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Glosario

EF: Enfermedad de Parkinson.

EXON: Secuencia nucleotidica de un gen que codifica para una proteina.

In silico: Anélisis experimental de un proceso bioldgico con elementos computacionales.
INTRON: Secuencia nucleotidica de un gen que separa a los exones y que puede o no tener
elementos de regulacion de la transcripcion y traduccion.

NCBI: National Center for Biotechnology Information.

ORF: Marco abierto de lectura.

pb: pb.

PRKN: Gen que codifica para la enzima E3 Ubiquitina Ligasa

SEUFT: Secuencias nucleotidicas de un gen especificas para la unién de factores para la
transcripcion.

VARIANTE: Secuencia alterna a la secuencia consenso, producto del procesamiento alternativo
del ARNm.

Vn - Xn: Variante del ARN mensajero del gen PRKN. La letra n se sustituye por el nimero de la

respectiva variante. La diferencia entre las nomenclaturas de cada variante.
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Resumen

Titulo: Caracterizacion in silico de exones y secuencias especificas de union para factores de la
transcripcion en los intrones del gen PARKIN RBR E3 Ubiquitina Proteina Ligasa 3 (PRKN)
humana*

Autor: Erika Paola Ardila Sandoval ™

Palabras Clave: Parkinson, Variante, Gen PRKN, Intrones, Exones Mitocondrias, Mitofagia, In
silico.

Descripcion: La Enfermedad de Parkinson (EP) es una alteracion neuroldgica degenerativa que
afecta la actividad motora de mas de 6,1 millones de personas y se estima que para el 2040 habra
alrededor de 17 millones de personas con la EP. Uno de los genes relacionados con la EP es PRKN
que contribuye en la mitogafia. El gen tiene 1.380.350 pb, sus mutaciones se asocian con la EP y
algunas son la causa recesiva mas comun. Ademas, se han reportado 6 variantes de ARNm. Por
ejemplo, la variante 1 (V1) tiene 4.178 pb. Por lo tanto, mas de 1.376.172 pb corresponderan a
intrones. No obstante, se desconoce si algunos de ellos tienen elementos de regulacién de la
trascripcion y de la traduccion. Para ello, primero se alinearon las variantes de ARNm con el gen.
Las posiciones homologas y su verificacion respecto al GenBank mostraron que el primer intron
tuvo méas de 300.000 pb, un grupo de 5 intrones de 150.000 a 200.000 pb y otro grupo, menor a
50.000 pb. En estos, los softwares GenScan y Web AUGUSTUS mostraron elementos promotores
de la transcripcion y 129 exones, con una o mas sefiales de poliadenilacion. El programa en linea
PROSITE, mostré que mas de la mitad de éstos corresponden a sitios de fosforilacion, una cuarta
parte para miristilacion y el resto para otros elementos. Nuestros resultados indican que en los
intrones del gen PRKN podrian codificar para nuevas proteinas que posiblemente participaran en
la EP.

“Trabajo de Grado
“Facultad de Ciencias. Escuela de Biologia. Director: Francisco José Martinez Pérez. Doctor en
Ciencias Biologicas. Codirector: Carlos Jaime Barrios Hernandez. Doctor en Ciencias.
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Abstract

Title: In silico characterization of exons and specific binding sequences for transcription factors
in the introns of the PARKIN RBR E3 Ubiquitin Protein Ligase (PRKN) gene*

Author(s): Erika Paola Ardila Sandoval™

Key Words: Parkinson's, Variant, PRKN Gene, Introns, Exons Mitochondria, Mitophagy, In
Silico.

Description: Parkinson's disease (PD) is a degenerative neurological disorder that affects the
motor activity of more than 6.1 million people, and it is estimated that by 2040 there will be around
17 million people with PD. One of the genes related to PD is PRKN which contributes to
mitophagy. The gene has 1,380,350 base pairs (bp), its mutations are associated with PD and some
are the most common recessive cause. In addition, 6 mRNA variants have been reported. For
example, variant 1 (V1) is 4,178 bp. Therefore, more than 1,376,172 bp would correspond to
introns. However, it is not known whether some of them have transcription and translation
regulatory elements. For this purpose, mMRNA variants were first aligned to the gene. The
homologous positions and their verification against GenBank showed that the first intron had more
than 300 thousand bp, a group of 5 introns from 150 to 200 thousand bp and another group, less
than 50 thousand bp. In these, GenScan and Web AUGUSTUS software showed transcription
promoter elements and 129 exons, with one or more polyadenylation signals. The PROSITE online
program showed that more than half of these correspond to phosphorylation sites, a quarter to
myristylation and the rest to other elements. Our results indicate that introns in the PRKN gene

may encode for new proteins that are likely to participate in PD.

“Degree work
“*Science Faculty. School of Biology
Adviser: PhD. Francisco José Martinez Pérez. Adviser: PhD. Carlos Jaime Barrios Hernandez.
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Introduccion

La Enfermedad de Parkinson (EP) recibe su nombre por su descubridor el Dr. James
Parkinson (Bautista, 2021). Posterior a la descripcion de sus sintomas, se determind que es una
alteracion neuroldgica degenerativa que afecta la actividad motora y se ha propuesto que esta
presente en mas de 6,1 millones de personas en todo el mundo (Feigin et al., 2017), ademas de
considerase la segunda enfermedad neurodegenerativa del cerebro después de la enfermedad de
Alzheimer (Al-kuraishy et al., 2023).

En Colombia, la EP tiene una prevalencia anual de 115 casos por cada 100.000 habitantes
(Nichols et al., 2019). Aunado a que el ministerio de salud colombiano indic6 que la poblacion de
adultos mayores con EP aument6 del 6,9% al 13,8% entre los afios 1985 y 2020; ademas de tener
un posible incremento hasta el 16% para el 2030 (Bautista, 2021).

La EP afecta tanto a mujeres como a hombres y de acuerdo con el Ministerio de Salud de
Colombia, el Registro Individual de Prestacion de Servicios en Salud (RIPS) indica que se
diagnosticaron mas de 148.000 personas entre 2016 y 2020. De ellas, un 44% corresponde a
mujeres y el resto a hombres (Bautista, 2021). En este sentido, el programa integral de la
investigacion Global Burden of Disease, estima que para el 2040 habra alrededor de 17 millones
de personas con la EP. Es de resaltar que para el Departamento de Santander Unicamente
se determind un estudio neuroepidemiolégico de la EP en el municipio de Piedecuesta (Pradilla
Ardila et al., 2002).

La EP se presenta principalmente en la vejez con la ralentizacion generalizada de los
movimientos y sintomas de temblor o rigidez en reposo (Alexoudi et al., 2018; Mirpour et al.,

2018). Para su diagnoéstico se emplea principalmente la escala unificada de calificacion de la
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enfermedad de Parkinson de la Sociedad de Trastornos del Movimiento (MDS-UPDRS) (Liu et
al., 2002), y en muestras sanguineas, se utilizan marcadores como la a-sinucleina, 1L6 y ADNmt
(Borsche et al., 2020; Kluge et al., 2022).

Se ha encontrado que en la EP se ven afectadas las neuronas dopaminérgicas de la
sustancia nigra y a su vez, una relacién directa con el dafio mitocondrial (Vizziello et al., 2021).
Los genes PINK1 y PRKN estén involucrados en la homeostasis mitocondrial, ya que se encargan
de marcar las mitocondrias que seran degradadas via lisosoma en una autofagia selectiva, a lo que
se denomina mitofagia, lo cual ocurre cuando estas ya no funcionan correctamente (Bayne y
Trempe, 2019; Fakih et al., 2023; Han et al., 2022; Pickrell y Youle, 2015). Ademas, Pereira y
colaboradores, indican que PRKN participa en varios procesos celulares como lo es: la formacion
de vesiculas derivadas de la mitocondria, metabolismo celular, la homeostasis de calcio, el
mantenimiento del genoma mitocondrial, la biogénesis mitocondria | y el inicio de la apoptosis
(2023). Mutaciones presentes en estos genes promueven la neurodegeneracion, al igual que la
transmision recesiva de la EP (Sato et al., 2018).

La estructura y organizacion del gen PRKN es de gran importancia para entender el
desarrollo de la enfermedad de Parkinson ya que se ha reportado que los eventos de duplicaciéon y
las deleciones de exones, estan directamente relacionadas con la enfermedad (Ahmad et al., 2023;
Seike et al., 2021). Por ejemplo, las deleciones en los exones 2 y 4, han sido determinadas por
autopsias de pacientes con la enfermedad (Jensen et al., 2022; Sakuwa et al., 2021). Mientras que
otros reportes indican que la delecion del exon 4 promueve el desplazamiento del marco de
lectura entre los exones 3 y 5, asi como el desplazamiento codon de paro de la traduccion del exon
3, lo que produce una alteracion en el dominio funcional de “Dedos tipo Anillo”, el cual es un tipo

especializado del dominio Dedos de Zinc (Tan et al., 2005).
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Otro tipo de mutacion en el gen PRKN es la duplicacion del exdn 7 y las deleciones en el
exon 3y en otras regiones del exdn 4, las cuales reducen la cantidad de cuerpos de Lewy (Elfferich
et al., 2011), que son empleados en la deteccion de la EP (Johansen et al., 2018). Por otro lado, se
reportd un caso de inversion en el gen, especificamente en intrones circundantes al exén 5, lo que
produjo su reemplazo por 98 pb; lo que preservo el ORF, pero se perdié un numero representativo
de pb (Mor-Shaked et al., 2021).

Por lo anterior, las mutaciones en el gen PRKN también son ampliamente estudiadas, ya que
se han reportado como la mayor causa de aparicion de EP, sin embargo, algunos autores
consideran que la presencia de estas puede no tener un impacto en la probabilidad de desarrollar la
enfermedad (Zhu et al., 2022). A pesar de lo anterior, es posible relacionarlas directamente con la
EP, como sucede con una mutacion en el exon 2 (G403>C), que genera el cambio de una glicina a
una arginina, alterando la estructura de la proteina (Fang et al., 2019).

Puesto que la mayoria del estudio de la relacion mutacional del gen PRKN vy la EP el
conocimiento del patron mutacional de los intrones es en menor cantidad; por ejemplo, se
demostré que una delecion de 80 pb en el intron 7, reduce casi el doble la fragilidad del gen PRKN,
lo que demuestra que esta region esté involucrada en la supervivencia del gen (Munk et al., 2021).

Aunque los estudios se han enfocado principalmente en la relacién de estas variaciones
con el desarrollo y aparicién de la enfermedad, estos conocimientos también se han aplicado en la
elaboracion de tratamientos. Se ha demostrado que la delecion del exén 3 o 4, se puede reparar
eliminando el exdn que se encuentre en el gen (3 o 4), dependiendo de la variante, lo que
promueve la transcripcion del gen y el buen funcionamiento de la proteina (Asai et al., 2010; Li
et al., 2020). Asi mismo, el conocimiento de estas formas ha sido utilizado para generar células

madre portadoras de mutaciones y alteraciones del gen, como por ejemplo delecién del exén 7
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(Castelo Rueda et al., 2022), otra en el exdn 3 (Zanon et al., 2019), una delecién del exén 2
(Shuvalova et al., 2020), una mutacion compuesta en el exdn 6; para estudiar el desarrollo de la
enfermedad.

Por otro lado, se han identificado cambios puntuales en el gen, relacionados con la EP, los
cuales se correlacionan con otros marcadores moleculares de facil acceso (como el suero
sanguineo). Esto se encontrd en un estudio donde analizaron diferentes polimorfismos del gen, y
los relacionaron con concentraciones de hierro, cobre y zinc (Sanyal et al., 2020). El estudio de
los elementos inmersos en los intrones se ha determinado en otros genes que contienen elementos
de regulacion de la trascripcién y de la traduccion como es gen de la Distrofina o los exones, cuya
expresion es por procesamiento alternativo o por algln estimulo o en el ciclo de vida. Sin embargo,
actualmente gracias a la secuenciacion del genoma humano y de otras especies se ha logrado tener
una mejor comprension de las enfermedades ligadas a la herencia ya que actualmente no es
necesario la clonacién y secuenciacion tradicional, lo que limitaba el desarrollo de la ciencia
béasica y aplicada a la medicina. Ejemplo de lo anterior se ha empleado al sindrome de Axenfeld-
Rieger (ARS) que es una enfermedad ocular autosémica dominante la cual esté relacionada con los
genes PITX2 (pituitary homeobox protein 2) y FOXC1 (forkhead box C1) (Walter et al., 2020).

Aun cuando las tecnologias de secuenciacion de ARNm en forma de transcriptomas o
exomas Yy de genomas contintan siendo un reto cientifico ya que aun es necesario la identificacion
de nuevos elementos en los genes que ain no han sido establecidos. Una de las causas de estos
eventos es la capacidad de secuenciacion y se requiere tener una clara identificacion de las regiones
de insercion y delecion de los genes para el desarrollo de los sistemas de diagnostico en los

pacientes (Barseghyan et al., 2017).
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Desde el descubrimiento de los intrones en el afio 1977, primero en genomas virales y
posteriormente en genomas eucariontes, comenz6 una nueva era en el estudio de la regulacién de
la expresion génica, ya que fue indispensable determinar cuales, eran los procesos moleculares y
celulares que se requieren para conformar un ARNm que sea traducido en los ribosomas, es decir,
que las regiones codificantes denominadas exones se unan correctamente para asi poder obtener
una proteina.

Los estudios posteriores al descubrimiento de los intrones mostraron que existen
secuencias denominadas sitios donantes y aceptores de procesamiento y un punto de ramificacion
(BP) ubicado cerca del 3’. En donde, estas regiones estan al inicio y final de cada intron ademas
de los exones que lo flanquean (Kumari et al., 2022). Este proceso se realiza por medio de un
conjunto de ribo-nucleoproteinas, proteinas auxiliares y otras regulatorias denominadas complejo
de corte y empalme las cuales actdan de una forma ordenada y sistematica para la eliminacion del
intron (Black et al., 2023; Kretova et al., 2023).

Puesto que se ha determinado que las secuencias de procesamiento de los intrones y exones
tienen elementos conservados en la escala filogenética, el uso de proceso bioinformaticos permite
identificar dichas regiones de manera predictiva y con ello posteriormente validar su expresion
bioldgica (Shiraishi et al., 2022). Este poder bioinformético se ha aplicado también en secuencias
que constituyen a los promotores, es decir, la region de un gen a la cual se unen diversos factores
de la transcripcion para que la RNA polimerasa Il comience la transcripcion del gen y de forma
simultanea la eliminacion de los intrones para la generacion del ARNm maduro (Jian et al., 2014).

Con esta vision, y dada la importancia que tiene el gen PRKN de humano en la EP y en la
mitogafia, se genera la oportunidad del estudio de los elementos transcripcionales y traduccionales,

que aun no han sido determinados en el genoma humano. La generacion de este conocimiento
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permitird el establecer estrategias experimentales para la identificacion de exones y ORFs en caso
de existir, y con ello nuevos sistemas de diagnostico para pacientes que sufren la EP o los dafios
generados por agentes virales como fueron los afectados en la pandemia de SARS-CoV-2 (Faquih

etal., 2023).
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1. Objetivos

1.1 Objetivo de la pasantia
Conocer por métodos in silico las secuencias especificas de unidn para factores de la

transcripcion (SEUFT) y posibles exones en los intrones del gen PRKN en humano.

1.2 Objetivo General
Determinar in silico la presencia de secuencias especificas de unidn para factores de la
transcripcion (SEUFT) y posibles exones en los intrones gen PRKN humano para establecer sus

posibles variantes de ARN mensajeros.

1.3 Objetivos Especificos

Caracterizar por procedimientos bioinformaticos la presencia de secuencias especificas de
unioén para factores de la transcripcién (SEUFT) en los intrones gen PRKN humano.

Identificar por procedimientos in silico posibles exones dentro de los intrones del gen
PRKN humano.

Establecer los posibles marcos abiertos de lectura de los intrones del gen PRKN humano.
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2. Competencias

2.1 Competencias Cognitivas

Obtiene secuencias de genes reportados en bases de datos publicas para el gen PRKN.

Identifica la presencia de secuencias especificas de union para factores de la transcripcion

(SEUFT) para los intrones del gen PRKN humano. Caracteriza intrones y exones del gen
PRKN para humanos.

Establece posibles marcos abiertos de lectura de los exones codificados por el gen PRKN
humano.
2.2 Competencias Actitudinales

Desarrolla habilidades para busquedas bioinforméticas en bases de datos publicas
relacionadas a la biologia molecular.

Genera pensamiento critico y analitico para resultados bioinformaticos. Produce valores y
principios éticos para la investigacion cientifica y aplicada.

Genera informes y reportes cientificos para la correcta transferencia del conocimiento a la

sociedad.
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3. Metodologia

3.1 Identificacion del gen y las variantes de ARN mensajero de PRKN Homo sapiens en la
base de datos Gene del NCBI

La secuencia del gen PRKN de H. sapiens se obtuvo en la base de datos Gene del Centro
Nacional de Informacién Biotecnoldgica (NCBI) (Geer et al., 2010) con direccion electronica

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5071. Se emplearon como criterio de busqueda las “palabras

claves”: PRKN y homo.

La informacion obtenida mediante el GenBank muestra las anotaciones actualizadas del
gen, referente a: su posicidn respectiva en el cromosoma 6, los tejidos en los que se ha determinado
su expresion y los codigos de las variantes de ARNm de PRKN. Ademas, independientemente del
tipo de acido nucleico de PRKN, todas las secuencias se descargaron en formato FASTA para su
posterior alineamiento entre el gen y cada ARNm con su respectivo ORF.

3.1.1 Delimitacion de intrones del gen PRKN

Para establecer las regiones del gen PRKN que corresponden a exones e intrones entre las
variantes de ARNm de PRKN identificadas por el procedimiento anterior, se realizaron
alineamientos maltiples entre la secuencia del gen PRKN con las variantes V1, V2y V3 de ARNm,
mediante la herramienta Kalign (Madeira et al., 2019), con los parametros del Modelo de Pérdida
de ADN (DNA-LM) (Martinez-Pérez et al., 2002, 2007). El resultado, se guardd en un archivo de
texto plano para su edicion.

Para esta pasantia las regiones del gen en el alineamiento que no presentaron identidad con
uno o mas regiones de los ARNm fueron consideradas intrones y las que si, correspondieron a los

exones, es decir, las regiones idénticas tanto en el gen y ARNm de las variantes. A cada exon se


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5071
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coloco su traduccion conceptual la cual se generd con el software Translate de la plataforma

ExXPASy (https://web.expasy.org/translate/) y la delimitacion se realizd6 de manera manual

(Gasteiger, 2003). Cuando se presento discordancia bioldgica en el alineamiento, en otras palabras,
que no se cumpliese la concordancia entre las secuencias del ARNm con el gen, se cambiaron los
pardmetros de la matriz de alineamiento hasta obtener la mejor afinidad bioldgica, es decir, la
misma posicion entre los nucle6tidos del ARNm con el gen.

Para corroborar las posiciones obtenidas de los alineamientos y las nuevas variantes
reportadas posteriores al alineamiento, se realizé la delimitacion manual de las posiciones de
exones indicadas en el GenBank para el gen PRKN (Sayers et al., 2019). El resultado se tabulé en
una hoja de célculo para facilidad del manejo de la informacion.

3.2 Validacion in silico de exones presentes en los intrones del gen PRKN

La verificacion de los sitios de procesamiento de ARNmMm, sitios potenciales de exones en

sus regiones 5’— 3’, se determinaron con los softwares AUGUSTUS (Hoff y Stanke, 2013; Stanke

et al., 2006); (https://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/submission.php) y GenScan (Burge y

Karlin, 1997); (http://hollywood.mit.edu/GENSCAN.html); mientras que los posibles sitios de

poliadenilacién con el software PolyApred (Ahmed et al., 2009);

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/polyapred/index.html). Ademas, la determinacién de secuencias

en tandem y microsatélites de alguna region se emple6 el programa Tandem repeats finder

(Benson, 1999) (https://tandem.bu.edu/trf/advanced submit); cuando se consideré pertinente.
Ademas, la representacion grafica de los ORFs representativos de los intrones se realizo con el

software Geneious (Kearse et al., 2012).


https://web.expasy.org/translate/
https://bioinf.uni-greifswald.de/augustus/submission.php
http://hollywood.mit.edu/GENSCAN.html
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/polyapred/index.html
https://tandem.bu.edu/trf/advanced_submit
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3.3 Caracterizacion de secuencias especificas de unién para factores de la transcripcion
(SEUFT) en intrones

Los elementos obtenidos en los pasos anteriores se ubicaron de forma manual dentro de
cada intrén en la secuencia consenso. Se determinaron los SEUFT, mediante el establecimiento de
los elementos candnicos de promotores eucariontes, elementos de sitios funcionales y regulatorios,
a partir de los softwares GenScan y Softberry

(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=tsswyqgroup=programsysubgroup=promoter).

3.3.1 Caracterizacion funcional de exones y marcos abiertos de lectura en el gen PRKN

Con los ORFs obtenidos mediante el paso anterior, se hizo la traduccion de nucle6tidos a
aminodcidos, mediante la herramienta Translate de la plataforma ExPASy (Gasteiger, 2003).
Ademas, para determinar los elementos funcionales de cada proteina, los ORFs generados de cada
intron se compararon con las bases de datos de dominios de proteinas PROSITE (Sigrist et al.,

2013) (https://prosite.expasy.org/).



http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=tssw&group=programs&subgroup=promoter
https://prosite.expasy.org/
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4, Resultados

4.1 Identificacion de las secuencias del gen PRKN y ARNm en la base de datos Gene.

En la base de datos Gene se determind que el gen PRKN tiene el codigo de identificacion
5071, con el nombre oficial PRKN RBR E3 ubiquitin protein ligase y con el simbolo oficial
empelado en esta pasantia. Se reporta en dicha pagina que el gen PRKN esta en el cromosoma 6.
Dentro de la informacion que suministra también se indican los ARNm caracterizados del gen
PRKN (Figura 1, Apéndice A).
Figura 1

Imagen de la base de datos de GenBank correspondiente al gen PRKN

Search details

(prkn[All Flelds] AND (“Homo"[Organism]
OR homo[All Fields])) AnD alive[prop]
Search results

Items: 1 to 20 of 3423

Page [1 | or17z  Next
@ Ssee aiso 1 discontinued or replaced tems.

Search

Last
Sea more
GenolD  Decoioion lasc RAILe
PRKN AR-JP, LPRS2, PARK2 602544l Recent activity »
D 5071 PDJ Tum Off Clear
Q@ prkn homo AND (alive[prop]) (3423)
[T tumor protein p53 Chromosome 17 BCG7, BMFSS, LFS1 191170 | @ PRKN AND (alive[prop]) (3900
ID: 7157 [Homo sapiens NC_000017 11 P53, TRPS3
thuman)] (7668421..7687490,
complement)
C HIE1A HIF-1-alpha, HIF-1A, HIF- 803348
1D: 3091 1alpha, HIF1, HIF1-
ALPHA, MOP1, PASDE
bHLHe78
) BRCA1 Chromosome 17 BRCAI, BRCC1 113705
1D 672 NC_D00017.11 BROVCA1, FANCS, IRIS See more
(43044295.43125364, PNCA4, PPP1R53, PSCP,
complement) RNF53
1 NG_008289.2 RefSeqGene
yyyyyyyyyy 5037 1385386
Download i 3 v aph
MRNA and Protein(s)
1 NM_004662.3 — NP_004553.2 E3 ublquitin-protein ligase parkin isoform 1
See identical proteins and their annotated locations for NP_004553,2
Status: REVIEWED
anscript varlant 1 represents the predominant and full-length form of this gene

165.1, ENST00000366898.6

cd01798 | parkin_N; am
Y 72

ninal ublquitin-like of parkin protein

00213 UBQ; Ubiquitin homologues
2
7 | 1BR; In Between Ring fingers

15 IBR, IBR domain, a halfl RING-finger domain

Nota. La imagen indica la ubicacion y acceso a la informacion del gen PRKN de H. sapiens.
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Ademas, en la base de datos se indica que el gen PRKN en el genoma humano, estéa en
monocopia y contiene 1.380.350 pb. En tanto para los ARNm que codifica, se identificaron 3
variantes, las cuales se nombraron como: variante 1 (V1), que contenia 12 exones, la variante 2
(V2), que presentd un exdn menos respecto a la variante anterior y la variante 3 (V3) con 9 exones.
Todas ellas mostraron un rango de 3731 a 5129 pb (Tabla 1).

También se determinaron 3 variantes adicionales, las cuales estaban denominadas como
variante X1y X2 que contenian 12 exones y una variante X3 con un exdn menos que las antes
indicadas (Tabla 1).

Tabla 1

Variantes de ARNm del gen PRKN en la base de datos GENE

Variante N° Exones bp N° acceso
1 12 4178 NM 004562.3
2 11 4094 NM_013987.3
3 9 3731 NM 013988.3
X1 12 5129 XM _017010908.2
X2 12 4175 XM _011535863.2
X3 11 4014 XM _024446449.2

Nota. La variante 1, V1 es la mas completa reportada con 12 exones, la variante 2 V2 cuenta
con 11 exones, la variante 3 V3 cuenta con 9 exones. Las variantes X1y X2 contiene los 12 exones

y la variante X3 cuenta con 11 exones.

Un aspecto para resaltar con la fecha inicial a la obtencién de los datos reportados en el
GenBank se determind en la posicion de los exones de cada variante, el cual cambi6 en marzo de
2023 como se evidenciara mas adelante en este informe. Para esta pasantia, se consideraron
unicamente las posiciones de las variantes iniciales y no las posteriores al analisis, ya que como se

demostrara en los siguientes resultados, los datos iniciales del GenBank no presentaban una base
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molecular consistente a una realidad bioldgicay que, a la fecha de este informe, lo que actualmente
reporta esta base de datos si concuerda con los resultados iniciales (Apéndice B).
4.1.1 Delimitacion de intrones y exones del gen PRKN

El alineamiento tipo ClustalW del gen PRKN y sus seis secuencias de ARNm con los
pardmetros propuestos por el disefiador del software, no generaron un alineamiento acorde a una
realidad biologica (Apéndice C.1). Mientras que el mismo procedimiento sin el gen y con las 6
variantes del ARNm, se determind que la variante X3 presentaba un orden nucleotidico distinto a
las otras variantes (Apéendice C.2).

De igual forma, al realizar el alineamiento entre los ARNm de las 3 variantes (V1, V2 'y
V3) y los ARNm X1 y X2 de PRKN se determind que el ARNm X1 presentaba una mayor
diferencia en las primeras 1080 pb del extremo 5’ (Apéndice C.3). Finalmente, el alineamiento
entre el ARNm de la variante X2 de PRKN respecto a las 3 variantes mostr6 que esta Gltima era
similar a la variante V1 con la Unica diferencia de dos nucleétidos dentro del ORF (Apéndice C.4).
Por lo tanto, la variante X2 se considero idéntica a la V1 y la determinacion de la posicién de los
exones en el gen PRKN se realizé unicamente con las variantes de ARNm V1, V2 'y V3.

El alineamiento entre ellas mostrd la pérdida de regiones en los ARNm de las variantes V2
y V3 lo que confirmo los tamafios reportados mostrados en el Apéndice By sugirio que la pérdida
respecto al ARNm de la variante V1, correspondia a los exones reportados (Apéndice C.5).

El alineamiento entre el gen PRKN y las 3 variantes de ARNm, mostraron la identidad de
las regiones del gen y sus correspondientes segmentos de ARNm de cada una de las variantes; lo
que confirmo que las regiones del gen que no contenian homologia respecto al ARNm podian ser
considerados como intrones. Mientras que, la ausencia de un segmento de alguna de las variantes

V2 'y V3 correspondian al procesamiento alternativo en el ARNm de cada una (Apéndice C.6).
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Sin embargo, al verificar la posicion de cada region de identidad respecto a las posiciones
reportadas por el GenBank en ese momento, los resultados indicaron una discordancia entre la
posicion reportada respecto a la region de identidad (Apéndice C.6). En relacién con lo anterior,
la posicion de inicio del exon 1 indicado por el GenBank comenzaba a partir de la posicion 1 hasta
la posicion 105 y asi sucesivamente hasta su codén de paro. No obstante, este orden numérico no
se cumplia para las variantes V1, V2 y V3, ya que estas presentaban posiciones diferentes en los
exones reportados por el GenBank (Apéndice B).

En esta region comun considerada como el primer exén para las tres variantes (posicion 1
hasta la posicién 105), los primeros 98 nucleétidos presentaron identidad con el exdn del gen, pero
los 17 nucledtidos restantes se distribuyeron en tres regiones del intrén 1. De estas, la segunda
correspondia al coddn de inicio de la traduccion y a los dos primeros nucleétidos del siguiente
codon, el cual estaba en la tercera region junto con los siete primeros nucledtidos del exén 2,
referidos por el GenBank. (Figura 2 Apéndices C.6 y C.7).

Sin embargo, el alineamiento manual demostr6 que la posicion colocada en el GenBank si
correspondia a lo esperado, por lo tanto, para esta etapa de la pasantia el exén 1 se localizé en las
posiciones indicadas en el GenBank (posiciones 1-105) (Tabla 2 Anexo B). Asi mismo, desde la

posicion 106 inicia el intron 1 (Figura 3).
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Figura 2

Alineamiento entre el primer exon y las variantes del ARNm de PRKN

70 80 90 100 | 10 20
123456789012345678901234567890123456789012345|1678901234567890
PRKNHsapGen CCTGTTCCTGGCCCGCAGCCGCCACCTACCCAGTGACCATGATAG | GTACGTGGGTACCTG 000120
PRKNHsapVarl CCTGTTCCTGGCCCGCAGCCGCCACCTA-————— —————— —— — —— — —— —— —— — — — — — — — — — 000120
PRKNHsapVvVar2 CCTGTTCCTGGCCCGCAGCCGCCACCTA——— — 000120
PRKNHYsapVar3 CCTGTTCCTGGCCCGCAGCCGCCACCTA————— ———— —— —— — —— — —— — — — — — — — — — — — — — 000120

EXON 1 INTRON 1
3€3€3C 303€ 30 3C 30 3E 34 3 3C 3T IE 3C 3 ICICIE I 33T I ICICIT 3CICICIEITIC 3CICICICICIC I ICICITICIT ICICICICICIT I ICITICITIC K ICITIK

80 20 300 10 20
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
PRKNHsapGen GAGTTTTAGGAGTTATAAGTCCTCCCT TCCCAGTGACTAAATGGATCCTTT TTTTTTTTT 094320
PRKNHsapVarl oo0o0089—-96
PRKNHsapVar2 000089 —-96
PRKNHYsapVar3 000089—-96

3K I KK I HK IR IR KKK I KKK KKK IR KKK KKK KKK KK HKK IR KK KK

30 50 60
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
PRKNHsapGen TTCACAGGTGGAGTT TTGTTTGTTTAT CGAAGGAAAAGT GACTCCAGGAATGAAAAAGCC 144360
PRKNHsapVvVarl 000097—98
PRKNHsapVar2 000097—-98
PRKNHYsapVar3 000097—-98

INTRON 1

70 80 90 400 10 20
123456789012345678901234567890123456789012345678901234567890
PRKNHsapGen ATGATTCACAAAGAATTTCTCGCAGTGTTTCTGTCCTAGCTGGTCACTTCAGAAGCTAAC 144420
PRKNHsapVarl 000099-103
PRKNHsapVar2 000099—-103
PRKNHYsapVvVar3 00009299—-103

INTRON 1

HHKHHEHE K KHKHKE X E K KKK HEHKHE KKK KKK KEKH KK XK KK KK KKK KKK KKK KKK KKK

10 20 30 40 50 60
1234567890123456789012345678901234567|89012345678901234567890
PRKNHsapGen CTAAGCATCACCTAAGAATAGGGCCTGTTTCTCAAAG | TGTTTGTGGCTGGGGCACCTCCT 208260

PRKNHsapVarl
PRKNHsapVar2
PRKNHYsapVar3

AG|TGTTTGT —
AG|TGTTTGT ——
AG|TGTTTGT —————— —————— ————
INTRON 1

P s e e e

90 300 10 20 30 40
1234567890123 145678901234567890123456789012345678901234567890
PRKNHsapGen TTTCCTTGGTCAG | TGTTTGTCAGGTTCAACTC CAGCCATGGTTTCCCAGT GGAGGTCGAT 284340
PRKNHsapVarl AG | TGTTTGTCAGGTTCAACTCCAGCCATGGTTTCCCAGTGGAGGTCGAT 000104—105
PRKNHsapVvVar2 AG | TGTTTGTCAGGTTCAACTC CAGCCATGGTTTCCCAGTGGAGGTCGAT 000104—105
PRKNHYsapVvVar3 AG | TGTTTGTCAGGTTCAACTCCAGCCATGGTTTCCCAGTGGAGGTCGAT 000104—105
EXON 2

Nota. Las letras verdes corresponden a los nucle6tidos del exdn 1, las rojas indican la region del
codon de inicio de la traduccion y los dos primeros nucleétidos del segundo coddn; Se observa
que la tercera region esta duplicada (letras azules), la primera region esta dentro del intron y la
segunda corresponde al tltimo nucledétido del segundo coddn y el primer nucle6tido del codén que

continlia en el exon 2 que esta separado por la barra azul.
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Figura 3

Alineamiento manual entre el primer exon y las variantes del ARNm de PRKN

EXON 1/ 5’ UTR
PRKNHsapGen AGGATTTAACCCAGGAGAGCCGCTGGTGGGAGGCGCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCATGGGCCTGTITCCTG 000060
PRKNHsapVarl AGGATTTAACCCAGGAGAGCCGCTGGTGGGAGGCGCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCATGGGCCTGTTCCTG 000060
PRKNHsapVar2 AGGATTTAACCCAGGAGAGCCGCTGGTGGGAGGCGCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCATGGGCCTGTITCCTG 000060
PRKNHsapVar3 AGGATTTAACCCAGGAGAGCCGCTGGTGGGAGGCGCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCATGGGCCTGTTCCTG 000060

EXON 1/ 5'UTR ORF INTRON 1

PRKNHsapGen GCCCGCAGCCGCCACCTACCCAGTGACCATGATAG | GTACGTGGGTACCTGCCAGGTACAGCCTCTCTGCG 000120
PRKNHsapVarl GCCCGCAGCCGCCACCTACCCAGTGACCATGATAG]

M I
PRKNHsapVar2 GCCCGCAGCCGCCACCTACCCAGTGACCATGATAG |

M I
PRKNHsapVar3 GCCCGCAGCCGCCACCTACCCAGTGACCATGATAG|

M I

Nota. En letra negrita y subrayada se indican los primeros dos codones de inicio de la traduccion
y el primer nucleotido del tercer coddn que contintia en el exon 2. Se considera que los nucleotidos

rio abajo de esta region corresponden al extremo 5’ no traducido del ARNm.

Este proceso se realizd sucesivamente de manera manual, mediante el conteo del nimero
de pb de cada exdn dentro de las secuencias de cada variante. Para la variante uno, con este método,
se determind 12 exones, pero el GenBank reportaba 11; en tanto que la variante dos tenia 11 exones
acorde a lo reportado por el GenBank, mientras que en la variante 3 se establecieron 9 exones,
pero la base de datos reportaba 8 exones.

Esta discordancia entre la ubicacién de exones y las secuencias usadas de cada variante se
observo en los primeros alineamientos entre el gen y las tres variantes de ARNm de PRKN con los
parametros del modelo de pérdida de ADN y otros de forma aleatoria (Apéndice C.6 y C.7). Los
resultados siempre mostraron una inconsistencia con el primer exon el cual contenia el extremo
5’UTR y el primer codon de metionina de inicio de la traduccidn en el intron 1, lo cual era contrario

a lo reportado en el GenBank en ese momento, ya que se reportaba como el exén 1 al segundo
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exon. Lo anterior tuvo que ser demostrado mediante un alineamiento manual y no como un
algoritmo (Apéndice B).

Estas inconsistencias entre la nomenclatura de las posiciones también se presentaron para
los subsecuentes exones. Las 3 variantes contenian similitud hasta el exén 2 y a partir del exén 3
hubo inconsistencias en cada una de ellas, mostrando que los exones se interpolaban en extremo
3’— 5’ de unos con otros hasta el exén 12. Es decir, el final de los intrones de la Var 2 eran el
inicio de los intrones de la Var 1. También se observéd que la variante 3 tenia relacion con las
variantes 1y 2, el exdn 4 de la V3 era el final del exdn 6 de la V2, el final del exon 10 de la V1
correspondia al final del ex6n 9 de la V2 y al final del exén 7 de la V3. El inicio del exén 11 de la
V1 era el inicio del exén de la V3, y el inicio del exdn 12 de la V1 es el inicio del exén 11 de la
V2.

Para dar una solucion a lo anterior, se tabularon las posiciones de los intrones y exones del
gen, asi como los exones de cada variante y se compararon con los reportados en el GenBank lo
que corroboro la inconsistencia. Sin embargo, a marzo de 2023 el GenBank modificd las
posiciones de los exones del gen y mostré el resultado inicial de la delimitacién de los intrones y
exones de esta pasantia (Apéndice B).

La graficacion del resultado del limite de los intrones y exones en el gen PRKN (Apendice
B) mostro 3 tipos de intrones en funcion de su tamafio; los intrones 1, 2, 6, 7'y 9 tuvieron mas de
150.000 pb. En tanto que los intrones 3, 4 y 5 su tamafio fue de 50.000 pb hasta menos de 150.000
pb y los intrones 8, 10 y 11 fueron menores a 27.000 pb. Los exones 5, 8 y 10 tuvieron un tamafio
menor a 100 pb y los exones 2 y 3 fue mayor al valor anterior. El resto de los exones 1, 4, 6, 7, 9,

11y 12 tuvieron un rango de 100 pb a menos de 150 pb (Figura 4A 'y 4B).
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Figura 4
Gréfica del tamafio de los exones e intrones del gen PRKN
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Nota. En la grafica “A” se muestra el tamafio de los exones y en la grafica “B” de los intrones del
gen PRKN. Es de resaltar el tamafio de los intrones respecto a los exones del gen, ademas, de la

tendencia nucleotidica mayor al extremo 5’ respecto al extremo 3°.

Por todo lo anterior, se puede considerar que la mayor cantidad de pb del gen se encuentra
desde el exdn 1 hasta el exon 7 incluyendo los intrones, mientras que la region minoritaria del gen
es desde el exon 8 hasta el final del exén 12 con sus intrones.

4.2 Validacion in silico de exones en los intrones del gen PRKN

La determinacion de posibles exones y/o ORFs o sitios activos de la traduccién dentro de
cada intron con el programa AUGUSTUS obtuvo una prediccién limitada de cada uno de los
intrones, mostrando que Unicamente el intrén 1y 7 presentaron ORFs. Interesantemente el ORF 1
comienza desde el primer nucle6tido del intron 1 pero el coddn de inicio es GTA para Valina, el
cual esta contiguo del ultimo nucleétido del exdn 1 que corresponde al tercer codon del primero

ORF reportado para las 3 variantes. El ORF 1 del intron 1 presenta 132 codones junto con el codon
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de paro TAA localizado en el nucle6tido 468 (Figura 5). Ademas, se determiné un segundo ORF
dentro del intrén 1 conformado por cuatro exones y 5 sitios de poliadenilacién (Apéndice D).
Figura 5

Primer Marco abierto de lectura del intrén 1 del gen PRKN

EXON 1 GB | INTRON 1 I101E1//Augustus
IAGGATTTAACCCAGGAGAGCCGCTGGT >GCGGCTGGCGCCGCTGCGCGCATGGGCCTGTTCCTGGCCCGCAGCCGCCACCTACCCAGTGACC ATGATAG | GTAC CCTGCCAGGTACAGCCTCTCTGCG 0000140
M I |VRGY L PGTAS LR

Var 1-Exon 1
ATGATAG |
M I |

Var 2-Exon 1
ATGATAG |
M I |

Var 3-Exon 1
ATGATAG|
M I |

| I101E1//GenSacan-Augustus
CCGCCCCACGCCCCGETATGGCGCCACGCCCCGCCTCGGCCGACCAG | GACCCCCGGTGCCAACTGTCAATGGGGCCCCAGTGTGTGCGTTCGAAGCCCTCGCCTGCCCGCCCCTGCTCTGAGCG TTCTCATGAAGACCGE 0000280
R PTPRJYGATTPRTLGRTP GPPVPTVNRGPSVCVRSZPRTILTPAPA ALSV VTLME KT A

[CTCGACGGGGACGCCAGGCGGCCCCGCACCCCCGCTCCTCGTTCGCGGTCCCCCGGACCGTGTGGGETCCCGAAGCCTTCTCCCCGCCGCCGCCCCTCACCTTCGCCCCG CCGCCGCCCCTCACCTTCGCCCCTCACCTC 0000280
s T TP GG PAPUPULULV RG?PUPD RV G SRS LULPAAAPUHTLR RUZPAAALAPU HTILTRUPSP

IACTGGCCGGTTGTGGTGCGGTTCAGGACCCATCGAGACCCACTCTCTGTGGGGCTCTTTCAGGAAACCGCAGCAAAGCATTAA ACTCTAATGGAAGGCACCTGGTGAGGGTGGCTGGCTCCACAGARACTCCTCCAGATA 0000420
H W P V V VRFRTHIRTIDUPIULSV GLVFOQETAA ATI KH -

Nota. El primer exdn es separado por el primer intron por una barra (|), donde se muestra de manera
subrayada el coddn de inicio de la traduccion, el segundo codon y el primer nucle6tido del tercer
coddn. Inmediatamente se indica el ORF determinado con el Software AUGUSTUS vy en la
segunda barra se muestra el ORF encontrado con el software GenScan, el cual se sobresolapa con
el ORF determinado con el Software AUGUSTUS. El coddn de paro se indica con una linea

horizontal en la parte inferior del codén TAA.

A diferencia del intrén 1, el software AUGUSTUS determiné Unicamente un ORF en el
intrén 7, compuesto por un exon de 381 codones al incluir los codones de inicio y paro TGA de la
traduccion, ademas, de siete sitios potenciales de poliadenilacion (Figura 6). Una de las
caracteristicas de esté ORF la presencia de elementos repetidos en tandem; en los codones para los
aminoacidos NAT y MQH, los cuales se repiten 19 y 20 veces respectivamente (Figura 6;

Apéndice D).
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Figura 6

ORF del intrén 7 del gen PRKN con secuencias repetidas en tAndem

Intron 7 17-01-E1//GenScan-Augustus
TCAGAATGCAACACATCAGAGTGCARCATATCAGGATTCAACACATCAGAATACAACATAACAGAAAGARTGCRACACATCAGARAGA | ATGCAACATATCAGAAAGAATGCAACACTTCAGAATGCAACATATCAGACTG
M Q H I RIKNA ATIULAOQNATYOQT

CAAGATATCAGAACGAATGCAGCACTTCAGAATGCAACACATCAGGCTGCAACATATCAGAAAGAATGCAACACATCAGAATGCAACACATCAGAAAGAATGCAACACGTCAGAATGCAACATATCTGAAAGAATGCAAC
A R Y Q NEC ST SET CNTSGC CNTISEHRMOQIHTIR MQHTIRIEKNATI RI QNATT YTLZE KTETCN

IACGCCAGAATGCAACATATCAGAAAGAATGCAACACTTCAGAATGCAACACACCAGARAGAATGCAACACATCAGAATGCAACATATCTGAAAGAATGCAACACT TCAGAATGCAACACACCAGAAAGAATACAACACAT
T PECVNTISEU RMOQHFRMOQOU HTRIEKNATU HA QNATY YTLI KTETCNTSETCNTU®PET RTIZ QI HTI

CAGAATGCAATATATCAGAAAGAATGCAACACTTCAGAATGCAACACACCAGAAAGAATACAACACATCAGAATGCCACATATCTGAAAGAATGCAACATATCGGAGGGCAACACATCAGAAAGAATGCAACACATCAGA
R MQYIRIKNATTLA QN AT HA QI KET YNTSETGCHTIS SEA RMOQOIUHEIGSGI QIHTIURIEKNATHQ

IATGTGATGTATCAGAAAGAATGCAACACATCAGAATGCAACACATCAGARAGAATGCAACATATCAGAATGCAACACATCAGAAAGAATGCAACACT TCAGAATGCAACACATCAGACTGCAACA TATCAGAAAGAATGC
N vMYQKETCNTSET CNTSERMMGO QIHTIRMMOQHTIR RIEKNATTILA QNATIHAOQTATTYOQZKTESTC

IAACACATCAGAATGGAACACATCAAAAAGAATGCAACACATCAGAATGCAACATATCAGAAAGAATGCAGCACGTCAGAATGCAACATATCTGAAAGAATGCAACACATCAGAATGCAACATATC AGAAAGAATGCAACA
N TS EWNTS KRMOQUHIRMOQOUHEIRIEKNAARAGOQNATYTLI KTETCNTSETCNTISETZRMQH

CTTCAGAATGCAACACACCAGAAAGAATACAACACATCAGAATGCAACATATCTGAAAGAATGCAACATATCAGAGGGCAACACATCAGACTGCAACATATCAGAAAGAATGCAACACATCAGAATGCAACACAGAAAGA
F RMOQHTRIEKNTTHOQNATYTZLI KETCNTISETGNTS SUD CNTISET RMMOQIEHTITR RMOQIUHET RTK

JATGCAACACATCAGAATGCAACACATCAGAAAGAATGCAACACATCAGARAGAATCCAACACATCAGAATGCAACACATCAGAAAGAATGCAACACATCAGAGTGCAACATATCAGAAAGAATGC AACACATCAGAATGC
W AT HQNATUHA QI KET CNTSERTIUOQHTIRMMOQIHITR RIEKNATU HG QSATYOQIEKETCNTSETC

JAACACACCAGAAAGAATACAACACATCAGAATGCAACACATCAGAAAGAATGCAACATATCAGAATGCAACACATCAGCAAGAATGCAACACATCAGAATGCAACACATCAGAAA GAATGCAACATGTCAGRATGCAGCA
N TPEIRTIOQHTIRMOQOIUHEIR RIEKNATYOQNANTU?PEZ RTIOQHTIIRMOQOUHETIRIEKNATTYQNH-A

CACATCAGCAAGAATGCAACACATCAGAATGCAACACATCAGAAAGAATGCAACATGTCAGAATGCAGCACATCAGARAGAATGCAACATGCCAGAATATGCAACACATCAGAAAGAATGCAACATGTCAGAATGCAGCA
T H Q QECNTSECNTSETRMOQEHVRMOQUH TIREKINAZTC CG QNMOQEHTIREKTNNATTCAOQNAA

CATCAGAAAGAATGCAACATGTCAGAATATGCAACATATCAGGAAGAATGCAGCATGTCAGAAT GCAACACCTCAGAATGTAACACATCAGAAAGCAAAAGCCTTAGAATGAAGTCCTCACAAGT TTCATCTTGAA | CATA
H Q KECNMSEVYATVYOQEETCSMSETCNTSETCNTS SES S KSLIRMIEKSSQV S S -

Nota. ORF del intrdn 7 con secuencias repetidas en tandem. La secuencia repetida de aminoacidos
MQH en azul y NAT en Rojo.

El mismo analisis con el software GenScan, generé mejores resultados, al mostrar que
todos los intrones presentan exones y que la unién de algunos de estos formaban ORFs con codon
de inicio y de terminacion de la traduccion, asi como sus regiones de poliadenilacién. Ademas, el
software mostré los ORFs en cadena sentido (5’— 3’) y antisendo (3°’— 5”) lo que facilitd su
clasificacion, y con ello lograr la traduccion conceptual de cada ORF de una forma eficiente. Como
se observa en la Figura 7, la cantidad de ORFs estuvo en funcion del tamafio de cada intron, es
decir, los intrones de mayor tamafio tuvieron mas ORFs respecto a los inferiores (Figura 7A). Sin
embargo, la de cantidad ORFs sentido fue mayor que los ORFs antisentido en los intrones 1, 2, 4

y 6; contrario a lo que se observo en los intrones 3, 7 y 9; mientras que, los que tenian igual cantidad
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de ORFs sentido y antisentido, fueron los intrones 5, 8, 10 y 11; unicamente el intron 12 no
presentd un ORF en direccion antisentido, por lo tanto, se identificaron 34 ORFs en direccion 5°—
3’ (Figura 7B).

Figura7

Cantidad de ORFs sentidos y antisentidos del gen PRKN
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Nota. La cantidad total de los ORFs determinados en los intrones del gen PRKN se muestra en el
grafico “A”. Mientras que la cantidad de ORFs en direccion sentido (5° — 3”) y antisentido (3° —

— 57) se observan en el grafico “B”; los nimeros en las barras indican la cantidad de ORFs.

Otro aspecto por resaltar es que los ORFs en los intrones 10, 11y 12 tuvieron 1 solo exon,
el resto de los intrones tuvieron entre 3 a 9 exones por ORF, como es el caso del intron 9. Posterior
al coddn de paro de todos los ORFs determinados se presentd una o mas sefiales de poliadenilacién.
Por lo tanto, se determind un total de 128 exones dentro de los intrones del gen PRKN. Cabe
resaltar que la distribucién de cada ORF fue de forma aleatoria dentro del intrdén y no se determiné
algun tipo de patrén independientemente del tamafio de cada intrdn.

Lo anterior, se observa en la Figura 8 donde se indica la distribucion de los ORFs dentro

de los intrones 1y 7. Aungue el programa AUGUSTUS arrojo predicciones Ginicamente para estos
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dos intrones, los resultados fueron similares a los obtenidos por el programa GenScan, el cual
presentd una cobertura mas amplia en los demas intrones (Figura 5 y 6; Apéndice D).

Figura 8

Distribucién de los exones concomitantemente ORFs en los intrones 1y 7
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Nota. En el grafico “A” se muestra la estructura de los 6 ORFs encontrados a partir del programa
GeneScan, en el intron 1. Al interior de cada recuadro, se encuentran las posiciones de los exones
correspondientes a cada ORF. Mientras que en “B” se representan los ORFs encontrados a partir
del programa GeneScan, en el intrdn 7. En el recuadro rojo se observa la estructura del exén 1, del

ORF 1, donde se identifica una posible repeticion en tndem.
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4.3 Caracteristicas funcionales de los exones y marcos abiertos de lectura en los intrones del
gen PRKN

El andlisis de las secuencias de aminoécidos codificada para cada exdn mostré respecto a
la base de datos PROSITE que el 56.3 % de los ORFs codifican para elementos de regulacion por
fosforilacion; mientras que el 27.3 % corresponde a modificaciones por la incorporacion de un
acido graso o interacciones con la membrana plasmatica o con la lamina basal. El 15 % codifica
para sitios de N-Glicosilacion o la amidacion del extremo carboxilo, el | 4.8 % para una region de
amidacion y el 1.6 % para dominios de dimerizacion o interaccion con el ARN (Figura 9).
Figura9

Caracterizacion de los dominios de los ORFs de los intrones del gen PRKN

1, 1% 1;1% 1;1% 1,1% _2;1%
1;1% 2; 1% 2:2%

DOMINIOS FUNCION CELULAR
31 IPSOOOOS MYRISTYL N-myristoylation site Adicion de miristato ( acido graso saturado de C14) a residuo N-terminal
30 | PS00005 PKC_PHOSPHO_SITE Protein kinase C phosphorylation site Mejora laVmax y Km de la reaccion de fosforilacion
26 PS00006 CK2_PHOSPHO_SITE Casein kinase Il phosphorylation site Actividad independiente de nucledtidos ciclicosy calcio
13 BPS00001 ASN_GLYCOSYLATION N-glycosylationssite Sitios potenciales de N-glicosilacion
12 JPS00004 CAMP_PHOSPHO_SITE cAMP- and cGMP-dependent protein kinase phosphorylation site Fosforilacionde Ser o Thr cerca de al menos 2 residuos basicos N-terminales
6 HPS00009 AMIDATION Amidation site Amidacion del extremo carboxilo
2 PS60007 TYR_PHOSPHO_SITE_2 Tyrosine kinase phosphorylationsite 2 Fosforilacion de la tirosina quinasa
2 JPS00017 ATP_GTP_A ATP/GTP-bindingsite motif A (P-loop) Proteinas de unionaATP o GTP
2 | PS00016 RGD Cellattachmentsequence Adhesion celular
1 | |PS00294 PRENYLATION Prenyl group bindingsite (CAAXbox) Incorporacion de restos lipidicos de tipoisoprenoide
1 PS51257 PROKAR_LIPOPROTEIN Prokaryotic membrane lipoprotein lipid attachmentsite profile  Unidn lipidica de lipoproteinasde membrana procariota
1 IPSSO315 GLY_RICH Glycine-rich region profile Dominios intrinsecamente no estructurados de proteinas de unién al ARN
1 BPS00029 LEUCINE_ZIPPER Leucine zipper pattern Dimerizacion de Proteinas

1 | PS00007 TYR_PHOSPHO_SITE_1 Tyrosine kinase phosphorylationsite 1 Fosforilacion de latirosina quinasa
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Nota. EI primer numero corresponde a la cantidad de dominios encontrados y su respectivo color
indicativo en la tabla superior. El siguiente nimero corresponde al cddigo de los dominios en la
base de datos PROSITE.

Teniendo en cuenta lo anterior, en el Apéndice E, todos los ORFs de los intrones contenian
al menos un exon que codifica para un sitio de fosforilacion, a excepcion de los ORFs 4y 1 de los
intrones 4 y 8 respectivamente; todos los ORFs determinados dentro de los intrones presentaron
un exén que codifica para la miristilacion de la proteina, es decir, la adicion de un &cido graso de
14 carbonos; mientras que el ORF 3 del intrén 7 present6 un exon que codifica para un sitio de
union de anclaje celular (Apéndice E).

4.3.1 Caracterizacion de secuencias especificas de union para factores de la transcripcion
(SEUFT)

Mediante el software GenScan, se determinaron un total de 23 regiones promotoras de 40
pb rio arriba de los ORFs de los intrones 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7 y 9. Mientras que los otros ORFs
determinados no presentaron estos elementos de sitios de union a factores de la transcripcion. Es
de resaltar que, dada la cantidad de elementos promotores y el analisis bioinformatico de cada uno
de ellos, se limito a colocar Gnicamente su posicion, la cual se muestra en el Apéndice F. Los
resultados con los softwares Softberry y CiiiDER mostraban elementos promotores de otras

especies diferentes a H. sapiens y por ello se descartaron del analisis de la pasantia.
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5. Discusion

La secuenciacion del genoma humano permitié comprender infinidad de genes y elementos
regulatorios de la fisiologia, y en algunos de ellos su papel en diversas enfermedades ligadas a la
herencia como es la EP (Nalls et al., 2019). A pesar de este logro, una de las limitantes del uso de
la informacion gendmica reportada en la base de datos del GenBank, es que muchos genes han
sido caracterizados por procedimientos bioinforméaticos y se requiere la validez tedrica y
experimental tanto de la organizacion de las regiones que conformaran a sus promotores y la
delimitacién de intrones y exones, que daran paso a los ARNm generados por el procesamiento de
ARN en caso de que tengan mas de dos exones (Antunes, 2022). Esta limitante la pudimos observar
en la primera fase de esta pasantia, donde la organizacion de intrones y exones para el gen PRKN
propuestos por el GenBank no presentaban una consistencia en las posiciones.

Una ventaja bioinformatica que ha contribuido a conocer la fisiologia y propiedades de las
proteinas, son las bases de datos proteicos, cuyos algoritmos matematicos permiten la correlacion
de las nuevas regiones determinadas con las disponibles en las bases de datos, y con ello, lograr
conocer la posible funcién celular de cada uno de los motivos y dominios que conforman a la
proteina encontrada (Sayers et al., 2019).

Con base a lo anterior, una de las principales enfermedades de las que ain se desconoce su
origen fisiolégico es la EP (Antunes, 2022). Sin embargo, se ha demostrado que existen genes que
contribuyen al desarrollo de la enfermedad en distintas edades del paciente, como lo es el gen
PRKN, el cual participa en la mitogafia y sus mutaciones se relacionan con la EP temprana

(Teresak et al., 2022; Zhu et al., 2022).
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Teniendo en cuenta lo anterior, y con el fin de dar cumplimiento al objetivo del Grupo
CAGE, en esta pasantia se determing in silico que los intrones del gen PRKN de humano, presentan
elementos que se pueden considerar exones y cuya traduccion genera proteinas ain no descritas.
La importancia de esto se explica a partir de lo reportado por el GenBank, donde se propone una
organizacion de 12 exones y 11 intrones, sin embargo, los resultados de esta pasantia indican que
se podrian generar nuevas organizaciones con importancia fisiologica.

Es de resaltar que este trabajo de haberse realizado de forma experimental habria requerido
un periodo de tiempo de afios para su ejecucion. Sin embargo, aqui se demuestra la importancia
de las bases datos publicas y del logro de tener el genoma humano a libre acceso, con lo cual,
mediante palabras claves, se logré obtener la informaciéon referente al gen PRKN para su respectivo
andlisis, en tiempos operativos a la actualidad.

Al realizar la delimitacion de cada exon reportado en la base de datos utilizada mediante
criterios bioldgicos, en esta pasantia se demostré que en muchas de las predicciones publicadas en
el GenBank no presentaban una concordancia bioldgica, es decir, las secuencias del ARNm de
cada una de las variantes del gen PRKN no eran 100 % idénticas con su region genémica. Tal como
se mostrd, esta validacion fue necesaria realizarla de manera manual ya que se determin6 que los
extremos 5’— 3’ en la mayoria de los exones reportados, se repiten dentro del siguiente exon e
inclusive, en la parte final de los intrones propuestos.

El ordenamiento inicial de la posicion de cada intron y exon reportados para el gen PRKN
para esta pasantia, el cual era distinto al propuesto por el GenBank, fue corroborado de manera
indirecta cuando esta base de datos cambi las posiciones de los elementos antes mencionados en

marzo del 2023 y concuerdan con lo establecido en esta pasantia.
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Se puede considerar que esta etapa fue fundamental para el desarrollo de la siguiente
caracterizacion realizada en la investigacion, ya que permitio establecer las regiones que fueron
consideradas intrones para determinar la presencia de elementos promotores y de exones en cada
uno de ellos.

Es de resaltar que, en un principio, se establecid que esta etapa se realizaria con las
herramientas del paquete computacional Softberry y otros. Sin embargo, los resultados que
mostraron este tipo de softwares incluian SEUFT de otras especies de organismos y se considerd
que el colocar dichos resultados generaran sesgos en el conocimiento de dichas regiones y dada la
cantidad obtenida es necesario un andlisis detallado de cada uno de ellos para establecer su posible
participacién en el funcionamiento celular y en la EP.

Los resultados encontrados con los softwares AUGUSTUS y GenScan, permitieron
establecer la presencia de 128 exones, algunos de ellos en forma individual o en grupos de mas
exones, que codificaban para Marcos Abiertos de Lectura ain no descritos para el gen PRKN. Cabe
mencionar que el software AUGUSTUS mostré un menor rango de prediccién que la generada por
GenScan, ya que solo se obtuvieron resultados para el intrén 1y 7.

Por lo tanto, se puede afirmar que en esta pasantia se realiz6 el primer anéalisis de elementos
de regulacién de la transcripcion, exones y sefiales de poliadenilacién dentro de los intrones del
gen PRKN en humanos. Los resultados generados por GenScan, mostraron que en todos los
intrones se tienen ORFs, tanto en direccion sentido como antisentido, y que muchos de ellos
contenian elementos que podrian generar un transcrito de ARNm con todos los elementos que los
conforman: una region promotora para la ARN polimerasa II, que codifica para un extremo 5’;

uno o mas intrones que pueden ser escindidos por el procesamiento del ARN, los exones que
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conformaréan al ORF con un coddn de inicio y de paro en la traduccion realizada por los ribosomas
y un extremo 3’ no traducido con una o mas sefiales de poliadenilacion.

Con base a lo anterior, se puede considerar que la expresion de algunos de ellos estara en
funcion del ciclo de vida del paciente y del tejido, e inclusive, la condicién metabdlica (Zhang et
al., 2022). Este postulado se sustenta en literatura, donde se muestra el patron de expresion del gen
PRKN en los tejidos de adulto y en desarrollo embrionario; siendo mayor la expresion en la
glandula adrenal, el cerebro, corazdn, rifion, tejido graso, testiculos y prostata tal como se muestra
en la pagina del gen PRKN del NCBI.

Uno de los resultados sobresalientes de la caracterizacion de los exones dentro de los
intrones del gen PRKN, fue el primer ORF del intron 7, que est4 conformado por secuencias en
tdndem, las cuales podrian funcionar como microsatélites (Kariya et al., 2005; Tan et al., 2003).
Se ha demostrado que el aumento o disminucion de microsatélites afectan directa o indirectamente
en enfermedades ligadas a la herencia como es la enfermedad de Huntington, entre otras (Bates et
al., 2015; Price et al., 1998).

Por otro lado, se encontrd un posible marco abierto de lectura en el intron 1, el cual tiene
su codon de inicio en la misma posicion de inicio del intrén 1. Esta region limita con el codon de
paro del exén 1, lo cual abre la posibilidad de tener un nuevo extremo amino en caso de tener
alguna regulacidn por el procesamiento del pre-ARNmM en esta parte del gen.

En esta pasantia se consider6 la region 3’ no traducida del exén 12, como el intrén 12. En
esta, se establecio un exon que contiene un coddn de paro y que, en caso de tener un procesamiento
alternativo respecto al exdn descrito en el GenBank, la posible traduccion de este exdn podria

generar un nuevo extremo carboxilo, lo cual podria influir en la funcion de la proteina.
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Finalmente, la traduccion de los exones hallados en los intrones presentaba al menos una
region de regulacion por fosforilacion y de otros motivos, para que la posible proteina traducida
se asocie a membranas celulares, lo cual podria contribuir a establecer la funcién celular de la
expresion de los ARNm del gen PRKN en las células de pacientes con EP, ademaés de la mitogafia.
Sumado a lo anterior, la presencia de una de las regiones de asociacion con el ARNm, como es el
motivo rico en glicinas o la presencia de un sitio de mistirilacion, el cual genera un enlace covalente
que afiade un grupo de miristato a su residuo N-terminal a través de un enlace amida, permitira
que la proteina que contenga este dominio interactie con los fosfolipidos de las membranas
celulares o con proteinas asociadas a membranas.

Para el caso de los pacientes con la EP, este descubrimiento es fundamental ya que
permitird establecer nuevas asociaciones membranales que aun no han sido descritas. Se puede
considerar que el trabajo realizado en esta pasantia abrird nuevas opciones para comprender la
asociacion del gen PRKN con la EP y la mitogafia, entre otras, lo cual contribuird a un mejor
diagndstico en los pacientes, ademas de los conocimientos en ciencia basica al ser aplicado en

organismos modelo de laboratorio o de la vida silvestre.
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6. Conclusiones

Los intrones del gen PRKN tienen elementos para la generacion del ARNm que contiene
un extremo 5’UTR, un ORF y un extremo 3’UTR con su respectiva sefial de poliadenilacion.

El uso de herramientas bioinforméticas es clave para la caracterizacion de secuencias de
intrones y exones para el gen PRKN en humanos.

El conocimiento bioldgico es importante a la hora del uso de herramientas bioinforméticas
para obtener mejores criterios e interpretaciones de los andlisis con respecto a los resultados
arrojados a partir de éstas.

Se debe efectuar la caracterizacion experimental de las variantes de procesamiento
alternativo del ARNm del gen PRKN con procedimientos que permitan establecer las posibles
combinaciones de exones dependiendo de la condicion fisiologica del paciente.

El establecimiento de los posibles ORFs de los exones en los intrones del gen PRKN
humano, requieren una validacion experimental a nivel de su transcripcion y traduccion.

Es necesario determinar experimentalmente la posible localizacion membranal de las
variantes del gen PRKN que contengan motivos de unién a membranas celulares.

Se requiere tanto la validacion in silico y experimental de los SEUFT en los ORFs presentes
en los intrones del gen PRKN.

Se da cumplimiento a las competencias establecidas para la realizacion de esta pasantia.
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