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Resumen

Valencia, Julio 2017

El envenenamiento por mordedura de serpiente es un problema de salud publica que afecta a
muchas de las comunidades rurales mas pobres del mundo, principalmente las que practican la
agricultura de subsistencia y las actividades de pastoreo en regiones tropicales y subtropicales
de Africa, Asia, América Latina y Oceania (Harrison et al., 2009). El envenenamiento ofidico es
considerado por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) una enfermedad desatenidida. Por
ello, su estudio es importante para desarrollar antivenenos que neutralicen los efectos toxicos
de los venenos, asi como para aprovechar muchas de sus propiedades para el desarrollo de
nuevos farmacos. Los andlisis proteémicos han mostrado que los venenos de serpientes estan
generalmente constituidos por un nimero reducido de familias de toxinas multigénicas, donde
las metaloproteasas representan uno de los componentes mayoritarios de los venenos de las
familias Crotalidae vy Viperidae (Markland y Swenson, 2013). La falta de datos gendmicos impide
llevar a cabo un estudio de gendmica comparada entre las distintas especies de serpientes, por
lo que no se conoce muy bien la estructuray distribucion de los genes de las distintas subfamilias
de metaloproteasas y disintegrinas. En este trabajo hemos amplificado, a partir del DNA
gendmico, genes de disintegrinas y metaloproteasas del ofidio Bitis arietans y hemos obtenido
sus secuencias mediante secuenciacién Sanger iterativa, lo que ha resultado en la
caracterizacion de una subunidad de una nueva disintegrina dimérica. Asi mismo, mediante la
plataforma de secuenciacion de tercera generacién MiniON, secuenciamos ocho BACs (bacterial
artificial chromosome) que incluian fragmentos gendmicos del cluster de genes de
metaloproteasas de la serpiente Bothrops jararaca. Mediante analisis bioinformatico se anotd
un contig codificante de 4 genes de metaloproteasas tipo Plll y 2 tipo Pl dispuestos en tdndem.

Palabras clave: Bitis arietans, Bothrops jararaca, disintegrina, metaloproteasa, MiniON,
secuenciacién masiva.
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Abstract

Valencia, July 2017

Snake bite envenoming represents a public health issue affecting many of the world's poorest
rural communities, especially those involved in subsistence farming and grazing activities in
tropical and subtropical regions of Africa, Asia, Latin America and Oceania (Harrison et al., 2009)
The World Health Organization (WHO) has adopted snakebite envenoming as a ‘category A’
neglected tropical disease (NTD)—the WHO's highest possible ranking for an NTD. Research on
venoms and their toxins is relevant to develop antivenoms that neutralize their toxic effects, but
also to develop new therapeutics. Proteomic analyzes of snake venoms that snake venoms are
generally made up of a reduced number of multigenic toxin families. Metalloproteinases
represent one of the major components of the venoms of the Crotalidae and Viperidae
families(Markland and Swenson, 2013).The lack of comprehensive genomic data has precluded
comparative snake genomic studies and thus the genomic structure and distribution of genes of
the different subfamilies of metalloproteases remain poorly investigated. In this work, using
genomic DNA from Bitis arietans, we have amplified disintegrin and metalloprotease genes and
have unveiled their sequences through iterative Sanger sequencing, resulting in the
characterization of a novel subunit of a dimeric disintegrin. Also, using the third generation
sequencing MiniON platform, we have sequenced 8 BACs (bacterial artificial chromosome) that
included a genomic fragment encoding part of the metalloprotease gene cluster of Bothrops
jararaca. By means of bioinformatic analysis, a contig including 4 Plll-class and 2 PllI-class
tandemly arranged metalloprotease genes was annotated.

Key words: Bitis arietans, Bothrops jararaca, metalloproteinase, disintegrin, MiniON
mass sequencing.
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El envenenamiento por mordedura de serpiente representa actualmente un importante
problema de salud publica en regiones tropicales y subtropicales de todos los continentes, a
excepcion de la Antartida. Estos problemas se agravan al afectar a zonas pobres vy
subdesarrolladas, donde el trabajo de subsistencia agricola y ganadera es comun. (Kasturiratne
et al., 2008). Por ello, ha sido sefialada como ‘enfermedad desatendida’ porque sus mayores
consecuencias tienen lugar en el tercer mundo, donde los recursos econdmicos son escasos y
donde los intereses econdmicos y farmacéuticos son escasos (Gutiérrez et al., 2015; Harrison
and Gutiérrez, 2014; Gutiérrez et al., 2014). El nimero de casos anuales a nivel mundial es
aproximadamente de 5 millones, de los cuales unos 85000 son mortales y unos 250000 acaban
en amputaciones o deformidades permanentes (Harrison et al., 2009; Warrell, 2013). Es por
ello que el estudio de la composicidén de los venenos de serpiente es crucial para el desarrollo
de antivenenos que, de manera significativa, puedan reducir dichas graves consecuencias a nivel
mundial. A su vez, los efectos bioldgicos de algunos de los componentes del veneno pueden
servir para el desarrollo de farmacos y para el diagndstico clinico, con lo que, en este sentido,
empresas farmacéuticas o biotecnoldgicas tiene grandes perspectivas futuras en este campo
(Harvey, 2014; King, 2015).

1.1 LAS SERPIENTES

Las serpientes pertenecen al suborden de las Serpentes, dentro del orden de los Squamata y a
su vez a la clase Reptilia. Representan alrededor de 3619 especies distribuidas por todos los
continentes (a excepcién de la Antartida) poblando tanto la tierra como los mares. No obstante,
del total de especies, solamente unas 775 representan un potencial peligro para los humanos
(reptile-database.org).

El grupo de las serpientes evoluciondé a partir de una familia de lagartos durante el periodo
Jurasico hace unos 200 millones de afios (Vidal and Hedges, 2005). Estas serpientes eran boidos
(ancestros de boas, pitones y anacondas), no venenosas y que mataban por constricciéon. Mas
tarde, en el Oligoceno (hace 35-25 millones de afios), a causa de la separacion de los continentes
y del cambio climatico, la superfamilia Colubroidea (collbridos), que hasta entonces habia
representado una minoria respecto a los boidos, accedieron a nuevos nichos ecoldgicos,
expandiendose rapidamente por todo el planeta, representando hoy en dia mas de dos tercios
del total de serpientes existentes (Greene, 2000). La superfamilia Colubroidea incluye las
serpientes actuales venenosas, agrupadas en las familias Viperidae (vipéridos: viboras vy
serpientes de cascabel), Elapidae (eldpidos: serpiente de coral, mambas y cobras), y las familias
Colubridae, Lamprophiidae y Natricidae. Dentro de la familia Viperidae se encuentran las
subfamilias Crotalinae y Viperinae, las mas estudiadas y conocidas (Figura 1).
(http://www.reptile-database.org)
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Figura 1: A. Representacion filogenética de la evolucion de las serpientes. B Distribucién de la familia Viperidae,
sin representacion del tiempo evolutivo. Figura extraida de la tesis doctoral de Raquel Sanz Soler 2016.
Abreviaturas: J (jurasico), K (cretacico), Pg (Paledgeno), y Ng (nedgeno)

1.2 Evolucion de los venenos

Los venenos de serpiente son mezclas de proteinas bioldgicamente activas, sales y moléculas
organicas como poliaminas, aminodacidos, y neurotransmisores (Casewell, 2012). No obstante,
la definicion mas actual de veneno es ‘una secrecion producida en un tejido especializado
(generalmente encapsulado en una glandula) de un animal e inyectado en la presa a través de
la generacidn de una herida. El veneno debe contener ademas moléculas que alteran el proceso
fisioldgico o bioquimico normal para facilitar la alimentacion y / o la defensa del animal (Fry et
al., 2012). El veneno tiene muchos papeles diferentes entre los que se encuentran: inmovilizar
y paralizar, matar y finalmente devorar a la presa (Calvete, 2017).

Hay controversia acerca del origen de los venenos. Por una parte, existe la hipdtesis de que hubo
un ancestro comun a todos los organismos del clado Toxicofera, “los que llevan toxinas”
(serpientes, lagartos, iguanas) que portaba los primeros genes de veneno. En este caso, el
ancestro recluté los genes de toxinas de veneno en un primer momento y a partir de ahi, a
medida que iban surgiendo diferentes especies, iban apareciendo las diferentes familias de
toxinas de veneno. Por tanto, la hipdtesis defiende un origen comun de los venenos de
serpientes y lagartos (Fry et al., 2006).

Por otra parte existe la hipdtesis segun la cual el veneno evoluciond multiples veces en
diferentes clados del reino animal (Hargreaves et al., 2014). Se trataria, pues, de procesos de
convergencia evolutiva, mientras que la hipdtesis del origen Unico arriba mencionada implica
mecanismos de evolucion divergente.

Las toxinas del veneno evolucionaron a partir de proteinas con una funcion fisioldgica normal,
cuya funcién fue reclutada en la glandula de Duvernoy (donde se produce y almacena el veneno)
antes de la diversificacion de las serpientes actuales, concretamente en la base de la expansion
de la superfamilia Colubroidea (Fry et al., 2006). La diversidad molecular se debe principalmente
a la duplicacién génica. Esto permitié que una copia génica se expresara selectivamente en la
gldndula, adquiriendo nuevas caracteristicas funcionales por seleccién Darwiniana positiva
(Gibbs and Rossiter, 2008). Esto es lo que se conoce como evolucidn ‘birth-and-death’ en la cual
nuevos genes son creados a partir de duplicaciones génicas. Algunos de estos, llegan a
desarrollar nuevas funciones y pueden ser la fuente de otra duplicacion y neofuncionalizacién y



asi sucesivamente. En cambio, muchos otros genes son eliminados del genomas o se convierten
en pseudogenes (Fry et al., 2003).

La aparicion del veneno permitié a las serpientes venenosas subyugar a presas, a menudo mas
grandes que ellas mismas, de manera mas efectiva que la constriccion, siendo esta innovacion
clave para la expansidén de las serpientes venenosas respecto a las no venenosas.

1.2 Composicion de los venenos de serpiente

La composicion del veneno de serpientes varia mucho entre familias, géneros, especies e incluso
entre individuos. Dependiendo de su principal efecto toxico en el animal envenenado, los
venenos se pueden clasificar en neuro-/miotdxicos y hemorragicos/citotdxicos (Ménez, 2002).

Los primeros aparecen principalmente en la familia Elapidae, cuyo veneno contiene péptidos
neurotéxicos los cuales actian sobre los canales iones de las neuronas y las conexiones
sindpticas. En este grupo encontramos, entre otras, las serpientes australianas reconocidas
como las mas toxicas del planeta. (Fry, 1999).

Los segundos son tipicos de la familia Viperidae. En este caso, el veneno degrada la matrix
extracelular de capilares sanguineos produciendo hemorragia e interfiere sistémicamente con
la cascada de coagulacion, los sistemas hemostatico y cardiovascular y la reparacién de tejidos.
(Kini, 2006).

Los venenos de Viperidae contienen gran cantidad de isoformas de proteinas, pertenecientes a
unas pocas familias estructurales, pudiendo clasificarse como proteinas enzimaticas
(serinproteasas, metaloproteasas dependientes de Zn?, L-aminodacidos oxidasas, PLA;
(fosfolipasas), nucleotidasas) o proteinas no enzimaticas (lectinas tipo C, péptidos natriuréticos,
ohaninas myotoxinas, CRISP (cysteine-rich secretory proteins), disintegrinas o inhibidores de
proteasas tipo Kunitz). Los venenos de diferentes serpientes expresan diferente perfil proteico,
produciendo un numero variable de dichos componentes, tanto en cantidad como en clase
proteica (Gutiérrez et al., 2009).



1.2.1 Las metaloproteasas

Las metaloproteasas de venenos de serpiente (SVMPS, Snake Venom MetalloProteases) son
proteinas abundantes de los venenos de viboras y serpientes de cascabel. Son endoproteasas
en cuyo centro activo hay un sitio de unién a un dtomo de Zn%, que afectan y degradan la matriz
extracelular (fibronectina, colageno ,etc) produciendo hemorragia local, inflamacién, y necrosis,
asi como hipotensién e hipovolemia (Fox and Serrano, 2005).

Estructuralmente, se incluyen con las ADAMs celulares (A disintegrin and metalloprotease) en
la familia M12 (reprolisinas) de las metaloproteasas. Evolutivamente las SVMPs provienen de
dicha familia génicay como las ADAMs (proteinas transmembrana), son proteinas multidominio.
En este caso, las SVMPs evolucionaron a partir del gen codificante de la regién extracelular
asociada a la proteina transmembrana ADAM que fue reclutado en el proteoma de la glandula
de veneno de serpiente después de la divergencia de reptiles squamata en lagartos y serpientes.
Con todo esto, la proteina ADAM precursora paso de ser una proteina transmembrana a ser un
proteina soluble con capacidad de ser secretada a la matriz extracelular, al perder el dominio
transmembrana, conviertiéndose en una SVMP tipo PIIl (Carbajo et al., 2015)

Existen unos 40 genes de ADAMs cuya principal funcién es la de participar en la remodelacién
controlada de la regién extracelular (ectodominio) de proteinas transmembrana en procesos
relacionados con el desarrollo, o la adhesién, migracidon y sefializacion celular (Seals and
Courtneidge, 2003)

La principal diferencia entre las diferentes clases de SVMPs recae esencialmente en los dominios
que poseen. Se clasifican en Pl (s6lo el dominio metaloproteasa), Pll (metaloproteasa mas
dominio disintegrina C-terminal) y PIlII( metaloproteasa mds dominio similar a disintegrina y
dominio rico en cisteina)(Fox and Serrano, 2005).

El ancestro de las SVMP, como ya se ha comentado, fue un gen precursor de la ADAM 28 del
cual surgieron las metaloproteasas tipo Ill. Las Pll y Pl son resultado de la pérdida sucesiva del
dominio rico en cisteinas y del de disintegrina, respectivamente, (Sanz and Calvete, 2016) como
se observa en la Figura 2 (Sanz-Soler, 2016).

Proteolytic cleavage
PlII-SVMP SP propeptide metalloproteinase disintegrin-like Cys-rich
Proteolytic cleavage

PII-SVMP SP propeptide metalloproteinase disintegrin

PI-SVMP SP propeptide metalloproteinase

Figura 2: Representacion de los diferentes tipos de SVMPs. SP, péptido sefial.



1.2.2 Las disintegrinas

Las disintegrinas de los venenos de las subfamilias Viperinae y Crotalinae, son polipéptidos de
entre 41-84 aminodcidos, cuyo principal papel subyace en el hecho de ser antagonistas de
receptores de la familia de las integrinas, mimetizando el mecanismo de unién de la integrina a
su ligando natural (Wierzbicka-Patynowski et al., 1999; Xiong et al., 2002). Las integrinas, a su
vez, son una superfamilia de glicoproteinas, receptores transmembrana que participan en las
interacciones célula-matriz extracelular y célula-célula y en procesos como angiogénesis,
formacién de trombos, integridad de la piel o en el sistema inmunitario (Hynes, 2002). Volviendo
a las disintegrinas, éstas son proteinas ricas en cisteinas. Por ello, los puentes disulfuro,
posteriormente formados en la maduracidn de la proteina, juegan un papel muy importante en
la estructura final activa de la molécula como se vera mas adelante.

Las disintegrinas son sintetizadas o bien a partir de una pequefia molécula de mRNA
directamente (Okuda et al. 2002), o bien a través del procesamiento proteolitico de una SVMP-
PIl (Kini and Evans, 1992) (Figura 3).

Proteolytic cleavage

rd

PlI-SVMP SP propeptide metalloproteinase disintegrin

Short mRNA translation SP propeptide disintegrin

Figura 3: Dibujo que representa los diferentes precursores de las disintegrinas en los venenos de Viperidae (Sanz-
Soler, 2016).El sitio de corte se indica en la SVMP-PII. SP, péptido sefial.

Las disintegrinas han evolucionado a través de la adaptacién de un epitopo conformacional,
consistente en un tripéptido caracteristico que reconoce los diferentes tipos de integrinas. Un
ejemplo es la triada RGD (arginina-glicina-glutamico), presente en todas las disintegrinas largas
y en la mayoria de medias y cortas. Este tripéptido actia como origen de los demas tipos de
triadas, que han evolucionado a través de mutaciones puntuales (Calvete, 2010).

En cuanto a la clasificacion de las disintegrinas, se clasifican de acuerdo a su longitud y al nimero
de puentes disulfuro en disintegrinas largas (84 aminodcidos (aa) y 7 puentes disulfuro
intracatenarios (SS)), medias (70 aa y 6 SS intracatenarios), diméricas —homo- o heterodimeros
de subunidades de 63 aa incluyendo 4 SS en cada subunidad y 2 SS intercatenarios y disintegrinas
cortas (40-49 aa y 4 SS intracatenarios). La familia de las disintegrinas se origind mediante un
mecanismo de minimizacon de la estructura primaria y pérdida sucesiva de enlaces disulfuro,
los que se ha denominado un proceso de “ingenieria de enlaces disulfuro’” (Calvete et al., 2003)
(Figura 4)
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Figura 4: Esquema de la diversificacion de estructural de las disintegrinas por el mecanismo de pérdida sucesiva de
los enlaces disulfuro. Los triangulos amarillos indican la posicion de las secuencias de union a integrinas. (Calvete et
al., 2003)

Las disintegrinas tienen un gran interés biomédico en el estudio de diversos procesos bioldgicos
en los que las integrinas juegan un papel fundamental. Asi, a partir de la estructura del tripéptido
RGD se han disefiado peptidomiméticos que antagonizan especificamente a la integrina
plaquetaria allb33, con objeto de prevenir procesos tromboemboliticos. (Marcinkiewicz, 2005).



1.3 Métodos de secuenciacion

Las técnicas de secuenciaciéon de DNA han evolucionado de manera muy rdpida en los udltimos
afios (Bainbridge et al., 2006). El método descrito por Sanger en el afo 1977 basado en el uso
de dideoxinucleétidos terminales, fue el método de secuenciacion de DNA dominante y la
técnica que se uso en el proyecto de secuenciacion del genoma humano (Venter et al., 2001).

Sin embargo, en los ultimo 10 aios, el escenario ha cambiado radicalmente gracias a la aparicién
de las técnicas NGS (next generation sequencing), llevando a cabo una mejora respecto a la
longitud de lectura obtenida y al rendimiento total del proceso (numero total de bases
secuenciadas), dando lugar a lecturas cada vez mas largas y con un mayor rendimiento a través
de la obtencién de una gran cantidad de datos. Presentan ademas la ventaja de poder analizar
de manera masiva varias muestras en paralelo y un precio mucho menor respecto a las
anteriores plataformas de secuenciaciéon (Metzker, 2010). Las nuevas plataformas han superado
de una manera asombrosa anteriores problemas, ofreciendo ventajas respecto a la longitud de
la lectura, el precio y el tiempo, como se aprecia en la Tabla 1 (Liu et al., 2012).

(a)

Sequencer 454 GS FLX HiSeq 2000 SOLiDv4 Sanger 3730xl
Sequencing ) . Sequencing by Ligation and two-base Dideoxy chain
mechanism Pyrosequencing synthesis coding termination
o 50+ 35bp or
Read length 700 bp 50SE, 50PE, 101PE 50 + 50 bp 400~900 bp
Accuracy 99.994* 98%, (100PE) 99.949% *raw data 99.999%
Reads 1M 3G 1200~1400 M —
Output data/run 0.7 Gb 600Gb 120 Gb 1.9~84Kb
. ) ) _ 7 Days for SE -
Time/run 24 Hours 3~10 Days 14 Days for PE 20 Mins~3 Hours
. - . ) - High quality, long

Advantage Read length, fast High throughput Accuracy read length

Error rate with
Disadvantage pol)-'blase r_nore than 6, Short read assembly Short read assembly High costlow

high cost, low ! throughput

throughput
(b)

Sequencers 454 GSFLX HiSeq 2000 SOLiDv4 3730x1

Instrument price

CPU

Memory

Hard disk
Automation in library
preparation

Other required device

Cost/million bases

Instrument $500,000,

$7000 per run

2* Intel Xeon X5675
18 GB
1.1 TB

Yes

REM e system
$10

Instrument $690,000,
$6000/(30x) human
genome

2* Intel Xeon X5560
48 GB
3TB

Yes
cBot system
$0.07

Instrument $495,000,
£15,000/100 Gb

8* processor 2.0 GHz
16 GB
10TB

Yes

EZ beads system
$0.13

Instrument $95,000,
about $4 per 800 bp
reaction
Pentium IV 3.0 GHz
1GB
280 GB

No

No
$2400

Tabla 1: Comparacion de las principales caracteristicas entre la tecnologia de primera generacion (Sanger 3730xl) y
las de segunda generacion (el resto). Se puede apreciar el gran salto en cuanto a la longitud de las lecturas, los datos
de salida (output data/run) o el tiempo. También remarcar el abismal descenso del coste de secuenciacién por millén

de bases. Tabla proveniente de Liu et al. 2012.

Las secuenciacién por Sanger es conocida como técnica de primera generacidn. Las técnicas de
NGS, en cambio, se han clasificado como técnicas de segunda (lllumina, Roche 454, lon torrent)
y tercera generacion (PacBio y Nanopore). La principal diferencia entre la segunda y la tercera



generacion es que en la segunda se tiene que amplificar primero la muestra por PCR para poder
tener una seial significativa, mientras que en la de tercera generacion se usa la técnica SMRT
(single-molecule real-time), donde una molécula de DNA es directamente secuenciada a tiempo
real, mediante deteccidn de fluorescencia (Pacbio®, Pacific Biosciences, California) o corriente
eléctrica (Nanopore®, Oxford Nanopore)(Deamer et al., 2016; Magi et a/.2017) .La longitud de
la lectura es mucho mas larga en tercera generacioén, llegando a varias kb de una sola lectura.

A continuacion se explicara con mads detalle la plataforma de tercera generacion MinlON de la
empresa Nanopore Oxford, ya que es la que se ha usado en este Trabajo Final de Grado.

1.3.1 MinlON

La plataforma de secuenciacion MinlON entra dentro de la denominada tercera generacién de
secuenciadores, y estd revolucionando el campo de la gendmica. Se trata de un sistema de
tamafio un poco menor que la palma de la mano (Feng et al., 2015)(Figura 5), lo que facilita su
transporte y su manejabilidad (www.nanoporetech.com).

Figura 5: Tamafio del MinlON (Feng et al., 2015)

El MinlON es capaz de generar lecturas largas, de decenas de kilobases, a bajo coste y a una alta
velocidad con una minima preparaciéon de la muestra usando una instrumentacién sencilla
(Laszlo et al., 2014)

A grandes rasgos, la secuenciacion del DNA tiene lugar cuando se afiade la muestra de DNA a la
célula de flujo (Flowcell). Cuando la molécula de DNA pasa a través del nanoporo, hay un cambio
en la magnitud de la corriente que atraviesa dicho poro, medido por un sensor (figura 6). El flujo
de datos es posteriormente analizado por los softwares ASIC y MinKNOW (Lu et al., 2016)



Figura 6: Representacion del sistema de secuenciacion MinlON, donde se aprecia la célula de flujo asi como una
representacion de los poros por los que pasard una tnica hebra de DNA (Lu et al., 2016)

En la célula de flujo, una fina membrana de grafeno divide en dos parte una disolucion salina:
una parte cis (la superior) y una parte trans (la inferior). En la membrana hay poros embebidos
de tamafio nanométrico que conectan la parte cis con la trans (Laszlo et al., 2016). Cuando se
aplica un voltaje de manera transversal a la membrana, se crea un flujo de corriente de iones a
través del poro. Esta corriente crea la sefial primaria. Una vez se aplica la muestra, las moléculas
de DNA, cargadas negativamente, son atraidas hacia el interior de los poros
electroforéticamente y empiezan a travesarlos monocatenariamente en direccidn cis-trans. En
el proceso de paso del DNA a través del poro, se bloquea una fraccién de la corriente idnica. El
valor de la fraccion de corriente bloqueada depende en ultima estancia de la identidad del
nucledtido que en ese momento atraviesa el interior del poro y se detecta como una seiial
caracteristica (Manrao et al., 2011) (Figura 7).

Phi29 DNAP

Figura 7: Seccion transversal de la Iamina con el poro embebido. Se aprecian las partes cis y trans, el voltaje aplicado
y el DNA monocatenario atravesando el poro. (Laszlo et al., 2014)



Actualmente, el poro que se usa es una lipoproteina de canal transmembrana llamada Holey
Gray 9 (CsgG Porina de E.coli altamente modificada) porque tiene un tamaiio tal que permite el
paso justo de una hebra monocatenaria de DNA. A este poro se unira en su parte cis la helicasa
junto con el DNA de doble cadena, lo que permitird que por el poro sélo pase DNA
monocatenario ya que la helicasa cataliza la separacién de las dos hebras.

En concreto, no se mide nucledtido a nucledtido de manera individual, sino combinaciones de
éstos, normalmente de 5 en 5, que bloquean la corriente de una manera caracteristica y Unica.
Centenares de poros trabajan en paralelo y a un ritmo diferente, y cada sefial que se genera en
cada poro se va registrando en el sistema.

Por debajo del poro hay circuitos de deteccion muy sensibles que transmiten la magnitud del
cambio en la corriente eléctrica a una velocidad muy rapida (figura 8). Estas sefiales se registran
como cambios en la intensidad de corriente a través del inductor analizando estadisticamente
la amplitud y la duracién de cada interrupcién del flujo idnico(Figura 9) (Feng et al., 2015).

unnenng
probe

Figura 8: En la imagen de la izquierda se observa como se registra la sefial generada por la disrupcion de la corriente
iénica a lo largo del poro. (Branton et al., 2008)
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Figura 9: Representacion esquematica del cambio de intensidad debido al paso de la hebra monocatenaria. Cada
amplitud (intensidad en picoamper) y duracion (tiempo) es caracteristica de un conjunto de cinco nucleétidos. (Feng
et al., 2015)

Como resumen, el MinlON ofrece ventajas respecto a otras plataformas de secuenciacién como
son la ausencia de marcaje del DNA, lecturas muy largas (10%-10°), alto rendimiento y bajo
material de partida asi como su bajo coste (entre 500-1000$ una secuencia genémica completa)
(Feng et al., 2015).
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El objetivo de este Trabajo Final de Grado consistio en caracterizar genes de metaloproteasas y
disintegrinas nuevas de dos especies de serpientes mediante dos métodos de secuenciacion
diferentes:

e Secuenciacion mediante Sanger iterativo de genes de disintegrinas de la especie Bitis
arietans (vipérido). A partir de los datos obtenidos se realizd un estudio comparativo
de los intrones y exones de las disintegrinas frente a datos existentes en las bases de
datos y se caracterizé la proteina codificada.

e Secuenciacion mediante la plataforma MinlON de genes de metaloproteasas de la
especie Bothrops jararaca para elucidar la secuencia de los genes a través del
ensamblaje de las diferentes lecturas mediante andlisis bioinformatico y caracterizacion
de la estructura gendmica y distribucion en tdndem de los genes.
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3.1 Secuenciacion por Sanger Iterativo
3.1.1 DNA genémico

Se extrajo DNA gendmico de higado de Bitis arietans (Nigeria). El higado fue molido a polvo fino
con un mortero ceramico tras su congelacién en nitrégeno liquido y se obtuvo el DNA genémico
usando el protocolo procedente de Molecular cloning: a laboratory manual (Sambrook J, 1989)
conteniendo tampdn de lisis con SDS (concentracion final de SDS de 0,5%) y proteinasa K (0,5
mg por mL de tampdn de lisis). EIl homogeneizado se incubd a 372C toda la noche. Después se
afiadié el mismo volumen de fenol: cloroformo: isoamilico (25:24:1), se mezcld y se centrifugd
10 minutos a 2500 r.p.m, recogiendo la fase acuosa. Luego se precipitd la muestra con 1/10 de
volumen de acetato sédico 3M pH= 5,4 y dos volumenes de etanol absoluto y se centrifugd 2
minutos a 4500 r.p.m. El precipitado resultante se lavd con etanol al 70%, se centrifugd 2 min a
4500 r.p.m, y se dejod secar, se disolvido en 500 pyL de tampdn TE y se midié concentracion en
NanoDrop™ (ThermoFisher) y se caracterizd la integridad del DNA en un gel de agarosa del 0,8%.

3.1.2 Amplificacién por PCR de los fragmentos de interés.

Se siguieron dos estrategias diferentes para amplificar genes de disintegrinas y
metaloproteinasas a partir de DNA gendmico de Bitis arietans: usando directamente el
gendmico o mediante la aproximacién denominada "genome walking".

A partir de los datos de las secuencias de metaloproteasas de Bitis arietans registrados en la
base de datos del NCBI, se disefiaron los cebadores. Las secuencias encontradas fueron un RNA
mensajero de metaloproteasa MP-2 (cddigo de acceso del GenBank AY885661) y del RNA
mensajero del pseudogen BA-5A (AM117393).

Se disefi6 el cebador directo a partir de la secuencia del péptido sefial de BA-5A, denominado
P120 y el reverso a partir de la secuencia del final de la secuencia MP-2, BarietStop_Rv (Tabla
1).

Para la reaccién de la PCR se uso el kit comercial Phusion High-Fidelity PCR Master Mix®(Thermo
Scientific Referencia F-532S). De los 50 pL de reaccién, 25 pL eran de la solucion 2XMaster Mix®
(dNTPs, polimerasa Phusion y buffer conteniendo el MgCl;), 3% de DMSO, 0,5 uM de cada
cebador, 100 ng de DNA y agua. El programa del termociclador incluyé 982C de
desnaturalizacion 30 segundos, seguido de 35 ciclos de 98°C durante 10 segundos
(desnaturalizacién), 602C por 20 segundos (anillamiento de los cebadores) y 722C durante 7
minutos (extension), como ultimo paso, una extension final a 722C durante 5 minutos.

La aproximacion por genome walking se llevé a cabo mediante GenomeWalker™ Universal
Kit®(Clontech). Este abordaje comprende dos amplificaciones sucesivas (PCR anidada) de los
fragmentos amplificados en una primera PCR, con la creacién de una libreria Genome Walker
previa. Esta libreria comprende fragmentos de DNA previamente digeridos por una enzima de
restriccion especifica, obteniendo extremos romos, a los que se le afiaden y unen adaptadores
a ambos extremos.

Para ello se digirieron 2,5 pug de DNA gendmico en cuatro tubos, cada uno de los cuales llevaba
un enzima de restriccién Pvull, EcoRV, Stul y Dral distinto. En todos ellos se llevé a cabo el mismo



procedimiento. Se procedio a la digestion del DNA con 80 unidades del enzima correspondiente,
tampdn 10X, agua libre de nucleasas y se dejo digerir 18 horas a 372C. Una vez digerido, se lleva
a cabo la purificacion del DNA, primero con 95 pL de fenol y, tras la recuperacion de la fase
acuosa, se afladieron 95 pL de cloroformo. Con este tratamiento se consigue eliminar el enzima.
Después, tras otra recuperacion de fase acuosa, se afiadieron 190 pL (2V) de etanol al 95%,
9,5uL de acetato sddico 3My 20 ug de glucdgeno y se centrifugd 10 min a 15000 r.p.m. Con esto
se consigue que el DNA precipite. Finalmente, tras descartar el sobrenadante, se lavo el
precipitado con etanol frio al 80% y se dejé secar para posteriormente disolverlo en 20 uL de TE
y cuantificar su concentracion por NanoDrop™ (ThermoFisher).

A continuacién, se ligaron los adaptadores en cada uno de los cuatro tubos. Para ello, en un
volumen total de reacciéon de 8 L, se anadieron 4 uL del digerido anterior, 1,9 uL de
adaptadores, tampdn 10Xy 0,5 uL de la ligasa T4 y, tras una incubacion de 18h, se desactivd la
reaccién incubando los tubos 5 minutos a 702C. Finalmente se afiadieron 72uL de TE y se obtuvo
la libreria para cada una de las cuatro reacciones.

Se llevé a cabo la primera PCR, en la que se usé un cebador AP1 del kit GenomeWalking, que
hibrida con el adaptador y los cebadores directo p120 y el reverso BarietaMet_Rev2. Se
afiadieron, en ocho tubos diferentes, combinaciones de AP1 y uno de los cebadores (el directo
o reverso, 2 reacciones para cada tipo de enzima). La mezcla resultante fue de 12,5 ulL de
MasterMix 2X, 3% de DMSO, 1l de libreria, 0,5 uM del cebador directo o reverso, 0,5 uM de
AP1 y agua. El termociclador se programd para 7 ciclos de 982C durante 30 segundos
(desnaturalizacidn) y 729C durante 5 minutos para la extensién y luego 32 ciclos de 982C durante
30 segundos y 672C durante 5 minutos, y como ultimo 672C durante 7 minutos para la extensién
final. Para la segunda PCR, 1 pL de la anterior reaccion en dilucién 1:25 se volvié a amplificar
excepto que se programaron 5y 25 ciclos y la extensién final tuvo una duracién de 7 minutos.
Para esta reaccion, se utilizd el primer AP2, incluido también en el GenomeWalker kit, que
hibrida también con el adaptador pero mas hacia el interior del fragmento al que esta unido. En
la mezcla final se mezclaron 25 plL de MasterMix 2X, 2% de DMSO, 0,5 uM del primer p120 y
AP2, 1 pL resultado de la amplificacidn de la primera PCR y agua.

CEBADOR SECUENCIA DE DNA 5’ >3’
P120 ATGATGCAAGTTCTCTTAGTAACTATATGCTTAGC
Barietstop_rv GTAGGCTGTATTCACATCAACACAC
BarietaMet_Rev2 ATGGCCTACCATTGCAAGTACAG
Adaptador GTAATACGACTCACTATAGGGCACGCGTGGTCGACGGCCCGGGCTGGT
AP1 GTAATACGACTCACTATAGGGGC
AP2 ACTATAGGGCACGCGTGGT
pJET T7 DIRECTO CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC
pJET REVERSO AAGAACATCGATTTTCCATGGCA

Tabla 2: Cebadores usados en ambas estrategias para la amplificacion de genes de interés



3.1.3 Purificacidn y clonacidn de los productos de PCR

Las muestras se separaron por electroforesis en un gel de agarosa del 0,8%. Las bandas se
cortaron y se purificaron usando el kit QIAEX Il (QIAGEN) para bandas <10 kb. Los fragmentos
purificados se insertaron en el pldsmido pJET usando la ligasa T4 del kit CloneJET™ PCR
(ThermoScientific) y transformando en bacterias electrocompetentes de Escherichia coli cepa
DH5a. por electroporacién a 1700 V. Las células transformadas se resuspendieron en 200 uL de
medio LB e incubadas 1 hora a 372C. Tras esto, fueron cultivadas en placas de LB agar/ampicilina
para seleccionar los clones positivos. La presencia del fragmento insertado en el plasmido se
verificd a través de una PCR de 20 colonias que habian crecido en la placa, con los cebadores
pJET T7 directo y pJET reverso en una reaccion de volumen total de 15 pL con MasterMix 2X, 0,5
UM de cada uno de los cebadores anteriores y agua. No se afiade DMSO. El programa fue de
982C durante 30 segundos y 35 ciclos de 982C por 10 segundos, 602C por 20 segundos y 72°2C
durante 1 minuto y para finalizar 5 minutos a 722C. Las colonias positivas se volvieron a cultivar
en LB toda la noche a 372C y se extrajo el plasmido con el kit Wizard® Plus SV Minipreps DNA
purification system (Promega). El inserto se secuencio en el sistema de secuenciacion de Applied
Biosystems 377 usando T7 directo y T7 reverso como cebadores (tabla 1).

3.1.4 Proceso iterativo y andlisis de secuencias.

En el proceso de secuenciacion, debido al gran tamafio del inserto, se tuvieron que disefiar
varios cebadores directos y reversos, a medida que se iba conociendo para cubrir la totalidad
del inserto e ir uniendo posteriormente unas secuencias con otras hasta tener la secuencia
completa del inserto (Tabla 2). Para ello, se unian las secuencias a las siguientes basandose en
la calidad de cada nucleétido del electroferograma a través del software Chromas.

CEBADOR SECUENCIA DNA

Barietintrl-Fw GACACTCAATTGATTCAGAAGTTACC
BarietIntr-Rv TCTGAGTGGTTCCTAGAAGTCC
BarietEx_2Fw ACGAAGGGAGCTCTATAATCCTGG
BarietakEx_3_Rev CAGTTACGACAACATGGTCCAG

Tabla 3: Cebadores usados para la secuenciacion del fragmento de 6Kb
3.2 Secuenciacion con MinlON
3.2.1 Origen de las muestras

El material de partida fueron 8 fragmentos de DNA de un tamafio de entre 150-200 kb insertados
en BACs de tipo pBeloBAC11 (cromosoma bacteriano artificial). Estos se transformaron en la
cepa DH5a de E.coli procedentes del Instituto Butantan (Sdo Paulo, Brasil). A pesar de que la
secuencia era desconocida, se sabia que contenia genes y regiones intergénicas de
metaloproteasas, ya que habian sido seleccionadas previamente de una libreria de BACs del
genoma de la serpiente Bothrops jararaca mediante PCR.

3.2.2 Preparacion de la libreria

Se cultivaron las bacterias en 500 mL de medio de cultivo y se extrajeron los BACs utilizando el
kit NucleoBond® Xtra BAC (Macherey-Nagel) y se determiné la concentracién de cada BAC con
el fluorimetro Qubit (ThermoFisher). Después se preparé la libreria para cargar los BACs en el
MinlON con el kit Ligation Sequencing Kit 1D R9 version de referencia SQK-LSK108 (Oxford



Nanopore). Para ello, se transfirieron 500 ng de cada BAC (4 ug de DNA total) a un tubo de 1,5
mL y se ajusté a un volumen total de 80 uL de agua libre de nucleasas. A continuacion, se
transfirid la dilucidn a un tubo Covaris® (Eppendorf) y se centrifugd a 5790 g, donde los BACs se
fragmentaron.

A continuacién se procedié a reparar las posibles muescas o nicks que puediera haber en los
fragmentos de DNA con el kit NEBNext® FFPE DNA Repair Mix (NewEngland BiolLabs) y los
extremos de los fragmentos para que quedaran romos con el kit NEBNext® Ultra™ II
(NewEngland Biolabs). Luego se purifico el DNA con el uso de bolas magnéticas con el kit
AMPure XP® (Beckman Coulter). Seguidamente, se aifadieron los adaptadores y se ligaron con
el kit Quick Ligation Module® (NewEngland BiolLabs) y se volvié a purificar los fragmentos con
las anteriores bolas magnéticas. La libreria quedd preparada para cargarla en el MinION

3.2.3 Carga de la libreria en la célula de flujo y secuenciacion.

Se ensambld la célula de flujo al MinlON, y se preparard el software MinKNOW para adquirir e
interpretar las sefiales generadas por el MinlON durante la secuenciacidn. Se afadié medio
tamponante a la célula de flujo y se prepard la libreria para cargarla con el kit Library Loading
Bead Kit R9 version EXP-LLBOO1. Finalmente se afiadieron 75 pL, gota a gota, de la libreria y
empez0 a secuenciar durante 48 horas.

3.2.4 Analisis bioinformatico de las secuencias

El andlisis de secuencias se llevd a cabo mediante linea de comandos de Linux. Las secuencias se
convirtieron a formato Fastq a partir de los datos crudos del MinKNOW de formato Fast5 con el
programa PORETOOLS mediante el comando poretools fastq rawdata/ > out.fastq. A
continuacién se eliminaron las secuencias de los adaptadores con el programa PORECHOP
mediante el comando Porechop —i out.fastq —b trimmed > & porechop.log. Se eliminaron las
secuencias procedentes del DNA gendmico de Escherichia coli consecuencia de contaminacién
durante el proceso de extraccion de los BACs. Para ello se utilizé el software BWA y SAMTOOLS
a través de mapeo contra el gendmico procedente de la cepa K12, previamente descargada y
guardada con el comando curl-s http.//hypervolu.me/%7Eerik/genomes/E.coli_K12_MG1655.fa
>E.coli_K12_MG1655.fa. Luego se indexd y se ensamblaron contra el genoma de referenciay se
eliminaron los reads que contenian secuencias del gendmico de E.coli, obteniendo los reads
finales. Para mapear se procedié con el comando bwa mem -t 3 -x ont2d E.coli_K12_MG1655.fa
trimmed/none.fastq > map/Bjararaca_3_restart_Ecoli.sam. Posteriormente, se cred un archivo
con las secuencias que no mapean con nada de E. coli con el comando samtools view -f 4
Bjararaca_3_restart_Ecoli.sam > Bjararaca_3_restart_unmapped.sam. Mas tarde se transforma
el archivo generado con formato SAM en formato BAM mediante el comando

samtools view -bS Bjararaca_3_restart_unmapped.sam | samtools sort -o Bjararaca_3_restart
_unmapped.sorted para finalmente transformarlo en formato Fastg mediante el comando
samtools bam2fq Bjararaca_3_restart_unmapped.sorted >
Bjararaca_3_restart_unmapped.fastq

Se eliminaron las secuencias del vector del BAC utilizando el comando

bwa index gi 157065011 gb EU140750.1 8128 fa bwa mem -t 5 -x ont2d
/home/enric/Desktop/Bjararaca_3_restart/map/gi 157065011 gb EU140750.1 _8128.fa
Bjararaca_3_restart_unmapped.fastq > Bjararaca 3 restart_unmapped_novector.fastq
samtools view —bS Bjararaca_3 restart_unmapped_novector.sam| samtools sort -
Bjararaca_3_restart_unmapped_novector.sorted



Mediante BLAST se eliminaron los reads que todavia contenian algun resto de vector mediante
el comando formatdb -t vector BAC -i gi 157065011 gb EU140750.1 8128.fa -p F -n
vector_BAC, por una parte, Y después, blastall -p blastn -d
/home/enric/Desktop/Bjararaca_3_restart/map/vector BAC -i
Bjararaca_3_restart_unmapped_novector.fasta -e 0.0001 -m 7 -0
Bjararaca_3_restart_unmapped_results_novector.xml .

El archivo FASTA anterior viene del Bjararaca_3_restart_unmapped_novector.fastq a través del
comando Segret —sequence reads.fastq —outseq reads.fasta.

Se eliminaron las secuencias que contenian todavia algun rastro de vector con el script
Archivo_1.py a través de Python. El archivo sin gendmico de E.coli y sin vector se llama
fasta_for_enric.fa

Se ensamblaron las secuencias mediante el programa CANU a través del comando canu —p
Canu_assembly Bjararaca_3_restart -d canu_assembly corMinCoverage=0 contigFilter="2 1000
1.01.0 2" errorRate=0.035 genomeSize=2,4m -nanopore-raw fasta for_enric.fa

Se mapearon los contings obtenidos contra los reads anteriores para determinar la cobertura
utilizando el bwa. Concretamente el archivo canu_assembly_Bjararaca_3_ restart.contings.fasta
contra los reads fasta_for_enric.fa.

Finalmente se usd el programa nanopolish para pulir los contings anteriores. Este programa
mapea los contings contra los reads anteriores para asegurar la secuencia de aquellos cuya
cobertura era muy baja.

Los contigs resultantes se alinearon mediante BLAST y se anotaron las secuencias. Para la
anotaciéon se realizd un alineamiento multiple entre los exones de metaloproteasas y la
secuencia del contig.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1 Estructura de un gen de disintegrina dimérica

El resultado final de la PCR con los primers P120 y BarietStop_ RV fue un fragmento de DNA de
entre 4-6 Kb, como se observa en el gel de agarosa de la Figura 10.

Figura 10: Gel de agarosa con el fragmento amplificado por PCR dos carreras a la izquierda del marcador de pesos
moleculares.

Tras la secuenciacién Sanger iterativa con los cebadores anteriormente indicados, se observé
gue la secuencia tiene un tamano de 6459 nucleétidos, constituida por 4 intrones y 5 exones
(Figura 11).

ATG ATG CAA GTT CTC TTA GTA ACT ATA TGC TTA GCA TTA TTT CCA TAT CAA G
P120
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gta aga tgt tct ctt tgg ttc cct tgt tca gaa tct tac tgc taa aag act ctt gca ccc
aac aga ttg cta aat tgt tgt ttt tgt ttt tat ttt tga caa tta atc aaa att tgc tcc
act tca gtt tct aca gat tta gca aaa gaa tga tct caa gga tca cat ttt ttt cta aag
tga cat aaa ttc ttt ctt ggt att tgc tta aat ttt gtc aag cca cga gca gaa tct aag
aaa gaa aag ttc taa gat ctt cag aag aaa agc aag ttc aag ttg gag aga aca ttt tct
aat ggt gtg agt ttt tta aaa agg ctt aga aga ctg aag agg ata gag aga gtt tgt cac

aat agg ttt ggt ttt aat ttt ctt tca gta

ggt caa tta gac atc ctg taa tta aac atg cat cat att tat cca aat aaa agc tag tgc
tat tgg tgt tac aga gaa tat ttg aac tgt act ctg tga gct aag ata cat ttt aca tgc
cag ttg acc agt ctg tgg ctc ttc tcc ccg tct ccc aag tca ttc ccc cat atc att aca
aac aat gac act caa ttg att cag aag tta cca aac aca gtt aag ggt cag agg gct ctg
BarietIntrl-Fw
ttg gtt tat ttc ttt ttt aaa tat taa gga aag atg ggg aat acc tta cca gta gta att
tat ggg gaa caa tgt ggg aaa gaa gaa aga gag aca gaa ggg aaa ttg ctg ctt att ctg
tgt tct aag caa gag agg aat agt aag ctt gct tgc tag tag gtg agt tga atc ctt ccc
acc aat ctg gga gca cca ggt aca aat ggg tag gta cgt aaa tag gta tga gga ata tgt
att ctt cta tca ggc tgt gca tcc aaa acg acc tgc agg tgt cag aat gcc aca ttt aca
aaa taa gat aag gaa caa ata tca ggt gac cat gca ata tcc ata tgg gga cca act cta
aat ttt tca tct act aat caa att ctg aaa tca cca gat tat ttg cat gtt gtc tgg tag
tcc agt aat agt tat ggt gct gtg ggc tgt cca tat att ctt ttg aaa gtg aaa gaa atg
gaa gtc agc aaa att att agg atg gca gtg aaa tag cat ttc aac tga aaa gaa ttc cta
ata agc tgc att tgt att ccc aga gaa aat ctg gat ttc tgt gtt gtg tcc cac tag aaa
aag att cca ttc ttc act gat aac tga ata aca aat tgt gtt gtg gat gtg aaa atg gta
gaa taa ctt cac aaa gta aag caa acc atc ttt tct ttt tac tta cga ag GG AGC TCT

ATA ATC CTG GAA TCT GGG AAT GTT AAT GAT TAT GAA ATA GTG TAT CCA AAA AAA GTC GCT
BarietEx 2Fw

I I L E S G N v N D Y E I v Y p K K v A
GTG TTG CCC ACA GGA GCA ATG gta aga aaa gat ctt tgt ttc aac aac aaa tta ttt ctt

19



v L P T G A M
gtc agc cca cag aaa att tta tat tct ttt gct gcc atc taa agc tta tct ggg atg cag
tgg ctc agt ggc tca gat gct gct atc taa aga tta tat t

tct gga ttt tgc
tt cat att tga aat att tat tta ttt att aaa caa att tat atg gcc acc caa ttc aca
aa aat tga gga gac tac tgg aaa ttt tgc taa tat taa tag ttt agt gta act aat aaa
gtg ttg aga gac acc cag cca tac agt gag gag gga tta agc agg aaa tta gct ttg agt
cct tac aca gct gca aca gat ccg gga gtg aca tct ccc tcc ccc aag aaa ttc cat taa
agt tta tct atc tgt tct gaa gag aag ggg agc aat cta gcg aga ttc ctg taa tta ta
cag aat cca gta aag tac tta att taa agt act tac ggt aat tct tac aca gag aga tgc
cat tat ctg ttg caa tac cga aca att tgt gca ttt gct agc atg agc tca taa gag gga
ca tat tgc aga aat gtc tct ctt caa aac aaa cca att aaa aaa gaa aat tct atg cca
ca ttt gat atg ttt tgg ttt tca g AAT TCT GCA CAT CCG TGC TGT GAT CCT GTG AC
N S A H P C C D P v T
GT AAA CCA AAA CAA GGG TTA CAT TGT ATA TCT GGA CCA TGT TGT CGT AAC TGC AAA
BarietaEx13_Rev
P K Q G L H c I S G P c c R N c K

Q Q

Q
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b=

Q
=

ta aga gtt gtt tat ttt taa cac cag gag aat ttt tac ctg atc cat agt agc cat ata
aa ata taa tat ttc ttg gct gtt tac tat gat caa aac att tca acc cta ttt cct atc
tt tct tct agt tta ttt gac cct tat gaa cat acg cat aag gaa gat aat tta aca aaa
tt cac cct tct ttc aat ttc aaa tgc act ctt tca aca tgt taa atc atg tct gtg aaa
tt ata caa ttg ttc ttt gac tga aat tgc atg gaa act gag ttt aaa caa ggg tga gca
tg gga ttg gtg ccc taa ctc agc ttc cta act ttc tgg aat gtt cta aga ggt ccc tgg
aa agc tgt gac att ttt ttc ctc tga gcc ttt taa gat gga aat cag tgc acc aga ctt
ctg gaa gta aaa ttg cct ttt ttc ccc att cag ttc tct tct tgce tct cta aag ctc taa
att cag atg ttt tgg tgg ctc ttt cta gag ctg ctg cag gac cat gaa aag aca ggt gca
gt tcc ttt cta tga ggg atc cca gtt gac tct gta atg acc ttt ttg aga aaa gcg gcc
aa aac att ttg tta ttt cca tca caa gcc tag att caa gca aga gaa ggg agc cac gt
tt ttc agc aca tga cgg aaa att cta cga atg ctt ctt cct atg taa aga aat aaa aac
ta tca tga gaa att cag caa ttc att ttt tgc tgc ttt ttc atg gca gcc caa ttg att
tc act tta tgg tca gcc aac atg tag aac ttg tat ttc tgg aat tga gcc ttt cat tgc
at cat ttc ccc tta gca aat aag aca gac tgg gac ttc tag gaa cca ctc aga gtt cta
BarietIntr-Rv

ca gtg cag gga tgc ctt gct tgg tga tcc tca aga cag atg aag agg agg ttt tga aat
gtg tta ctc ttt gat ctc tgc tgc tga aga atg ata gct gga gta ttt ttg att ctc acc
cat ag TTT CTG AAC TCA GGA ACA ATA TGC AAG AAA GGA AGG GGT GAT AGC ATG AGT GAT
F L N S G T I C K K G R G D S M S D

TAC TGC ACT GGC ATA ACT CCT GAC TGT CCC AGA AAT CCC AAC AAA GGG GAA GCA GAC GAG
Y C T G I T P D C P R N P N K G E A D E

TTG CAA TGG TGA .a aaa gat tac ctc taa tct gtg tgc tct aaa gtc tga ttc caa gg

L Q W -

gtg atc act aaa caa aaa cca aaa aat tgt aat tga tca att ctg aaa gta gtg aat cta
ctg aaa aga aaa tgt atc cat cta gct tct ttt aga tgt tgt tat ttt gat tta tcg tca
aac aac cac ctc aat aaa tga ggt cga tgt aca ggg ctg ttt ctt cct tgc aag aac aaa
acg cct ggc ctt ctc aga acc ttg tgc tta ggt gga aga gag aaa tga aaa aaa cag ggc
aga gct ggt tgt gac cta aca atg aag caa tcc caa agc tta cct gaa agg atc agg aat
aac ttc ccc ttg att ttt ata caa taa cga aac tga aag aag ttt ggg tta gtt tgc aaa
gtg ctg tct tac tct att gat aac ctc ttg ctt tga ctt tca gg TCT GCA GCA GCA ACA
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Figura 11: Resultado de la secuenciacion Sanger iterativa. Se observan en mayuscula los exones y en mindscula los
intrones. En amarillo aparecen los cebadores usados durante la secuenciacion.

Al alinear la secuencia con la base de datos del NCBI mediante BLAST, la mayor identidad
correspondid a una subunidad de disintegrina dimérica de Macrovipera lebetina con nimero de
acceso AM261812. De aqui se deduce, a partir de su paralogo, que esta secuencia corresponde
a una subunidad de disintegrina dimérica (homo- o heterodimérica) de Bitis arietans.
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En cuanto a su estructura génica, el intron 1 es de fase 1y el resto son de fase 0. El programa
RepeatMasker identificé en el intrdn 1 una secuencia repetitiva simple y en el intrén 2 una
secuencia Sauria SINE. Ademas se observa que las secuencias de procesamiento de intrones (5’-
GT(donante)/3’-AG(aceptor)) estan conservadas.

La secuencia Sauria SINE ha sido caracterizada en la mayoria de serpientes y lagartos y son
clasificados como retrotransposones. Se cree que su origen proviene de la fusién de una
secuencia similar a un gen de tRNAy el final de la secuencia 3’ de una secuencia LINE. Los Sauria
SINE utilizan una endonucleasa y una transcriptasa reversa de una secuencia LINE para
retrotranscibirse y expandirse por el genoma. Las secuencias repetitivas Sauria SINE estdn
distribuidas por todo el genoma y se cree que actian como sitios de recombinacién homdloga
entre SINEs, lo que llevaria a una serie de reordenamientos gendmicos como duplicaciones,
deleciones y traslocaciones que proporcionarian un mecanismo de diversidad genética a los
reptiles. Ademas, los analisis filogenéticos de los Sauria SINEs indican que su origen y expansion
coinciden con la evolucidn de los sistemas de veneno de serpiente y han cobrado importancia
en la evolucion de las SVMPs y las disintegrinas (Piskurek and Okada, 2007).

Se sabe también que la evolucién de las disintegrinas, incluyendo el mecanismo molecular de
diversificacion estructural y funcional de esta familia de proteinas, engloba no sélo una sucesién
de deleciones y mutaciones puntuales sino también una pérdida de secuencias intrénicas (Bazaa
et al., 2007) mediante un mecanismo de minimizacién, como se ilustra en el esquema de la
Figura 12.
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Figura 12: A. Evolucion y aparicion de los distintos tipos de disintegrinas a partir de una metaloproteasa Plll. B
Esquema de la organizacion exén-intron conservada y evolucion por pérdida de intrones (Calvete et al., 2003)

En cuanto a la estructura de los exones que conforman la secuencia, no todas dan lugar a la
proteina madura. El primer exén forma la secuencia del péptido sefial (SP) que dirige la proteina
al espacio extracelular para su secrecion en el [limen de la glandula de Duvernoy. El segundo
exon lo conforma el propéptido, que serd escindido proteoliticamente. El tercer y la mitad del
cuarto exdn forman la subunidad de la disintegrina dimérica en siy la otra mitad del cuarto exén
y el dltimo forman la parte final de la pre-pro-proteina y también es escindida.



4.2 Estructura proteica de la disintegrina

Se unieron las secuencias de aminoacidos de los diferentes exones y se reconstruyd la
disintegrina como se observa en la figura 13.
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Figura 13: Estructura primaria de la disintegrina dimérica. Subrayado aparece el péptido sefial; en turquesa el
propéptido; en verde la parte activa de la disintegrina; en gris el tripéptido RGD; y en blanco el resto de la proteina

Si se analiza con mas detalle la estructura primaria, se observa que la disintegrina esta formada
por 64 aminoacidos y contiene 10 cisteinas. Esto corrobora que se trata de una disintegrina
dimérica (Calvete et al., 2003). De las 10 cisteinas, 4 forman enlaces disulfuro intracatenarios y
las otras dos cisteinas enlaces disulfuro intercatenarios, aunque a partir de la estructura primaria
no podemos saber si esta proteina formard homo- o heterodimero.

Se observa el motivo RGD caracteristico de la mayoria de las disintegrinas. Dicho tripéptido
presenta especificidad de unidn por integrinas cuyos ligandos naturales también incluyen RGD
(Calvete et al., 2003) , como agf1, cuyo ligando Tensacina C es una proteina que se encuentra en
la matriz extracelular y que participa en procesos de inflamacién y reparacion (Midwood and
Orend, 2009). Otra integrina RGD-dependiente es wPs, responsable de la agregacion
plaquetaria. En este caso el dominio RGD de la disintegrina bloguea estericamente la interaccidn
entre la integrina y el fibrinégeno, como se esquematiza en la Figura 14.
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Figura 14: Inhibicion de la agregacion plaquetaria provocada por el motivo RGD de la disintegrina. FB corresponde al
fibrinégeno(Calvete et al., 1994).

De hecho, se ha aprovechado esta caracteristica para disefiar dos farmacos peptidomiméticos
antagonistas de la integrina plaquetaria: el Tirofiban (Agrastat®) y Eptifibatide (Integrillin®).
Ambos inhiben la agregacion plaquetaria y se administran a pacientes que presentan un
potencial riesgo de sufrir trombos (Marian et al., 2017).

Las disintegrinas se encuentran ampliamente distribuidas entre las especies de Viperinae y
Crotalinae. Hasta la fecha, se ha observado que las subunidades a de disintegrinas diméricas son
codificadas por mARN cortos que no incluyen el dominio de metaloproteasa, presente en los
genes de las subunidades [. Ello explica (Calvete et al., 2005) que sea posible sintetizar
homodimeros de subunidades o y heterodimeros af}, pero no homodimeros B3 debido a
problemas estéricos entre los dominios de metaloproteinasa.

Por ultimo, es importante destacar también que dicha proteina no se ha encontrado en el
proteoma del veneno de Bitis arietans ni tampoco en ninguln acceso en la base de datos.



A pesar de que se conoce el genoma de cuatro especies de serpientes, en concreto, de la boa
(Boa constrictor), de una pitdn (Python bivittatus), de un vipérido (Deinagkistrodon acutus), y de
un elapido (Ophiophagus hannah), |as regiones donde se encuentran las metaloproteinasas y las
disintegrinas no estan muy bien anotadas y descritas (Yin et al., 2016) por lo que quedan
interrogantes aun sobre el nimero de genes, su compartimentacion, la regulacién de la
expresién o la estructura de los promotores. Tampoco se conocen bien los mecanismos
moleculares de reclutamiento, transformacidon de proteinas ordinarias en toxinas y de la
evolucion acelerada de toxinas de familias multigénicas. Es importante pues, disponer de la
secuencia completa del genoma de diferentes especies de serpientes y compararlas con otros
genomas conocidos de especies filogenéticamente cercanas como Anolis carolinensis e incluso
mas alejadas como el ser humano o la gallina, para tratar de elucidar los interrogantes
anteriormente citados o la historia evolutiva de dichos genes.

4.3 Metaloproteasa de la estrategia “Genome Walking”

La reaccién de PCR que amplificé algun fragmento de tamano significativo para secuenciar fue
aquella en la que se uso el enzima de restriccion Dral. El alineamiento por BLAST dio como
resultado un fragmento de la primera parte de una secuencia de una metaloproteasa tipo |
(figura 14) de Echis ocellatus con nimero de acceso EOC00006. Sélo se observo el péptido seiial
(muy conservado) y el primer intron. No obstante, parece que también podria tratarse de una
PIl o una PIll puesto que no se obtuvieron secuencias discriminadoras de cada clase de
metaloproteasa. Parece ademads plausible que el DNA gendmico del que se partid estaba un
poco degradado.

ATG ATG CAA GTT CTC TTA GTA ACT ATA TGC TTA GCA GTT TTT CCA TAT CAA G
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gta aga tgt ttt ctt tgg ttc cct tgt tca gtt tct tac tgc taa aaa act att gca tcc aag
aga ttg tta tat tgt tgg ttt tgt ttt ggg ttt tat ttt tga gca aaa gaa tgt ctc aag gat
cac att tgt tct aaa gtg aca taa atg gtt tct tgg tat ttg ctt aaa ctt tgt caa gcc aca
aac aga tcc taa gag aga aaa gtc cta aga ttg tac att att cag cca aac aaa agc tag tgc
tat tgt tgt tac aga gaa tct tca acc tgt act cta gat aac agg aca cta act ttt ctc aat
gca aga ttc tga att atc tta aat tat tta ttc cct cct ttc att tta ctc tgc aga aaa cca
ggg agg tcc ctt ctg aaa ttc aag ttc tcc ttc ctt cag tgg gct gag ata ctt ttt aga tgc
cag ttg atc agt cta tgg ctc atc ttc ctg tct ccc aag tca ttc ccc cat ttc att aca aat
gat act caa ttg att cag aag ttc cca aac aca att aag ggt cag agg ctc act tca gta gcc
ctc ttt gtt gtt gtt ttt ttt tac cag ccc ggc ccg tcg acc acg cgtg ccc tat agt

Figura 15: Resultado de la secuenciacion Sanger a partir de la obtencion del fragmento por Genome Walking con el
enzima de restriccion Dral.



4.4 Resultados de secuenciacion y analisis de los datos generados en el MinlON

Los resultados obtenidos y las caracteristicas de los mismos se exponen en la Tabla 2 y se
obtuvieron a partir del procesamiento de los datos el MinKNOW mediante el programa
estadistico R, por una parte, y los resultados del procesamiento de los datos.

Tabla 4: Resultados obtenidos tras secuenciacion y tras el procesamiento de los datos.

Reads Pares de bases
totales totales Media Mediana Minimo Maximo N50
28712 175.6 Mb 6117.21 4151 29 806017 10231
Reads tras Reads>2000nt Reads>5000nt | Reads>10000nt | Reads>20000nt | Reads>30000nt | Reads>40000nt
Trimm
28709 20099 12972 5815 857 165 49
No E.coli %recuperados contigs unitigs
22092 76,95 12 28

Se obtuvieron lecturas muy largas en comparacién con las secuenciacién anteriores (tabla 1). En
concreto, se obtuvo una lectura inusualmente larga, de unos 806 kb. En total se obtuvieron
175.6 megabases a partir de 28712 lecturas de 8 BACs con insertos de 300 kb. Al analizar los
contigs y los unitigs, se prefirié anotar y buscar genes de metaloproteasas a partir de los contigs.
Aunque el nimero de contigs sea menor, estos tienen mejor calidad y son mas largos, y ademas

porque muchos unitigs estaban ya incluidos en los contigs.

Se caracterizd y se anotd el contig 1 del total de 12 contigs. Como se trata de un proyecto que
actualmente esta en marcha, la secuencia de 273 kb de longitud no estd disponible en ningin
banco de datos. Se caracterizé a lo largo del contig 1 la cobertura de cada nucleétido como se
muestra en la figura 15.
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272965

Figura 16: Grdfica donde se representa la cobertura de cada nucledtido en el contigl.




En este caso se observan zonas donde la cobertura cae drasticamente, ej. alrededor del
nucledtido 136000, y luego vuelve a valores anteriores. Nuestra hipdtesis-es que esta caida de
cobertura separa dos BACs diferentes, es decir, que el algoritmo de ensamblaje unié en un
mismo contig lecturas pertenecientes a diferentes BACs.

Mediante alineamiento de los mMRNA de metaloproteasas con el contig 1, se obtuvo el esquema
mostrado en la Figura 16 que refleja la organizacién en tdndem de los genes de metaloproteasas
de tipo Il y lll en el contig 1. Las metaloproteasas tipo Ill tienen en su estructura 17 exones,
mientras que las tipo Il tienen 15, debido a la pérdida de los dos exones que codifican para la
region rica en cisteina. Ambas tienen secuencias muy parecidas en sus ultimos exones por lo que
el exdn 15 de la Pll es muy similar al exén 17 de la Plll y se llamardn regién Z (152 y 172).

20 kb 30 kb 1-11 30kb 30 kb 20kb 12-15

— Pl — P P — Pl — Pi

Figura 17: Metaloproteasas contenidas en el contig 1. Cada flecha corresponde a un gen de metaloproteasa
diferente indicdndose el tipo y el tamarfio del mismo en la parte superior. En el gen partido Plla y PlIb se indica en la
parte de arriba qué exones hay en cada uno sin indicar tamafio

Enlaregidon 5' del contig 1 encontramos 4 genes de metaloproteasas tipo Il y dos de tipo Il, cuyo
tamanio varia entre 20 y 30 kb. Uno de los genes tipo Il esta partido en dos fragmentos, uno que
contiene los exones 1-11 y otro que contiene los exones 12-15, posiblemente como
consecuencia de la insercion de un segmento "PIII-PlII-PII" (Figura 17).

Se confirma que los genes se distribuyen en agrupaciones (clusters) en tdandem como se ha
predicho en varios articulos (Sanz et al.,, 2012). Este hecho apoya la idea de que las
metaloproteasas evolucionaron por duplicacién génica yuxtapuesta y neofuncionalizacion,
como la Pll que aparecid a partir de la neofuncionalizacién de la PIll por pérdida de los dos
exones anteriormente citados. Otro ejemplo que se observa y que puede apoyar dicha hipdtesis
de duplicacién del gen e insercién en una regién adyacente del genoma es el hecho de que haya
una Pll dividia por tres metaloproteasas. Esto pudo ocurrir cuando se duplicé una Plll y se insertd
dentro de otra metaloproteasa. Luego este gen insertado se volvié a duplicar integro dos veces
y uno de ellos sufrié una serie de mutaciones que la llevaron a convertirse en una PII.

Del andlisis de cada gen se puede advertir que la longitud de los intrones entre los exones 14 y
15Z (en PIl) y entre 14 y 17Z (en Plll), estd conservado, con longitudes de 440 nucledtidos y 4-5
kb, respectivamente. Esto apoya la hipdtesis de que las inserciones y deleciones de regiones
intrénicas desempefiaron funciones clave a lo largo de la via evolutiva que dio paso a la actual
diversidad de loci de SVMP (Sanz and Calvete, 2016).

No obstante, seria muy conveniente, para consolidar estas hipdtesis, analizar los 11 contigs
restantes e interpretarlos como se ha hecho con el contig 1.

El método descrito (mapeo de exones en el contig) sirve para poder localizar y clasificar las
metaloproteasas. No obstante, si se quisiera anotar con exactitud cada uno de los genes, hay
que tener en cuenta que la secuenciacién MinlON lleva asociado un error del 5-10% por lo que
al final no seria del todo fiable la secuencia obtenida y habria que combinarla con otra técnica



para aumentar su cobertura y asi su fiabilidad. Por ejemplo, se podria aumentar la calidad de la
secuencia si se combinasen las lecturas largas de los contigs del MilON con lecturas cortas de
Illumina®. Sin embargo, en este trabajo final de grado no se llevd a cabo dicho abordaje, con lo
que para futuras anotaciones seria muy recomendable hacerlo para asi obtener resultados mas
exactos.

Siguiendo con el problema de la cobertura, no seria util dirigir la plataforma MinlON para, por
ejemplo, la deteccidon de SNPs o microsatélites en muestras humanas, donde se hace necesario
conocer con exactitud la variante alélica que provoca una patologia en concreto. Este es un reto
al que se enfrenta la plataforma MinlON y que tendrda que mejorar para poder ampliar sus
aplicaciones.

En cuanto al precio, aunque es barato empezar con el MinlON ($1000), puede resultar caro si se
utiliza muchas veces para intentar elucidar un genoma, debido a la calidad de la secuencia,
puesto que cada célula de flujo se puede utilizar sélo dos o tres veces y al final no resultaria
rentable la relacion calidad de la secuencia/precio, sobre todo si su objetivo es aplicarlo al
diagndstico en humanos.

4.5 Perspectivas

En este trabajo final de grado se han buscado genes de disintegrinas y metaloproteasas a través
de dos métodos de secuenciacién completamente diferentes: por la via mas cldsica y antigua
como es la secuenciacidén de primera generacion Sanger y mediante la secuenciacion de tercera
generacion MinlON.

La secuenciacion Sanger se puede aplicar para la busqueda de genes concretos donde se
necesita conocer con seguridad alguna variacion alélica o SNP y cuyas regiones flanqueantes se
conocen de antemano. Esto permite disefar cebadores especificos para amplificar el fragmento
por PCR y posteriormente secuenciarlo por Sanger.

Pero sin duda los secuenciadores de tercera generacidn estdn ganando en estos momentos, al
poder secuenciar genomas completos en un tiempo récord y a un precio hasta hace unos afios
inimaginable.

Conocer el genoma completo de organismos cercanos y no tan cercanos filogenéticamente y
poder compararlos permitird entender con mayor profundidad la evolucién de sus genes y
genomas. Si a esto le afiadimos estudios de transcriptémica y proteédmica, se podra conocer en
detalle la relacion entre dichos genes y sus respectivas proteinas.

En cuanto a los nuevos secuenciadores, la cantidad de datos producidos serd el pilar central para
avanzar en todos los interrogantes que todavia rodean al funcionamiento y regulacion de los
genes. También se convertird en una herramienta insustituible en biologia evolutiva que
permitira conocer en ultima instancia el origen de la vida y los primeros genes y como la
evolucién de éstos dio lugar a la explosidn de diversidad actual (Knapp and Hofreiter, 2010). La
plataforma de secuenciacion MinlON debera superar el inconveniente de la baja calidad de
algunas secuencias asi como mejorar la vida util de las células de flujo y asi aumentar
significativamente su campo de aplicacidn, ya que actualmente sdélo se usa para investigacion
(Jain et al., 2016).



Finalmente, un problema importante al que se enfrenta la gendmica y la secuenciacién masiva
en general es la inexistencia de computadoras con una capacidad de procesamiento equiparable
a la astrondmica cantidad de datos generados en cada secuenciacion.
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> La disintegrina dimérica secuenciada estd formada por 64 aminoacidos y contiene 10
cisteinas que (por homologia) forman 4 enlaces disulfuro intracatenarios y 2
intercatenarios. Presenta el tripéptido RGD que se ha sido mimetizado en el desarrollo
de varios medicamentos.

» Los genes de metaloproteasas se agrupan en clusters gendmicos y de manera
yuxtapuesta, sugeriendo que evolucionaron por duplicacion y posterior
neofuncionalizacion por pérdida o reduccidén de regiones intrdnicas. En este caso se
anoté un contig de 273 Kb conteniendo 4 genes de metaloproteasas tipo Il y dos de tipo
I, cuyo tamano varia entre 20 y 30 kb.

> La secuenciacion MinlON genera gran cantidad de lecturas, algunas de ellas de
centenares de kilobases, circunstancia inédita en otros métodos de secuenciacién. No
obstante, hay que mejorar el problema de la cobertura para llevar sus aplicaciones mas
alla de la investigacion.
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