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RESUMEN

La identificacion de segmentos funcionales dentro del DNA es uno de los campos mas estudiados en la
actualidad, debido a la generacion de grandes volimenes de informacion a partir de los proyectos
genomicos, las predicciones computacionales han atraido la atencién de la comunidad cientifica en
general.

En este marco la identificacion de secuencias reguladoras se erige como un importante campo del andlisis
de genomas; sin embargo, dada la enorme complejidad del proceso de regulacién de la transcripcién
aunque promisorios el problema de la prediccién de las zonas reguladoras no se ha solucionado en su
totalidad.

Este articulo presenta una descripcion de algunas aproximaciones desarrolladas para la identificacion de
promotores y sus elementos cis-reguladores, también se describen las estructuras de sefiales funcionales
estructurales que son diana de reconocimiento de algunos de estos programas de prediccion aplicados al
gen que codifica para la subunidad NR1 del receptor de glutamato sensible a N-metil-D-aspartato (iGIuR-
NMDA) el cual ha sido objeto de estudio desde la década de los noventa.
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ABSTRACT

The identification of functional segments in DNA sequences is one of the more heavily studied fields at
the present time. Due to the generation of large volumes of information from genome projects, the
usefulness of computational predictions has attracted the attention of the general scientific community.

At this point the identification of regulatory sequences has emerged as an important area in the field of
genome analysis; however, given the enormous complexity of the transcription regulation process, the
problem concerning the prediction of regulatory areas, although promising, has not been completely
solved.

This paper presents a description of some approaches developed for the identification of promoters and
their elements, cis-regulators. The structures of functional and structural signals are also described that are
recognition targets for some of these prediction programs as applied to the gene that codes for the subunit,
NR1, from the glutamate receptor sensitive to N-methyl-D-aspartate (iGIuR-NMDA), which has been an
object of study since the nineties.

Key words: genes, GRIN1, NMDA, promoters, regulator.
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INTRODUCCION

La identificacion de elementos regulado-
res es hoy uno de los problemas mas re-
levantes en los estudios de biologia
molecular. En los ultimos afios grandes avan-
ces se han hecho desde el campo experi-
mental, esto ha permitido el acercamiento
a muchos de los aspectos de la regulas
cion de la transcripcion. Ademas dada la
importancia actual de los métodos com-
putacimales en el analisis de datos de bio-
secuencias, se han desarrollado variadas
aproximacionesjn silico, para detectar
motivos reguladores dentro de diferentes
genomas, como herramienta para identifi-«
car genes, en grupos de genes co-regula-
dos, y genes ortdlogos entre otros.

Si bien algunos algoritmos son promisorios,
las aproximaciones computacionales para
la identificacion de promotores se encuen-
tran en su infancia debido a las siguientes
razones entre otras:

e Si bien experimentalmente en los Ulti-
mos afios se ha avanzado, eventos tales
como el control del inicio de la trans-
cripcion no estan totalmente compren-
didos. (Fickett y Hatzigeorgiou, 1997).

silico es la busqueda de elementos
cis-reguladores organizados modular-
mente dentro de los promotores; sin
embargo, los genes pueden ser regula-
dos en muchas formas involucrando
interacciones entre varios elementos
reguladores. (Hu, 2000).

El patrén de nucle6tidos que constitu-

yen las regiones promotoras, tanto
proximal (nucleo) o distal, es muy com-

plejo y como resultado un solo progra-

ma puede tener un pobre desempefio.
(Bajic, 2000).

La identificacion de homdlogos aun en

el caso de homélogos cercanos no ga-
rantiza que su regulacion sea igual de
cercana. (Rombautst al, 2003).

La mayoria de la identificacion de se-
cuencias promotoras se ha centrado en
el extremo 5-UTR del sitio de inicio
de la transcripcién, aun cuando la evi-
dencia actual apunta a la existencia de
patrones con caracter regulador tanto
en el extremo 3'-UTR como dentro del
primer intron. (Burseet al, 2001).

Organizacién de las regiones

* La carencia de definicién estructural de

promotoras

las regiones promotoras, la cual tan s6lo_a regién promotora de un gen esta consti-
se encuentra definida a nivel funcio- tuida por un grupo de secuencias especifi-
nal. (Rombautet al, 2003). cas (elementosis-reguladores) que pueden
interactuar con un conjunto de proteinas
Carencia de aproximaciones que especificas denominadas factores de trans-
contemplen todos los niveles (por I0 cripcién (elementosrans-reguladores), con
menos la mayoria) de complejidad es-el fin de regular la transcripciéon de un gen.
tructural y funcional de las secuenciasEsta regién se encuentra por lo general al
promotoras. (Glazket al, 1998). Los  extremo 5-UTR del sitio de inicio de la
modelos actuales, ademas, presentafranscripcién y se ha dividido en varias
diferentes resultados entre especies dispartes, la parte que contiene al sitio de ini-
tintas e incluso dentro de la misma es-cio y la que al parecer controla la transcrip-
pecie. (Rombautst al, 2003). cién a nivel basal se denomina region
promotora nicleo, en ésta se encuentran
El nivel mas frecuentemente abordadoyng serie de motivos de DNA mas o menos
para la prediccion de promotor@  conservados en todos los eucariotes que se
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unen a distintos factores de transcripcidongo, si se esta interesado en ahondar sobre
(TFs) para lograr asi la union de la RNA un factor de transcripcion, no hay ningin
polimerasa Il. Es necesario tener en cuentaustituto de la revision de la literatura.

que la identificacién de secuencias regula-

doras a la que se refiere este articulo corredDentro de los factores cis-reguladores, mas
ponde Unicamente a los genes tipo Il deconservados en la regién nicleo del pro-
eucariotes. En esencia la region nucleo demotor, estan la secuencia TATA localizada
promotor corresponde al inicio del gen, lacorriente arriba del sitio de inicio de la
region que sigue a la region nudcleo es lla-trascripcion, y la secuencia iniciadora (Inr),
mada regiéon promotora proximal, también la cual incluye el sitio de inicio. La region
contiene multiples motivos de DNA que se nuclear del promotor incluye una caja
unen a distintos TFs, es la region que usualTATA, una secuencia Inr, 0 ambos elemen-
mente regula, ya no el inicio de la trans-tos, un tercer elemento conservado en el
cripcién, sino la velocidad a la que ésta sepromotor es la secuencia DPE el cual fue
da, por ultimo esta la region distal la cual inicialmente descrito eDrosophilay esta

no esta presente en todos los genes tipo llocalizada alrededor de 30 pb corriente
puede contener tanto amplificadores comoabajo del sitio de inicio de transcripcion.
represores de la transcripcidn, esta es l&l DPE aparece funcionando en conjunto
parte mas variable de toda la regidncon el elemento Inr, como un sitio de union
promotora y estad menos descrita que la parpara el factor de transcripcion TFIID en pro-
te ndcleo y la parte proximal. motores carentes de caja TATA (TATA -).

La anterior es una consideracion del nivelCaja TATA

mas basico de la regién promotora, por lo

tanto, se ha de tener en cuenta que el prd-& caja TATA en eucariotes varia su locali-
ceso de transcripcion también depende d&acion entre especies por ejemplo &n
la estructura de orden superior de |gCereviseaeesta localizada entre 40 y 120
cromatina, de la posicién no aleatoria debb corriente arriba del sitio de inicio de la
los nucleosomas y de la torsion del DNA, transcripcion, en otro eucariothizosac-
entre otros. Sin embargo, estos aspecto§haromyces pombel elemento TATA esta
no estan lo bastante descritos como pardcalizado entre 25 a 80 pb del sitio de ini-
generar modelos que permitan la predic-CiO de transcripcion, al igual que en el hom-
cion de las zonas reguladoras, por lo tanPre.

to, la mayoria de las aproximaciones

actuales se basan en la identificacion delATA es el sitio de unién para la proteina

los promotores a partir de la aproximacionde union a TATA (TBP por sus iniciales en
lineal antes presentada. inglés) la cual hace parte del complejo de

preiniciacion de la transcripcién, la secuen-
Los motivos cis-reguladores componentesCia consenso del elemento TATA es TATA-

de los elementos promotores son motivos”A €n levaduras; sin embargo, muchos
cortos que usualmente estan entre los 5 >(ﬁlementos derivados de esta secuencia ta-
los 20 nucleétidos de longitud (Wingeder, €S como TGTAAA funcionan como caja
1998; Tjian, 1995; Fickett y Hatzigeorgiou, TATA, algunos estudios sugieren que esto
1997), varias bases de datos que relacioocurre debido a otros factores que pueden
nan los elementos cis-reguladores con Facknirse también a TBP.

tores de Transcripcién se encuentran

disponibles, algunas de ellas son TRANS-Algunos genes carecen de una caja TATA
FAC, COMPEL, EPD y TRRD; sin embar- aproximadamente entre 30 y 50% del total
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de los genes humanos se presume son TATAUsqueda de tales secuencias deberia ser
-, al parecer dichos genes presentan caragnas efectiva en la anotacion de nuevas se-
teristicas y niveles de expresion diferentescuencias en comparacion con el reconoci-
a aguellos genes que poseen caja TATAmiento de motivos individuales.

sin embargo, estos genes no se encuentran

tan estudiados como los TATA +. En la actualidad numerosas bases de datos
relacionales de los elementos cis-regulado-
Elemento iniciador (Inr) res y factores de transcripcién entre estas

i o bases de datos estan:
El elemento Inr, como esta definido en

eucariotas superiores, no es simplementgpp: contienen informacion acerca de
la_secuencia que incluye el sitio de inicio hromotores, como ellos estan definidos
de la transcripcion, el elemento Inr fue vis- experimentalmente proveen sitios de ini-

to por primera vez en el promotor TATA — ¢jo de la transcripcion y su especificidad
del gen de la deoxinucleotidiltransferasage tejido.

como un elemento del promotor nicleo de

dicho gen, el cual puede ensamblar el comTRANSFAC: provee informacién sobre es-

plejo de preiniciacion nuclear. Posterior- yctura, funcién, secuencia y clasificacion
mente el elemento Inr fue identificado en ge TEs acerca de los sitios de unién.

muchos promotores, tanto TATA + como

TATA -, y ha sido implicado en el control TRRD: base de datos de regiones regula-
transcripcional por dirigir la iniciacion ade- goras transcripcional colecta informacion
cuada de manera independiente de la cajgcerca de la estructura total de regiones re-
TATA. guladores de genes eucariotas.

Al parecer el elemento Inr facilita el con- coMPEL: colectan la informacién sobre
trol transcripcional y podria ser una carac-glementos regulatorios compuestos. Estos
teristica universal de la transcripcion porggon definidos como parejas de sitios de
la RNA polimerasa II. unién situados cercanamente, corresponde
a factores de transcripcion e interacciones
Otros elementos tales como las islas CpGproteina-proteina entre ellas, y patrones de
UAS y URS también son elementos Conserexpresion provista por esta regulacion

vados. combinatorial.

La combinacién de los motivos simples de Receptor ionotrépico de glutamato

los promotores distales y proximales ge-activado por N-metil-D-aspartato

nera la diversidad de la regulacién en la;jglurR-NMDA)

expresion génica. Los factores de transcrip-

cion y las secuencias reguladoras estan conkl glutamato aparece como el principal

puestos por componentes modulares quéransmisor excitador y sélo los receptores

otorgan un alto nivel de especificidad porionotropicos de glutamato sensibles a N-

un namero relativamente pequefio de dife-metil-D-aspartato (iGIUR-NMDA) juegan un

rentes TFs. importante papel en la plasticidad sinapti-
ca, la induccién de potenciacién a largo

Para el entendimiento apropiado de la fun-término y la excitotoxicidad entre otros

cién génica, se debe concentrar la atenciériBai y Kusiak, 1995). Ademéas es un hecho

en los patrones de regulacion de secuenque el receptor iGIUR-NMDA al igual que

cias y no en los elementos individuales. Lalos receptores de glutamato no sensibles al
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N-metil-D-aspartato (GIuRs) se expresa detrabajos la participacion de GRIN1 en la
manera diferencial tanto espacial como tem-distonia de torsion. (Collinet al, 1993;
poralmente, confiriendo propiedades espe-Takanoet al, 1993). Brettet al, en 1994,
cificas en diferentes tejidos y etapas delrealizaron el mapeo del gen en humanos en
desarrollo, (Baiet al,, 2003, Pellegrini- la posicion 9934.3 usando un clon geno-
Giampietroet al, 1991). La subunidad NR1 mico que demostr6 la presencia de una se-
(NMDAR1) en el iGIuUR-NMDA es clave en cuencia polimérfica (VNTR) hacia la regién
el funcionamiento del receptor, tanto en5’ del gen y utilizé esta secuencia como
humanos como en mdridos se encuentramarcador para analisis de ligamiento en
isoformas diferentes, lo que sugiere unafamilias de caucésicos determiné la tasa de
compleja regulacién para el gen encarga+ecombinacion en cero (0) para machos y
do de codificar esta proteina (GRIN1), las0,03% para hembras.
otras subunidades (codificadas a su vez por
otros GRIN) se combinan con NR1 y jue- En 1995 Zimmergt al, clonaron el gen y
gan papeles importantes aunque se ha deadeterminaron que consiste en 21 exones dis-
terminado que la ausencia de ésta (NR1}ribuidos aproximadamente en 31 Kb, el equi-
causa la no funcionalidad del receptor.  po secuencid un total de 24.485 pb del gen y
las dividi6 en tres segmentos llamados A, B 'y
Las regiones reguladoras de los genes qu€; a estas secuencias se les asignaron los na-
codifican para el iGIuR-NMDA tanto en meros de acceso 232772, Z32773 y Z32774
humano como en sus homdlogos en miridogn la base de datos de nucle6tidos del
se han estudiado desde hace algunos afigdenBank éstas con GlI's 807892, 807893 y
de manera experimental; sin embargo, 1a807894 respectivamente.
investigacion al respecto permanece poco
desarrollada y muchos aspectos estan pocos exones 4, 20 y 21 son idénticos en la
dilucidarse aun, por esto, es necesario aborsecuencia de aminoéacidos para la cual co-
dar este problema desde la perspectivalifican y son susceptibles de corte y em-
bioinformética con el fin de proponer un palme alternativo tanto en rata como en
modelo de las regiones reguladoras para éhumano.
gen GRIN1 en humanos y roedores.
En la regién 5-UTR del gen se han identi-
GRIN1 ficado una caja TATA putativa a 629 pb del
sitio de inicio de la transcripcion y dos si-
El gen que codifica para la subunidad NR1tios de unién a Spl. Tres sitios adicionales
del iGIUR-NMDA ha sido objeto de estu- de unién a Spl fueron encontrados en orien-
dio desde la década de los noventa. Etacion inversa en el primer intrén. Una se-
mapeo de este gen se ha realizado de maneuencia consenso localizada 33 pb corriente
ra independiente por varios investigadoresarriba del exén 2 y un sitio putativo de unién
desde el trabajo de Karp y colaboradoresa la proteina HS en el segundo intrén y dos
en 1993, cuando llevaron a cabo andlisissecuencias de reconocimiento para la pro-
de hibridizacion del DNA de un grupo de teina homeoética similares a los “even-
células sométicas hibridas de humano/kipped” deDrosophila
hamster y por hibridizaciém situ median-
te fluorescencia; otros dos grupos de invesy\ETODOS
tigadores motivados por la probable
asociaciéon de este gen con enfermedadeAproximaciones desarrolladas para la iden-
como Hungtinton; fue mapeado en huma-tificacion de promotores y sus elementos
nos en la regiéon 9g34.3 sugiriendo amboscis-reguladores
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La disponibilidad de secuencias de geno-(1995) hace parte de la tendencia principal
mas completos y datos de expresién delel reconocimiento de promotores combi-
mRNA para muchos genes crea nuevasiando el reconocimiento individual de los
oportunidades y metas para la identifica-sitios de unién y alguna descripcion de
cion de motivos de DNA que controlan la como estos sitios podrian estar arreglados
expresion génica. espacialmente. Algunas veces la especifi-
cidad de unién esté caracterizada usando
Un vasto nimero de métodos computacio-secuencias consenso, en vez de matrices de
nales han sido diseflados para el reconocipeso, lo que muestra la base méas preferida
miento de regiones reguladoras, esteen cada posicidon dentro de una secuencia.
reconocimiento va desde la deteccion del
sitio de inicio de la transcripcion, recono- Esta aproximacion pierde mucha informa-
cimiento de motivos a partir de matrices decion y es de utilidad marginal ya que no
peso. Modelos de cadenas de Markov o retiene en cuenta la especificidad de tejido
des neurales. Muchos de estos métodos hatte los diferentes valores, entre las aproxi-
sido revisados desde inicio de los noventamaciones de prediccion a partir de consen-
sos, se usan diferentes aproximaciones para
En uno de los primeros intentos de prede-<construir consensos, algunas de éstas han
cir promotores eucariéticos uso la densi-sido analizadas por Day y McMorris (1992).
dad de los sitios de union de los factores de
transcripcién en combinacion con la ma- Debido a que el consenso habla de una se-
triz de peso para la caja TATA construidafial que presenta variabilidad puede ser
por Bucher en 1990. (Prestridge, 1995). descrita usando el codigo estandar IUPAC-
IUB el cual usa un Unico caracter para des-
Las matrices de peso se derivan de un grueribir los nucleétidos ambiguos presentes
po de secuencias de sitios funcionales desn el consenso. Este cddigo se presenta en

longitud L. La matriz de pede= (i, j)|, ( = la tabla 1.
A T,G,C; j=1, L) es la matriz de frecuencia
de nucledtidos ¥ (i, j) es la frecuencia ab- Tabla 1
soluta de ocurrencia del tipeesima del Nomenclatura IUPAC-IUB para las
nucledtido en la posicidpesima. La ma- bases de las secuencias nucleotidicas
triz optimizada de peso del sitio funcional
puede ser construida en la siguiente forma Caodigo estandar IUPAC-1UB
W= W@, j) | WG, ) = In€ @, j) /e, j) +s/ AT(U),G,C
100 +c(i) R=(A0G)
Y=(ToC)
Dondee(i, j) es la frecuencia nucleotidica S=(G o C)

expresada del tippesimo en la posiciof

. : )~ W=(AoT)

esima,c(i) es la columna especificay S es

el porcentaje suavizante. La matriz de pes K=(GoT)

es luego usada para discriminar y recono M= (Ao C)

cer los sitios funcionales por encima del B=(ToGoC)

umbral del puntaje de apareamiento. V=(AoGoC)
H=(A0oToC)

A partir de otros procedimientos distintos D=(AoTo0G)

se pueden generar otras matrices de pego N=(AoToGoC)

mas complicadas. El intento de Prestridg
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Otra aproximacion metodoldgica es la asig-Las aproximaciones evaluadas por Fickett
nacion de un peso o valor a cada nucleétidy Hatzigeorgiou incluian oligonucleétidos
posible en cada posicién de un sitio putati-basados en contenidos (Hutchinson, 1996;
vo de unién y da un puntaje para dichoAudic y Claverie, 1997), redes neurales
sitio a partir de la suma de los valores o(Guigo et al, 1992) y aproximaciones de
pesos. Es de conocimiento generalizaddiscriminacion lineal (Solovyev y Salamov,
que la informacion a partir de dicha meto- 1997), estos programas podrian ser usados
dologia describe méas informacion de la espara encontrar la posicion del promotor en
pecificidad de union de los diferentes una region 5-UTR dada o para ayudar a
factores de transcripcién que las secuenseleccionar al exén correcto en una predic-
cias consenso. cion génica previa.

La metodologia PWM esta sustentada soBursetet al, (2001) sugieren que los pro-
bre la hipétesis de que diferentes posicio-gramas que basan su blusqueda de sefales
nes dentro del sitio hacen contribucionesen la presencia de la caja TATA son insen-
independientes a la unién. Si bien, un nu-sibles a los promotores TATA - ya que éstos
mero de casos conocidos corresponden &éienen caracteristicas muy diferentes, y di-
dicha hipétesis, PWM en algunas ocasio-chos programas no son entrenados con se-
nes muestra resultados de baja calidad. cuencias de este tipo.

Esto podria atribuirse a muchas razones, poEl programa TSSW es uno de los pocos
ejemplo a la existencia de mdltiples isofor- entrenados con secuencias TATA -, este pro-
mas de la proteina, para construir un modegrama tiene una funcion lineal que le per-
lo de la unién de un factor de transcripciénmite discriminar los TATA + de los TATA -;
al DNA, se necesita un nimero de sitiossin embargo, este programa muestra una
conocidos y es muy valioso tener los valo-pobre cualidad de reconocimiento de pro-
res de la fuerza de union del factor de transmotores TATA - contrario a lo que sucede
cripcién a dichos sitios, esta informacion con los TATA +.
es poco usual.

La deteccién de sefiales también se lleva a
En 1997, Fickett y Hatzigeorgiou revisa- cabo a partir de algoritmos de alineamientos
ron varias de las herramientas computaciomdultiples locales que identifican motivos
nales que existian en ese momento para leeguladores, los cuales estan basados sim-
prediccion de promotores. Los programasplemente en propiedades estadisticas. Ta-
que se probaron no identificaban confia-les algoritmos buscan patrones en el DNA
blemente promotores en una secuencigue estén con mas frecuencia en un grupo
gendmica, habia una gran cantidad de falde secuencias “relacionadas” frente a las
sos positivos, aproximadamente 1 falso“no relacionadas”.
positivo por cada Kbp analizado. En este
trabajo se considerd, que esta revision preta confiabilidad de tales predicciones de-
senta la razon para que estos programas ngende en mucho del grupo de genes esco-
tuvieran un mejor desempefio debido a quegidos.
estan enfocados en la bisqueda de sefales
usando una o dos caracteristicas, pero ded?ara la realizacién del trabajo con el gen
cartando propiedades estructurales y pro-GRIN1 del iGIuR-NMDA se seleccionaron
pias de la secuencias que caracterizamas secuencias de mRNA correspondientes
elementos promotores. al gen para rataRattus norvegicys raton
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(Mus musculusy humano lomo sapiens software Spidey (http://www.ncbi.nlm.nih.
disponibles en la base datos del GenBankgov/Spidey) disponible en el sistema
Tales genes se encontraron reportados derkntrez de NCBI.

tro de “contigs” de DNA gendmico y para

identificar la region UTR (regién no En la figura 1 se presenta un diagrama de
transcrita) se realizaron alineamientos deflujo de la secuencia del trabajo sobre los
dichos “contig” con mRNA utilizando el genes GRIN1.

Figura 1. Diagrama de flujo para los procesos hechos con el gen GRIN1

Busqueda de GRIMA1
en GeneBank

r k.

Secuencias de mRMA I Contigs de DMA gendmico I
Raffus monegicus ) FRalfus monegicus
Alineamianto con
Mus musculus . e Mus musculus
MHorno sapiens Spidey MHormo sapiens
Cadena "+" de 1001
nucledtidaes deDMNA
genadmico
1001 pucledtidos 1001 nucledtidos
cadena "+" cadena "-"
Rafur nonegcus Alineamisnto antre Rathes nonegicus
Mz rrusculus —_— especies con p— AU rUEC S
Hovmo sapiens Clustal W Hormo sapiens
Frobables secuencias
reguladoras a partir de
alineamiento entre
secuencias de ortdlogos
Frobables secuencias Frobables secuencias
reguladoras a partir de regquladoras a partir de
todos los programas alineamiento entre
utilizados sacuancias de ortdélogos

\ Generacitn de /

modelos para
la regulackin
del GRIM

Ralfus rransgisus
Murs rrusculus
Hormo sapiens
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Luego de acceder a esta region se tomarota cadena -. Los resultados fueron revisa-
1001 nucleétidos de regién 5-UTR y de dos teniendo en cuenta lo reportado en la
region transcrita de manera que del sitio +1literatura de regulacion de dichos genes y
al +200 estén contenidos en la secuencia & expresion de tejido de los diferentes fac-
trabajar. La secuencia obtenida se denomitores de transcripcién que podrian estar
né cadena “+” a partir de ésta se escribidinvolucrados.
una segunda secuencia a trabajar la cadena
“-“ que es la complementaria. Por dltimo a partir del consenso de los
alineamientos y las predicciones se esque-
Las cadenas + y - de cada gen se alinearomatizaron las propuestas de regulacion para
entre si con el fin de identificar secuenciascada uno de los genes GRIN1.
conservadas entre ellos por identificacion
de secuencias reguladoras entre geneRESULTADOS
ortélogos.
Los elementos reguladores del GRIN1 iden-
La cadena + fue sometida a prediccién corfificados con los programas TSS, ConSite y
diferentes software, todos los software arro-TFSEARCH en los genomas de humano, rata
jan datos tanto para la cadena + como par raton se presentan en las tablas 2, 3y 4.

Tabla 2
Localizacion gendémica de los elementos reguladores del gen GRIN1 identificados
con el programa TSS para humano, rata y ratén

Puasician Home sapicns Rattuy norvergicns Muy mnscnlus
| . | . -
=R to =T00 I.:fl'-'l, Spl, S5RF SRE, AMNE, Kr MEF-2
En, Spl. GCF, USF
NIT2 MEF-2
=00 oy 600 RARmD, RARx {4 | Pit=-1A Fit-1A
Lyt-1 copies),
El12
=600 to -500 c-Ets-1 Ap-2 THP, D1 ATF, RAR[ | C'EBPa, | FtZ,
[B] C/ERE,
H4TE-2
=500 to -400 D1, NF- Spl El2 H4TH-2 E12
Splid ancl,
copies), KX Rm,
Olf=1 XPF-1
-400 to -300 Spr (2 D1, SRF, 5pf | SRF, CArG: | SRF, 5p@ | SRF.
copies) H4TF-1, {2 copies) (2 copies) | CArG
Spl (7
Ccopics)
-300 to -200 Pur- c-Ets-1. £n-15, e-Ets-1, Spl, Ddd,
factor, MTE-£I | MTB=£f MTE=£T | MTB=AT
USF
=200 to - 100 TFGE, CREB- Do,
Spl BPL, 5pl Spl
=100 to 0 Spl Spli2 SRF PLLL, MTG-1
n:;upi-e.::s:l. .\il}'ﬁ (2
Sryd (2 copies)
Ccopies)
0 o + 100 MEF-1 GAGA NF-Ins, Fn-15 MF-Ins, fn-15
TGAL TGAL
Spl Spl
+ 100t +200 Eve GR, GCM, Eve NRF-1 (2
MWHEF-1 copies)
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Los resultados obtenidos por estos tregguna tabla, reportaron predicciones soélo
métodos no resultaron idénticos, como ergpara los humanos e identificaron sitios re-
de esperarse, pero tampoco son contradicguladores solamente entre las posiciones
torios entre ellos. Los resultados reporta-700 y 720 de ambas cadenas. Se identifica-
dos en las tablas son los que presentaroron, particularmente los sitios de los moti-
mayor significancia estadistica segun losvos Spl, EARLY SEQ1 y para el decdmero
indicadores de cada programa, por ejem-TCR B. Cada uno de los factores de trans-
plo, para TSS se seleccionaron aquellas preeripciéon que potencialmente interactian
dicciones con puntajes superiores a 18con el GRIN1 fueron analizados individual-
mientras que para ConSite se seleccionamente y sus descripciones se obtuvieron
ron los resultados con puntajes mayores ae las bases de datos TRANSFAC, EPD,
iguales al 10%. GeneCards, Lion, COMPEL y OMIM
(Schmidet al, 2004; Kel-Margouliset al.,
Los resultados obtenidos con el programa2002; Zhang, 2003) asi como en la litera-
Promoterscan, que no se presentan en nirtura especializada respectiva.

Tabla 3
Localizacion genémica de los elementos reguladores del gen GRIN1 identificados
con el programa ConSite para humano, rata y ratén.

Posicidn Homo sapiens Rattus norvergicus Mus musculus
' - | - ! -
-RB00 to -700 | MEF2 Bsap, SRF- ARNT-
HM G- AGL3, nMye
1Y, Max-
SOQUA M-
Max,
ARNT-
nhyc
=700 o -600 | Spzl Snail
-600 to -500 | RREB-1 E4BP4, | E4BP4 E4BP4,
(2 RORul, Staf
copies) Staf
=500 to -400 | Snail p50
-400 1o -300 | RREB-1 Snail Snail
=300 o -200 | SU_h, CFI-LSP
Siaf
=200 o -100 Thing1-
E47
-100 1o 0 TEF-1 RORe2 | Snail RORo2 | Staf,
Snail
0 to +100 Bsap NF-Y NF-Y
F100 to Tallp- Tallp- Tallp-
+200 478, 478 478,
CFI-USP CFI-USP

En negrilla aparecen los elementos comunes con localizacién aproximada, pero idéntica. En italica
aparecen los elementos comunes a las tres especies.
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Tabla 4
Localizacion genomica de los elementos reguladores del gen GRIN1 identificados
con el programa TFSEARCH para humano, rata y ratén.

Posicién Homo sapiens Rattus novvergicus Mus musculus
+ - + - + -
-800 to -700 | Lyf-1 (2 | deltaE CdxA USF CdxA, SKY (2
copies) HNF-3b | copies)
<700 to -600 | GATAL, | GATAX, | CdxA SRY Mhx-2
GATA2, | GATAL
GATA3
-600 to -300 | GATAI Spl Mkx-2
-500 to -400 | E47 c-Eis STATx E12 STATx
-400 to -300 | AML-1a SRF SRF AML-la | HFS-2
=300 1o -200 | GATAT GATAL, | GATAX | GATAI, | GATAX
GATA2 GATAZ
=200 to -100 | AML-1a | CREB
=100 to 0 HSF2 MZF1
0 to -+ 1000 Tal-1a
+100 to Tal-1b
+200

En negrilla aparecen los elementos comunes con localizacién aproximada, pero idéntica. En italica
aparecen los elementos comunes a las tres especies.

DISCUSION
UTR revelan similaridades de tan sélo 48%

Las regiones reguladoras de los genes parantre las tres especies aunque alcanza va-
las subunidades del iGIuUR-NMDA, en hu- lores de 90,0% entre los roedores. Estos re-
manos y sus homologos, los roedores harsultados revelan la especificidad de la
sido estudiados experimentalmente desdeegulacion entre las especies.
hace varios afios pero no se ha logrado iden-
tificar muchos de los sitios potenciales. EI GRIN1 se ha identificado como uno de
Krainc et al, (1998) sugiere que es posible los genes mas conservados, con respecto a
encontrar muchos més sitios potenciales ylos otros GRIN dentro de las especies con-
factores adicionales a los ya reconocidos. sideradas, en su region reguladora, sin em-
bargo, presentan pocos sitios en comun y
La identificacion de las secuencias regula-menos aun en las mismas posiciones relati-
doras del GRIN1 en humanos y roedores se&as. Por ejemplo, es posible encontrar el
hace sobre la premisa de que estos genedemento Spl en todas las especies pero no
son ortélogos. en las mismas posiciones relativas al codon
de iniciacion. El elemento Pit-1A es comuin
Los genes de humano, rata y raton presenentre los roedores y conserva, aproximada-
tan, en promedio, un 85% de similaridad mente la misma posicién asi como los ele-
mientras que sus secuencias proteicas tiementos SRF, CArG pero no son comunes
nen una similaridad promedio de hastacon las regiones reguladores en los huma-
98%. Los alineamientos de las regiones 5-nos.
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Estos resultados pueden tener amplias ing and localization by FISH and link-

implicaciones y permitir explicar muchas age analysis of the human gene encod-
de las variaciones funcionales del com- ing the primary subunit NMDAR1
plejo heteromérico iGIUR-NMDA, y por (GRIN1) of the NMDA receptor chan-
lo tanto, deben ser validados experimen- nel. Ann Hum Geneb8: 95-100.
talmente.

BurseT, M.; SeLeEDTSOV, |.A. Y SoLovyey, V..
También estos resultados conllevan la im- 2001. SpliceDB: database of canoni-
plicacién limitar la aplicacion de los mo- cal and non-canonical mammalian

delos animales para explicar los procesos  splice sitesNucleic Acids Re9: 255-
neurofisiologicos a del iGIUR-NMDA en los 259.

humanos dada su significativa diferencia

de regulacién y posiblemente, como con-Cotuins, C.M.; Gutman, D.M. y Lavan H.
secuencia de esto, de estequiometria de los 1993. Identification of a nitrogen-regu-

complejos entre las especies. lated promoter controlling expression
of Klebsiella pneumoniaeurease
En negrilla aparecen los elementos comu-  genes.Mol Microbiol 8: 187-198.

nes con localizacién aproximada, pero idén-

tica. En italica aparecen los elementosFickett, J.W. y Hziceoreiou, A.G. 1997.

comunes a las tres especies. Eukaryotic Promoter Recognition.
Genome Reg, 861-878.
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