miRNA Genes

miR-124 Ar
miR-878-3p Ar
miR-471 Ar
miR-880 Ar

ovario 13.5

miR-455% Ar

miRNAs activados en

testiculo 13.5

miR-202-3p Ar

Cuadro 5.13
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Wnt receptor signaling pathway. GO:0016055

miRNA Genes
miR-135a Wnt6, Csnk2b, Tlel
miR-124 Sfrp5, Axinl
miR-138 Aes, Wnt6, Kihl12, Wntl6, Wnt5b, Lrp6,
Kremenl, Axinl, Csnkle
miR-878-3p Lrrfip2, Axin2, Tle4
o miR-96 Ldbl, Tax1bp3, Bcl9
= miR-471 Sfrp4, Slc9a3r1, Dkk4, Brd7, Tle2
8 § miR-742 Wnt9a, Sfrp2, Dkk4, Fzd5, Mitf
€ ° miR-743a Wntl0a, Ctnnbl, Pygol
£ miR-741 Wnitl, Axin2, Fzd9
2 miR-182 Wnt7a, Bel9, Porcn, Tle
Z miR-672 Bcl9, Lef1, Dkk4, Cpz
E miR-183 Lrp6, Fzd9, Hbp1
miR-880 Bcl9, Macf1
miR-881 Lef1, Dkk4, Brd7, Wnt16
miR-455% Sostdcl, Zbtb33
< miR-144 Wifl, Rspol, Apc
5 miR-184 Wnt9a, Dact1, Tcf712, Wnt10b, Wnt16
& miR-202-3p Mitf, Apc, Tcf7
¢ miR-455 Kremen2, Fzd1, Fzd5
miR-193 Fbxw2, Wntl6, Dkk4, Tle2
miR-668 Wnit8b
otros miR-126-5p Tc¢f3, Axinl, Porcn
miR-103 Wnt3a, Csnklg2, Dvll

Cuadro 5.14
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Female gonad development. GO:0008585

miRNA Genes

miR-138 Fanca
miR-878-3p Fst
miR-741 Fshr
miR-182 Fanca
miR-672 Fanca

ovario 13.5

miR-144 Fst

miRNAs activados en

testiculo 13.5

miR-184 Fst

Otros miR-103 Fshr

Cuadro 5.15

Germ cell development. GO:0007281

miRNA Genes

miR-135a Mov10l1

miR-124  Cugbpl, Bax, Brecal, Kitl
miR-96 Hils, Dnd1, Porcn, Hbpl, Frap1
miR-742  Frapl, Dndl

miR-743a Bax, Dndl

miR-741  Bax

miR-672  Acvrl, Frapl

miR-183  Rps6kbl

miR-880  Mov10l1, Fancc

ovario 13.5

miRNAs activados en

miR-144  Dazl, Cxcr4, Dnd1
miR-184  Kitl, Tiall
miR-455  Mov10l1, Bax
miR-193 Wil

testiculo 13.5

miR-668 Fancc

Ofros iR-103 Akt1, Fancc

Cuadro 5.16

172



5.2. Mineria de datos: tiRNAM

Male germ-line sex determination. GO:0019100
miRNA Genes

miR-124 Sox9

miRNAs activados en
ovario 13.5

Cuadro 5.17

5.2.3. Descripcion de las dianas resultantes

En el cuadro 5.18 podemos ver todas las dianas recogidas en la salida
del programa piRNAM, ordenadas alfabéticamente, con la descripcién del
gen y el nimero de identificacién (ID) que proporciona la base de datos
Ensembl.

Gen Descripcion ID
Acvrl activin A receptor, type 1 87911
Aes amino-terminal enhancer of split 95806
Aktl thymoma viral proto-oncogene 1 87986
Apc adenomatosis polyposis coli 88039
Ar androgen receptor 88064
Axinl axin 1 1096327
Axin2 axin2 1270862
Bax bcl2-associated x protein 99702
Bcl9 b-cell cll/lymphoma 9 1924828
Breal breast cancer 1 104537
Brd7 bromodomain containing 7 1349766
cenel cyclin el 88316
Cdk7 cyclin-dependent kinase 7 102956
Cdkl2 cyclin-dependent kinase-like 2 1858227
Cpz carboxypeptidase z 88487
Csnkle casein kinase 1, epsilon 1351660
Csnklg2 casein kinase 1, gamma 2 1920014
Csnk2b casein kinase 2, beta polypeptide 88548
Ctnnbl catenin (cadherin associated protein), beta 88276

1
Cugbpl cug triplet repeat, rna binding protein 1 1342295
Cxcr4 chemokine (c-x-c motif) receptor 4 109563

Cypl7al  cytochrome p450, family 17, subfamily a, 88586
polypeptide 1
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Gen Descripcion ID
Dact1 dapper homolog 1, antagonist of beta- 1891740
catenin (xenopus)
Daxx fas death domain-associated protein 1197015
Dazl deleted in azoospermia-like 1342328
DFkk4 dickkopf homolog 4 (xenopus laevis) 2385299
Dact1 dapper homolog 1, antagonist of beta- 1891740
catenin (xenopus)
Dmrtal doublesex and mab-3 related transcription 2653627
factor like family al
Dmrt1 doublesex and mab-3 related transcription 1354733
factor 1
Dmrt2 doublesex and mab-3 related transcription 1330307
factor 2
Dmrt3 doublesex and mab-3 related transcription 2449470
factor 3
Dnd1 dead end homolog 1 (zebrafish) 2447763
Dvl1 dishevelled, dsh homolog 1 (drosophila) 94941
Fanca fanconi anemia, complementation groupa 1341823
Fancce fanconi anemia, complementation group c 95480
Fbxw2 f-box and wd-40 domain protein 2 1353435
Fhi2 four and a half lim domains 2 1338762
Fkbp4 fk506 binding protein 4 95543
Frapl fk506 binding protein 12-rapamycin associ- 1928394
ated protein 1
Fshr follicle stimulating hormone receptor 95583
Fst follistatin 95586
Fzd1 frizzled homolog 1 (drosophila) 1196625
Fzd5 frizzled homolog 5 (drosophila) 108571
Fzd9 frizzled homolog 9 (drosophila) 1313278
Gripl glutamate receptor interacting protein 1 1921303
hbpl high mobility group box transcription fac- 894659
tor 1
Hils histone h1-like protein in spermatids 1 2136691
Hmger 3-hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme a re- 96159
ductase
Ide insulin degrading enzyme 96412
igflr insulin-like growth factor i receptor 96433
Insl3 janus kinase 3 99928
Insr insulin receptor 96575
Kitl kit ligand 96974
Kihii2 kelch-like 12 (drosophila) 2385619
Kremenl kringle containing transmembrane protein 1933988

1

174



5.2. Mineria de datos: tiRNAM

Gen Descripcion ID

Lef1 lymphoid enhancer binding factor 1 96770

Ldbl1 lim domain binding 1 894762

Lrrfip2 leucine rich repeat (in flii) interacting pro- 1918518
tein 2

Lrp6 low density lipoprotein receptor-related 1298218
protein 6

Macf1 microtubule-actin crosslinking factor 1 108559

Mitf microphthalmia-associated transcription 104554
factor

MFkks mckusick-kaufman syndrome protein 1891836

Mov10l1  moloney leukemia virus 10-like 1 1891384

Nrob1 nuclear receptor subfamily 0, group b, 1352460
member 1

Nripl nuclear receptor interacting protein 1 1315213

Osrl odd-skipped related 1 (drosophila) 1344424

Pias2 protein inhibitor of activated stat 2 1096566

Porcn porcupine homolog (drosophila) 1890212

Ppap2a phosphatidic acid phosphatase 2a 108412

Pparbp peroxisome proliferator activated receptor 1100846
binding protein

Ppargcla peroxisome proliferative activated receptor, 1342774
gamma, coactivator 1 alpha

Pygol pygopus 1 1919385
Rb1 retinoblastoma 1 97874
Rps6kbl  ribosomal protein s6 kinase, polypeptide 1 1270849
Rspol r-spondin homolog (xenopus laevis) 2183426
Sfrp2 secreted frizzled-related protein 2 108078
Sfrp4 secreted frizzled-related sequence protein 4 892010
Sfrp5 secreted frizzled-related sequence protein 5 1860298
Slc9a3r1  solute carrier family 9 1349482
Sostdcl sclerostin domain containing 1 1913292
Sox8 sry-box containing gene 8 98370
Sox9 sry-box containing gene 9 98371
Sry sex determining region of chr y 98660

Tax1bp3  taxl (human t-cell leukemia virus type i) 1923531
binding protein 3

Tcf21 transcription factor 21 1202715

Tcf3 transcription factor 3 1202876

Tcf7 transcription factor 7-like 2, t-cell specific, 1202879
hmg-box

Tef712 transcription factor 7-like 2, t-cell specific, 1202879
hmg-box
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Gen Descripcion ID

Thrap4 thyroid hormone receptor associated pro- 1344385
tein 4

Thrap5 thyroid hormone receptor associated pro- 2158394
tein 5

Thrap6 thyroid hormone receptor associated pro- 1917040
tein 6

Tiall tial cytotoxic granule-associated rna bind- 107913
ing protein-like 1

Tlel transducin-like enhancer of split 1, ho- 104636
molog of drosophila e(spl)

Tle2 transducin-like enhancer of split 2, ho- 104635
molog of drosophila e(spl)

Tle4 transducin-like enhancer of split 4, ho- 104633
molog of drosophila e(spl)

Tmepai transmembrane, prostate androgen in- 1929600
duced rna

Wif1 wnt inhibitory factor 1 1344332

Wntl wingless-related mmtv integration site 1 98953

Wnt10a wingless related mmtv integration site 10a 108071

Wnt10b wingless related mmtv integration site 10b 108061

Wnt16 wingless-related mmtv integration site 16 2136018

Wnt5b wingless-related mmtv integration site 5b 98959

Wnt6 wingless-related mmtv integration site 6 98960

Wnt7a wingless-related mmtv integration site 7a 98961

Wnt9a wingless-type mmtv integration site 9a 2446084

Wt1 wilms tumor homolog 98968

Zbtb33 zinc finger and btb domain containing 33 1927290

Cuadro 5.18: Breve descripcion de los genes resultantes de las busquedas del

programa piRNAM.

Por tanto, hemos identificado un total de 106 genes que podrian estar
regulados por uno o mas de los 22 miRNAs seleccionados a partir de nue-
stros datos de microarrays y se han resaltado en negrita aquellos genes
que sabemos que tienen una implicacion directa en la determinacion y/o
diferenciacion del sexo y que, por tanto, serian los primeros que requieren
un estudio mas detallado. De entre todos ellos, podemos destacar los 11
siguientes: Ar, Dmrt1, Sox9, Sox8, Sry, NrOb1l, Cyp17al, Fhi2, Fshr, Fst

y Rspol.
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5.2.4. Localizacion genomica y posible regulacion de
los principales miRNAs identificados

Otro aspecto interesante a estudiar es la regulaciéon que pueden tener
estos miRNAs. Los datos actuales sugieren que la expresién de los miR-
NAs esté controlada principalmente a nivel transcripcional. Para indagar
en este aspecto, hemos realizado una serie de analisis bioinformaticos en
busca de regiones con potencial funcién reguladora, cercanas al extremo
5’ de estos genes. Asi, por un lado se han realizado buisquedas en la base
de datos Ensembl para hallar la localizacién genémica de los 22 miRNAs
de interés. Ademas se ha utilizado una herramienta bioinformatica de
prediccién de factores de transcripcién que se unen a secuencias de DNA
dadas. Seleccionamos aquellas secuencias que encontramos con potencial
regulador, aguas arriba de los genes de los miRNAs, y las introdujimos
en el programa bioinformatico TESS (Transcription Element Search Sys-
tem). Los resultados han revelado que una proporcién de estos 22 miR-
NAs, concretamente 9, estan localizados de manera independiente en el
genoma y los 13 restantes se encuentran formando agrupaciones, comun-
mente denominados clusters.

Cabe destacar un cluster encontrado en el cromosoma X donde se en-
cuentran 7 miRNAs activados en ovario de 13.5 dpc, segiin nuestros datos.
Si nos fijamos en este cluster (Figura 5.14 extraida de la pagina Ensem-
bl) aparecen dos agrupaciones de miRNAs, una a la derecha y otra a la
izquierda, separadas por diferentes secuencias reguladoras (sefialadas en
la figura con un asterisco). Es interesante destacar que nuestros 7 miR-
NAs que forman parte de ese cluster se sitian todos a la izquierda de es-
tas secuencias reguladoras (miRNAs destacados con marcos de esquinas
cuadradas). A la derecha de estas secuencias reguladoras encontramos
otros 3 miRNAs que se encuentran diferencialmente expresados entre es-
tadios pero no entre sexos (miRNAs con marcos de esquinas redondas) y
que tienen diferentes secuencias reguladoras en 5’ (destacadas con aster-
iscos). Teniendo en cuenta esto, analizamos con el programa TESS ambas
regiones, encontrando numerosos factores de transcripcién, la mayoria
de ellos de tipo general, ampliamente conocidos, como por ejemplo CTCF
(CCCTC-binding factor, zinc finger protein), una proteina de union a dedos
zinc que actiia como represor de la transcripcion (Dunn y Davie, 2003). Sin
embargo, cabe destacar el factor de transcripcion SMAD1 (SMAD family
member 1) que es una proteina que funciona como modulador transcrip-
cional en el ovario (revisiéon de Kaivo-oja et al., 2006), y que podria ser el
encargado de regular la expresion de estos miRNAs, aunque también en-
contramos en ambas regiones otros factores de transcripcion, tipicamente
activadores de la ruta testicular, como son SRY o AR. Si bien como se ob-
serva en esta figura ambas regiones ademads de tener diferentes secuen-
cias reguladoras tienen un sitio de comienzo de la transcripcion diferente,
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sefialado con una flecha en la figura 5.14.
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Figura 5.14: Localizacién genémica de varios miRNAs en el cromoséma
X. Los miRNAs especificamente activados en ovario de 13.5 dpc estan
sefialados con una caja, encontrandose a la izquierda de las secuencias
reguladoras en verde y gris, sefialadas con un asterisco. La flecha senala
a un posible sitio de inicio de la transcripcién. Los miRNAs a la derecha
de esta region estan englobados en recuadros redondeados y no presentan
diferencias de expresion entre sexos.

Hemos encontrado otro cluster que alberga bastantes miRNAs situado
en el cromosoma 12 (Figura 5.15). En este caso, s6lo miR-668 esta
entre los 22 miRNAs de mayor interés de nuestro microarray, aunque
encontramos otros 7 miRNAs que pertenecen al grupo de los 71 miRNAs
identificados que tenian expresiéon diferencial en la transicién de un
estadio a otro. Concretamente, se trata de los miRNAs miR-770, miR-
380, miR-382, miR-369, miR-410, miR-433, y miR-409. En la figura estan
remarcados con cajas, a excepcion de miR-770 y miR-433 ya que se
salian de la captura de pantalla del Ensembl. Destacando que algunos
miRNAs, miR-668 entre ellos, se encuentran situados en un lincRNA
(Large intergenic non-coding RNA). Igualmente, realizamos busquedas
con el programa TESS de las posibles secuencias reguladoras de este
cluster y encontramos factores de transcripcion generales como CTCEF,
nuevamente. Por otro lado, encontramos elementos como TCFCP2L1
(transcription factor CP2-like 1) o Esrrb (estrogen-related receptor beta),
que son factores de transcripcion clave en las células madre embrionarias
e intervienen en la ruta de sefnalizacién canénica, junto con Oct4, y en las
ruta de sefializacion Wnt (van den Berg et al., 2010).

No cabe duda de que, a la vista de estos resultados, la nueva informa-
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Figura 5.15: Localizacion genémica de varios miRNAs en el cromoséma
12. Los miRNAs que estaban entre los resultados de microarrays estan
sefialados con una caja, encontrandose 3 regiones de secuencias regulado-
ras, en verde y gris, seflaladas con un asterisco. Dos lincRNAs aparecen
subrayados.
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cién proporcionada por el microarray que hemos realizado va a suponer
una fuente perdurable de futuras investigaciones, ya que hemos indeti-
ficado numerosas parejas de miRNAs y genes que merecen abordar un
estudio mas profundo de su posible implicaciéon en la determinacién del
sexo. Puesto que todo el trabajo de investigacion que podria iniciarse a
partir de estos datos superaria con mucho la extension de una tesis doc-
toral, nosotros nos hemos centrado en analizar dos miRNAs de particular
interés, uno implicado en la ruta ovarica, mmu-mir-124, y otro implica-
do en la ruta testicular, mmu-mir-144, desde un punto de vista funcional.
Dado su patrén de expresién y los genes en los que tiene dianas poten-
ciales, miR-124 podria contribuir al mantenimiento de bajos niveles de
expresion de genes tipicamente testiculares, como son Ar, Dmrtl, Sox8 o
Sox9 durante el desarrollo del ovario de ratén. Por otra parte, la expre-
sion diferencial de miR-144 en el testiculo de 13.5 dpc, sugiere que este
miRNA podria contribuir a mantener bajos niveles de expresion de genes
propios de la ruta ovarica, tales como Fst o Rspol. El objetivo del resto de
este trabajo ha consistido precisamente en intentar contrastar estas dos
hipétesis.

5.3. mmu-miR-124

Segun los criterios utilizados en el programa piRNAM se identifico
mmu-mir-124 como un buen candidato a estar implicado en el desarrollo
ovarico ya que diferentes genes implicados en la determinacién del sexo
comparten dianas potenciales para este miRNA en sus extremos 3’ UTR.
Entre ellos se encuentra Sox9, uno de los principales genes implicados
en la determinacion testicular, en la mayoria de los vertebrados. Ademas,
miR-124 esta incluido en el grupo B de los identificados en el microarray
(miRNA expresado diferencialmente en ovario de 13.5 dpc), lo que sugiere
claramente que puede jugar un papel importante en los estadios tempra-
nos del desarrollo ovarico, y por tanto merece un estudio mas detallado.

5.3.1. Localizacién genomica y posible regulacion de
mmu-mir-124

Existen 3 secuencias de precursores horquillados de miR-124 que dan
lugar a la misma secuencia madura: mmu-mir-124-1, mmu-mir-124-2 y
mmu-mir-124-3, que se localizan respectivamente en los cromosomas 14,
3 y 2 de raton. Conaco et al. (2006) describieron la presencia de lugares de
reconocimiento funcionales RE1 del represor transcripcional REST (RE1-
Silencing Transcription factor) en la proximidades de los tres genes mmu-
mir-124. Concretamente a -22.2 Kb en el caso de mmu-mir-124-1,a-3.5 Kb
de mmu-mir-124-2 y a +501pb de mmu-mir-124-3.
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Hemos realizado busquedas del entorno genémico de estos tres genes
en la base de datos de Ensembl con objeto de observar la posicion que
ocupan en el genoma y su entorno, habiendo detectado la presencia de
regiones con caracteristicas reguladoras en las proximidades de los tres
genes. En estas secuencias hemos realizado una busqueda de posibles
secuencias de reconocimiento de otros factores de transcripcién, distintos
de REST, que pudieran también influir en la expresion de miR-124. Para
ello hemos utilizado la herramienta bioinformatica TESS, ht t p: / / www.
cbi | . upenn. edu/ cgi - bi n/tess/t ess (Schug, 2003). En cada uno de
los tres genes destacamos a continuacion las secuencias de reconocimiento
mas relevantes por la especial posicion que los factores de transcripcion
que las reconocen ocupan en el proceso de diferenciaciéon sexual.

e mmu-mir-124-1 En la figura 5.16 Los resultados obtenidos con
TESS muestran un elevado nimero de potenciales secuencias de
reconocimiento de factores de transcripcion generales, aunque cabe
destacar la presencia de siete secuencias de reconocimiento de
SF1, un gen que implicado en la formacién del primordio gonadal
en ambos sexos, y en la posterior diferenciacién testicular y la
esteroidogénesis en gonadas XY (ver Sekido y Lovell-Badge, 2008,
para una revision), cinco de AR, y dos de WT1.
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Figura 5.16: Posicién del gen mmu-mir-124-1 en el genoma de Mus musculus. Se
encuentra en una regioén intergénica del cromosoma 14, coincidiendo con un
ex6n que comparten dos LincRNAs (Large intergenic non-coding RNA). En
verde y gris se observan las secuencias reguladoras potenciales localizadas
aguas arriba del gen, anotado como Mir124a-1-201.

e mmu-mir-124-2 En la figura 5.17 podemos ver el entorno genético
de la segunda variante precursora de este miRNA, e igualmente se
observan secuencias potencialmente reguladoras aguas arriba del
gen. Estas secuencias fueron también analizadas con el programa
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TESS, destacando entre las secuencias de reconocimiento de factores
de transcripcion las correspondientes a dos secuencias de SF1, y tres
de AR.
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Figura 5.17: Posicién del gen mmu-mir-124-2 en el genoma de Mus musculus, se
encuentra en una region intergénica del cromosoma 3. En gris se observan
las secuencias reguladoras potenciales. Las lineas negras dentro de ellas
corresponden a lugares de unién de factores de transcripcién verificados
y, en este caso, corresponden a las secuencias de unién del represor
transcripcional CTCF, también conocido como 11-zinc finger protein.

e mmu-mir-124-3 Esta situado en el cromosoma 2. Este precursor
fue el primero en encontrarse y originalmente se conocié como
mmu-mir-124a. En la figura 5.18 podemos observar su posicién en
el genoma asi como sus secuencias reguladoras potenciales aguas
arriba del gen. El andlisis de estas secuencias con el programa TESS
mostré 8 lugares de union de SF1, 3 de AR y 5 de WT1.
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Figura 5.18: Posicion del gen mmu-mir-124-3 en el genoma de Mus musculus, se
encuentra en una region intergénica del cromosoma 2. En gris se observan
las secuencias reguladoras potenciales aguas arriba del gen.
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5.3. mmu-miR-124

Cada gen de este miRNA produce un pre-miRNA distinto ya que se
encuentra en un entorno genético distinto, aunque los tres den lugar a la
misma secuencia madura. En la figura 5.19 podemos observar los 3 bucles
de los diferentes pre-miRNAs de miR-124.

a uc
ggceuc
|

g ua

Mus musculus miR-124-1 stem-loop

ucu

ucgggg aga cguaaguy coc

cc a
guguucac geg

ga Uaaau
couugauy g
[ITTTTT u
gaauuas €

causac

ac g ac

a au
ucaag
ERN
aguuc

a ac

cag

guc

Mus musculus mik-124-2 stem-loop
Si=ee il

ag cucugcucy

uc gaggcgaga
ggca  c

cC a g4 uaau
guguucac gog  ccuugauu g
FEEREEEE TEE FEEEEET u
couaagug cgc  ggaaduaa £
ac q caua

ac

Mus musculus miR-124-3 stemn-loop

clucu g guguucac geg

LTI

gaga ¢ cguaagug cqc
L {

a ga uaaug
couugauu u
RN
foaaluas c
cauau

q ac

Figura 5.19: Bucle de los precursores mmu-mir-124-1,2 y 3.

Todos ellos estan estrechamente relacionados con sus homélogos hu-
manos y la secuencia madura es idéntica para los tres precursores.

miR-124 maduro 5’

UAAGGCACGCGGUGAAUGCC 3’

Con objeto de identificar cudl o cudles de estos tres genes se expresan
en el ovario en desarrollo, hemos analizado mediante PCR la presencia de
cada uno de los precursores de miR-124 con cDNA de ovario de 13.5 dpc.
Los resultados de esta amplificacién han puesto de manifiesto que los 3
pre-miRNAs se transcriben en la génada embrionaria femenina, pero no
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a niveles detectables en la masculina (Figura 5.20), corroborando asi los
resultados del microarray y la validacion de la expresion diferencial de
este miRNA mediante RT-Q-PCR, haciéndolos extensivos a los tres genes
mmu-mir-124.

H M

M1 2 3 1 2 3 B

100
75

50
25

Figura 5.20: Amplificacion de los precursores de miR-124 en génadas de
13.5 dpec. Los numeros 1, 2 y 3 corresponden con la pareja de cebadores
especifica para amplificacién de los precursores mmu-mir-124-1, mmu-mir-
124-2 y mmu-mir-124-3 respectivamente, para las muestras de ovario (H) y
testiculo (M).

5.3.2. Expresion diferencial de miR-124 entre estadios
y sexo

Con el fin de confirmar los datos de expresion de miR-124 recogidos
en nuestro microarray, hicimos analisis de retro-transcripcién y PCR en
tiempo real, e hibridacién in situ en génadas embrionarias de ratones
macho y hembra de 11.5 y 13.5 dpe. La cuantificacién de la expresién
por RT-Q-PCR confirmé que miR-124 se activa en el ovario pero no
en el testiculo durante el periodo critico de la diferenciacion gonadal
embrionaria de ratén, entre 11.5 y 13.5 dpc, tal como podemos observar en
la figura 5.21, donde vemos que los datos de RT-Q-PCR se correlacionan
de forma significativa con los del microarray. Por tanto, miR-124 se
encuentra activado especificamente en la génada femenina de 13.5 dpc.
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Figura 5.21: RT-Q-PCR para miR-124 en génadas embrionarias de 11.5
y 13.5 dpc. En verde observamos la representacién de la RT-Q-PCR para
miR-124 en testiculos (M) y ovarios (H) de 11.5 y 13.5 dpc frente a los datos
de expresion relativos del microarray para este miRNA, representados
en rojo. El andlisis de regresion demuestra la ausencia de diferencias
significativas en la distribucién de la variacién entre los dos experimentos
(R?=0.98 , P=0.0176). Los datos normalizados se representan como la media
+ s.e.m. de al menos tres experimentos independientes.
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De forma similar la hibridacién in situ utilizando una sonda especifi-
ca para miR-124 (Figura 5.22) confirmé la expresion especifica de hem-
bra para este miRNA, y mostré que dicha expresion se produce principal-
mente en la region cortical de la génada en 13.5 dpc. La regién medular

mostraba un nivel similar de marcaje al del mesonefros adyacente o al de
la génada masculina en 13.5 dpc.
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Figura 5.22: Hibridacion in situ para miR-124 en géonadas embrionarias
de 11.5 y 13.5 dpc. La sefial de hibridacion, violacea, es claramente mas
intensa en la regién cortical de la génada XX en 13.5 dpc (D) que en el
resto de muestras (A-C). Las lineas discontinuas marcan la frontera entre
mesonefros (M) y génada (G). La barra de escala representa 100 ym.
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5.3.3. Validacion funcional de la diana de miR-124 en
la region 3’UTR de Sox9

Cheng et al. (2009) ya demostraron que Sox9 tenia una diana biolégica
funcional para mmu-mir-124 mediante un ensayo de luciferasa. No
obstante, nosotros hemos repetido el experimento con nuestro plasmido
de sobre-expresion del miRNA, con el fin de confirmar la capacidad de
dicho plédsmido para inhibir la expresion uniéndose al extremo 3'UTR
de Sox9 in vitro. Como se puede observar en la figura 5.23 existe una
fuerte inhibicién de la luciferasa-Sox9-3'UTR por parte del miRNA mmu-
mir-124. Por tanto, nuestros resultados coinciden con los de Cheng y
colaboradores, corroborando la existencia de una diana funcional para
miR-124 en el extremo 3'UTR del gen Sox9 de ratéon y demuestran que
el plasmido utilizado tiene capacidad real para regular a Sox9 in vitro.

5.3.4. Inhibiciéon de miR-124 in vitro en células go-
nadales embrionarias XX de 13.5 dpc

Una vez confirmado que la regiéon 3’ UTR de Sox9 tiene una secuencia
diana para mmu-mir-124, hipotetizamos que miR-124 podria ser respon-
sable del mantenimiento inactivo de Sox9 en la génada femenina durante
el periodo de diferenciacion sexual entre 11.5 y 13.5 dpc. Para testar esta
hipétesis, nosotros transfectamos células gonadales embrionarias de 13.5
dpc con una sonda especifica para silenciar miR-124, llamada antagomir,
que antagoniza la accién del mmu-mir-124. El experimento completo de
inhibicién se repitié un total de cinco veces. El efecto de inhibicién esper-
ado en el nivel de expresién de miR-124 en las células transfectadas con
el antagomir fue confirmado por RT-Q-PCR. Tal y cémo podemos observar
en la figura 5.24 se produjo una reduccion significativa del nivel de expre-
sion de este miRNA con respecto a las células control, no transfectadas o
transfectadas con otro antagomir que antagoniza la accién de un miRNA
no presente en tales células, como es el caso de miR-144, que se expresa
muy débilmente en ovarios de 13.5 dpc, segin los resultados de nuestro
microarray.

Una vez confirmada la alteracién de la expresiéon de miR-124, medimos
qué efecto tiene éste sobre su gen diana, Sox9. Observando este efecto tan-
to a nivel de mensajero como de proteina. Los niveles de mRNA de Sox9
fueron determinados por RT-Q-PCR, y los resultados de este experimento
estan representados en la figura 5.25. Se muestra un incremento signi-
ficativo del mRNA de Sox9 en células gonadales XX transfectadas con el
antagomir de miR-124, pero no en las células no tratadas XX, ni en las
que fueron transfectadas con el antagomir control. Estos resultados indi-
can que la anulacién del miR-124 evita la represiéon de Sox9 por parte de
éste en células de ovario de 13.5 dpc.
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Figura 5.23: Ensayo de luciferasa para la diana miR-124 en 3UTR de
Sox9. La medida normalizada de la luciferasa de luciérnaga en células
HEK293 disminuyé significativamente en aquellos cultivos que habian sido
co-transfectados con el plasmido de expresion de la luciferasa que incluye
el extremo 3’ UTR de Sox9 y con el plasmido de sobre-expresién de mmu-
mir-124 (miRNA), con respecto a las células control (Ctrl), que sélo fueron
transfectadas con el primer plasmido (P < 0.001 para una t-Student).
Los datos normalizados se representan como la media + s.e.m. de dos
experimentos independientes.

188



5.3. mmu-miR-124

*%*

0.4

Céls XX Céls XX Céls XX  Céls XY
NoT. Ag-144 Ag-124

0.0

Figura 5.24: Amplificacion de miR-124 por RT-Q-PCR tras el experimento
de inhibicion de la expresion de miR-124 en células gonadales XX Se
confirmé la inhibicién de la expresion de miR-124 en las células gonadales
XX de 13.5 dpc transfectadas con el antagomir (Ag-124), en comparacién con
aquellas células no transfectadas (No T.) o transfectadas con el antagomir
control (Ag-144). Los niveles de miR-124 disminuyeron a valores similares a
los observados en células XY, con una bajada estadisticamente significativa
(t-Student, P < 0.01). Los datos normalizados se representan como la media
+ s.e.m. de 5 experimentos independientes.
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Figura 5.25: RT-Q-PCR para Sox9 tras el experimento de inhibicion de
la expresion de miR-124 en células gonadales. Se confirmé el aumento
de la expresién de Sox9 en las células XX transfectadas con el antagomir
(Ag-124), en comparacién con las células no transfectadas (No T.) o las
transfectadas con el antagomir control (Ag-144). Los niveles de Sox9
aumentaron, significativamente, segin un test estadistico de t-Student,
con un valor P < 0.01, aunque no alcanzaron valores tan altos como los
observados en células XY. Los datos normalizados se representan como la
media + s.e.m. de 5 experimentos independientes.
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Por otro lado, como se observa en la figura 5.26, los andlisis de
inmunofluorescencia revelaron que la proteina SOX9 estaba ausente en
el nicleo de las células gonadales embrionarias XX no tratadas (No T.),
y en las células XX transfectadas con el antagomir control (Ag-144).
En contraste, la proteina SOX9 fue producida de forma ectépica en las
células gonadales XX transfectadas con el antagomir especifico para miR-
124, asi como en células gonadales XY, que expresan Sox9 en condiciones
normales.

5.3.5. Efectos de la expresion ectopica de miR-124 en
células gonadales embrionarias XY de 13.5 dpc
y en condrocitos cultivados in vitro

Segun los resultados anteriores, seria de esperar que la sobre-
expresion de miR-124 indujera la inhibicién de Sox9 en las células en las
que se expresa de forma natural. Para contrastar esta hipétesis, trans-
fectamos cultivos celulares de condrocitos y de células gonadales XY (am-
bos tipos celulares expresan Sox9 de forma natural) con un vector de ex-
presion para el precursor de este miRNA, que contiene el gen de ratén
mmu-mir-124-2 (provocando asi una expresion ectépica del miRNA), o
con otro vector, que sirvié como control negativo, ya que contiene la se-
cuencia alterada de este miRNA, scrambled. El experimento completo de
sobre-expresion se repitié un total de seis veces. Los niveles de expresién
de miR-124 aparecieron considerablemente incrementados en las células
transfectadas con el vector de expresion, tal y como demostré el corre-
spondiente analisis realizado mediante RT-Q-PCR (Figura 5.27).

Igual que observamos en los experimentos de inhibicién, una vez
comprobado el aumento de la expresion ectépica del miRNA, se investigé
su efecto en la expresion del gen diana, Sox9, que fue medida tanto a
nivel de mensajero como de proteina. Los niveles de mRNA de Sox9 se
determinaron nuevamente por RT-Q-PCR, tal como muestra la figura
5.28. Podemos observar como la transfeccién con el vector de expresién
para miR-124 redujo significativamente los niveles de expresién de Sox9
en condrocitos, pero no en células gonadales XY, cuando se comparan
con las células sin tratar o con las transfectadas con el plasmido control
(scrambled). Estos datos indican que la expresion ectépica de miR-124
altera los niveles del mRNA de Sox9 en condrocitos pero no en células de
testiculo de 13.5 dpc.

Con objeto de investigar el efecto de este experimento a nivel de pro-
teina SOX9, se realiz6 un andlisis de inmunofluorescencia y un recuen-
to para calcular qué proporcién de las células transfectadas contenian
ademas proteina SOX9.
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DAPI FITC SOX9

Figura 5.26: Deteccion de SOX9 mediante inmunofluorescencia en célu-
las gonadales transfectadas con el antagomir para miR-124. No se
detecté proteina SOX9 en células XX no transfectadas (No T) o en las
tratadas con el antagomir control (Ag-144) pero si se dectecté proteina
SOX9 (fluorescencia roja) en las células transfectadas con el antagomir es-
pecifico de 124 (Ag-124) o en las células XY. En azul se aprecian los nucleos
tenidos con DAPI, en verde el fluorocromo Fitc acoplado al antagomir (lo
que permite distinguir las células transfectadas), en rojo la proteina SOX9
y en amarillo la superposicion de los canales rojo y verde. La barra de escala
representa 10 ym.
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Figura 5.27: RT-Q-PCR para miR-124 tras el experimento de sobre-
expresion de miR-124 en células gonadales XY de 13.5 dpc y en con-
drocitos. Los niveles de expresion de mmu-mir-124 aumentaron significa-
tivamente en las células transfectadas con el plasmido de sobre-expresion
(P-124), con respecto a las células no transfectadas (No T.) o las transfec-
tadas con el plasmido control (Scrbl), tanto en células gonadales XY como
en condrocitos (P < 0.01 para una t-Student). Los datos normalizados se
representan como la media + s.e.m. de 6 experimentos independientes.
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Figura 5.28: Efecto de la expresion ectépica de miR-124 en los niveles de
mRNA de Sox9 en células gonadales XY de 13. dpc y en condrocitos.
Tras medir los niveles de mRNA de Sox9 mediante RT-Q-PCR, no se
encontraron diferencias en las células gonadales XY transfectadas con
el plasmido de sobre-expresiéon (P-124), con respecto a las células no
transfectadas (No T.) o las transfectadas con el plasmido control (Scrbl).
Sin embargo, si se observ6 una reduccién significativa en los niveles de
RNA mensajero de Sox9 en las células de condrocitos transfectadas con el
mismo pldsmido de sobre-expresion para miR-124 (P < 0.01 para una t-
Student). Los datos normalizados se representan como la media + s.e.m. de
6 experimentos independientes.
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Los estudios de inmunofluorescencia mostraron el mismo efecto que la
RT-Q-PCR sobre las células XY (Figura 5.29), de forma que los niveles de
SOX9 fueron igualmente altos en ambas muestras transfectadas, asi como
en las muestras no tratadas. En condrocitos, sin embargo, si se produce
una inhibicién de la expresiéon de SOX9, ya que entre las células trans-
fectas, que presentan florescencia verde, se reduce considerablemente la
proporcién de aquellas que expresan SOX9, que presentan fluorescencia
roja (Figura 5.30). Los resultados de este estudio estan recogidos en la
figura 5.31.

5.3.6. Sobre-expresion de miR-124 in vitro en células
gonadales XY de 11.5 dpc

Dado que la expresion de SOX9 es muy robusta en testiculos de
embriones en 13.5 dpc, repetimos el experimento de sobre-expresion
usando células gonadales XY de 11.5 dpc, donde la transcripcién de SOX9
esta recién iniciada. Sin embargo, los resultados similares, confirmando
que la sobre-expresiéon de miR-124 no es suficiente para afectar a la
expresion de SOX9 en células gonadales XY, a pesar de comprobar que las
transfecciones habian tenido efecto en el aumento de la expresion de miR-
124 en las células embrionarias XY de 11.5 dpc, como se puede observar
en la figura ??. Este experimento de sobre-expresién en 11.5 dpc se repiti6
un total de tres veces.

También medimos mediante RT-Q-PCR e inmunofluorescencia el efec-
to sobre el gen Sox9, tanto a nivel de RNA mensajero como de proteina.
Los niveles de RNA mensajero no se vieron alterados después de la trans-
feccién, como se puede observar en la figura 5.33, donde se mantienen
niveles constantes en todas las muestras, aunque se hayan sometido a
diferentes tratamientos de transfeccion. Dejando de manifiesto que la ex-
presion de Sox9 es muy fuerte desde su comienzo, y la sobre-expresion de
este miRNA no es suficiente para disminuir estos niveles.

Se hicieron nuevamente recuentos celulares para determinar el por-
centaje de células transfectadas que tenian proteina SOX9 (figura 5.34).
Los resultados indican que el nimero de células transfectadas positivas
para la proteina SOX9 es similar en ambas muestras, tanto las transfec-
tadas con el plasmido de sobre-expresion como con el plasmido control, lo
que concuerda con los niveles de mensajero medidos anteriormente. Estos
recuentos se hicieron con imagenes de inmunofluorescencia como las que
quedan recogidas en la figura 5.35.
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Figura 5.29: Deteccion de SOX9 mediante inmunofluorescencia en célu-
las gonadales XY de 13.5 dpc transfectadas con el vector de expre-
sion mmu-mir-124-2. En azul se observan los nucleos teniidos con DAPI, en
verde vemos la sefial GFP del plasmido, en rojo se detecta la proteina SOX9
y en amarillo la superposicion de los canales rojo y verde, donde vemos que
las células expresan SOX9 a pesar de estar transfectadas con el plasmido
de sobre-expresién para miR-124. La barra de escala representa 10 pm.
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Figura 5.30: Deteccion de SOX9 mediante inmunofluorescencia en con-
drocitos transfectadas con el vector de expresion mmu-mir-124-2.
En la superposicién de canales, sefial amarilla, vemos que en las células que
fueron tranfectadas, senal verde (GFP), no se detecta expresion de SOX9,
sefal roja, indicando que el plasmido de sobre-expresién para miR-124 re-
duce los niveles de SOX9. La barra de escala representa 10 pm.
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Figura 5.31: Porcentaje de células gonadales XY de 13.5 dpc y condrocitos
transfectados que expresan SOX9. La figura muestra el total de células
transfectadas, detectadas por la sefial verde fluorescente de la proteina GFP,
y de ese total se muestra en amarillo el porcentaje de células que expresaban
SOX9, detectada mediante inmunofluorescencia con un anticuerpo anti-
Sox9, para las dos muestras y para los dos tipos de plasmido, el control
(Scrbl) y el plasmido de sobre-expresion (P-124).
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Figura 5.32: RT-Q-PCR para miR-124 tras el experimento de sobre-
expresion de miR-124 en células gonadales XY de 11.5 dpc. Los nive-
les de expresion de miR-124 ponen de manifiesto el aumento significativo en
las células transfectadas con el plasmido de sobre-expresion (P-124), con re-
specto a las no transfectas (No T.) o aquellas transfectadas con el plasmido
control (Serbl), con un P < 0.0001 para una t-Student. Los datos normal-
izados se representan como la media =+ s.e.m. de 3 experimentos independi-

entes.
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Figura 5.33: RT-Q-PCR para Sox9 tras el experimento de sobre-expresion
de miR-124 en células gonadales XY de 11.5 dpec. La transfeccién con el
vector de sobre-expresiéon para miR-124 no tuvo un efecto significativo en la
disminucién del RNA mensajero de Sox9 en células gonadales XY (P-124)
cuando se comparan con las células sin tratar (No T.) o las transfectadas con
el plasmido control (Serbl). Los datos normalizados se representan como la
media + s.e.m. de 3 experimentos independientes.
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Figura 5.34: Porcentaje de células transfectadas SOX9+ en células go-
nadales XY de 11.5 dpc. Las barras representan el total de células trans-
fectadas. La porcién amarilla representa la fraccion de células trasfectadas
que expresan SOX9. Se observa que esta fraccion es similar en ambos
tratamientos: las células transfectadas con el plasmido de sobre-expresiéon
(P-124) y aquellas que fueron transfectadas con el plasmido control (Serbl).
Estos resultados indican que, en células XY en 11.5 dpc, la sobre-expresion
de miR-124 no tiene un efecto significativo sobre la expresién de la proteina
S0X9.
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Figura 5.35: Deteccion de SOX9 mediante inmunofluorescencia en célu-
las gonadales XY de 11.5 dpc transfectadas con el vector de expre-
sion mmu-mir-124-2. En azul se aprecian los nucleos tefiidos con DAPI, en
verde la sefial GFP del plasmido, en rojo la proteina SOX9, y en amarillo
se observa la superposicién de los canales rojo y verde. La barra de escala
representa 10 ym.
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5.4. mmu-miR-144

5.4.1. Localizacion genomica y posible regulacion de
mmu-mir-144

En el caso de miR-144 sé6lo existe una secuencia precursora en el
genoma de ratén. Tal y como se observa en la figura 5.36 (extraida de
la base de datos de Ensembl), este miRNA se encuentra formando un
cluster con miR-451, y aguas arriba de ambos genes existen secuencias
potencialmente reguladoras. Como en el caso de los genes de mmu-mir-
124, las consultas en Ensembl revelaron la presencia de una regién
hipersensible a la DNasa con potencial capacidad reguladora cerca del
extremo 5’ del gen de mmu-mir-144 (region gris en la figura 5.36). De
hecho, Zhang et al. (2010) han comprobado que GATA4 activa el promotor
de este cluster en cardiomiocitos. Nosotros, ademas, hemos realizado
consultas con el programa TESS en busca de otras posibles secuencias
reguladoras. Es de destacar que este analisis con TESS revel6 la presencia
de un presunto sitio de unién del factor de transcripcién SRY en esta
region.
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Figura 5.36: Posicién del gen mmu-mir-144 en el genoma de Mus musculus, que
se encuentra en una regién intergénica del cromosoma 11 formando un
cluster con mmu-mir-451. Aguas arriba de estos genes, en gris, se observan
secuencias con potencial regulador.

En la figura 5.37 se observa el precursor horquillado para el gen
mmu-mir-144 y, a continuacién, la secuencia madura del miRNA, que
se encuentra ampliamente conservada entre especies, como ocurre con la
mayoria de miRNAs.

La secuencia madura de mmu-mir-144 mostrada aqui representa la
forma cominmente mas clonada en muchos estudios realizados a gran
escala (Landgraf et al., 2007).
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Figura 5.37: Bucle del precursor de mmu-mir-144.
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5.4.2. Expresion diferencial de miR-144 entre estadios
y sexo

Con el fin de confirmar los datos de expresion recogidos en nuestro
microarray para miR-144, hicimos anélisis de RT-PCR en tiempo real e
hibridacién in situ en génadas embrionarias de ratén. La cuantificaciéon
de la expresion por RT-Q-PCR confirmé que miR-144 se activa en testiculo
pero no en ovario durante el periodo critico de la diferenciacién gonadal
embrionaria de ratéon, entre 11.5 y 13.5 dpc. Esto se puede observar en la
figura 5.38, donde vemos como los datos de RT-Q-PCR se correlacionan de
forma significativa con los del microarray.

De forma similar, la hibridacién in situ con una sonda especifica para
miR-144 confirmé que este miRNA se expresa especificamente en machos
(Figura 5.39), principalmente en la regién cortical de la génada XY en
13.5 dpc. La region medular mostré un nivel similar de marcaje al del
mesonefros adyacente o al de la génada femenina en 13.5 dpc.

5.4.3. Validacion de la diana de Rspol para miR-144

Para demostrar si es realmente funcional la diana predicha de Rspol
para miR-144, realizamos un ensayo de luciferasa similar al descrito
para Sox9 y miR-124. Utilizamos un pldsmido de sobre-expresién de miR-
144 con el fin de confirmar la capacidad de éste miRNA para inhibir la
expresion de Rspol in vitro. Como se puede observar en la figura 5.40, se
produjo una inhibicién significatica de Rspol por parte de mmu-mir-144,
lo que corrobora la existencia de una diana para miR-144 en el extremo
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Figura 5.38: Cuantificacion por RT-Q-PCR de la expresion de miR-124
en gonadas embrionarias de 11.5 y 13.5 dpc En verde se representan
los resultados de la RT-Q-PCR para miR-144 en testiculos (M) y ovarios
(H) de 11.5 y 13.5 dpc, frente a los datos de expresion relativos del
microarray para este miRNA, en rojo. El andlisis de regresién indica la
ausencia de diferencias significativas en la distribucién de la variacién entre
los dos experimentos (R?=0.96 , P=0.037). Por tanto miR-144 es activado
especificamente en la génada masculina de 13.5 dpc.
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Figura 5.39: Hibridacion in situ para miR-144 en géonadas embrionarias
de 11.5 y 13.5 dpc. La senal de hibridacién, violacea, es claramente mas
alta en la region cortical de la génada XY (B) en 13.5 dpc que en el resto
de muestras (A, C y D). Las lineas discontinuas marcan la frontera entre
mesonefros (M) y génada (G). La barra negra de la escala representa 100um.
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3’ UTR del gen Rspol. Sin embargo, esta inhibicién no es tan aguda como
la que ocurria en el caso de Sox9 y miR-124. Cémo se observa en la figura
5.41, aunque la eficacia de transfeccién es alta, no alcanza sin embargo
el 100 %. Los recuentos arrojan una eficacia aproximada del 65 %, para
cada plasmido, por lo que la proporcién de células co-transfectadas con los
dos plasmidos seria 0.652. Teniendo en cuenta este hecho, sélo se podria
observar el efecto de bajada del nivel de luciferasa en esta proporcion
de células, pero probablemente no en el total, por lo que las diferencias
de expresion corregidas serian mayores que las observadas con los datos
totales sin corregir. No obstante, estas diferencias ya son estadisticamente
significativas en los datos sin corregir, por lo que la correccién inicamente
podria aumentar las mismas.

5.4.4. Inhibiciéon de miR-144 in vitro en células go-
nadales XY de 13.5 dpc

De forma similar al caso de Sox9, una vez confirmado que la region 3’
UTR de Rspol tiene una secuencia diana funcional para el miRNA mmu-
mir-144, se puede hipotetizar que miR-144 reduce los niveles de Rspol en
la génada masculina durante el periodo de diferenciacion sexual entre
11.5 y 13.5 dpc. Para contrastar esta hipétesis, transfectamos células
gonadales embrionarias de 13.5 dpc con un antagomir para silenciar
especificamente la acciéon de mmu-mir-144. El experimento de inhibicion
completo se repiti6 un total de cinco veces. El efecto de inhibicion
esperado en el nivel de expresion de miR-144 en las células transfectadas
con el antagomir fue confirmado por RT-Q-PCR. Tal y cémo podemos
observar en la figura 5.42 se produjo una reduccién significativa en el
nivel de expresién de este miRNA con respecto a las células control, no
transfectadas o transfectadas con otro antagomir, Ag-124 en este caso.

La expresion de miR-144 se analiz6 en células gonadales XY de 13.5
dpc, confimandose la inhibicién de la expresién de miR-144 en las células
transfectadas con el antagomir Ag-144, en comparacién con las células
no transfectadas (No T.), o las transfectadas con el antagomir control
Ag-124. Los niveles de miR-144 disminuyeron significativamente (segin
un test estadistico de t-Student, con un valor P < 0.01 ). Los datos
normalizados se representan como la media + s.e.m. de 5 experimentos
independientes.

Una vez confirmada la inhibicién ectépica de miR-144 en las células
embrionarias XY, analizamos el efecto sobre su gen diana, Rspol medi-
ante RT-Q-PCR. En la figura 5.43 se representan los niveles relativos
de mRNA de Rspol, donde se observa un cierto aumento del mensajero
Rspol en células gonadales XY transfectadas con el antagomir para miR-
144, con respecto a aquellas no transfectadas; sin embargo, este aumento
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Figura 5.40: Ensayo de luciferasa para corroborar la diana de miR-144
de Rspol. La medida normalizada de la luciferasa de la luciérnaga en
células HEK293 disminuy¢ significativamente en aquellas que habian sido
co-transfectadas con el plasmido de expresion que contenia el extremo 3’
UTR de Rspol aguas arriba del gen de la luciferasa de luciérnaga y con el
plasmido de sobre-expresién de mmu-mir-144 (mirna), con respecto a las
células control (Ctrl), que sélo fueron transfectadas con el primer plasmido
(P < 0.01 para una t-Student). Los datos normalizados se representan como
la media + s.e.m. de 3 experimentos independientes.
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Figura 5.41: Eficacia de transfeccion evidenciada por la fluorescencia de
la proteina GFP in vivo. En la imagen A podemos observar las células in
vivo en contraste de fases. En la imagen B s6lo vemos aquellas que se han
transfectado y estdan expresando la proteina fluorescente GFP. La imagen C
muestra una superposicion de A y B donde se puede hacer un recuento del
porcentaje de células transfectadas que, en este caso, es aproximadamente
del 65 %. La barra representa 10pm.
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Figura 5.42: Cuantificacién por RT-Q-PCR de la expresién de miR-144 tras el
experimento de inhibicién con Ag-144.

210



5.4. mmu-miR-144

no es significativo segun un test de t-Student. Ademas, los niveles de mR-
NA de las células control (transfectadas con el Ag-124) son similares a los
de las células problema, con lo que no podemos asegurar que este efecto
sea atribuible a la inhibicién por parte de miR-144.
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Figura 5.43: Cuantificacion por RT-Q-PCR de la expresiéon de Rspol tras el
experimento de inhibicién de miR-144 en células gonadales XY de 13.5 dpc
Se observa una tendencia hacia el aumento de la expresiéon de Rspol en
las células XY transfectadas con el antagomir (Ag-144), en comparaciéon
con las células no transfectadas (No T.); sin embargo, este aumento no es
estadisticamente significativo segiin una t-Student. Adema4s, se detectaron
niveles similares en las células transfectadas con el antagomir control (Ag-
144). Los datos normalizados se representan como la media + s.e.m. de 5
experimentos independientes.
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5.4.5. Sobre-expresion de miR-144 en células gonadales
XX de 13.5 dpc cultivadas in vitro

Transfectamos células gonadales embrionarias XX de 13.5 dpc con un
vector de sobre-expresion de miR-144, con objeto de comprobar su posible
efecto sobre la expresiéon natural de Rspol en este estadio y sexo. El
experimento se repitié igualmente un total de 5 veces. Como se observa
en la figura 5.44 los niveles de miR-144 aumentaron significativamente
en las células transfectadas con el plasmido de sobre-expresion, que es
el mismo plasmido con el que habiamos testado in vitro una diana en el
extremo 3’ UTR de Rspol. Por lo tanto, era de esperar una bajada en la
expresion de Rspol in vivo.

El analisis mediante RT-Q-PCR del efecto de la sobre-expresion de
miR-144 en los niveles de mRNA de Rsopl mostr6 que estos no se
vieron afectados (Figura 5.45) tras el experimento, lo que sugiere que
la expresién de este miRNA, por si solo, no es suficiente para disminuir
significativamente los niveles de Rspol in vivo.
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Figura 5.44: Cuantificacion por RT-Q-PCR de la expresién de miR-144 tras el
experimento de sobre-expresion de miR-144 en células gonadales XX de 13.5
dpc. Se observa un aumento significativo en los niveles de expresién de miR-
144 en las células XX transfectadas con el plasmido de sobre-expresion (P-
144) con respecto a las células no transfectadas (No T.) o las transfectadas
con el plasmido control (Serbl), segin una t-Student, P < 0,01. Los datos
normalizados se representan como la media + s.e.m. de 5 experimentos
independientes.
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Figura 5.45: Cuantificacion por RT-Q-PCR de los niveles de mRNA de
Rspol tras el experimento de sobre-expresién de miR-144 en células
gonadales XX de 13.5 dpe. La transfeccién con el vector de expresién
para miR-144 no produjo una bajada significativa en los niveles de Rspol
en las muestras tratadas con el plasmido (P-144) con respecto a las no
tratadas (No T.) o las tratadas con el plasmido control (Scrbl), segin una
t-Student. Los datos normalizados se representan como la media + s.e.m.
de 5 experimentos independientes.
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6.1. Microarray

-Los miRNAs juegan papeles centrales el proceso de diferenciacion go-
nadal

A pesar del descubrimiento del gen determinante de testiculo, SRY,
hace mas de 20 anos (Gubbay et al., 1990; Sinclair et al., 1990b), los as-
pectos criticos de las bases genéticas de la determinacion del sexo per-
manecen sin resolver. Aunque actualmente se conocen muchos genes im-
plicados en este proceso, todavia quedan interrogantes por resolver, espe-
cialmente en cuanto a su regulacion, haciendo dificil descifrar la entrama-
da red de regulacién génica que controla el desarrollo gonadal temprano.
Desde el momento en que se supo que los miRNAs estan implicados en
procesos de desarrollo (Ambros, 2004), tomé cuerpo la idea de que tam-
bién éstos podrian tener algin papel en la determinacién del sexo. De he-
cho, varios estudios recientes han descrito la existencia de algunos miR-
NAs con expresion sexual diferencial (Takada et al., 2009), mostrando, por
ejemplo, que DICER es necesario para el mantenimiento del fenotipo y la
funcién de las células de Sertoli en los machos (Papaioannou et al., 2009;
Kim et al., 2010), asi como para el desarrollo del tracto reproductivo en
hembras (Hong et al., 2008; Nagaraja et al., 2008; Gonzalez y Behringer,
2009; Pastorelli et al., 2009). Estos datos indican claramente que este tipo
de regulacion post-transcripcional gobernada por miRNAs puede operar
en el caso del desarrollo y la diferenciacién gonadal en mamiferos.

La identificacién de miRNAs especificos de tejido es el primer paso
hacia el conocimiento de sus funciones biolégicas, incluyendo tanto la
regulacion de la diferenciacion de tejido, como el mantenimiento de la
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identidad de dicho tejido. Haciendo uso de la tecnologia de microarray
para miRNAs, nosotros hemos identificado 22 miRNAs que muestran
expresion sexualmente dimérfica y un patrén de expresién dependiente
del estadio de desarrollo en las génadas durante el periodo critico de
la determinacién sexual. El criterio de eleccién de los estadios 11.5 y
13.5 dpc para la busqueda de miRNAs se establecié para abarcar la
ventana temporal de la determinacion y diferenciacion sexual en ratén,
ya que en 11.5 dpc la génada estda indiferenciada en ambos sexos,
en 12.5 dpc se produce la diferenciacion y en 13.5 dpc ya tenemos
totalmente establecido un desarrollo ovarico o testicular. Por tanto, la
comparacion de los patrones de expresion de miRNAs entre 11.5 y 13.5
dpc, y entre machos y hembras, nos permite ver realmente qué miRNAs
intervienen en este proceso. No existen precedentes de este tipo, ya
que 13.5 dpc es el estadio mas temprano en el que se ha estudiado
la expresién de miRNAs en la gonadas en desarrollo (Takada et al.,
2009). Por tanto, ningin trabajo previo habia abordado el estudio de la
determinacion sexual desde esta perspectiva. Asi, los estudios basados
en la produccion de animales knockout condicionales que tenian DICER
inactivado utilizaron la recombinasa Cre bajo el control del promotor de
la AMH que, como se expresa a partir de 14.5 dpc, no permite estudiar
el periodo de determinacién sexual, que ocurre antes, entre 11.5 y 13.5
dpc (Papaioannou et al., 2009). Los embriones de ratones knockout no
condicionales tampoco son ttiles para este propésito pues mueren a los 7.5
dpc, lo que demuestra que los miRNAs son esenciales para el desarrollo
del embrién, en lineas generales (Bernstein et al., 2003).

En nuestros estudios de perfil de expresiéon, un alto ndmero de
miRNAs (71 de un total de 757) mostraron expresiéon diferencial en
génadas embrionarias cuando se comparé entre sexos o entre estadios
de desarrollo (11.5 y 13.5 dpc), indicando que los miRNAs pueden jugar
multiples papeles en el desarrollo gonadal, tanto antes como después
de la diferenciacién sexual. Sabemos que los genes responsables de la
determinacion del sexo se expresan en las células somaticas de la linea
sustentacular (Albrecht y Eicher, 2001), y que una porcién de estos
71 miRNAs pueden expresarse en otros tipos celulares (endoteliales,
precursores de la linea esteroidogénica y células germinales) y no tendran
implicacién en los procesos de determinacién del sexo. Por ejemplo,
Hayashi et al. (2008) estudio6 el perfil de expresiéon de algunos miRNAs
en las PGCs de embriones desde 9.5 dpc hasta 13.5 dpc y cuatro de
miRNAs identificados por nosotros, miR-103, miR-183, miR-20 y miR-290,
coinciden con los de su estudio, por lo que en principio estos miRNAs
probablemente tengan funciones no relacionadas con la determinacién
del sexo, que podrian ser comunes para ambos sexos. Sin embargo,
22 miRNAs del total de los 71 expresados diferencialmente en nuestro
microarray mostraron ser activados o inhibidos durante el periodo critico
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de desarrollo sexual de una forma especifica de sexo, indicando por tanto
que podrian participar en la regulacién de alguno de los genes implicados
en la determinacion del sexo.

Usando un método basado en la amplificacién de miRNAs clonados
(mRAP), Takada et al. (2006, 2009) describieron el pefil de expresion
de algunos miRNAs, mostrando un patrén dependiente del sexo en
gonadas de raton de 13.5 dpc. No obstante, los resultados de ese estudio
muestran cierta controversia cuando se comparan con otros realizados con
posterioridad. Por ejemplo, describen una elevada expresion diferencial
de miR-29 en PGCs de hembra con respecto a macho de 13.5 dpc usando
la técnica de Northern blotting, mientras que en el estudio de Hayashi
et al. (2008) basdado en el uso de RT-Q-PCR no se detectaron diferencias
de expresion entre sexos en las PGCs de este estadio. Nuestro estudio
de microarrays confirma los resultados de Hayashi et al. (2008) ya que
tampoco detectamos estas diferencias de expresiéon de miR-29 entre sexos.
De manera similar, en el caso de miR-124 los resultados de Takada et al.
(2009) contradicen los nuestros, ya que muestran méas expresion de este
miRNA en el macho en 13.5 dpc que en la hembra, al contrario de lo que
muestra nuestro microarray. Nuestros resultados respecto a la expresion
de miR-124 tienen mayor credibilidad puesto que han sido validados por
otros dos métodos diferentes, RT-Q-PCR e hibridacién in situ, mientras
que Takada y col. no validaron sus resultados sobre miR-124 con ninguna
otra técnica. Los autores atribuyeron sus discrepancias con Hayashi a la
utilizacion de diferentes cepas de ratones o a la metodologia. En nuestra
opinién, es probablemente la metodologia y no las posibles diferencias
entre estirpes de raton, la que puede estar causando esta discrepancia de
datos, ya que los miRNAs se encuentran ampliamente conservados desde
insectos hasta vertebrados (Griin et al., 2005), por lo que no es de esperar
encontrar diferencias tan significativas entre distintas cepas de la misma
especie.

Como se observa en el cuadro 6.1, actualizado de la revisién de
McFarlane y Wilhelm (2009), en el momento de escribir esta memoria
existian unos 35 trabajos publicados sobre la expresion y/o la funcién de
miRNAs en el desarrollo sexual de mamiferos, 18 de los cuales se ha
realizado en ratéon. En general, observamos que existen mas resultados
relativos al desarrollo ovarico que al testicular y ademas se ha avanzado
mas en el conocimiento de los estadios de desarrollo post-natales que
en embrionarios. Por tanto, es evidente la necesidad de llevar a cabo
un estudio de los estadios mas tempranos del desarrollo, que investigue
la expresion de miRNAs en la gonada, antes y después del momento
critico de la determinacion sexual, como el que hemos realizado en
nuestro laboratorio. En el mencionado cuadro 6.1 podemos comprobar que
ninguno de los estudios existentes lo ha hecho anteriormente.
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Placenta. Raton

Membrana corioamniética.
mano

Células cordén umbilical. Humano
Glandula mamaria. Humano

Hu-

Glandula mamaria. Ratén

Céls. epiteliales mamarias progeni-
toras

Gléandula mamaria. Bovino

Célula o Tejido Referencia
Células germinales primordiales Hayashi et al. (2008)
Espermatogonias Ro et al. (2007b); Marcon et al. (2008); Papaioannou
= et al. (2009)
£  Espermatocitos Ro et al. (2007b); Marcon et al. (2008)
g Espermatidas redondas Ro et al. (2007b); Marcon et al. (2008)
& Espermatidas alargadas Ro et al. (2007b)
g Espermatozoide maduro Ostermeier et al. (2005); Amanai et al. (2006); Ro
g et al. (2007b)
= Nicleo espermatico Yan et al. (2008)
Oocitos inmaduros Tang et al. (2007)
Oocitos maduros Tang et al. (2007); Murchison et al. (2007)
Testiculos post-natales. Ratén Lagos-Quintana et al. (2003); Yu et al. (2005); Takada
et al. (2006); Ro et al. (2007b); Yan et al. (2008);
Mishima et al. (2008); Papaioannou et al. (2009);
Buchold et al. (2010)
2 Testiculos post-natales. Humano Liu et al. (2004); Baskerville y Bartel (2005); Shin-
3 gara et al. (2005); Landgraf et al. (2007); Yan et al.
= (2009)
Testiculos post-natales. Chimpancé  Yan et al. (2009)
Prostata. Humano Baskerville y Bartel (2005); Shingara et al. (2005);
Landgraf et al. (2007)
Epididimo. Humano Landgraf et al. (2007)
" Ovario. Humano Liu et al. (2004); Baskerville y Bartel (2005); Shin-
< gara et al. (2005)
% Ovario. Ratén Lagos-Quintana et al. (2003); Takada et al. (2006); Ro
< et al. (2007b); Choi et al. (2007); Mishima et al. (2008);
‘g Creighton et al. (2010)
& Células de la granulosa Fiedler et al. (2008)
§ Utero. Ratén Takada et al. (2006); Ro et al. (2007b); Chakrabarty
P et al. (2007); Hu et al. (2008)
-3 Utero. Humano Baskerville y Bartel (2005); Shingara et al. (2005);
2 Hong et al. (2008)
@ & Endometrio. Humano Pan et al. (2007); Teague et al. (2009)
2 g Miometrio. Humano Marsh et al. (2008)
= =s) Cervix. Humano Baskerville y Bartel (2005); Shingara et al. (2005)
%0 Placenta. Humano Liu et al. (2004); Baskerville y Bartel (2005); Shin-
O gara et al. (2005); Landgraf et al. (2007); ming Zhu

et al. (2009)
Takada et al. (2006)
Montenegro et al. (2007)

Poliseno et al. (2006)

Liu et al. (2004); Baskerville y Bartel (2005); Shin-
gara et al. (2005); Landgraf et al. (2007)

Wang y Li (2007); Sdassi et al. (2009)

Gu et al. (2007)

Babak et al. (2004)

Cuadro 6.1: Trabajos publicados sobre miRNAs durante el desarrollo sexual en
mamiferos.

En conclusién, a la vista de los patrones de expresion demostrados
para diversos miRNAs en las génadas en desarrollo, tanto en nuestro
estudio como en otros realizados anteriormente (Takada et al., 2006;
Ro et al., 2007a; Mishima et al., 2008; Buchold et al., 2010), se deduce
claramente que estos elementos reguladores deben estar implicados en
los procesos de determinaciéon y diferenciacién sexual de los mamiferos.
Sin embargo, ningin estudio habia mostrado hasta ahora a qué nivel
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participan los miRNAs en el control genético de estos procesos. El analisis
bioinformatico realizado por nosotros ha mostrado que diversos miRNAs
podrian modular la expresion de genes clave del determinismo genético
del sexo, tales como SOX9 y RSPO1 y que otros como SRY podrian
controlar a alguno de esos miRNAs. Ademas, los estudios funcionales
que hemos realizado han demostrado de forma experimental algunas de
esas funciones. Por tanto, este trabajo ha permitido identificar y colocar
algunas de las piezas clave que faltaban en el puzzle de regulacion génica
que controla la determinaciéon de sexo en mamiferos, demostrando asi
que los miRNAs no sélo participan en este proceso sino que lo hacen
desempenando papeles cruciales en el mismo.

-Existe un mayor niimero de miRNAs implicados en el desarrollo ovdrico
que en el desarrollo testicular

Es interesante senalar que entre los 22 miRNAs que hemos identifi-
cado con un papel potencial en la diferenciacién gonadal, sélo 6 de ellos
(grupo C en la figura 5.5) mostraron un patrén de expresién consistente
con un papel en el desarrollo testicular, mientras que los 16 miRNAs
restantes probablemente estan implicados en el desarrollo ovarico, segin
su patron de expresion. En consecuencia, de entre los 11 genes que hemos
seleccionado como posibles candidatos a estar regulados por alguno de es-
tos miRNAs, 8 de ellos son genes conocidos de la ruta testicular y sélo 3
pertenecen a la ruta ovarica. Considerando que los miRNAs actiian como
reguladores negativos de la traduccion de mRNAs, este desequilibrio po-
dria tener algun significado biolégico. Este hecho podria verse como una
evidencia indirecta de que el nimero de genes pro-testiculo que deben ser
reprimidos durante el desarrollo ovarico es mayor que el de genes pro-
ovario que deben mantenerse reprimidos durante del desarrollo testicu-
lar. Si observamos los otros trabajos que comparan perfiles de expresion
de miRNAs entre génadas de machos y hembras, como el de Takada et al.
(2009) en embriones o el de Mishima et al. (2008) en individuos adultos,
siempre aparece un mayor numero de miRNAs expresados en ovario que
en testiculo, coincidiendo en este sentido con nuestros resultados. Esto re-
fuerza nuestra hipétesis de que posiblemente los miRNAs tienen un papel
mas importante en el desarrollo ovarico que en el testicular porque es mas
necesario reprimir los genes pro-testiculo en el ovario que a la inversa. Se
ha demostrado que los genes pro-testiculo deben mantenerse reprimidos
en el ovario de forma permanente, pues basta la activacion de alguno de
ellos para que se produzca la transdiferenciacién de diversos tipos celu-
lares, convirtiendo en un testiculo lo que era un ovario adulto. Por tanto,
parte de esa labor represora de los genes pro-testiculo en el ovario podria
estar ejercida por miRNAs.
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6.2. uiRNAM

-uiRNAM es una nueva herramienta bioinformdtica para la identificacién
de miRNAs bioldgicamente relevantes

La mayoria de algoritmos usados con este propésito buscan dianas
para miRNAs basados en diferentes criterios pero siempre relacionados
con el emparejamiento entre el mRNA y la regién semilla del miRNA, con
lo cual se obtienen listas muy largas de posibles dianas para miRNAs.
Con esta nueva aplicacion nosotros pretendemos filtrar ese gran volumen
de datos para reducir el nimero de dianas seleccionadas, aumentando
la probabilidad de que éstas tengan significado biolégico real. Para ello,
sacamos partido de la existencia de otra base de datos bioinformaticos,
la base "Gene Ontology", que asocia cada gen con uno o mas terminos,
demoninados GO, relativos a sus funciones biolégicas conocidas. Teniendo
esto en cuenta, la premisa del nuevo algoritmo es que si un miRNA tiene
dianas en varios genes implicados en un mismo proceso biolégico, y que
por tanto comparten los mismos términos GO, es mas probable que ese
miRNA esté regulando realmente uno o varios de esos genes.

El uso de esta nueva herramienta bioinformatica tiene varias ventajas.
Elimina falsos positivos y simplifica la tarea de selecciéon de miRNAs con
funcion bioldgica relevante, y ademaés su uso puede aplicarse a cualquier
contexto biolégico en el que se desee rastrear dianas para miRNAs, pues
el filtro se establece en funcién de los términos GO, de los miRNAs o de
los genes diana que interese en cada caso. Por otra parte, la introduccién
de mas especies en las bases de datos del programa hace que no sélo sea
util en estudios realizados en ratén sino en cualquier otra especie cuyo
genoma ya esté secuenciado.

El analisis de los resultados de expresion diferencial de nuestro
microarray que hemos realizado con el programa piRNAM ha permitido
la identificacion de varios genes genes que podrian ser posibles dianas
de miRNAs con expresién diferencial especifica de sexo en ratén, lo
que nos ha proporcionado un amplio abanico de posibilidades en la
investigacion de papel de los miRNAs en la regulacion de los genes de
la determinacién sexual en mamiferos. El volumen de datos interesantes
logrados en este analisis bioinformatico es tal que daria lugar a varios
afios de trabajo de laboratorio, necesario para investigar el alcance real de
las numerosas hipétesis de regulacién génica planteadas con los mismos.
Estos estudios podrian despejar muchas de las incégnitas que aun quedan
por resolver en el campo del determinismo genético del sexo en mamiferos.
A continuacion se relacionan algunas de las hipétesis méas significativas
que hemos podido elaborar con esos nuevos datos bioinformaticos.

-Identificacién de genes potencialmente regulados por miRNAs
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De un total de 106 genes seleccionados de las busquedas realizadas
con el programa piRNAM, nos hemos centrado en once de ellos para dis-
cutir su posible regulacion por uno o mas de los 22 miRNAs identificados
en nuestro experimento de microarrays. Hemos seleccionado estos once
porque sabemos que tienen una implicacién directa conocida en la deter-
minacién y/o diferenciacién del sexo y los hemos clasificado en dos grupos,
en funcién de si intervienen en la ruta de diferenciacién masculina o en
la femenina.

Genes de la ruta masculina

Ar, Androgen receptor. Los términos GO asociados a este gen son: sex
diferentation, male gonad development, androgen receptor signaling
pathway, male somatic sex determination. Como se puede deducir
de esto, se trata de un gen implicado en la ruta de diferenciacion
masculina. El receptor de andrégenos, Ar, pertenece a la superfa-
milia de receptores nucleares de hormonas esteroideas, principal-
mente la testosterona. En presencia de testosterona, la interaccién
entre la hormona y la proteina AR induce la translocacién de és-
ta al nicleo y promueve la expresion de genes tan importantes en
el desarrollo masculino como son Sry o DaxI (Kallio et al., 1995;
Yuan et al., 2001). En torno a los 13 dpc, las células de leydig de
embriones de ratén producen testosterona, lo que promueve la ex-
presion de Ar en células intersticiales y el subsecuente desarrollo de
los conductos de Wolff, precursores del tracto reproductor masculino
(revisado por Patréo et al., 2009). Teniendo esto en cuenta, resultan
de interés los miRNAs que tienen diana en Ar y que se encuentran
sobre-expresados en ovario, donde no deberia activarse dicho gen.
Asi, como observamos en los cuadros 5.8, 5.11, 5.12 y 5.13, hemos
identificado tres miRNAs candidatos a regular la expresiéon de Ar
en ovario, miR-124, miR-878-3p y miR-471. También podemos ob-
servar dos miRNAs expresados diferencialmente en testiculo, que
podrian tener diana en Ar: miR-455% y miR-202-3p. Sin embargo,
estos miRNAs tienen menos probabilidad de contener dianas fun-
cionales ya que corresponden con la versién minoritaria del miRNA,
siendo miR-455* la hebra menos estable termodindmicamente del
precursor de pre-miR-455 y, por tanto, tiende a eliminarse del du-
plex. Algo similar ocurre con la hebra 3p de pre-miR-202, ya que la
hebra que mas frecuentemente se muestra funcional es la 5p. Esto,
junto con el hecho de que ambos miRNAs podrian co-expresarse con
su presunta diana, resta crédito a esta hipétesis, siendo mucho mas
probable que sean mmu-miR-124 y/o mmu-miR-471 los que puedan
gjercer alguna eventual regulacién post-transcripcional de Ar. En
consecuencia, serian estos miRNAs los principales candidatos para
un estudio mas profundo a bordar en un futuro.
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Dmrt1, Doublesex and mab-3 related transcription factor 1. El gen
Dmrt1 pertenece a la familia de genes Dmrt, que codifica factores
de transcripcién implicados en procesos de determinacion sexual y
desarrollo gonadal en vertebrados e invertebrados (Zarkower, 2001;
Volffet al., 2003). Los términos GO que encontramos asociados a este
gen son: sex diferentation y male gonad development. La expresion
de Dmrt1 en ratén comienza a detectarse a partir de 10.5 dpc en la
génada indiferenciada de ambos sexos. En torno a 12.5 dpc, comien-
za a desaparecer en ovarios y aumenta en las células germinales
premeidticas y en las de Sertoli del testiculo, donde se mantiene a
unos niveles altos hasta alcanzar la edad adulta (Raymond et al.,
1999, 2000; De Grandi et al., 2000). Por lo tanto, se trata de otro gen
implicado en la ruta masculina y tiene una diana para un miRNA
expresado diferencialmente en ovario, miR-124, tal como podemos
ver en los cuadros 5.8 y 5.11. En esos mismos cuadros vemos que
miR-668 podria tener otra posible diana en Dmrtl. Sin embargo,
este miRNA est4 incluido en el grupo de los que reducen su expre-
si6n entre 11.5 y 13.5 dpc, y en el heatmap del microarray (Figura
5.5), se observa que dicha expresiéon cae mucho mas en hembra que
en macho, lo que a priori descartaria una diana funcional para este
miRNA en la regién 3’ UTR de Dmrt1.

Sox9, sry-box containing gene 9. Como ya se ha mencionado, Sox9 es
uno de los genes maestros de la determinacién sexual de mamiferos
y otros vertebrados, ya que induce la diferenciacion de las células
de Sertoli, que son las encargadas de dirigir la organogénesis
testicular. Los términos GO asociados a este gen son: male germ-
line sex determination y male gonad development. Recordemos que
en el testiculo de ratén el gen Sry disparaba la expresion de Sox9
alrededor de 11.5 dpc, y ésta se mantenia hasta la vida adulta.
Por el contrario, en la hembra encontramos una expresién baja
de Sox9 en ese mismo estadio, pero cae drasticamente a partir de
entonces, coincidiendo con la subida en el macho (Sekido y Lovell-
Badge, 2008). La causa de ese descenso en la expresion de Sox9 en la
génada femenina permanecia desconocido hasta ahora. Los analisis
bioinformaticos que hemos realizado han puesto de manifiesto que
miR-124, expresado diferencialmente en ovario de 13.5 dpc, tiene
una diana potencial en Sox9, como se puede observar en los cuadros
5.11 y 5.17, lo que convierte a este miRNA en un buen candidato
como posible inhibidor de Sox9 en la hembra. Dada la trascendencia
del papel de Sox9 en la determinacién sexual de mamiferos, este ha
sido uno de los genes cuya regulaciéon por miRNAs se ha investigado
mas profundamente en este trabajo.

Sox8, sry-box containing gene 8. El gen Sox8 pertenece al grupo E de
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genes Sox, junto con Sox9 y Sox10. Recientemente se ha descubierto
su implicacién en la determinacién sexual, viendo que es necesario
para el desarrollo testicular y la fertilidad del macho (O’Bryan
et al., 2008). El término GO asociado a este gen es: male gonad
development. Su expresién comienza en testiculo en 12.5 dpc y se
mantiene hasta después del nacimiento. SOXS8, junto con SOX9,
activan el promotor de Amh de forma que estos dos genes Sox tiene
efectos redundantes en el desarrollo testicular tras la determinacion
del sexo (Barrionuevo et al., 2009). Al igual que Sox9, Sox8 posee
una diana para miR-124, expresado diferencialmente en ovario de
13.5 dpc (Cuadro 5.11). Puesto que tiene funciones similares a las
de Sox9, la represion de Sox8 durante el desarrollo ovarico deberia
ser igualmente importante, por lo que mereceria la pena abordar
futuros estudios funcionales para investigar su posible regulacion
por parte de miR-124.

Resulta evidente, a la vista de estos datos, que mmu-miR-124 es
un claro candidato como regulador de la ruta femenina, ya que se
encuentra sobre-expresado en la génada XX en el momento clave de
la diferenciacion gonadal y posee dianas en varios de los principales
genes de la ruta masculina, tales como Sox9, Sox8, Dmrt1 y AR, cuya
inhibicién es necesaria para el desarrollo ovarico.

Sry, sex determining region of chromosome Y. Sry es el gen deter-
minante de testiculo (Sinclair et al., 1990b) y sus términos GO aso-
ciados son: sex diferentation y male sex determination. Ya que es un
gen de suma importancia en el desarrollo testicular, es de esperar
que no existan miRNAs que lo inhiban en testiculo, y dado que su
expresion es tan importante, no seria extrafio que la selecciéon nat-
ural haya favorecido la ausencia de dianas para miRNAs. Efectiva-
mente, ese es el caso, ya que en nuestros analisis bioinformaéticos
s6lo hemos encontrado dos miRNAs que podrian tener una diana en
este gen, miR-878-3p y miR-881, tal como se observa en los cuadros
5.8 y 5.9. Sin embargo, estos miRNAs se expresan en ovario, donde
generalmente no esta presente este gen. Por tanto, si estas dianas
son realmente funcionaes, podrian servir para la inactivacién de Sry
en otros tejidos de los machos y al expresion de estos miRNAs podria
servir para regular otros genes. También cabe la posibilidad de que
estas dos dianas representen falsos positivos o bien que sean ves-
tigios evolutivos. Puesto que Sry es una adquisicién evolutiva muy
reciente de los mamiferos (Foster et al., 1992), es posible que sus
extremos 3’ UTR estén adn conservados y sean similares a los de
otros genes Sox que ancestralmente estuvieran siendo inhibidos en
el ovario por tratarse de genes pro-testiculares.

Nrobl, nuclear receptor subfamily 0, group B, member 1. El gen NrObl1,
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mas conocido como Dax1 (DSS-AHC critical region on the X chromo-
some, gene 1), estd implicado en la ruta de diferenciacién testicular
y, por tanto, los términos GO que encontramos asociados a este gen
son: gonad development y male sex determination. Se ha propuesto
que tendria un importante papel en el desarrollo gonadal, cooperan-
do con la proteina SF'1 en la activacién de genes de la ruta masculina
(Park et al., 2005). Su funcién es dependiente de la dosis génica ya
que tanto las subidas como las bajadas de sus niveles de expresion
producen anomalias testiculares (Ludbrook y Harley, 2004). Nece-
sita, por tanto, una precisa regulacién de sus niveles de expresion.
En ratéon, DaxI se expresa en el primordio gonadal de ambos sexos
justo después de que lo haga Sf1. En la génada XY, esta expresion
se ve incrementada en células de Sertoli en 12.5 dpc, disminuyendo
poco después pero aumentando en células intersticiales entre 13.5 y
17.5 dpc. En génadas XX, la expresion de Daxl aumenta en torno a
12.5 dpc pero después de 14.5 dpc comienza a disminuir (Ikeda et al.,
2001). Nosotros hemos detectado dos posibles miRNAs, expresados
diferencialmente en ovario de 13.5 dpc, miR-96 y miR-741, segin se
refleja en los cuadros 5.7 y 5.9, que podrian tener una diana poten-
cial en la regién 3’ UTR de Dax1. Puesto que no est4 clara la funcién
actual de este gen en el proceso de desarrollo testicular, cualquier
hipétesis sobre su posible regulacién por miRNAs seria especulativa
por el momento.

Cyp17al, cytochrome P450, family 17, subfamily a, polypeptide 1. Se
trata de un gen implicado en la biosintesis de testosterona, hormona
que como ya sabemos es critica para el correcto desarrollo mas-
culino. El término GO que encontramos asociado a este gen es: sex
diferentation. El producto de este gen es una enzima que interviene,
junto con otras tres, en la biosintesis de testosterona, a partir de
colesterol, en las células de Leydig, formando el complejo P450ssc
(cholesterol side-chain cleavage enzyme), (ver Payne y Youngblood,
1995). Hemos encontrado un miRNA que podria tener una diana
funcional en el mensajero de este gen, miR-672, que se expresa difer-
encialmente en ovario de 13.5 dpc, (Cuadro 5.8), por lo que podria
regular a este gen en la génada femenina. Por otro lado encontramos
una posible diana para miR-202-3p, expresado en testiculo, pero co-
mo hemos mencionado anteriormente, la funcionalidad biolégica de
este miRNA es menos probable ya que se trata de la versiéon minori-
taria del mismo.

Fhl2, four and a half LIM domains 2. Fhl2 es un miembro de la fa-
milia de co-activadores transcripcionales LIM, y contiene cuatro do-
minios y medio del tipo LIM. Los dominios LIM son ricos en cisteina
e histidina y estan compuestos por dos dedos zinc repetidos en tan-
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dem (Morgan y Madgwick, 1996; Genini et al., 1997). FHL2 actua
como co-activador de varios factores de transcripcién, incluyendo AR
(Kahl et al., 2006) y S-catenina (Wei et al., 2003) y WT1 (Du et al.,
2002). Consecuentemente el término GO que encontramos asociado
a este gen es: androgen receptor signaling. Es de destacar que hemos
encontrado cuatro posibles miRNAs que pueden regular este gen, y
todos ellos se expresan de forma diferencial en ovario de ratén de
13.5 dpc; éstos son: miR-138, miR-743a, miR-183 y miR-103 (Cuadro
5.12). Previsiblemente, la regulacién de este gen probablemente sea
muy importante ya que funciona como co-activador de importantes
factores de transcripcién de la determinacion del sexo y una regu-
lacion desajustada del mismo podria tener graves consecuencias en
el desarrollo gonadal. Por tanto, es razonable hipotetizar que uno o
mas miRNAs pudieran regular la expresion de Fhl2 durante el de-
sarrollo ovarico.

Genes de la ruta femenina

Fshr, follicle stimulating hormone receptor. El gen Fshr codifica el
receptor de la FSH (hormona estimulante de foliculos) y se expresa
tanto en células de Sertoli como en células foliculares. La hormona
FSH esta implicada en la maduracion de los foliculos en el ovario,
y en la de los tdbulos seminiferos y la espermatogénesis en el
testiculo (Simoni et al., 1997). El término GO asociado a este gen
es: female gonad development. Segun nuestras busquedas se han
encontrado dos miRNAs que podrian regular este gen, miR-741
y miR-103, como se puede observar en el cuadro 5.15. miR-471
es un miRNA expresado mayoritariamente en ovario de 13.5 dpc,
y miR-103 esta en el grupo “otros” cuya expresion se inhiben en
testiculo entre 11.5 y 13.5 dpc mientras se mantiene activado en
ovario la hembra. Se trata por tanto de un caso ambiguo por lo que
no se puede atribuir directamente a esos miRNAs un papel en la
regulacion de la expresion de este gen, pues aparentemente ambos
se expresan en el mismo 6rgano. Sin embargo, hay que tener en
cuenta el procedimiento experimental del microarray, que se realizé
con RNA extraido de génadas completas, lo que implica la mezcla
de todos los tipos celulares. Como hemos indicado, el gen Fshr se
expresa en un tipo celular concreto, en el que puede que no esten
presentes estos miRNAs, y sin embargo es posible que si se necesite
su presencia en otro tipo celular donde no deba expresarse dicho gen.
En este caso y debido a que las interacciones son muy complejas, no
se puede establecer una hipétesis simple sobre la regulacién de este
gen.

Fst, follistatin. El gen de la follistatina (Fst) codifica una proteina de
union a activina que regula el eje hipotalamo-pituitaria-génada y
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promueve la supervivencia de las células germinales en la corteza
ovarica. Se expresa principalmente en las células somaticas de
ovario a partir de 11.5 dpc, alcanzando un pico en 12.5 dpc y
disminuyendo a partir de 14.5 dpc (Yao et al., 2004; Menke y Page,
2002). También se ha detectado expresiéon en las células de la
granulosa (foliculares), y su activacién se encuentra aguas abajo en
la ruta ovarica de sefializacion de Wnt4 (Matzuk et al., 1995; Vainio
et al., 1999). De acuero con este papel, el término GO asociado a
este gen es: female gonad development. Segin nuestros resultados
hemos encontrado dos posibles miRNAs que pueden regular este
gen, miR-144 y miR-184, (Cuadro 5.15 ), ambos sobre-expresados
significativamente en testiculo de 13.5 dpc, lo que apunta a que
este gen podria mantenerse inhibido en el macho por la accién de
uno de estos miRNAs o por ambos. También hemos encontrado una
diana para miR-878-3p, que se expresa mds en ovario, aunque como
hemos comentado anteriormente, es probable que esta version 3p
del miRNA no tenga una diana biolégicamente funcional, o que
el miRNA y su diana no se estén co-expresando en el mismo tipo
celular.

Rspol, R-spondin homolog (Xenopus laevis). Como se mencioné en
la introduccién de esta memoria, el gen Rspol es uno de los genes
maestros de la ruta ovarica, actuando como activador de la ruta
de sefializacion candnica de 5-CAT en ovario. Por tanto, el término
GO que encontramos asociado a este gen es: wnt receptor signaling
pathway. En nuestros resultados de bisqueda selectiva de dianas
hemos encontrado un miRNA que potencialmente podria regular
la expresién de Rspol en testiculo. Se trata de miR-144 tal como
muestra el cuadro 5.14. Este miRNA se activa diferencialmente
en testiculo entre 11.5 y 13.5 dpc. Segun estos datos, igual que
sugerimos que mmu-miR-124 podria ser uno de los reguladores clave
de la ruta ovarica, mmu-miR-144, por sus dianas en Rspol y en
F'st, podria tener un papel crucial en el inicio de la ruta testicular,
reprimiendo estos dos importantes genes pro-ovaricos.

-Los miRNAs agrupados en cluster muestran una regulacion transcrip-
cional coordinada

Muchos genes de miRNAs estan localizados de forma aislada y dis-
persos por el genoma, pero existe también una proporcién de ellos que se
encuentran formando agrupaciones (clusters) de manera que su transcrip-
cién puede llevarse a cabo a modo de un largo transcrito comin regulado
por un tnico promotor u otras secuencias reguladoras (Rodriguez et al.,
2004). Buena parte de los miRNAs identificados en nuestro estudio se or-
ganizan de este modo. Un claro ejemplo es el cluster localizado en la banda
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A'7.1 del brazo largo del cromosoma X de ratén, donde se sitdan 7 de los
miRNAs expresados diferencialmente en ovario 13.5 dpc (Figura 5.14).
Este cluster esta dividido en dos regiones bajo el control de dos secuen-
cias reguladoras diferentes, asi como dos sitios alternativos de inicio de
la transcripcion. Todos los miRNAs situados en la region izquierda se ex-
presan diferencialmente en ovario de 13.5 dpc, mientras que en la region
derecha encontramos 3 miRNAs que cambian su patrén de expresion en-
tre 11.5 y 13.5 dpc, pero lo hacen de una forma independiente del sexo. El
nivel de expresioén ligeramente mayor observado en ovario no es estadis-
ticamente significativo, segun los datos de nuestro microarrays. miR-465
posee tres genes diferentes, a, b y ¢, localizados en la region del cluster.
Ademas, los genes b y ¢ estan repetidos, por lo que en total existen 5 copias
de este miRNA en el mismo cluster. Teniendo en cuenta las diferencias de
expresion de las dos regiones del cluster, podemos postular que una de las
dos regiones reguladoras es especifica de sexo y la otra no, al menos en el
momento de la determinacién sexual. Adema4s, los miRNAs con expresion
especifica de ovario de este cluster identificados en nuestros microarrays,
poseen dianas en genes conocidos de la ruta testicular.

Es de destacar que Song et al. (2009) demostraron que estos 10
miRNAs se expresan mas en testiculo que en ovario adulto. Estos autores
exponen resultados acerca de los miRNAs que se encuentran en el
cromosoma X y demuestran que un alto porcentaje de ellos escapan a
la inactivaciéon meiética de los cromosomas sexuales (MSCI, meiotic sex
chromosome inactivation). Una de las explicaciones que proponen para
este escape de la MSCI es que podrian estar implicados en el propio
proceso de inactivacién y que jueguen, por tanto, un importante papel
en la espermatogénesis.

Los diferentes patrones de expresion de los miRNAS identificados en
nuestro trabajo y localizados en el cluster del cromosoma X, la organi-
zacion gendmica de este cluster, dividido en dos regiones con diferente
control transcripcional y los diferentes patrones de expresién durante
la diferenciacion sexual y durante la meiosis, nos permiten postular la
existencia de diferentes combinaciones de factores de transcripcién que
puedan modular la expresion de este cluster en diferentes situaciones. El
analisis de las zonas con potencial regulador nos ha permitido localizar
los lugares de reconocimiento de multitud de factores de transcripcién en
estas regiones, desde factores activadores de la ruta testicular como SRY
y AR, o factores promotores de la ruta femenina como ER y SMAD3, hasta
represores transcripcionales como CTCF, lo que nos proporciona una idea
aproximada de la complejidad que probablemente implique la regulacion
de la expresion de los genes de los miRNAs.

Segun la hipétesis que proponemos, durante la diferenciaciéon sexual,
ambas regiones reguladoras promoverian la transcripciéon de los genes
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situados aguas abajo de las mismas. La region reguladora situada a la
derecha promoveria la transcripcion en 13.5 de una forma independiente
de sexo de los genes de miRNAs de la zona derecha del cluster (sefialados
con marcos de esquinas redondas en la Figura 5.14), tales como mmu-
mir-465, mencionado anteriormente. La regién reguladora de la izquierda
activaria la transcripciéon de una forma especifica de sexo, haciendolo
mas intensamente en ovario que en testiculo y controlando los genes
de miRNAs de la parte izquierda del cluster (sefialados con marcos de
esquinas cuadradas en la Figura 5.14). Es interesante hacer notar que
los miRNAs miR-470 y miR-871 se encuentran localizados aguas abajo de
la region reguladora de la izquierda, pero su expresién no parece estar
controlada por ésta, ya que segin nuestros datos, no muestran expresion
diferencial especifica de sexo. Esto implicaria que el punto de inicio de la
transcripcion de la region reguladora de la izquierda se encontraria aguas
abajo de estos dos miRNAs. Esta suposicién viene apoyada por el hecho de
que las prediccciones de transcritos realizadas por GenScan y recogidas
en Ensembl muestran dos posibles transcritos en esta regién, uno de
los cuales comienza precisamente aguas abajo de estos dos miRNAs. La
porcién izquierda del cluster, transcrita a partir de la region reguladora
izquierda, seria la responsable de la mayor expresién en ovario de todos
los demas miRNAs del mismo, que hemos identificado en nuestro estudio.

Entre las posibles dianas que hemos localizado para estos 10 miRNAs
se encuentran genes de la ruta masculina y genes situados en los
cromosomas sexuales, como son: Ar, Dax1, Sry, Zfy y Zfx. El sitio y el
momento de su expresion, su distribucion, y sus potenciales genes diana
son, por tanto, compatibles con un papel relevante de estos miRNAs, tanto
durante la diferenciacién sexual, inhibiendo genes de la ruta masculina
en el desarrollo ovarico, como durante el proceso de inactivacion meiética
de los cromosomas sexuales en espermatocitos. Por otra parte, este podria
ser un claro ejemplo de regulacién concertada de un grupo de genes de
miRNAs que tienen funciones en un mismo proceso biolégico, resuelto
mediante la agrupacién de dichos genes y su control transcripcional
dirigido por elementos reguladores comunes, tal como se ha descrito en
otros casos ya mencionados (Yuan et al., 2009).

Otro grupo de miRNAs, un total de 8, identificados en nuestro estu-
dio se encuentran en un cluster localizado en el cromosoma 12, aunque
s6lo uno de ellos muestra expresion diferencial de sexo, mientras que el
resto solo muestran diferencias de expresién entre 11.5y 13.5 dpc (Figura
5.15). Este patron de expresion no descarta un papel durante el desarrol-
lo gonadal, aunque si en la diferenciacién sexual. Esto concuerda con los
resultados de las buisquedas de posibles factores de transcripcién asocia-
dos a las zonas reguladoras préximas, en los que no se encontré ninguna
secuencia de reconocimiento de factores que se supieran implicados en la
diferenciacion sexual, aunque si en procesos comunes para ambos sexos,
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como son TCFCP2L1 (transcription factor CP2-like 1) o Esrrb (estrogen-
related receptor beta), que son factores de transcripcién clave en las célu-
las madre embrionarias e intervienen en la ruta de senalizacién canénica,
junto con Oct4, y en las ruta de sefnializacion Wnt ((van den Berg et al.,
2010)). Una peculiaridad de este cluster es que varios miRNAs, incluido
miR-668, se encuentran situados en el interior de transcritos de lincRNAs
(Large intergenic non-coding RNA). Se sabe que los lincRNAs intervienen
en procesos de remodelacién de la cromatina (ver revisién de (Tsai et al.,
2010)) y, aunque también se ha descrito la implicacién de los miRNAs
en la remodelacién de la cromatina (Gonzalez et al., 2008), los que estan
incluidos en lincRNAs de este cluster presentan dianas en los extremos
3’'UTR de varios genes, incluido alguno tan importante para la diferen-
ciacion sexual como Dmrtl1, por lo que no podemos descartar su papel en
la regulacion de traduccion de estos genes. Estariamos por tanto ante una
secuencia con una doble funcién dependiendo de la forma en que se pro-
cese. Si se transcribe el lincRNA, puede intervenir en la reestructuracion
de la cromatina, y si es procesado de manera que se liberan los miRNAs
que van incluidos en su secuencia, podria controlar la traduccion de di-
versos genes. El poco conocimiento que se tiene en la actualidad sobre
las funciones de los lincRNA hace que esta particularidad del cluster del
cromosoma 12 merezca ser analizada con mayor profundidad en el futuro.

6.3. miR-124

-Indicios del posible papel de miR-124 durante el desarrollo ovdrico

Varios hechos sugieren que miR-124 podria tener un importante pa-
pel durante el desarrollo ovarico. En primer lugar, miR-124 se expresa
diferencialmente en células XX pero no XY durante la transicién desde
el estadio 11.5 dpc al 13.5 dpc, que es el periodo critico de la diferen-
ciaciéon sexual en mamiferos. Este hecho fué descubierto inicialmente en
nuestro experimento de microarray de miRNAs y corroborado mediante
validacion por RT-Q-PCR de los datos del microarray. Hemos demostrado
ademas la presencia de los 3 precursores para este miRNA en el ovario
de 13.5 dpc. y es de destacar que nuestros estudios de hibridacién in situ
mostraron que miR-124 esta presente principalmente en la region cortical
de la génada femenina de 13.5 dpc, que es la porcién a partir de la cual se
desarrolla el tejido ovarico (Jiménez, 2009). En segundo lugar, miR-124
tiene dianas en la regién del extremo 3’ UTR de cuatro de los genes mae-
stros en la ruta de desarrollo testicular tanto en humanos como en ratén,
Sox9, Sox8, Ar y Dmrt1, genes que como sabemos tienen un papel clave
en la determinacién del sexo. En tercer lugar, los ensayos de luciferasa
con un plasmido que sobre-expresa mmu-mir-124 han demostrado su ca-
pacidad para unirse al extremo 3’ UTR del gen Sox9 y reprimir su ex-
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presion post-transcripcionalmente, confirmando que la diana de Sox9 es
funcional. Por dltimo, Cheng et al. (2009) mostraron que miR-124 regula
la neurogénesis adulta en ratén reprimiendo la produccién de SOX9 en la
zona subventricular del cerebro. Estos autores demostraron que Sox9 es
de hecho una diana fisiolégica de miR-124, aumentando las posibilidades
de que este miRNA pudiera actuar también en la génada. Por tanto, estos
hallazgos permiten hipotetizar que el principal papel de miR-124 en el
ovario podria ser inhibir la produccién de proteina SOX9, anulando asi su
accion pro-testicular.

-miR-124 reprime activamente el gen Sox9 en el ovario embrionario de 13.5
dpc

Hemos probado esta hipétesis mediante experimentos funcionales de
inhibicién y sobre-expresiéon en cultivos primarios de células gonadales.
La transfeccién con un antagomir especifico para miR-124 indujo la pro-
duccién ectopica de la proteina SOX9 en células gonadales XX, asi como
un incremento significativo en los niveles de mensajero de Sox9, mostran-
do que este miRNA reprime activamente Sox9 en células gonadales fe-
meninas. Sin embargo, los niveles de expresién incrementados de Sox9 en
células XX transfectadas con el antagomir son mas bajos que los observa-
dos en células gonadales XY, indicando que la activacion de Sox9 mediada
por SRY es necesaria para alcanzar el nivel de expresion del macho.

Sox9 es activado probablemente por SF1 tanto en génadas XY como XX
antes de la diferenciacion sexual (Sekido et al., 2004b). En el momento de
la determinacién del sexo, Sox9 es inhibido en la génada XX y reactivado
en la génada XY por la accién sinérgica combinada de SRY y SF1 sobre el
intesificador especifico de testiculo para Sox9 (TESCO) (Sekido y Lovell-
Badge, 2008). La expresion de Sox9 se mantiene entonces en el testiculo
en desarrollo a pesar del hecho de que la expresién de Sry en el testiculo
de ratén es transitoria. Varios mecanismos redundantes contribuyen
al mantenimiento de la expresion de Sox9. Uno de estos es la accion
autorreguladora de la proteina SOX9, que, como SRY, puede actuar de
forma sinérgica con SF1 para activar TESCO (Sekido y Lovell-Badge,
2008). También encontramos, un bucle de retroalimentacién positivo que
se establece entre Sox9 y Sf1 (Shen y Ingraham, 2002) y entre Sox9 y
Fgf9 (Kim et al., 2006b), que mantiene la expresion de estos genes a altos
niveles. Finalmente, SOX9 activa a la Prostaglandin sintetasa D (Ptgds),
la cual produce, Prostaglandin D2 (PGD-), mediando la importacién de
SOX9 al nidcleo y permitiendo de esta forma todas las interacciones
moleculares previas (ver las revisiones Sekido y Lovell-Badge, 2009;
Sekido, 2010).

Dado que las células gonadales XX carecen de Sry, nosotros propusi-
mos que la activacién de la transcripcién de Sox9 en estas células medi-
ante la inhibicién de miR-124 es una consecuencia secundaria de la pro-
duccién ectopica inducida de la proteina SOX9, que podria activar uno o
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mas de los bucles de retroalimentacion positivos mencionados anterior-
mente. Estos datos sugieren que el silenciamiento completo de miR-124
en las gonadas de embriones XX podria tener la capacidad potencial de
inducir reversién sexual de hembra a macho in vivo.

-La sobre-expresién ectopica de miR-124 reduce los niveles de Sox9 en
condrocitos pero no en células gonadales XY

Nosotros hemos mostrado que la sobre-expresion de miR-124 induce
represion de la proteina SOX9 en condrocitos pero no en células de Sertoli,
dos tipos celulares en los que Sox9 se expresa de forma natural. De forma
similar Cheng et al. (2009) mostraron evidencias de que la expresién
de Sox9 podria verse reducida en neuronas de la zona subventricular
del cerebro mediante una sobre-expresién inducida de miR-124 (Cheng
et al., 2009). Nuestros hallazgos indican que la sobre-expresién ectépica
de miR-124 es un mecanismo de represién suficientemente fuerte para
reducir la expresion de Sox9 en condrocitos pero no en células de Sertoli,
incluso cuando los niveles ectdpicos de expresion de miR-124 alcanzan
valores mucho mas altos que los observados en células gonadales XX,
donde este miRNA se expresa de forma endégena. El hecho de que
los resultados obtenidos en células gonadales XY en 13.5 dpc fueran
similares a los obtenidos en 11.5 dpc, indica que la expresiéon de Sox9
es ya muy robusta en 11.5 dpc en los testiculos de ratén en desarrollo,
donde la activacion esta recién iniciada. Estos hallazgos sugieren que los
distintos mecanismos de regulacién que controlan la expresiéon de Sox9 en
condrocitos y en células pre-Sertoli determinan las diferentes respuestas
en los experimentos de sobre-expresion.

En condrocitos, la expresion de Sox9 esta regulada principalmente
por factores como BMP (proteina morfogenética de hueso) y TGFS (fac-
tor de crecimiento transformante beta), y también se sospecha que es-
ta implicado un intensificador especifico de la condrogénesis (ver la re-
visién de Kawakami et al., 2006). Se ha encontrado un bucle de retroal-
imentacién negativo, aunque un reciente estudio de las dianas poten-
ciales de Sox9 en condrocitos encontraron varias que podrian intensificar
su propia transcripcion (do Oh et al., 2010). Ademas, nuestros hallazgos
de sobre-expresion de miR-124 resultan en una disminucién significati-
va tanto en los niveles de mensajero como de proteina, sugiriendo que
también existe algin mecanismo regulatorio en condrocitos, aunque los
bucles de retroalimentaciéon entre SfI y Sox9 no son posibles, ya que es-
tos genes no se expresan en estas células. Sin embargo, la expresion de
Sox9 en condrocitos necesita ser inhibida para permitir la formacién del
hueso (Hattori et al., 2010), lo que podria implicar que esta regulacion
de retroalimentacién positiva por parte del propio Sox9 es menos robusta
que la que tiene lugar en las células de Sertoli, donde se mantienen altos
niveles de Sox9 a lo largo de toda la vida. En general, existen datos que
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muestran que se han seleccionado diferentes mecanismos redundantes
de regulacion que aseguran una alta expresion de Sox9 en las células de
Sertoli, incluyendo una baja, pero no nula, actividad de los genes mmu-
mir-124, aunque esta condicién parece ser innecesaria para estas células.
De hecho, los datos proporcionados por Mishima et al. (2008) sobre las
diferencias en el pérfil de expresiéon de miRNAs entre ovario y testiculo
adulto de ratén muestran una alta expresion de miR-124 en testiculo, por
lo que este miRNA muestra co-expresion con su propia diana, Sox9. Este
hecho apoya nuestros resultados de que, una vez iniciada, la expresion de
So0x9 es tan robusta que no se puede inhibir por un s6lo miRNA. Por tanto,
estariamos ante un ejemplo de un gen cuya expresion se preserva contra
la represiéon mediada por miRNAs en un tipo celular especifico. La intensa
expresion de miR-124 en testiculo adulto podria por tanto obedecer a otra
funcién reguladora no relacionada con Sox9.

Por dltimo, conviene recordar aqui que miR-124 tiene también otras
dianas para otros genes importantes en la diferenciacién sexual, como
Dmrtl, Ar y Sox8. Por su mayor importancia en el desarrollo testicular,
hemos comenzado estudiando a fondo la posible relacién funcional entre
miR-124 y Sox9, pero en un futuro préximo abordaremos también el
analisis de estos otros genes, y de la posible funcién reguladora de miR-
124 en testiculo adulto, donde se expresa intensamente (Mishima et al.
(2008)).

Nosotros describimos aqui la primera evidencia de que un miRNA
en particular, miR-124 juega un papel clave en los pasos tempranos del
desarrollo ovarico. Hemos demostrado que la inhibicion de miR-124 en
células gonadales XX lleva a la activacion de Sox9, indicando que este
miRNA, al menos en parte, es responsable de la bajada de expresién
de Sox9 en la génada femenina. Dos conjuntos de evidencias indican
claramente que Sox9 debe ser reprimido en la génada femenina con el
fin de evitar la reversién sexual de hembra a macho. Se sabe que las
gonadas XX que expresan Sox9 se desarrollan como testiculos (Bishop
et al., 2000; Vidal et al., 2001), y que Sox9 es inhibido en la génada
femenina en el momento de la determinacién del sexo, justo cuando ocurre
la activacion en la génada masculina (Kent et al., 1996b; da Silva et al.,
1996). Por otra parte, se ha demostrado que Wnt4 juega un papel anti-
testiculo en la génada femenina, ya que las génadas de ratones XX con
mutacione nulas para este gen activan transitoriamente Sox9 y Fgf9
y se masculinizan, aunque no llega a observarse una reversién sexual
completa. Estos datos indican que debe existir un elemento regulador
adicional que promueva el desarrollo ovarico o que muestre un efecto anti-
testicular (ver la revision de DiNapoli y Capel, 2008). Nosotros mostramos
que miR-124 es probablemente ese elemento que refuerza la ruta de
desarrollo ovarico, reprimiendo el gen Sox9 en la génada de ratén XX
en el momento critico de la determinacién sexual. Estudios futuros sobre
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el papel de otros miRNAs identificados en este estudio pueden desvelar
cuales desempenan algin papel en el desarrollo gonadal, lo que permetira
probablemente el descubrimiento de nuevas piezas del complejo puzle de
genes que controlan la determinacién sexual en mamiferos.

-Regulacion de la expresion de mmu-mir-124

Es conocido el papel represor que el factor REST (RE1-Silencing
Transcripcién Factor) ejerce sobre mmu-mir-124 en el sistema nervioso
(Conaco et al., 2006). Para la busqueda de indicios que nos pudiesen
indicar la posibilidad de que REST actuase durante el periodo critico
de la determinaciéon sexual, hemos realizado consultas en la base de
datos GEO (Gene Expression Omnibus). En los datos mostrados del
experimento titulado: “Gonadal somatic cells during the critical period
of sex determination: time course” (Record GDS1724) de Beverdam y
Koopman (Beverdam y Koopman, 2006), se puede observar un incremento
de expresion de REST en testiculos de 11.5 dpc, que no se produce en
hembras. Este patréon de expresién es coherente con los resultados de
nuestro experimento de microarrays, que muestran que mmu-mir-124
se expresa en génadas embrionarias de hembras de 13.5 dpc pero no en
machos del mismo estadio, y con el hecho de que mmu-mir-124 inhibe la
traducciéon de SOX9 en ovario embrionario, tal como hemos demostrado
en este trabajo.

El analisis de las regiones con potencial regulador cerca del extremo 5’
de los tres genes mmu-mir-124 mediante la herramienta bioinformatica
TESS dio como resultados posibles sitios de unién de SF1, WT1 y AR,
entre otros. En cuanto a SF1, sabemos que es un factor de transcripcion
que se expresa en las génadas XX y XY y que esta implicado en
la formacion del primordio gonadal en ambos sexos, en la posterior
diferenciacion testicular y la esteroidogénesis en géonadas XY (ver Sekido
y Lovell-Badge, 2008). Con respecto a WT1, conviene recordar que es
un factor de transcripciéon que se expresa en la génada en ambos sexos,
desde su estado indiferenciado hasta la vida adulta (Armstrong et al.,
1993; Rackley et al., 1993), por lo que es posible que ambos factores de
transcripciéon actien conjuntamente para activar la expresion de mmu-
mir-124 en el inicio del desarrollo gonadal.

Si REST se uniese de forma eficiente a la region promotora de
mmu-mir-124, provocaria una reduccién de los niveles de miR-124 y el
subsiguiente incremento de los niveles de proteina SOX9 y de su mRNA.
Teniendo en cuenta el perfil de expresion especifico de sexo de REST en
el momento critico de la diferenciacion gonadal y la presencia de sitios
de unién de REST en la regién promotora de mmu-mir-124, es posible
que REST inhiba la expresion de este mmu-mir-124 en la génada, lo
que permitiria explicar por qué no se expresa en células pre-Sertoli a
pesar de que éstas contienen los factores la transcripcién potencialmente
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necesarios para ello. Por otro lado, si efectivamente SF1 y/o WT1 activan
mmu-mir-124, éstos podria entonces competir con REST por el control
de la expresion de este miRNA. Asi, la expresion de SF1 en las gonadas
de las hembras 11.5 dpc, donde no competiria con REST, permitiendo la
expresion de mmu-mir-124, de forma que éste podria inhibir la produccién
de proteina SOX9, cuya presencia aqui seria contraproducente. Esto daria
respuesta a la actual incégnita de por qué Sox9 se inactiva en la génada
femenina. Experimentos futuros permitiran dilucidar el mecanismo de
regulacion de la expresion de miR-124.

En relacion con AR, su posible papel regulador en este proceso es
menos probable, ya que su expresién comienza en 14.5 dpc en los machos,
después por tanto de que miR-124 ya se haya activado en la hembra.
Sin embargo, los estudios de expresién de miRNAs realizados en génadas
adultas de Mishima et al. (2008) detectan miR-124 en testiculo adulto,
donde también se encuentra AR. Ademas de modificar un factor de
transcripciéon de podria activar miR-124, el gen Ar tiene también una
diana potencial para este mismo miRNA en su extremo 3’ UTR. Por tanto,
podria ocurrir que miR-124 regule su propia transcripcién mediante un
bucle autorregulacién negativa, en el que AR promueve la transcripcién
de miR-124 que, a su vez, reprime la expresion de Ar, de forma similar
a como miR-133b y PITX3 regulan su expresion en el control de la
diferenciacion neuronal (Kim et al., 2007). Se sabe también que es el
propio andrégeno el que regula la expresion del receptor AR, aunque el
mecanismo molecular subyacente no esta claro. No obstante, el hecho de
que la desregulaciéon de este sistema esté asociada con la induccion de
cancer de préstata o de mama (Yeap et al., 1999), indica que la regulacién
de Ar debe ser muy estricta, siendo posible que ciertos miRNAs puedan
estar implicados en la misma.

6.4. miR-144

-Posible papel de miR-144 en el desarrollo testicular

Los resultados validados de nuestro experimento de microarrays,
que muestran la activacién de miR-144 en testiculo de 13.5 dpc, junto
con el hecho de que este miRNA tiene una diana potencial en genes
clave de la ruta femenina como Rspol o Fst, justificaba la realizacion
de un estudio mas profundo a cerca de su posible implicacion en el
desarrollo testicular, reprimiendo genes pro-ovaricos. En concreto, nos
hemos centrado en Rspol ya que es el gen maestro de la ruta femenina de
desarrollo gonadal (revisado por DiNapoli y Capel, 2008), aunque estudios
posteriores permitiran investigar la posible relacién entre miR-144 y
Fst. No obstante, puesto que los resultados de los ensayos de luciferasa
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confirmaron que Rspol posee una diana funcional para miR-144, el resto
de nuestra investigacion actual se ha centrado en comprobar si esa diana
es biolégicamente activa en cultivos primarios de células gonadales XX y
XY.

La expresiéon de Rspol en la génada comienza a bajos niveles en em-
briones de ambos sexos a los 10.5 dpc. Dos dias después, dicha expresion
aumenta fuertemente en hembra mientras que en el macho se mantiene
a niveles bajos (Smith et al., 2008). De acuerdo con nuestros resultados,
nosotros sugerimos que miR-144 contribuye a mantener baja la expresion
de Rspol en el macho, pero probablemente en colaboracion con otros fac-
tores, puesto que no observamos un efecto directo significativo entre la
inhibicién de miR-144 y la activacién de Rspol en la génada masculina.
Parece, por tanto, que la inhibicién exclusiva de miR-144 no es suficiente
para aumentar significativamente la expresion de Rspol, pero cabe tam-
bién la posibilidad de que sus posibles factores de activacién no estén pre-
sentes en testiculo, lo que no permitiria detectar un gran aumento en su
expresion. Esta situacién contrasta claramente con la mostrada en este
mismo trabajo para miR-124 en la génada femenina. En este caso Sox9 se
autorregula positivamente, de forma que el ligero aumento de los niveles
de mensajero derivados de la eliminacion del miRNA, permite detectar un
efecto significativo de su expresion en el experimento. Otra explicacién al-
ternativa podria ser que, a pesar de que Rsopol tiene una diana potencial
de miR-144, este miRNA no intervenga en su regulacién. Aun asi no es
descartable que actuase aguas abajo en la cascada de senalizacion, reg-
ulando F'st, puesto que existen varias evidencias indirectas que sugieren
que este miRNA posee algin papel en la regulacion de genes de la ruta
femenina, posibilidad que se investigard mas adelante. Un disefio més
avanzado de experimentos in vivo, consistiria en la obtencién de ratones
que sobre-expresen un homoélogo estable de este miRNA y el andlisis de
los embriones transgénicos desde 10.5 dpc hasta 15.5 dpc, lo que proba-
blemente proporcionaria unos resultados mas relevantes.

Por otro lado la sobre-expresiéon de miR-144 en la hembra no ha
producido un efecto visible en los niveles del mRNA de Rspol. Se sabe
que varios miRNAs pueden regular el mismo gen (An et al., 2010) y
precisamente en la regiéon 3'UTR de Rspol existe un elevado nimero de
posibles dianas de miRNAs. Dependiendo del algoritmo utilizado para
su identificacién, el nuimero de dianas puede oscilar entre 50 y 60, por
lo que seria razonable pensar que este gen estuviese regulado de forma
redundante por varios miRNAs, sobre todo si tenemos en cuenta que se
trata de un gen maestro de la ruta ovarica. No obstante, la eliminacién
de este gen en el ovario provoca solamente una reversion sexual parcial
(Chassot et al., 2008; Tomizuka et al., 2008), por lo que es de esperar que
haya otras rutas operando en el desarrollo ovarico.

Seis de los miRNAs que poseen posibles dianas en la regiéon 3'UTR
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de Rspol aparecen en nuestro microarray (miR-10, miR-342, miR-675-
5p, miR-710, miR-743a, miR-465), aunque sus perfiles de expresién son
variados. Entre ellos cabe destacar miR-465a/b/c, que se activa en géonada
de 13.5 de ambos sexos y que podria estar regulado por SRY, segin
nuestros analisis bioinformaticos. Por tanto, probablemente exista algin
tipo de interacciéon compleja en la regulacion de este gen por parte de los
miRNAs, que merece un estudio futuro mas detallado, estudiando, por
ejemplo, el efecto de la inhibicién o de la sobre-expresion conjunta de dos
o mas miRNAs (miR-144 y miR-465, por ejemplo).

A pesar de que la mayoria de miRNAs provocan una disminucién en los
niveles de mRNA de sus genes diana (Guo et al., 2010), la no existencia
de efectos sobre el mRNA de Rspol no descarta que este miRNA pueda
afectar de forma significativa a su traduccion, reduciendo por tanto los
niveles de proteina. Sin embargo, no existen anticuerpos comerciales que
detecten eficientemente esta proteina de ratén, a pesar de haber testado
varios de ellos. La posible actuacion de miR-144 sobre la traduccion de
Rspol se podra continuar investigando en el futuro, utilizando nuevos
anticuerpos que puedan ser generados. En este sentido, en colaboracion
con el laboratorio del Dr. Robin Lovell-Badge, ya hemos puesto en marcha
la produccién da ratones transgénicos que sobre-expresen constructos que
contengan este miRNA, mediante un sistema inducible con tamoxifeno.

-Secuencias reguladoras y promotoras de mmu-miR-144

Es conocido que GATA4 promueve la transcripcion de mmu-miR-
144 en cardiomiocitos (Zhang et al., 2010). El gen Gata4 es un factor
de transcripcion que se expresa tempranamente en la cresta genital
de ambos sexos, elevando su expresion en testiculo poco después en el
desarrollo y colaborando en la activacién de varios genes muy importantes
en la diferenciacién masculina, como SfI o Amh. Es razonable pensar
que este factor de transcripcién pueda actuar en el testiculo embrionario
tal como lo hace en corazén, activando el promotor de mmu-miR-144. El
analisis realizado con TESS revelé ademas la presencia de un presunto
sitio de union al factor de transcripcién SRY en esta region, que en ratén
se expresa en las células pre-Sertoli del primordio gonadal XY, justo
antes de la diferenciacién sexual (Koopman et al., 1990; Sekido y Lovell-
Badge, 2008). Estos datos sugieren que alguno o varios de los factores
de transcripcion tipicos de la ruta masculina activarian el miRNA(s)
encargado(s) de inhibir los genes de la ruta femenina. Es posible que SRY
y GATA4 actien conjuntamente activando miR-144 en el comienzo del
desarrollo gonadal y que mas tarde se eleve la expresion de este miRNA
por la accion de GATA4, cuyos niveles aumentan considerablemente en el
macho coincidiendo con el aumento de miR-144.

Aunque los datos bioinformaticos disponibles permiten imaginar un
atractivo modelo de regulacién negativa de Rspol por miR-144 en testicu-
lo, en donde la activaciéon del miRNA dependeria de SRY, los resultados
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experimentales obtenidos no apoyan por el momento esta hipétesis, posi-
blemente porque en la regulacion de este importante gen maestro del de-
sarrollo ovarico estén implicados mas elementos, que podrian ser otros
miRNAs y factores de transcripcion.

-Hipdétesis sobre la posible intervencion de miR-124 y miR-144 en el
desarrollo gonadal

Ante la observaciéon de los resultados recogidos en estos primeros
estudios sobre la regulacion por miRNAs de los principales genes de-
terminantes del sexo, hemos resumido los principales hallazgos en una
hipétesis que engloba diversos elementos reguladores, incluidos los miR-
NAs. Por tanto, esta hipétesis (Figura 6.1) resume el estado actual de
conocimientos sobre la regulacion de la ruta ovarica y la testicular, in-
troduciendo los miRNAs como nuevos elementos reguladores. En la parte
superior de la figura se representa la ruta de diferenciacién ovarica que
opera en individuos XX, donde vemos como SF1 y/o WT1 activarian la
expresion de mmu-miR-124, que provocaria un descenso de los niveles
de mensajero y proteina SOX9, algo necesario para reprimir el inicio del
desarrollo testicular y que, en consecuencia, la génada XX pueda desar-
rollarse como ovario. Este modelo identifica asi el elemento inhibidor de
So0x9 en la génada XX, lo que durante afios supuso una intrigante incég-
nita en el proceso de determinaciéon sexual en mamiferos. Por otro lado,
la ausencia de proteina SRY en la gonada femenina haria que mmu-miR-
144, y probablemente otros miRNAs, no se activasen y, por tanto, no se
reducirian los niveles de expresion de Rspol y/o de Fst, imprescindibles
para que la génada se desarrolle como ovario. En el caso de la ruta tes-
ticular (parte inferior de la figura 6.1), la presencia de SRY y/o GATA4
activaria el promotor de mmu-mir-144, y probablemente otros miRNAs,
que se encargarian de reprimir Rspol y/o Fst, impidiendo que se inicie
la ruta ovarica. Ademas, REST inhibiria la expresiéon de mmu-miR-124
impidiendo que éste reduzca la expresion de Sox9, que seria activado por
el tandem SRY+SF1 iniciando asi la ruta de diferenciacién testicular. La
identificaciéon de miRNAs implicados en la regulacién de los genes mae-
stros de la determinacién sexual en mamiferos, ofrece una explicacién de
por qué 20 afios después del descubrimiento de SRY, ain no se ha diluci-
dado por completo este proceso.
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Figura 6.1: Hipétesis sobre el posible papel de miR-124 y miR-144 en
el control genético del desarrollo gonadal. En la parte superior se
representa esquematizada la ruta ovarica (XX) y en la inferior la ruta
testicular (XY). Consultar el texto para una descripcion de estos modelos.
Las flechas indican activaciéon génica mientras que los segmentos acabados
en una linea perpendicular indican represién génica.

238



7.

Conclusiones

Contenidos

7.1. Conclusiones . . . ... ..ttt eeeeeeeoeens 239

7.1.

Conclusiones

El patréon de expresién diferencial especifico de sexo de varios
miRNAs durante el periodo critico de la determinacién sexual, junto
con la identificacién de dianas potenciales para esos miRNAs en los
genes maestros que controlan este proceso, sugiere que los miRNAs
desempenan papeles cruciales en la regulacién de dichos genes en
mamiferos.

El nimero de miRNAs implicados en el desarrollo ovarico es mayor
que en el desarrollo testicular, y el numero de genes pro-testiculares
con potenciales dianas es mayor que de genes pro-ovaricos. Ambos
hechos apuntan a que es més necesaria una inhibicién activa de
los genes pro-testiculares en la ruta de desarrollo femenina que al
contrario en la masculina.

Los miRNAs identificados en el experimento de microarray realiza-
do, junto con los datos del programa piRNAM, abren un nuevo y am-
plio campo de estudio, ante la multitud de nuevos posibles mecan-
ismos y puntos de regulaciéon génica en que estos miRNAs pueden
estar implicados durante la determinacién y diferenciacién sexual.

Los analisis bioinformaticos de las posibles secuencias reguladoras
de varios miRNAs sugieren una expresion coordinada de miRNAs
localizados en clusters en los cromosomas X y 12. Los resultados
obtenidos en los experimentos de microarrays apoyan esta expresion
coordinada.

Dos miRNAs emergen como posibles candidatos a la regulacién del
desarrollo gonadal: miR-124 actuaria como un regulador de la ruta
femenina, debido a su diana funcional en Sox9, y a sus dianas
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potenciales en otros importantes genes pro-testiculares, tales como
Sox8, Dmrtl o Ar; miR-144 lo haria como regulador de la ruta
masculina dadas sus dianas potenciales en genes pro-ovaricos como
Rspol y Fst.

6. La inhibicién de miR-124 en células gonadales XX activa la expre-
sion ectépica de Sox9, indicando claramente que este miRNA es el
responsable de la bajada de expresion de Sox9 en la génada femeni-
na en el momento critico de la determinacién sexual.

7. La sobre-expresion ectépica de miR-124 reduce los niveles de Sox9
en condrocitos pero no en células gonadales XY, demostrando que la
expresion de este gen es muy robusta en testiculo desde las etapas
mas tempranas de la diferenciacién gonadal y que en ambos tipos
celulares operan distintos mecanismos de regulacién para este gen.

8. Rspol posee una diana funcional para miR-144, aunque la manipu-
lacion ex-vivo de los niveles de este miRNA no produce efectos signi-
ficativos en los niveles de mRNA de este gen.

9. Los datos bioinformaticos, junto con los experimentales derivados de
nuestro estudio, permiten la elaboracién de un modelo de regulacion
de los genes de la determinacion del sexo en el que los microRNAs
juegan papeles clave.
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