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Uroplakins (UPKs) are a group of integral membrane proteins that
form the protein subunits of the specific plaques (urothelial plaques) that
cover the apical surface of mammalian bladder epithelium (urothelium)
contributing to its remarkable permeability barrier function and mechanical
stability. Uroplakins can be divided into two types. The first type comprises
UPK1la and UPK1b, which belong to the tetraspanin family of proteins that
cross the cell membrane four times. The second type which is called
tetraspanin associated uroplakins (UPK2/3), comprises UPK2, UPK3a and
UPK3b, spans the membrane only once and is not known to be related to
any other protein family. Uroplakin defects underlie urinary tract anomalies,
and one of them UPK1a, can serve as the receptor for the uropathogenic E.

coli that causes over 85% of urinary tract infections.

Despite the fact that the urothelial plaques are unique to the urinary
bladder of mammals, uroplakins also exist in lower vertebrates without a
typical urothelium including amphibians where in Xenopus, UPK3a and
UPK1b play a key role in sperm-egg fertilization, and in zebrafish where a
UPKS3-related gene product was recently found to play a role in epithelial
polarization and morphogenesis of pronephric tubules. The evolutionary
relationship among these fish, amphibian and mammalian uroplakins, that

seem to be functionally divergent, remains unclear.

Taking advantage of the recent availability of greatly expanded
genomic databases of chordates (vertebrates, cephalochordates and
urochordates) to better understand the evolution of uroplakins we gather
uroplakin-related sequences in a wide range chordates using bioinformatic

tools and protein profiling techniques.

We have first pin-point the origin of uroplakins in the common
ancestor of vertebrates since UPK-related sequences exists in lampreys
(extant jawless basal vertebrate) but not in urochordates (Ciona) the closest
animals to vertebrates, cephalochordates (Amphioxus), or in lower organisms.
This observation places the origin of uroplakins over 500 million years ago

when vertebrates radiated from cephalochordates and urochordates and most
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likely underwent two rounds of whole genome duplication. Secondly, we have
identified three novel UPK2/3 ortholog groups (UPK3c expressed in
reptiles/birds and mammals; UPK2b in reptiles/birds and amphibians, and
UPK3d in fish) that will possibly account with the four already known for all the
existing UPK2/3s different groups in vertebrates. This data will help clarify the
evolutionary relationships between fish, amphibian and mammalian uroplakins
that may perform divergent functions specific to these different and

physiologically distinct groups of vertebrates.

While the origin of uroplakin tetraspanins (UPKla and UPK1b) could
be explained by gene duplication from an ancestor invertebrate tetraspanin
gene, the origins of UPK2/3 uroplakins remains unknown. In the present
study, we show that UPK2/3s are related to the more ancient family of
subtype R3 tyrosine phosphatase receptors (R3 PTPRs). Although the overall
similarity of these proteins in low members of both families share a novel
membrane-proximal FN3-like or “urofibrin” protein domain characterized by
several amino acid signatures and conserved pairs of cysteine residues. In
addition, phylogenetic analyses and the conservation of the intron/exon gene
structure in their overlapping sequence regions (urofibrin and transmembrane
regions), which in UPK2/3-comprises the whole protein except for the
cytoplasmatic tail, indicates that UPK2/3 proteins have probably originated
from a R3 PTPR related gene (PTPRQ) by gene duplication and domain loss
in the common ancestor of vertebrates. This finding broadens our view on the
structure and function of these two groups of integral membrane proteins with
important roles in human disease. R3 PTPRs belong to the large family of
phosphotyrosine phosphatases which together with protein tyrosine kinases
regulate the levels of phosphotyrosine modifications in cells and its

deregulation leads to various health disorders including cancer

Since UPK3c, in contrast to UPK2b and UPK3d, is expressed in
mammals, including humans, we devoted our efforts to characterize this
novel protein. First, by synteny analysis we have demonstrated that UPK3c
originated by the duplication of the UPK3b gene in the common ancestor of

reptiles/birds and mammals. Second, we have studied the expansion of the

4
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UPK3c genetic loci that took place in gorillas, chimpanzees, and humans,
which is linked to the duplications of a large segmental duplication
originated after the split of the orangutan and human branches. We notice
that an intrachromosomal transposition of one of these segmental
duplications could have been produced by a circular intermediate
mechanism, a phenomenon that to the best of our knowledge has only been
reported once in mammals and never in primates. This suggestion is based
on the presence of conserved sequence features compatible with a
translocation through a circular intermediate: first in comparison with the
putative ancestral sequence the inserted 80,6 Kb genomic block is precisely
split in two fragments located in a head to tail orientation with the loss of
only 4 bp of its sequence during process, second the existence of dsDNA
breakage and repair fingerprints around the insertion point that could
explain this sharp split of the translocated sequence, and third the signals
left by an Alu Recombination Mediated Deletion (ARMD) event that may

probably generated the circular intermediate.

Next using molecular biology techniques we have studied UPK3c
expression (in a panel of 22 human tissues, and in a small sample of 31
human bladder tumors) and its localization in the mouse urothelium in
transgenic models of superficial and invasive bladder tumors using confocal
microscopy technique. We found that the expression of UPK3c was
widespread in human tissues and it was particularly strong in corneal tissue.
Additionally, UPK3c is N-glycosilated and contains up to 20 KDa of complex
oligosaccharides in human normal corneal tissue, pterygium and bladder

tumors.

In contrast with the localization of the uroplakins that form the
urothelial plaques (UPK1la, UPK1lb, UPK2a, UPK3a, and UPK3b), UPK3c
was not present in the apical surface of the umbrella cells, and localizes
predominately to the basal and intermediate cell layers of the mouse
urothelium, maintaining this differential expression in mouse transgenic

induced tumors. Finally in human bladder cancer the number of superficial
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low grade tumors expressing UPK3c assessed by immunoblot was higher

(9/11) than in superficial high grade tumors (6/9) or invasive tumors (1/11).
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El uroepitelio o urotelio es el epitelio localizado en la pelvis renal,
uréteres, vejiga, uretra superior y los conductos prostaticos de mamiferos.
Estd compuesto por tres capas celulares: basal, intermedia y apical.
(Hatina and Schulz 2012) (Figura 1).

La capa basal se encuentra localizada sobre una lamina basal bajo
la cual, en la vejiga, se encuentran la lamina propia y el masculo detrusor.
Esta compuesta por una Unica capa de células mononucleadas, de tamafio
entre 5 y 10 ym, baja granularidad y un ratio ndcleo:citoplasma elevado
(Hatina y Schulz 2012). Aproximadamente, un 10% de las células basales
podrian ser células madre uroteliales, tal como ha podido ser demostrado a
través del marcaje del urotelio con bromodeoxiuridina (Kurzrock et al.
2008).

La capa intermedia esta localizada entre la capa basal y la capa
apical y ocasionalmente algunas de sus células estan en contacto directo
con la lamina basal (Hatina y Schulz 2012). El nimero de capas celulares
gue componen la capa intermedia varia segun la especie, por ejemplo
roedores y humanos tienen 2 y 5 capas respectivamente. No obstante, su
grosor varia acorde al estado de distension de la vejiga. Las células que
componen esta capa son células mononucleadas, piriformes y de tamafio
entre 10 y 15 ym (Jost et al. 1989). El urotelio posee un intervalo de
renovacion lento de entre 6 y 12 meses (Khandelwal et al. 2009). Sin
embargo, en caso de que células de la capa apical sean dafiadas por
senescencia, infeccién bacteriana o manipulacién experimental (Kanai et al.
2004, Lavelle et al. 2002; Mysorekar et al. 2002; Apodaca et al. 2003), las
células de la capa intermedia en contacto directo con la capa apical estan
parcialmente diferenciadas y pueden rapidamente diferenciarse y ocupar su

lugar.

Por dltimo, la capa apical es la mas superficial y esta en contacto
directo con el lumen. Es la principal responsable de formar la barrera que

controla el libre intercambio de sustancias entre orina y sangre, y esta
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compuesta de una sola capa de células altamente especializadas y

totalmente diferenciadas llamadas células “umbrella” (Figura 1).

De esta manera, las capas celulares del urotelio forman un
gradiente de diferenciacién. Las capas basales y apicales estan
compuestas de células no diferenciadas o totalmente diferenciadas

respectivamente, mientras que la capa intermedia representa una capa de

amplificacion transitoria.

Células umbrella

€—— Glicocdlix —>

68998 @06 — o

2

‘ «€——— Capa basal ——>
<€——— Lémina basal ——>

I <—— Lémina propia —>

[

Figura 1: EI urotelio estd compuesto por tres capas celulares diferentes.

Representacion e imagen de un corte de urotelio de primate tefido con hematoxilina —
eosina (Jones y Cheng 2005) donde se pueden apreciar las diferentes partes que
constituyen el urotelio. Desde la parte mas luminal el urotelio esta4 constituido por el
glicocalix de las células “umbrella” que forman la capa apical, inmediatamente por debajo
se localizarian varias capas de células intermedias y finalmente una capa de células
basales depositadas sobre una lamina basal. Las capas celulares del urotelio en la

imagen estan separadas por una capa azul discontinua.

Las células “umbrella” tienen un tamafio entre 25 y 250 pym, son
mono- o0 multinucleadas segun la especie, apareciendo en humanos
frecuentemente como células binucleadas. Ademas, tienen forma poliedral
aunque tanto su tamafio como su morfologia varian segun el estado de
distension de la vejiga. En el caso de que la vejiga esté vacia y el urotelio
relajado, las células “umbrella” tienen forma cuboidal. En cambio, cuando el
urotelio esta distendido debido a que la vejiga esta llena de orina, tienen un

aspecto escamoso (Hicks et al. 1975; Truschel et al. 2002).

10
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Las células “umbrella” son células polarizadas que poseen
membranas basolaterales y apicales totalmente diferenciadas y delimitadas
por uniones estrechas (Acharya et al. 2004; Varley et al. 2006; Lewis et al.
1976) (Figura 2a y 2b). Su membrana apical esta tapizada por placas con
regiones bisagra intermedias (Liang et al. 1999) (Figura 2a y 2b). Estas
placas estan formadas por unas estructuras cristalinas de 16 nm de
diametro compuestas de 6 subunidades formando un anillo interno y otro
externo (Min et al. 2006; Walz et al. 1995) (Figura 2c y 2d). Los
componentes de estas estructuras cristalinas de 16 nm son una familia de

proteinas transmembrana llamadas uroplaquinas.

Las estructuras cristalinas de 16 nm hacen que la parte mas
externa de la membrana de las placas sea el doble de gruesa formando asi
lo que se conoce como la unidad de membrana asimétrica (Hicks 1965;
Porter et al. 1967; Walz et al. 1995) (Figura 3a).

Las uroplaquinas no solo se encuentran en la unidad de membrana
asimétrica ya que también se encuentran en vesiculas discoidales o con
forma fusiforme que en las células “umbrella” se acumulan debajo de la
membrana y que se fusionan con la membrana apical cuando la vejiga se
distiende (Hicks 1975, Truschel et al. 2002) (Figura 3b), aunque también se
encuentran en las células de la capa intermedia que estan parcialmente
diferenciadas. Por lo tanto, las uroplaquinas son consideradas productos de
diferenciacion debido a que exclusivamente se localizan en las capas

parcial o totalmente diferenciadas del urotelio (Wu et al. 1994).

Dentro de las uroplaquinas, se pueden diferenciar dos grupos: el
grupo de las uroplaquinas de la familia de las tetraspaninas: uroplaquina 1a
(UPKl1la) y uroplaquina 1b (UPK1b) y el grupo de las uroplaquinas
denominadas asociadas a tetraspaninas o UPKs 2/3: uroplaquina 2
(UPK2), uroplaquina 3a (UPK3a) y uroplaquina 3b (UPK3b) (Figura 4).
Todas estas uroplaquinas son los componentes mayoritarios de las
particulas cristalinas de 16nm de las placas excepto UPK3b, que es
minoritaria (Wu et al. 1994; Deng et al. 2002).
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TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII

Figura 2: Las uroplaquinas forman las particulas de 16 nm de las placas que tapizan la

membrana apical de las células “umbrella’. (a.) Imagen por microscopia electronica de

barrido de la superficie apical de las células “umbrella” de urotelio de ratén mostrando las

placas del urotelio (P) (Adaptacion de Sun et al. 2006). (b.) Imagen

por microscopia

electronica de barrido usando la técnica de “quick-freeze deep-etch” de la superficie apical de

células “umbrella” del urotelio de ratén donde se pueden apreciar las particulas de 16 nm

empaquetadas hexagonalmente formando las placas uroteliales (P) que estan interconectadas

por areas bisagra con particulas de 16 nm deformadas (Linea blanca discontinua). La parte

superior derecha corresponde a un area de la parte apical de la membrana rota (Adaptacion

de Sun et al. 2006). (c.) Superficie apical de células “umbrella” del urotelio de ratén a mayor

aumento donde se aprecia la forma hexagonal de las particulas de 16 nm. (Apodaca et al.

2004) (d.) Representacién tridimensional de las particulas de 16 nm que estan formadas por

uroplaquinas (Sun et al. 2006).
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Figura 3: Unidad de membrana

asimétrica y vesiculas discoidales

o fusiformes en la parte apical de

una célula “umbrella”. (a.) Imagen
por microscopia electrénica de barrido
mostrando la unidad de membrana
asimétrica de la membrana apical de
una célula “umbrella” de rata. (b.)
Imagen por microscopia electronica de
barrido de la parte méas apical de una

célula “umbrella” de rata. Las flechas

marcan las regiones de bisagra entre
las placas. Justo debajo de la
membrana se pueden observar
vesiculas discoidales (*) o fusiformes
(DFV) y cuerpos multivesiculares
(MVB) més abajo en el citoplasma.
(Khandelwal et al. 2009).

Modelos de ratones “knock-out” para uroplaquinas y estudios de
transfeccion e interaccion quimica han demostrado que las uroplaquinas
forman heterodimeros (UPK1a/UPK2 y UPK1b/UPK3a o UPK3b), lo que les
permite llegar a la parte apical sin quedar atrapadas en el reticulo
endoplasmatico (Hu et al. 2005; Hu et al. 2000; Kong et al. 2004; Wu et al.
1995; Tu et al. 2002; Deng et al. 2002). No obstante, UPK1b es capaz de
alcanzar la superficie apical de la célula por si sola sin necesidad de formar
heterodimeros con UPK3a o UPK3b (Tu et al. 2002). Atendiendo a esto, se
ha postulado un modelo de ensamblaje de uroplaquinas que les permitiria
llegar a la parte apical de las células “umbrella” (Wu et al. 2009). En
principio la formacion de los heterodimeros ocurriria en el reticulo
endoplasmatico permitiéndoles asi pasar al aparato de Golgi donde serian
modificadas post-transduccionalmente. Esto permitiria la formacion de las
particulas de 16 nm mediante la unién de distintos heterodimeros. Desde el
aparato de Golgi, las uroplaquinas oligomerizadas en particulas de 16nm
(Hu et al. 2005) serian empaquetadas en las vesiculas discoidales y
fusiformes y liberadas en la membrana apical de las células “umbrella”
(Alroy et al. 1982; Hicks 1966; Hudoklin et al. 2009).
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Las uroplaquinas tetraspaninas pertenecen a la familia de las
tetraspaninas y como tal poseen 4 hélices transmembrana (DTM) con dos
asas extracelulares, mientras que las UPK2/3s son proteinas
transmembrana tipo | con un solo DTM (Deng et al. 2002, Wu et al. 1994)
(Figura 4). Las uroplaquinas en su estado maduro estan glicosiladas
mediante enlaces N-glicosidicos formando asi parte de la capa de glicanos
gue se puede encontrar en la parte apical del urotelio (Parsons et al. 1990;
Hurst et al. 1987; Parsons et al. 1977). La Unica uroplaquina en estado
maduro que no esta glicosilada es la UPK2 (Lin et al. 2004). Esto es debido
a que es sintetizada como una pro-secuencia que es N-glicosilada pero que
en el proceso de maduracion para formar el heterodimero con UPKla es
cortada en una sefial de corte para una endoproteasa furina que da lugar a

la pérdida del fragmento N-glicosilado (Lin et al. 2004).

UPK1b/UPK3a o UPK1b/UPK3b

UPK3a UPK3b
UPK2
()

—

UPKla/UPK2

Figura 4: UPK1a/lb y UPKs 2/3 poseen caracteristicas propias y forman heterodimeros
especificos entre ellas. Representacion de las UPKs tetraspaninas (UPKla y UPK1b) y de
las UPKs 2/3 (UPK2, UPK3a y UPK3b) donde se pueden apreciar las hélices transmembrana
(DTM) (barras de color azul), los sitios potenciales de glicosilacion (circulos negros), las
regiones citoplasmaticas de las UPK3s y el fragmento de 19 aminoacidos (aa) yuxtapuesto a
la DTM que esta muy conservado en las UPK3s (barra color naranja). Los heterodimeros
especificos que forman han sido reflejados mediante corchetes. L y C representan lumen y
citoplasma respectivamente (Adaptacion de Deng et al. 2002).

14



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

UPK3a y UPK3b tienen un fragmento de secuencia yuxtapuesto a
su DTM altamente conservado, el cual ha sido sugerido como posible
responsable de la formacion de los heterodimeros UPK1b/UPK3a vy
UPK1b/UPK3b. Sin embargo, resultados previos no han demostrado esto
aunque tampoco han descartado que esté implicado en el posterior

ensamblaje de las particulas cristalinas de 16 nm (Deng et al. 2002).

El urotelio de mamiferos es el Gnico que contiene placas tapizando
su parte apical (Staehelin et al. 1972; Hicks et al. 1975; Min et al. 2003).
Por esta razén, las uroplaquinas, tras su descubrimiento como
componentes mayoritarios de las placas, fueron consideradas mamifero y
urotelio especificas (Wu et al. 1994). Posteriormente, se ha visto que no
son mamifero especificas (Mitra et al. 2011, Sakakibara et al. 2005; Garcia-
Espafia et al. 2006) ni urotelio especificas (Olsburgh et al. 2003, Adachi et
al. 2001). Ademas, se ha podido establecer que el origen de las
uroplaquinas tuvo que ocurrir al principio de la evolucion de los
vertebrados, dado que las secuencias mas antiguas relacionadas con
uroplaquinas se encontraron en peces cartilaginosos (Garcia-Espafia et al.
2006).

Modelos de ratén “knock-out” para UPK2 y UPK3a han demostrado
gue su ausencia produce alteraciones en la formacion de las placas, dando
lugar al aumento de la permeabilidad a través de la capa de células
“umbrella”, dejando claro su importancia en mantener la integridad de la
membrana apical que actia como barrera (Kong et al. 2004; Hu et al.
2000). Ademas, estos ratones “knock-out” presentan reflujo vesicoureteral
gue consiste en el paso de orina desde la vejiga a los riflones. Esto es una
enfermedad hereditaria en humanos (Dillon et al. 1998), pero sin embargo,
no se ha demostrado ninguna relacion con mutaciones en UPK2 o UPK3a
humanas (Kelly et al. 2005; Giltay et al. 2004). No obstante, mutaciones en
UPK3a podrian causar hipodisplasia renal, caracterizada por rifiones de
menor tamafio y menor nimero de nefronas (Schoénfelder et al. 2006;
Jenkins et al. 2005).
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Estudios de apoptosis celular inducida por la bacteria E. coli
uropatogénica han mostrado sefializacion dependiente de UPK3a en las
células uroepiteliales de mamiferos y que UPK3a tiene un papel importante
en la respuesta del huésped frente a las infecciones del tracto urinario
(Thumbikat et al. 2009) aunque se haya visto in vitro que el receptor para la
union del Fim H de E. coli sean los residuos de manosa de una arginina de
UPK1la (Zhou et al. 2001).

El cancer de vejiga fue el noveno cancer con mas incidencia a nivel
mundial en el afio 2012 (Lindsey et al. 2015). Dentro de los distintos tipos
de cancer de vejiga, el carcinoma urotelial (CU) es el mas comun de todos.
El 70-80% de los casos son CUs que no invaden la capa muscular
(NMICUSs) y que estan localizados en la mucosa (estadio Ta el 70% de los
casos y carcinoma in situ (CIS) el 10%) o en la submucosa (estadio T1 el
20% de los casos). Estos NMICUs van desde tumores benignos de bajo
grado y riesgo de progresion hasta tumores de elevado grado y riesgo de
progresion, como los CIS que progresan en un 60% de los casos, y que
casi con toda seguridad recidivan. El 20-30% restante representan la otra
variante y son CUs que han invadido la capa muscular en el momento del
diagnostico, los cuales tienen una elevada capacidad de extenderse

localmente y de progresar a metastasis (Falke and Witjes 2011).

Se han postulado dos rutas principales de carcinogénesis en los
CUs con caracteristicas moleculares exclusivas de cada una. Las dos rutas
pierden heterocigosidad (LOH) en el cromosoma 9 y simplificandolas, por
un lado los CUs de bajo grado presentarian un aumento de la activacion de
rutas de sefializacion de factores de crecimiento a través de mutaciones en
el receptor del factor de crecimiento de fibroblasto subtipo 3 (FGFR3) (van
Rhijn et al. 2002, Hernandez et al. 2006; Kimura et al. 2001) o en el
oncogén HRas (Bos 1989). Por otro lado, los tumores de alto grado se
podrian caracterizar como una alteracion de la regulacion del ciclo celular

con mutaciones que hacen perder la funcién de los genes supresores de
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tumores TP53 y pRB1 como ejemplo de los cambios mas caracteristicos

(Schulz 2006).

Urotelio Normal

LOH 9p-/9g- LOH 9p-/9g-
v v
| Hiperplasia )\ \ ‘ Displasia ‘
~
~ ~
FGFR3 Sa P53
HRAS Sa
~ ~
\ 4 ~s
Tumorpapilar | _ _ _ o o o — — o > Tumor papilar
bajo grado alto grado
T
-~~~ . TP53
Recurrencia S~ -~ Recurrencia
~— -~ -
~ —~—
—~—
—~— -~ ”
S~o Cancer vejiga
=3 invasivocapa
muscular
A\ 4
Metéstasis

Figura 5: El carcinoma urotelial se desarrolla a través de dos rutas. La ruta de bajo grado
(azul), se inicia por la LOH del cromosoma 9, dando lugar a una hiperplasia y a un tumor
papilar de bajo grado. Esta ruta esta asociada con mutaciones en FGFR3 y HRAS. Estos
tumores tienen un elevado riesgo de recurrencia pero bajo riesgo de progresion. La ruta de
alto grado (rojo) frecuentemente se inicia también por la LOH del cromosoma 9, dando lugar a
displasia. Mutaciones en TP53 podrian dar lugar a CIS o a tumores papilares de alto grado.
Mutaciones en TP53 estan asociadas también con un potencial invasivo y de metéastasis

(Adaptacion de Falke et al. 2011).
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Estas dos rutas de carcinogénesis han podido ser recreadas en
dos modelos de ratones transgénicos utilizando el promotor de UPK2 y a
través de la activacién constitutiva de HRAS en la variante papilar no
invasiva (Zangh et al. 1999) y la inactivacién de TP53 y pRB1 en la variante
invasiva (Zangh et al. 2001) (Figura 5).

Las uroplaquinas son sintetizadas de manera dependiente a la
diferenciacion como se ha podido comprobar en su expresion diferencial en
las distintas capas del urotelio (Moll et al. 1995; Olsburgh et al. 2003). Por
tanto, cabria esperar que su expresion disminuyese durante la progresion y
la tumorogénesis. Sin embargo, en CUs humanos no se ha podido
demostrar una estricta relaciéon entre la disminucion de la expresion de las
uroplaquinas y la progresion y tumorogénesis del urotelio (Huang et al.
2007; Olsburgh et al. 2003; Yuasa et al. 2003; Moll et al. 1995).
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS




UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

El trabajo realizado en esta tesis doctoral se ha centrado en una de
las lineas de investigacién del grupo de Biologia Molecular del Urotelio
Sano y Patolégico perteneciente al Institut d’Investigacié Sanitaria Pere i
Virgili. Desde hace mas de 15 afios el Dr. Antonio Garcia-Espafia
Monsonis, responsable de este grupo, trabaja conjuntamente con el Dr.
Tung-Tien Sun descubridor de las uroplaquinas. El descubrimiento por
parte del Dr. Antonio Garcia-Espafia Monsonis de una nueva uroplaquina,
UPK3c, motivé el planteamiento de unos objetivos preliminares que han

dado lugar al trabajo presentado en esta tesis doctoral.

Aunque el Dr. Antonio Garcia-Espafia y colaboradores ya habian
establecido una aproximacion al origen de la familia de las uroplaquinas, el
descubrimiento de UPK3c y la disponibilidad de un mayor nimero de
genomas secuenciados de cordados marcé como objetivo estudiar de una
manera mas precisa la historia evolutiva de esta familia de proteinas al

igual que comprobar si existian nuevas uroplaquinas ademas de la UPK3c.

Una vez establecida la historia evolutiva de la familia de las
uroplaquinas, se marcé como un segundo objetivo poder establecer el
origen de las UPK2/3 dado que, al contrario que UPK1a/UPK1b, que estan
relacionadas con la familia de las tetraspaninas, no se conocia que

existiese relacion con familias de proteinas mas antiguas.

El gen de UPK3c ha sufrido cambios en su localizacién
cromosomica y un aumento en el nUmero de copias durante la especiacion
de los grandes primates africanos (gorila, chimpance y humanos) pasando
de 1 copia en orangutan a 3 copias en humanos Como objetivo se intent6
establecer las causas de este aumento en el nimero de copias y el de los

cambios en la localizacion cromosoémica.

Al no tener ninguna informacion previa sobre UPK3c, se marcé
como objetivo su caracterizacion molecular y debido a que la familia de las
uroplaquinas esta vinculada al urotelio, se propuso estudiar su expresion

en tumores de vejiga
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1.Andlisis in silico

a.Obtencién de secuencias

Todas las secuencias que en el momento del estudio no se
encontraban anotadas en ninguno de los proyectos de secuenciacion del
genoma NCBI (www.ncbi.nim.nih.gov) y Ensembl (www.ensembl.org) o en
articulos cientificos (DeSalle et al. 2014; van Eekelen et al. 2010; Garcia-
Espafia et al. 2006; Byrum et al. 2006; Ono-Koyanagi et al. 2000; Ono et al.
1999) se anotaron manualmente. Para anotar las secuencias manualmente
se realizaron busquedas Blast con el programa BLASTN en los genomas
correspondientes utilizando las secuencias ortélogas de proteinas mas
cercanas evolutivamente al genoma en el que se realizaba la bisqueda. La
delimitacién de los extremos intron-exon se realizaron con la funcion “Align
two sequences” del NCBI Blast y las sefales de splice de los intrones se
anotaron manualmente. La traduccién de la secuencia de DNA a proteina

se realizo con el programa DNA club.

Para la obtencion de secuencias de primates y el estudio de sus
genomas se utilizé el servidor UCSC (www.genome.ucsc.edu). Se utilizaron
los ensamblajes GRCH 37/hg19 para humano, CSAC 2.1.4/panTro4 para
chimpancé, gorGor3.1/gorGor3 para gorila y WUGSC 2.0.2/ponAbe2 para

orangutan.

b.Andlisis filogenético

En el analisis realizado se incluyeron todas las secuencias de
proteinas transmembrana y dominios urofibrina de un grupo representativo
de vertebrados, dos invertebrados deuterostomas (Strongylocentrotus y

Ciona), tres protostomas (Capitella, Drosophila y Caenorhabditis) y un
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porifero (Amphimedon queenslandica). Como secuencias no relacionadas
se utilizaron las correspondientes regiones del representativo subtipo R2A
de fosfatasas PTPRF y PTPRF de monosiga (Monosiga brevicollis). Los
alineamientos se generaron con el servidor TranslatorX (Abascal et al.
2010). Para producir las matrices de secuencias de DNA y de proteina se
llevaron a cabo alineamientos multiples de secuencias de nucleétidos

guiados por la traduccion a aminoacidos (aa).

Al examinar las matrices de las secuencias de DNA se observ6 una
saturacion extrema de los datos. De esta manera, solamente se utilizaron
las secuencias de aa para llevar a cabo la relacion de los arboles
flogenéticos de los miembros de la familia de genes. A los motivos
moleculares y las fases intronicas de estos genes se les otorg6 un codigo
de tal manera que se originaron seis caracteres binarios: presencia (G) y
ausencia (T); cisteina 1-2 (C;-C,) vy cisteina 3-4 (C5-C,); intrén 1, intrén 2,
intrén 3 e intrén 4. Los caracteres de presencia/ausencia se codificaron
como G y T respectivamente para permitir los analisis de secuencia de aa
combinados y datos de motivos moleculares en el analisis de maxima
parsimonia e inferencia Bayesiana. Los arboles Bayesianos se generaron
utilizando MrBayes (Ronquist et al. 2012) y los de parsimonia utilizando
PAUP para las secuencias de aa solas, los datos de motivos moleculares
solo y para las dos particiones combinadas. Para los analisis de inferencia
Bayesiana el modelo mezclado de “prset aamodelpr=mixed” comando con
500.000 generaciones (hasta el punto de que dos andlisis de MrBayes
convergiesen, desviacion estandar = 0.0105) se utiliz6. Los modelos de
parsimonia fueron conducidos utilizando 1000 réplicas, TBR branch
swapping. El arbol que se ha presentado es de un analisis de inferencia

Bayesiana de matriz combinada.
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c.Andlisis de las secuencias y alineamientos

El servidor SMART (Letunic et al. 2014) y la base de datos CDD del
NCBI se utilizaron para determinar la composicion de los dominios de las

secuencias de las proteinas analizadas.

El grafico hidropatico se realiz6 con el servidor Kyte Doolitlle Plot
(http://gcat.davidson.edu/DGPB/kd/kyte-doolittle.html), la determinacion del
péptido sefial con el servidor SignalP v4.1 (Petersen et al. 2011), la de los
dominios transmembrana con el servidor TMHMM v2.0
(http://lwww.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM), los potenciales sitios de N-
glicosilacién con el servidor NetNGlyc v1.0 (Gupta et al. 2002), los posibles
sitios de fosforilacion con el servidor NetPhos v2.0 (Blom y Gammeltoft
1999) vy los sitios de corte de la furina con el servidor ProP v1.0 (Duckert y
Brunak 2004). Las posibles secuencias repetitivas en el genoma se
delimitaron con el servidor Repeat Masker (A.F.A. Smit, R. Hubley & P.

Green RepeatMasker at http://repeatmasker.org).

Los alineamientos se realizaron con el servidor MAFTT (Katoh y
Standley 2013) o el ClustalWw (Thompson y Higgins 1994) y el Multialin
(Corpet 1988) del servidor NPS@. La identidad y la similitud entre
secuencias de proteinas se calcularon con el servidor DiAling2
(Morgenstern 1999)

2.Muestras

Los mRNA de vejiga fetal (540153), higado (540017), pancreas
(540023), traquea (540145), pulmoén (540019), estomago (540037), colon
(54009), rifion (540013), atero (540043), testiculo (540049), ovario
(540071), corazdn (540011), masculo esquelético (540029), bazo (540035),
nédulo linfatico (540021), placenta (540025), cerebro (540005), laringe
(540047) y piel (540031) se obtuvieron de Stratagene - Agilent
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Technologies (Estados Unidos), el de vejiga adulta (1100564F) se adquirié
de Asterand Bioscience (Estados Unidos), los de prostata (636550) y retina
(636579) de Nucliber (Espafia) y el de cornea de ABS (Estados Unidos).

Las muestras humanas de cornea y de pterigion fueron cedidas por
el Dr. Tung-Tien Sun del departamento de Biologia Celular de la escuela de
medicina en la Universidad de Nueva York (NYU Langome Medical Center,
Nueva York, Estados Unidos). Las muestras de tumores de vejiga humanos
se obtuvieron de pacientes intervenidos de CUs en el servicio de urologia
del Hospital Universitari Joan XXIIl (Tarragona, Espafa). El estudio fue
aprobado por el comité ético del hospital y a todos los pacientes se les

solicité el consentimiento informado.

3.Sintesis de cDNA

Todas las reacciones de sintesis de cDNA se realizaron a partir de
200 ng totales de mRNA utilizando el kit Transcriptor First Strand cDNA
Synthesis Kit (Roche, Alemania). Primeramente tanto el mRNA (20 ng/ul)
junto con Random Hexamer Primer (60 pmol/ul) se desnaturalizaron
durante 10’ a 65°C. Posteriormente, se le afiadié solucién tampdén (50 mM
Tris/HCI, 30 mM KCI, 8 mM MgCl,), junto con 20U de Inhibidores de
protectores de RNase, dinucleotidos (ANTPS) (1mM) y 10U de la enzima
Transcriptasa Reversa. La concentracion final de mRNA fue de 10 ng/ul y
los parametros de incubacién de 10’ a 25°C, 30" a 55°C y 5’ a 85°C. Todas

las reacciones se almacenaron a -20°C hasta el momento de ser utilizadas.

28



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

4. RT-PCR

Para el cDNA de los tejidos y las muestras de tumores de vejiga,
de cornea y pterigion se realizd la amplificacién del transcrito de UPK3c
utilizando dos primers que abarcan todo el CDS de las tres posibles copias
de UPK3c en humanos (F: 5-GACGGACGGACAGACAGATGGACA-3' Yy R:
5-GCCCCTCTGGAACCCCTCAG-3'). Una concentracion final de 0.4 ng/ul
de cDNA, junto solucién tampén (16 mM (NH,;)SO4 y 67 mM Tris/HCI) con
dNTPs (Roche, Alemania) a 80 yM, MgCl, a 1.5 mM, 0.3 uM de cada
primer y 2.5 U de BIOTAQ™ DNA polimerasa (Bioline, Reino Unido)
primeramente se incubaron durante 5’ a 95°C para luego realizar 35 ciclos
de 30” a 95°C, 30" a 59°C y finalmente 60” a 72°C. Finalmente las

reacciones fueron incubadas otros 20" a 72°C.

5.Andlisis de las copias de UPK3c

Para llevar a cabo el estudio de las copias de UPK3c se realiz6 una
re-amplificacién del producto de PCR (dilucion 1:50) obtenido tras la
amplificacion de todo el CDS de las tres posibles copias para UPK3c en
humanos. Para ello se diseflaron dos primers (F: 5-
TTCAGCAGCCACAACATCTC-3' y R: 5-CGAGGTGCGTGGTGTATCTT-
3") dentro de la secuencia del producto de PCR obtenido y comUn para las
tres copias. Las condiciones para estos nuevos primers fueron las mismas
gue para la RT-PCR explicada anteriormente pero con una temperatura de
alineamiento de 54°C. Dado que las muestras posteriormente se
secuenciaron, previamente se realizé una purificacién del producto de PCR
con el kit GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare,
Reino Unido) basado en un sistema de purificacién a través de la adsorcion
y desorcién del producto de PCR en columnas de silice. Un total de dos
reacciones de RT-PCR por muestra con un volumen final de 50 ul cada una

se purifico de manera conjunta y se eluyé en un volumen de 30 ul de dH,0.

29



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

Posteriormente, 10 yl de muestra a 50 ng/ul junto con 10 pl de 10 pmol/ul
del primer interno disefiado dentro del producto de la reamplificacién (5'-
CTTCTCCCAGAGGGGCTACT-3') se secuenciaron por la empresa

Macrogen (Corea). Varias de las muestras se secuenciaron por duplicado.

Con los resultados de los cromatogramas obtenidos se calculd el
porcentaje relativo de cada copia de UPK3c. Para ello, se midi6 la altura de
los picos para cada base nucleotidica en el lugar donde toca la sustitucion
UPK3c 531 C/A como ha sido realizado anteriormente (Kwok et al. 1994) y
se calculd su porcentaje relativo a partir del tamafio de la suma de los dos

picos.

6.Andalisis relativo de la expresion transcripcional de uroplaquinas

La expresion relativa de las diferentes uroplaquinas y de
POLR2J2/J3 se realiz6 con sondas TagMan en un 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems, Estados Unidos). Las sondas TagMan
para UPKla (Hs01086736_m1), UPK1lb (Hs00199583 m1l), UPK2
(Hs00171854_m1), UPK3a (Hs00199590_m1) y UPk3b (Hs02385861_g1)
fueron sondas ya disefiadas mientras que para POLR2J2/J3 y UPK3c se
encargaron disefiar unas sondas especificas con un reporter en el extremo
5" FAM (6-carboxifluoresceina) y un quencher en el extremo 3' TAMRA (6-
carboxitetrametilrodamina). En el caso de POLR2J2/J3 la sonda estuvo
dirigida exclusivamente a su ultimo exdn dado que es la Unica parte de la
secuencia que es capaz de diferenciarlas de POLR2J y de UPK3c a la vez.
Mientras tanto, en el caso de UPK3c, la sonda estuvo dirigida solamente al
primer exén de UPK3c porque asi se podria llegar a diferenciar de
POLR2J2/J3. Como genes normalizadores se utilizaron sondas TagMan
contra PPla (Hs99999904 m1), RPLPO (Hs99999902 m1l) y GAPDH
(Hs99999905_m1). Aproximadamente 0.5 uM de cada primer, 0.2 uyM de la

sonda y 25 ng de cDNA se mezclaron con TagMan Universal PCR Master
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Mix. Las condiciones de la PCR fueron 50°C durante 2’, 95°C durante 10’ y
40 ciclos de 95°C durante 15” y 60°C durante 20”. Todas las muestras se
corrieron por duplicado. Para calcular la expresion relativa se utilizo el

método de 24

basado en el numero del ciclo en el cual la amplificacién
del producto de PCR supera un valor umbral. La expresion se relativizo a

los valores obtenidos en una mezcla de los mMRNA de todos los tejidos.

7.Transformacion y clonacién de UPK3c

El producto de PCR obtenido con los primers que abarcan todo el
CDS en vejiga normal fue clonado utilizando el kit TOPO TA Cloning® Kit
Dual Promoter (Invitrogen, Estados Unidos). 4 ul de producto de PCR de
vejiga normal se incubaron con 1 yl del pCR® [I-TOPO® y conl pl solucion
salina (200 mM NaCl, 10 mM MgCl,), para aumentar la eficiencia, durante
5 a temperatura ambiente y posteriormente se conservaron en hielo.
Después, 2 ul de la reaccion de ligacion TOPO® Cloning con el producto
de PCR de vejiga se incub6 en hielo durante 30’ junto con un vial de 50 pl
de células One Shot® Chemically Competent E. coli. Cada 10’ la reaccién
se mezclo suavemente. Tras la incubacién en hielo, las células se
sumergieron durante 30” en un bafio de agua a 42°C para permitir la
internalizacion del DNA y posteriormente se conservaron en hielo. A estas
células en hielo se le afiadieron 250 ul de medio S.0.C. (2% Triptona, 0.5%
Extracto de levadura, 10 mM de NaCl, 2.5 mM de KCI, 10 mM MgCl,, 10
mM MgSO,, 20 mM Glucosa) y se incubaron en agitacion horizontal a 200
rpm durante 60’ a 37°C. Finalmente, 3 volimenes (25, 75 y 150 ul) de
medio S.0.C con células competentes transformadas con UPK3c se
sembraron en placas de LB (1% Triptona, 0.5% Extracto de Levadura, 1%
NacCl, 1.5% de Agar Bacteriano). Las placas contuvieron ademas 100 ug/ml
ampicilina y se le afiadié horas previas a la siembra 100 pug/ml de X-gal.

Las placas se incubaron en oscuridad a 37 °C durante toda la noche y a la
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mafana siguiente se seleccionaron distintos clones transformados (color

blanco) frente a los que no habian sido transformados (color azul).

Cada colonia transformada se incubé en medio LB liquido (1%
Triptona, 0.5% Extracto de Levadura, 1% NaCl) con 50 pug/ml de ampicilina
a 200 rpm en horizontal durante toda la noche en un volumen de 5 mL en
tubos de un tamafio al menos 3 veces superior a ese volumen. Al dia
siguiente con 1 ml de células crecidas en LB liquido se prepararon stocks
de glicerol (LB liquido 40% glicerol esteril) y almacenados a -80°C mientras
que con los 4 ml restantes se extrajo el plasmido con el kit QIA filter™
Plasmid Mini Kit (Qiagen, Paises Bajos) el cual tras una lisis celular el
plasmido se purifico por un proceso de adsorcion y desorcion en columnas

de silice y eluido en un volumen final de 50 ul de dH,O0.

La presencia del transcrito de UPK3c en el plasmido pCR® II-
TOPO® se realizo a través de la digestion de 100ng de plasmido con 10 U
de la enzima de restriccién EcoRI (New England Biolabs, Estados Unidos)
a 37°C durante 60’ y visualizado en un gel de agarosa al 2%. Los
plasmidos purificados que contuvieron inserto se secuenciaron con los
primers de la RT-PCR (5'- GACGGACGGACAGACAGATGGACA-3'y 5'-
GCCCCTCTGGAACCCCTCAG-3), otros dos primers internos (5'-
GAGATGTTGTGGCTGCTGAA-3' y 5-GTTGGCCCTCAGTGTGAGAT-3) y
un primer fuera de la secuencia (5-CAGGAAACAGCTATGAC-3)).

8.Extraccion y cuantificacion de proteina

En el caso de la extraccién de proteinas de la linea celular de CU
T24, en el momento de recoger las células, el medio se deseché y las
células se lavaron dos veces con PBS (0.01 M buffer fosfato, 0.137 M NacCl

y 0.0027 M KCI). Posteriormente, las células se rasparon de la superficie
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de cultivo, se recogieron y se centrifugaron a 200g durante 5. El

sobrenadante se desechdé.

Tanto las células de la linea celular de CU T24 como las muestras
de tumores de vejiga humanos, cornea y pterigion se sumergieron en una
solucién de lisis (25 mM Tris-HCI, 2 mM EDTA y 2% SDS). Posteriormente,
las muestras se sonicaron a amplitud ultrasénica del 50% y de un ciclo de 1
durante 10 segundos 3 veces. Las muestras entonces se sometieron a 3
ciclos de congelacion y descongelacién para repetir finalmente de nuevo
las 3 repeticiones de sonicacion. El sobrenadante de las muestras se

recogi6 tras haber sido centrifugadas a 28000 rpm durante 10'.

La cuantificacion de proteina se realizd6 con el kit BCA Protein
Assay Reagent Kit (ThermoFisher Scientific, Estados Unidos) basado en la
deteccion colorimétrica de la reduccion de Cu*? a Cu*! por parte de las
proteinas en medios alcalinos. Ratio 50:1 de Reactivo A:Reactivo B se
mezclo en ratio 1:20 muestra:reactivo AB estando la muestra diluida 1:10
con 0.1% SDS. La mezcla se incubé a temperatura ambiente durante 2h y
la cuantificacion se determiné leyendo la absorbancia a 560 nm en relacion
a los resultados obtenidos para una curva patron realizada con BSA. La
concentracién de las muestras se ajustd con solucién de lisis y con una
solucién de carga (Tris-HCI 225 mM pH: 7, 50% glicerol, 5% SDS, 0.05%
de azul de bromofenol y 250 mM de DTT), se hirvieron durante 5’ y se

almacenaron a -80°C hasta el momento del experimento.

9.Western-Blot

Todas las muestras analizadas por WB se corrieron en Mini-
PROTEAN® Precast Gels del 10% (Bio-Rad, Estados Unidos). En el caso
de las transfecciones, se cargaron 5 0 15 yg de muestra mientras que en el

caso de las muestras de tumores de vejiga, cornea y pterigion humanos se
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cargaron 30 ug. La transferencia se realizé sobre Trans-blot® Turbo™ Mini
Nitrocellulose Transfer Packs 0.2 ym (Bio-Rad, Estados Unidos) en un
Trans-blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Estados Unidos) a 1.3 Ay 25
V. Como control de carga para alguno de los WB y como control de
transferencia, la membrana de nitrocelulosa se tifio con Ponceau S solution
(Sigma, Estados Unidos) durante 10’ y posteriormente destefiida con PBS-
Tween 0.1%. El bloqueo de las membranas se realiz6 con una solucién de
PBS-Tween 0.1% y 3% de leche descremada. Tanto los anticuerpos
primarios como los anticuerpos secundarios se prepararon en PBS 1% de
leche descremada. Los anticuerpos primarios (Tabla 1) siempre se
incubaron a 4°C durante la noche y los anticuerpos secundarios ECL Anti-
raton o conejo IgG unidos a HRP (Amershan Biosciences, Estados Unidos)
siempre se incubaron durante 60’ a temperatura ambiente y en agitacion a
una dilucion 1:2000. La deteccion se realizé con SuperSignal™ West
Femto Maximum Sensibility Substrate (ThermoFisher Scientific, Estados

Unidos) que es un sustrato ECL para HRP.

PROTEINA | NOMBRE ANTICUERPO | ESPECIE |DILUCION PROVEEDOR

UPK3a AU1 Ratén 1:100 Cedido por Dr. Sun (Liang etal. 2001)

UPK3b UPK3B Conejo 1:500 Atlas Antibodies (Suecia)

UPK3c P3R2 Conejo 1:1000 Encargado disefiar a Biomedal (Sevilla)

UPK3c UPK3BL Conejo 1:1000 Origene (Estados Unidos)

FGFR3 FGFR3 (c51F2) Conejo 1:1000 | Cell Signaling Technologies (Estados Unidos)

p130 p130 Cas (E1L9H) Conejo 1:1000 | Cell Signaling Technologies (Estados Unidos)
Rb Rb (4H1) Ratéon 1:500 Cell Signaling Technologies (Estados Unidos)

Tabla 1: Caracteristicas, condiciones y proveedor de los anticuerpos utilizados para

immunodeteccion.
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10.Transfeccién transitoria de UPK3c

UPK3c se transfectd de manera transitoria en la linea celular de CU
T24 dado que por RT-PCR se observo que no expresa UPK3c de forma
enddgena (datos no mostrados). El plasmido de expresion utilizado para
transfectar la linea celular T24 fue el plasmido CS2+ (pCS2+). De un clon
con la construccion pCR® II-TOPO®-UPK3c con la secuencia correcta tras
Su secuenciacion, se extrajo el transcrito de UPK3c con la enzima de
restriccion EcoRI (New England Biolabs, Estados Unidos) que
posteriormente se extrajo del gel de agarosa con el kit GFX™ PCR DNA
and Gel Band Purification Kit (GE Healthcare, Reino Unido) basado en un
sistema de purificacion a través de la adsorcion y desorcién del producto de
PCR en columnas de silice tras la disolucién del fragmento de agarosa que
lo contiene. El pCS2+ que contiene un sitio de restriccion para EcoRI (New
England Biolabs, Estados Unidos) se lineariz6 con esta enzima de
restriccién y posteriormente se desfosforild para eliminar los fosfatos de los
extremos 5’ del plasmido y asi evitar la religacion y permitir la accion de las
ligasas. Aproximadamente 400 ng de pCS2+, se incubé con 50 mM de Bis-
Tris-propano-HCI, 1 mM MgCl,, 0.1 mM ZnCl,y 5 U de fosfatasa Antartic
(New England Biolabs, Estados Unidos) durante 15 a 37°C vy
posteriormente la enzima se inactivd durante 5 a 70°C. La ligacion se
realiz6 con la T4 DNA ligase (New England Biolabs, Estados Unidos) en un
ratio molar Vector:Inserto 1:3 y con una concentraciéon total de vector e
inserto de 4,4 ug/ml incubandolo con 50 mM Tris-HCI, 10 mM MgCl,, 1mM
ATP, 10 mM DTT y 400 U de T4 DNA ligasa durante 5 a 25°C y
posteriormente inactivada a 65°C durante 10'. 4 pl del producto de la
ligacién posteriormente se transform6 en One Shot® Chemically
Competent E. coli y purificado como ha sido explicado anteriormente. La
presencia del inserto se comprobé también con la enzima de restriccion
EcoRI (New England Biolabs, Estados Unidos) como ha sido explicado
anteriormente y su correcta orientacion se establecié con los primers del
plasmido Promotor SP6 (5-CCCAAGCTTGATTTAGGTGAC-3) y el primer
T7 (5-AATACGACTCACTATAG-3’) a través de su secuenciacion.
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Para llevar a cabo la transfeccion, la linea celular de CU T24 se
sembré a una densidad de 150 células/mm? en medio Mc Coy’'s (Sigma,
Estados Unidos), suplementado con 1.5 mM de L-Glutamina (Sigma,
Estados Unidos) y 10% de Suero Fetal Bovino (Sigma, Estados Unidos), un
cocktail de antibiéticos (100 U de Penicilina , 25 mg/ml de Estreptomicina)
(Sigma, Estados Unidos) y 0.1 mg/ml de Plasmocin™ (Invivogen, Estados
Unidos) y cuando alcanzaron una confluencia del 80-90% se transfectaron.
Dos horas antes de realizar la transfeccion, el medio se cambié por medio
nuevo sin antibidticos ni Plasmocin™. Para transfectar se utilizé
Lipofectamine® LTX con Plus™ Reagent (Invitrogen, Estados Unidos).
Plus™ Reagent con pCS2+-UPK3c se mezclaron en un ratio 1:1 de pl:pg
en Opti-MEM® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos) en tubos de
poliestireno e incubados durante 10° a temperatura ambiente.
Posteriormente, esta solucion de Opti-MEM® se mezclé con otra solucion
de Opti-MEM® (1:1) que contenia Lipofectamine® LTX en un ratio final 1:4
0 1:2.5, plasmido:Lipofectamine® e incubada durante 30’ a temperatura
ambiente mezclando suavemente cada 10'. Finalmente el volumen final de
Opti-MEM que es igual a 1:10 del volumen de medio en la placa se afiadio
al medio de cultivo de las células e incubado durante 6 horas. Después de
la incubacion, las células se lavaron dos veces con medio de cultivo Mc
Coy’s con antibiético y Plasmocin™ y se le afiadié medio fresco de nuevo
dejandolas en incubacion 24 y 48 horas. Los resultados de la transfeccién

se analizaron por WB.

11.Deglicosilacion de muestras

Los extractos proteicos de la linea celular de CU T24, como los de
los tumores de vejiga humanos, cornea y pterigion se deglicosilaron con
dos N-glicosidasas. Aproximadamente 30 ug de extracto proteico se incub6

con un buffer desnaturalizante de glicoproteinas (5%SDS y 0.4 M DTT)
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durante 10’ a 100°C. Posteriormente el volumen de la reaccién se doblo
con 400 U de enzima y con 0.5M de citrato de sodio (pH: 5.5) en el caso de
EndoH (New England Biolabs, Estados Unidos) o de 0.5 M fosfato de sodio
(pH: 7.5) y 1% de NP40 en el caso de PNGase F (New England Biolabs,
Estados Unidos). Ambas reacciones con la enzima se incubaron a 37°C
durante 60’ y se almacenaron a -80°C hasta el momento del experimento. A
los controles para cada muestra se les expuso a las mismas condiciones
gue al resto pero sin contener enzima. La sensibilidad a ambas N-

glicosidasas se examinaron a través de WB.

12.Immunolocalizacion de uroplaquinas en el urotelio de raton

Las secciones de parafina de vejiga de ratdn sano y de los modelos
transgénicos de raton HRAS y SV40T fueron cedidos por el Dr. Sun. La
desparafinacion y rehidratacion de las secciones consistié en la incubacion
dos veces en xileno durante 15', otras dos en 100% etanol durante 5’ y
luego una vez durante 5’ en un gradiente de distintos porcentajes de etanol
(95, 80, 75, 50 y 30). La hidratacion final se realiz6 en agua dos veces
durante 3'. El desenmascaramiento y la recuperacion del epitopo se realizo
con una solucién tampén de citrato a pH 6 (Sigma, Estados Unidos) en un
microondas durante 5’ a maxima potencia y otros 2’a potencia baja. Tras
enfriar las muestras sumergidas en la solucién tampén de citrato durante
60 a temperatura ambiente, las secciones se lavaron con PBS (pH 7.4) en
agitacion. El bloqueo de las secciones se realizé con una solucién de PBS
(pH 7.4) al 3% de BSA durante 30’ a temperatura ambiente. Las secciones
se incubaron con anticuerpos primarios (Tabla 2) a su respectiva
concentracion en una solucion de PBS (pH 7.4) al 3% de BSA a 4°C
durante toda la noche y los anticuerpos secundarios Alexa Fluor® 488, 594
y 633 de conejo, ratén y cabra respectivamente (ThermoFisher, Estados

Unidos) se incubaron a temperatura ambiente durante 60’ en oscuridad a
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una dilucién 1:100 de PBS (pH 7.4) al 3% de BSA. La tincién nuclear
también realizada en oscuridad se llevé a cabo a una dilucién 1:1000
durante 60” en una solucion de PBS (pH 7.4). Las secciones se cubrieron
con el medio de montaje acuoso Fluoro-Gel (Electron Microscopy Sciences,
Estados Unidos). Las imagenes se adquirieron con un microscopio confocal
invertido Zeiss LSMyy, y las condiciones de adquisicién de imagenes se
llevaron a cabo con un objetivo de 100x y 1.4NA, el tamafio del pinhole fue
de 0.7 uyM y el tamafio del pixel de 40 nm. Los fluoréforos para los

anticuerpos secundarios emitieron a 520, 617 y 668 nm.

PROTEINA | NOMBRE ANTICUERPO | ESPECIE |DILUCION PROVEEDOR

UPK1la 2P22 Ratén 1:100 Cedido por Dr. Sun

UPK1b 7472 Conejo 1:100 Cedido por Dr. Sun

UPK2 N18 Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Estados Unidos)

UPK2 S3045 Conejo 1:200 Cedido por Dr. Sun

UPK3a M17 Cabra 1:50 Santa Cruz Biotechnology Inc. (Estados Unidos)
UPK3a AUl Ratén 1:100 Cedido por Dr. Sun

UPK3b €362 Ratén 1:50 Cedido por Dr. Sun

UPK3c m3c Conejo 1:50 Cedido por Dr. Sun

Tabla 2: Caracteristicas, condiciones y proveedor de los anticuerpos utilizados para

immunolocalizacién.
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ORIGEN Y EVOLUCION DE LAS UROPLAQUINAS. IDENTIFICACION
DE TRES NUEVAS UROPLAQUINAS: UPK3c, UPK3d Y UPK2b.

1.Basqueda de secuencias en bases de datos de DNA y proteina.

La existencia de secuencias de las dos familias de uroplaquinas
UPK1la/lb y UPK2/3 en vertebrados basales (peces 6seos y cartilaginosos,
anfibios, reptiles/aves) y su ausencia en tunicados, que son los organismos
evolutivamente mas cercanos a los vertebrados, ha sido descrita en un
estudio anterior en el que participd un investigador del grupo en el que he
desarrollado mi trabajo de tesis (Garcia-Espana et al. 2006). Los tunicados
son animales marinos y aunque la mayoria de adultos son sésiles, las
larvas son méviles y poseen una notocorda (médula espinal primitiva) que
los clasifica como cordados, junto a los vertebrados y a los cefalocordados
(Delsuc et al. 2006). La presencia de uroplaquinas en peces cartilaginosos
y su ausencia en tunicados es indicativa de que las uroplaquinas debieron
aparecer durante las primeras fases de la evolucién de los vertebrados. En
ese estudio se clasificaron las nuevas uroplaquinas como pertenecientes a
los distintos grupos ya conocidos (1a, 1b, 2, 3a y 3b) excepto las similares
a UPK3 de peces, que se clasificaron como proto-UPK3s debido a la
divergencia que presentaban con las UPK3a/3b de tetrapodos (anfibios,

reptiles/aves y mamiferos) (Garcia-Espana et al. 2006)

En el presente estudio hemos reexaminado la evolucién y
profundizado en el origen de las familias de las uroplaquinas debido al
reciente aumento en el nimero de genomas parcial o totalmente
secuenciados de cordados. Sobre todo, ha contribuido a ello, la
disponibilidad de los genomas de: lamprea (Petromizon marinus), un pez
sin mandibula que puede considerarse como un fosil viviente de los
vertebrados mas basales (agnatos) (Kuratani 2012; Smith et al. 2012);

catan pinto (Lepisosteus oculatus), un pez 6seo primitivo (Amores et al.
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2011); y el de un cordado basal (cefalocordado), lanceta o anfioxo
(Branchiostoma floridae) (DeSalle et al. 2014; Putnam et al. 2008).
Buscando en bases de datos de DNA y proteina, tal como se describe en
materiales y métodos, mediante la utilizacion de secuencias ya descritas,
se identificaron nuevas secuencias de uroplaquinas en vertebrados,
incluyendo la lamprea, y no encontrandose uroplaquinas en cordados no
vertebrados ni en organismos mas antiguos. Las secuencias de proteina y
DNA de las uroplaquinas de organismos representativos de los diferentes
grupos de vertebrados mamiferos (placentarios, marsupiales y monotrema),
reptiles/aves, anfibios y peces se enviaron a nuestro colaborador, el Dr.
Rob DeSalle del Natural History Museum (Nueva York), para su estudio
filogenético utilizando métodos de inferencia Bayesiana (Figura 6), maxima
parsimonia, y maxima verisimilitud (Figura Suplementaria 3 y 4 de DeSalle
et al. 2014).

2.Relaciones evolutivas de las uroplaquinas de la familia tetraspanina
(UPK1a/1b)

Las tetraspaninas (tetraspan o TM4SF) constituyen una extensa
superfamilia de proteinas con mas de 33 miembros en humanos y con
representantes en animales, hongos, plantas y protistas (eucariotas
unicelulares) (Garcia-Espafia et al. 2008, Huang et al. 2005). Dentro de
esta superfamilia, las uroplaquinas tetraspaninas (UPKZla/lb) constituyen
un grupo bien definido con dos ramas que se corresponden con las
secuencias similares a UPKla y UPK1lb (DeSalle et al. 2014; Garcia-
Espana et al. 2008; Huang et al. 2005; Hemler 2003; Boucheix et al. 2001).
Al analizar filogenéticamente las uroplaquinas de la familia UPKla/lb

observamos que sus secuencias se mantienen claramente diferenciadas en
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Unicamente dos grupos, UPKla y UPK1b, incluso con las secuencias de

lamprea (Figura 6a y Figura 7).

La reconstruccion evolutiva de las UPKla/lb concuerda con la
historia de la diversificacién de los grupos de vertebrados, excepto en el
caso de los peces cartilaginosos, que en el arbol filogenético se encuentran
mas cercanos a los tetrapodos (anfibios, reptiles/aves y mamiferos) que a
los peces Gseos (Figura 6a). Esto podria deberse a la gran diversificacion y
velocidad evolutiva que han experimentado los peces Oseos en
comparacion con los peces cartilaginosos y tetrapodos (Ravi et al. 2008).
La diversificacion de estas proteinas puede entenderse facilmente como
consecuencia de una duplicacién génica en el ancestro comun de

vertebrados que dio lugar a UPK1a y UPK1b (Figura 7).

3.Relaciones evolutivas de las uroplaquinas de la familia UPK2/3:
identificacion de tres nuevas uroplakinas UPK3c, UPK3d y UPK2b

Los andlisis de las uroplaquinas de la familia UPK2/3 revelaron la
existencia de tres nuevos paralogos que no habian sido descritos con
anterioridad y que hemos denominado UPK3c, UPK3d y UPK2b (Figura
6b).

UPK3c seria el mas reciente evolutivamente y el Unico que se
encuentra en mamiferos, incluyendo humanos. Otro de los nuevos
paralogos, UPK3d, esta relacionado con UPK3b y solo existe en peces
(Figura 6b). UPK3d es la denominada “UPK3a-like protein” que
recientemente se ha vinculado con la morfogénesis del conducto

pronéfrico de pez cebra (Danio rerio) (Mitra et al. 2011).
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uroplaquinas ya
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filogenéticos basandose en
inferencia Bayesiana
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Figura 2: Arbol filogenético simplificado de la presencia y ausencia de uroplaquinas en

los principales grupos de cordados. Esquema de la distribucion de las uroplaguinas desde
su origen en el ancestro comun de vertebrados hasta humanos. 1A (UPK1a), 1B (UPK1b), 2A
(UPK2a), 2B (UPK2b), 3A (UPK3a), 3B (UPK3b), 3c (UPK3c), 3D (UPK3d). Los superindices 1
y 2 indican la existencia de 2 o 3 formas respectivamente de ese miembro de la familia de
uroplaquinas. La falta de suficiente informacién para determinar la existencia o no de
uroplaquinas ha sido indicada como ¢? y los * representan aquellos momentos en la historia
donde tuvo lugar una duplicacién completa del genoma. El arbol filogenético simplificado

muestra los principales grupos taxonémicos con una especie como ejemplo representativo.
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El dltimo de los nuevos paralogos esta relacionado con UPK2 y se
le ha denominado UPK2b para distinguirlo de UPK2 que ha pasado a
llamarse UPK2a. Solo se encuentra en aves/reptiles, anfibios y peces
cartilaginosos, a diferencia de UPK2a que tiene una distribuciébn mas

amplia (Figura 6b y Figura 7).

Ademas de estos tres nuevos paralogos, en el caso especifico de
la lamprea, el catan pinto y la rana (Xenopus tropicalis) es posible encontrar

tres copias de UPK3a, UPK3b y UPK3d respectivamente (Figura 7).

Al igual que en el caso de las UPKla/lbs, la reconstruccion
evolutiva de UPK2/3 estéa de acuerdo con la historia de la diversificacion de
los grupos de vertebrados menos por algunas excepciones (Figura 6b y
Figura 7). Por ejemplo, la UPK2a, UPK3a.1 y UPK3a.2 en lamprea y la
UPK3a tanto en celacanto como en ornitorrinco (Ornithorhynchus anatinus)
no se encuentran en los grupos que le corresponderian. Esta incongruencia
podria ser debida a “Long Branch Attraction”, por la cual, secuencias que
han evolucionado rapidamente se agrupan de forma conjunta

indistintamente de su correcta relacion (Felsestein 2004).

La evolucion de UPK2/3 es mas compleja que la de UPK1a/UPK1b
y varias rondas de duplicacion serian necesarias para poder explicar su
distribucion en los distintos taxones animales (Conrad et al. 2007; Kleinjan
et al. 2008; Rastogi et al. 2005; Dehal y Boore 2005; Lundin et al. 2003; Mc
Lysaght et al. 2002) (Figura 7). En principio, podria pensarse que una
duplicacién habria coincidido con la primera duplicacion del genoma que
ocurrio en el ancestro comun de vertebrados (Ohno et al. 1999) dando

lugar a la separacion de UPK2 y UPK3.

En el caso de UPK2, una duplicacion adicional debié ocurrir que dio
lugar a UPK2a y UPK2b. Esta duplicaciéon podria haberse producido en el
ancestro comun de peces cartilaginosos y 6seos dado que la UPK2b mas
antigua encontrada es en peces cartilaginosos (Figura 7). Sin embargo,

dado que de vertebrados mas primitivos solo se dispone del genoma de
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lamprea, no se puede descartar la posibilidad de que UPK2a fuese
duplicada ya en el ancestro comun de vertebrados con la posterior pérdida
de UPK2b en lamprea (Figure 7). En cuanto a UPK3s, a rasgos generales
su evolucion necesitaria al menos cuatro rondas de duplicacién para poder
llegar a explicar la actual distribucién de los genes en el genoma de
vertebrados. Sin embargo, no se puede precisar con exactitud como se
produjeron estas duplicaciones excepto en el caso de UPK3c dado que su
origen se explicaria como consecuencia de una duplicacion del gen UPK3b
en el ancestro comun de reptiles/aves y mamiferos. Esto es demostrado a
través de la sintenia o conservacion de la localizacién de los genes en este
caso adyacentes a UPK3b en los cromosomas de anfibios, reptiles/aves y

mamiferos (Figura 8).

Rana Tortuga Gallo Zarigueya Raton Orangutan
GL172708 JH207163 Chr. 19 Chr. 2 Chr.5 Chr.7
Figura 8: UPK3c se origin6é consecuencia de una duplicacion del gen UPK3b. Analisis de

sintenia donde la colocalizacion preservada de genes adyacentes al gen UPK3b en
cromosomas de diferentes especies muestra que el gen UPK3c se originé en el ancestro

comun de reptiles/aves y mamiferos a partir de una duplicacién del gen de UPK3b.
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4.0rigen de las uroplaquinas en el ancestro comuin de los vertebrados

y desaparicion especifica en los peces 6seos modernos.

Las secuencias mas antiguas relacionadas con las uroplaquinas se
encontraron en lamprea, un vertebrado basal y no se detectaron en
organismos mas antiguos: tunicados y cefalocordados, equinodermos,
insectos, nematodos, cnidarios, (medusas) o esponjas. Esta distribucion
sugiere que la familia de las uroplaquinas se origind hace 500 millones de
afios en el ancestro comun de los vertebrados cuando estos se separaron

de tunicados (urocordados) y cefalocordados (Holland et al. 2015).

Dado que las uroplaquinas de la familia UPK1a/1b pertenecen a la
extensa y antigua familia de proteinas tetraspaninas probablemente se
originaron a partir de la duplicacion de un gen tetraspanina ancestral que
no hemos podido identificar al no existir conservacién de sintenia entre
UPK1la o UPK1b en el genoma de los cordados basales. En el caso de la
familia UPK2/3 no se conoce que estén relacionadas con otra familia de

proteinas.

5.La conservacion de la pauta de exones codificantes e intrones y de
cisteinas extracelulares en UPK2s y UPK3s refuerzan su origen

evolutivo comun.

A pesar de que la similitud entre las secuencia de las distintas
proteinas UPK2/3 es baja (12-44%), al alinear sus secuencias se observa
gue comparten un patrén génico idéntico. Todas, excepto las UPK2s, que
carecen del Ultimo exdn, estan codificadas en seis exones con 5 intrones

(1-5) en fases 1:1:2:1:2 (Figura 9). Los intrones en fase 1y 2 interrumpen
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un coddn entre la primera y segunda base o entre la segunda y la tercera

base respectivamente.

Ademas en el alineamiento de estas secuencias se puede apreciar
la conservacion de cuatro cisteinas (C;-C4) en la parte extracelular de la
proteina con alguna excepcion dado que UPK3c ha perdido las C, y C, en
las secuencias de mamiferos y UPK2a no tiene las C; y C, (Figura 9 y
Figura Suplementaria 1). Estas observaciones reforzarian los resultados de

los analisis filogenéticos del origen comdn de las UPK2/3

Péptido Sefial C,

UPK3a i LT TVALEKPLCMF|
UPK3b A

UPK3c
UPK3d
UPK2b
UPK2a

UPK3a
UPK3b
UPK3c
UPK3d
UPK2b
UPK2a

UPK3a
UPK3b
UPK3c
UPK3d
UPK2b
UPK2a

DTM Regidn Citoplasmatica

Figura 9: Conservacién de los residuos de cisteina y la pauta de intrén exén en

UPK2/3s. Alineamiento de las secuencias humanas de UPK2a, UPK3a, UPK3b y UPK3c,
UPK2b de lagarto y UPK3d de pez zebra utilizando el servidor MAFFT con los parametros
estandar y ajustadas manualmente para poder alinear la posicién del intrén 1. Los intrones del
dominio urofibrina 1-4 (ver mas adelante y Figura 10) como el intrén 5 del DTM estan
sefialados en la parte superior de la secuencia en color azul o rojo atendiendo si la fase es 1 o
2 respectivamente. De esta misma manera, los aa resultantes de un codén entre dos exones
estan resaltados con los mismos colores. Las cisteinas estan resaltadas de color amarillo y
numeradas del 1 al 4.UPK3d tiene dos cisteinas adicionales y los pares de cisteinas C;-C; y
Cs:-C4 no existen en UPK3c y UPK2a respectivamente. El péptido sefial y la region
citoplasmética estan delimitados con una linea de color azul discontinua, el DTM esta
delimitado con una linea de color negro y la regién extracelular con una linea de color rojo.
Aunque la similitud entre las distintas UPK2/3 es baja, las fases de los intrones y los residuos
de cisteina estan muy conservados sugiriendo entonces un origen evolutivo comin. Identidad

de aa, idéntico (*); muy similar (:); poco similar (.) y sin similitud ().
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RELACION EVOLUTIVA ENTRE LAS UROPLAQUINAS UPK2/3 Y LOS
RECEPTORES SUBTIPO 3 DE TIROSINA FOSFATASAS (R3 PTPRS).
CARACTERIZACION DEL DOMINIO UROFIBRINA.

1.Identificacion de un fragmento de proteina similar a las uroplaquinas

UPK2/3 en los receptores de proteina tirosina fosfatasa (R3 PTPRS)

Al contrario que las uroplaquinas UPK1a/lb que pertenecen a la
familia de las tetraspaninas, las uroplaquinas UPK2/3 no se habian podido
relacionar con otras familias de proteinas. Por este motivo utilizando como
cebo diversas secuencias de UPK2/3s se iniciaron una serie de busquedas

en bases de datos de DNA y proteina.

En una de estas busquedas, se observo que la proteina UPK3a
humana reconocia, aunque con baja significancia (E = 0.066), un fragmento
de 58 aa de la secuencia de proteina del receptor tirosina fosfatasa Q
(PTPRQ) humana (Figura 10a).

Al alinear las secuencias de estas dos proteinas, la similitud entre
ambas pudo extenderse a la region que abarca toda la secuencia
extracelular y transmembrana de UPK3a y que corresponde en PTPRQ a la
region entre los aa 1744 y 1928 (Figura 10b). Ambas secuencias
comparten un 16% de aa idénticos, un 21% muy similares y las cuatro
cisteinas (C,-C,) identificadas anteriormente (Figura 9) como

caracteristicas de la familia UPK2/3 (Figura 10b).

La fosfatasa PTPRQ pertenece al subtipo 3 de receptores tirosina
fosfatasa (R3 PTPRs). Los miembros de este subtipo 3 (R3 PTPRs) se
caracterizan y distinguen de los otros 8 subtipos de receptores tirosina
fosfatasas por tener un solo dominio catalitico y en la parte extracelular
Unicamente dominios fibronectina tipo 11l (FN3) (Andersen et al. 2001). Al

igual que las UPK2/3, los R3 PTPRs son proteinas integrales de membrana
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tipo | pero, a diferencia de estas (184-287 aa), son de gran tamafio (1216-
2299 aa) (Figura 11). En vertebrados, existen cinco miembros de R3
PTPRs: PTPRB (VE-PTP), PTPRJ (DEP-1), PTPRH (SAP-1), PTPRO
(GLEPP1) y PTPRQ (PTPS31) (Hendriks et al. 2013; van Eekelen et al.
2010; Andersen et al. 2001). Al comparar sus secuencias, la presencia de
la regién similar a UPK3a se observé también en PTPRB y PTPRJ pero no
en PTPRO y PTPRH (Figura 11). Ademas, esta region, al igual que en las
uroplaquinas UPK2/3, esta codificada por cuatro exones comprendidos
entre 5 intrones (1-5) en fases 1:1:2:1:2 (Figura 9 y Figura 11). Al igual que
PTPRQ y las proteinas UPK2/3, las cisteinas C;-C, también estan en
PTPRB (Figura 11) e incluso el tamafio de los exones es similar con los de

UPK3a (Figura 11 y Figura Suplementaria 3).

a. PREDICTED: phosphatidylinositol phosphatase PTPRQ isoform X1 [Homo sapiens]
Sequence ID: ref[XP_011536592.1|L ength: 2321Number of Matches: 1

Range 1: 1838 to 1894
Alignment statistics for match #1
Score  Expect Method Identities Positives  Gaps
37.7 bits(86) 0.067 Compositional matrix adjust. 17/59(29%) 29/59(49%) 2/59(3%)

UPK3a 130 NAYLVRVGANGT CLVDPNFQGL CNAPL SAATEYRFKYVLVNVSTGLVEDQTLWSDPI RT 188
N + +GA+ C+ N +CNPL +Y FK+ N+ + +SDP++T
PTPRQ 1838 NEEI Yl | GADNACM PGNEDKI CNGPLKPKKQYLFKFRATNI MGQFTDSD- - YSDPVKT 1894

C
1
b_ UPK3a -AVNLQPQLASVTFATNNPTLT - - TVALEKPLCMFDSKEALTGTHEVYLYVLVDSAISRNASVQDSTNTPLGSTFLQTEG
PTPRQ APARPKTKPTPIYDATGKLLVTSTTITIRMPICYYSDDHGPIKN-------- VQVLVTETGAQHDGNVTKWYDAYFNKAR
ki ik ki kaik . *: s Pa—— *

2 3 4
UPK3a  GRTGPYKAVAFDLIPCSDLPSLDAIGDVSKASQILNAYLVRVGANGTCLWDPNFQGLCNAPLSAATEYRFKYVLVNMSTG
PTPRQ ---PYFTNEGFPNPPCTEG---------- KTKFSGNEEIYIIGADNACMIPGNEDKICNGPLKPKKQYLFKFRATNIMGQ

L* LA RN L LI A S FopopkKk Rk ok ok kg

UPK3a LVEDQTLWSDPIRTNQLTPYSTIDTWPGRRSGGMIVITSILGSLPFFLLVGFAGAIALSLV
PTPRQ FTDSD--YSDPVKT------- LG---EGLSERTVEIILSVTLCILSIILLGTAIFA-----

shkk ok * Lz otk kr : poked %

Figura 10: Region similar entre UPK3a y PTPRQ humanas. (a.) Fragmento de PTPRQ
humana reconocida por UPK3a cuando esta es utilizada como cebo en la herramienta BLAST
contra bases de datos de proteinas humanas. (b.) Alineamiento extendido de las regiones
similares de UPK3a (17-235) y PTPRQ (1744-1928) humanas. Los DTM estan subrayados en
color rojo. Los residuos de cisteina estan anotados como C,—C,y resaltados de color amarillo.
La identidad de los aa viene determinada como rojos o idénticos (*), verdes o alta similitud (:),

azules o baja similitud (.) y negros o ninguan tipo de similitud ().
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Figura 11: Identificacién del dominio urofibrina dentro de la regién similar entre
uroplaquinas y receptores tirosina fosfatasa subtipo R3 (R3 PTPR) de humanos.
Esquema representando los exones (rectangulos de color rosa) que constituyen el dominio
urofibrina y con el DTM (rectéangulo color negro), la regién similar. Los nimeros debajo de los
rectangulos indican el nimero de aa. Los intrones son los nimeros en la parte superior donde
rojo y azul denotan fase 1y fase 2 respectivamente. Aunque solo se represente UPK3a, todas
las proteinas UPK2/3 humanas comparten la misma pauta de intrén-exén con la excepcion del
exon 5 que no existe en las UPK2s (Figura 9). Cy.4 indican las cuatro cisteinas de UPK3a que
estan conservadas en PTPR-Q, -B y -J pero no en -H y -O, la cual también ha perdido la
region similar (linea punteada). Ver leyenda para informacion adicional de péptido sefial, DTM,
dominio catalitico PTP y dominios FN3 (cifras anotadas debajo indican el nimero de dominios
FN3). El nimero de aa de cada proteina esta reflejado entre paréntesis bajo el nombre de
estas.

Por simplificar y para facilitar la lectura hemos llamado dominio
“urofibrina” a la regién comprendida entre los intrones 1 y 4 (Figura 11)
dado que en general, los dominios en las proteinas estan delimitados por
intrones de la misma fase como en este caso (intrones 1 y 4 son de fase 1),

presentan caracteristicas comunes como el patrén génico y de cisteinas, y
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porgue, como se vera mas adelante, esta regibn comparte cierta similitud

con las uroplaquinas y con los dominios FN3 (Tabla 3).

2.Caracterizacion del dominio urofibrina en UPK2/3 y R3 RPTPs de

vertebrados e invertebrados.

El dominio urofibrina esta conservado en todas las proteinas
UPK2/3 y es codificado por los exones del 2 al 4 con intrones en fases
1:1:2:1, con la excepcion de la ausencia de las C;-C, y C3-C, en UPK3c y
UPK?2a respectivamente (Figura 9 y Figura Suplementaria 1). Para su
caracterizacion se tuvieron que obtener secuencias de R3 RPTPs
buscando en bases de datos genomicas como ha sido descrito en
Materiales y Métodos y a través de articulos cientificos (Ono et al. 1999;
Ono-Kpyanagi et al. 2000; Byrum et al. 2006; van Ekelen et al. 2010). Para
comprobar que solo pertenecian al subtipo R3, las secuencias debian de
ser completas y poder asi comprobar que tenian un solo dominio catalitico
(PTP) y Unicamente dominios fibronectina tipo Il (FN3) en la parte
extracelular. Las secuencias R3 RPTPs obtenidas (Material Suplementario
1) cubren un amplio rango evolutivo desde vertebrados a esponjas. No se
encontraron secuencias de R3 PTPRs en genomas de organismos mas
antiguos que los animales (metazoos) como monosiga y capsaspora que
son los protistas mas cercanos al reino animal (King et al. 2008; Suga et al.
2013). Todas las secuencias de R3 PTPR contienen el dominio urofibrina
excepto PTPRO, PTPRH en vertebrados y dos proteinas de invertebrados

(ciona 1 y oikopleura 1) (Figura Suplementaria 2).

En el analisis comparativo de estos dominios urofibrina en UPK2/3
y R3 PTPRs (Figura 12 y Figura Suplementaria 3) se puede observar que

los intrones localizados en los flancos del dominio (intrones 1 y 4) son de
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origen mas antiguo, estando ya presentes en esponja (porifera), mientras
gue los intrones 2 y 3 aparecieron a partir de deuterostomas (hemicordados
y cordados) después de la separacion de los protostomas (artropodos,

anélidos, moluscos etc) (Figura 12 y Figura Suplementaria 3).
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Figura 12: El dominio urofibrina se encuentra conservado a lo largo de la evolucién de

vertebrados e invertebrados.  Alineamiento de los dominios urofibrina de secuencias
representativas de UPK3a, PTPRQ y secuencias relacionadas con PTPR de invertebrados
utilizando el servidor MAFFT con los parametros de serie establecidos. El servidor BoxShade
se utilizd para resaltar en diferentes tonalidades de grises la homologia de los residuos. Los
intrones del 1 al 4 estan indicados en la parte superior de la secuencia y para las fases de los
intrones, los aa estan resaltados de azul (fase 1) o de rojo (fase 2). En el caso de fase 0, los
dos aa que la flanquean estén resaltados de verde. Las C;-C, estan indicadas en la parte
superior y en el alineamiento, resaltadas de color amarillo. Las zonas de similitud 1-7 estan
indicadas con barras horizontales de color rojo. Las secuencias de arriba abajo son:
vertebrados, negro; tunicados (ciona), azul; hemicordados (acorworm), verde; equinodermos
(seaurchin), naranja; lophotrochozoa (annelid), marrén clarito; ecdysozoa (nematode), azul

oscuro; insectos (fly) , rojo; porifera (spongue), rosa.
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Por otro lado, mientras que las C3-C, estan presentes en todos los
organismos desde esponja hasta mamiferos, C,-C, aparecieron a partir de
los tunicados (ciona) (Figura 12 y Figura Suplementaria 3). Ademas, en el
alineamiento de estos dominios urofibrina aparecen 7 secuencias cortas de
aa de mayor similitud (1-7 en la Figura 12) y particularmente bien

conservado aparece el motivo CNGPL en el fragmento 5 (Figura 12).

UPK2a en mamiferos es sintetizada como un precursor con una
pro-secuencia que es cortada justo después de la C, por la endoproteasa
furina en el motivo diana R,R/KR para generar una isoforma madura capaz
de unirse a UPK1a (Hu et al. 2008; Lin et al. 1994). Sitios putativos de esta
endoproteasa furina son encontrados en posiciones parecidas ademas de
en todos los dominios urofibrina de UPK2a, en algunos de UPK2b y en

dominios urofibrina de R3 PTPRs de invertebrados (Figura 13 y Figura

Suplementaria 3).

Figura 13: La sefial de corte de la

endoproteasa furina en UPK2a esta

C2
— conservada en UPK2b de anfibios y en

UPK2a.human. TSSFVVPPCRGRR . ELVS .
UPK2a.mouse. KSDFVVPPCRGRR . ELVS R3 PTPRs de invertebrados.
UPK2a.frog NATFQVPQCRLKR . DIVV Alineamiento de un fragmento de
UPK2a.coelacanth TESFVVPPCRFRR.EVVE
UPK2a.skate QPNFVRPVCRNRR.DLIS secuencias representativas de UPK2a,
UPK2b.snake ADEFKDISCRVAR.DLLV UPK2b y de R3 PTPRs de invertebrados
UPK2b.lyzard AGEFDSVSCRVTR.DLLV . . ~
UPK2b . turtle SSKFKSVSCRIAR . DLVS donde esta incluida la sefial de corte de la
UPK2b.salamander AGQFNTVPCRVSR.DVVQ : P
UPK2b . £rog TGOMKVPOBRLRR . DLED endoporteasa furina RR/KR. El sitio de

corte esta localizado posterior a la C,
ciona ENPTDYCNTRKRR . SINE
ciona.2 EEPQSYCNSRNKR . STQT (resaltada de amarillo). La sefial de corte
Ciona.NoCat ITCTGTASGRKKR.ALTA 3 ,

(letras en rojo) esta conservada en todas
acornWorm NPFETLSIGRRRR.NTLQ -
o e opiiamn. T S BYLVENTSRREE. BTG las UPK2a, las UPK2b de anfibios y en
SeaUrchinl YPYPSFGSNRRRR.ATDP todas las R3 PTPRs de invertebrados
Fly.Ptp52F ERWHPEPVQRQRR . DGEV excepto en las secuencias de mosca
FlyDPTP4e NPFLTSNGSRKSS .LEAE
F1yPTP10D IDPYYPFENRSVE . DFTI DPTP4e y PTP10D. El lugar donde

1id NDQCSSGPARKRR . VAQP .

anneti Q Q ocurre el sitio de corte por parte de la
Spongue TQLPLNQGNRRKR . QAGG

56

endoproteasa esta marcado con la flecha
vertical de color negro.



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

Algunos dominios urofibrina de R3 RPTPs son reconocidos como
pertenecientes a uroplaquinas y algunos dominios urofibrina de
uroplaquinas como dominios FN3 utilizando el servidor SMART para el
andlisis de dominios FN3 y la base de datos de dominios conservados

(CDD) que reconoce uroplaquinas (Tabla 3).

] SMART CDD Tabla 3: Uroplaquinas y R3

Protein Dominio FN3 Dominio UPK2/3 PTPRs son reconocidas
UPK3a humano €d09970 1.01e-108 .
UPK3a raton cd09970 | 5.40E-96 como dominios FN3 y como
UPK3a gallo €d09970 1.10e-71 dominios UPK2/3.
UPK3a rana cd09970 6.07e-56
UPK3a catan pinto cd09970 | 1.19e.32 Secuencias de R3 PTPRs y
Lamprea €d09970 1.86e-17 de uroplaquinas fueron
UPK3b humano cd09969 2.62e-76
UPK3b raton cd09969 |  2.00e-65 analizadas en el servidor
UPK3b gallo cd09968 2.63e-08 SMART 0 en la base de datos
UPK3b rana cd09969 1.12e-65
Lamprea cd09968 8.29e-17 CDD para comprobar si eran
UPK2a hur,nano 945 cd09967 5.0e-56 reconocidas como dominios
UPK2a raton 129 cd09967 1.91e-57
UPK?2a rana 945 cd09967 9.46e-13 FN3 o dominios UPK2/3
UPK?2a catén pinto 514 cd09967 9.31e-12 .
UPK3c humano cd09969 9.23e-73 respectivamente. En caso de
PTPRQ ratén cd09968 2.97e-10 ser reconocidas como tales, el
PTPRQ humano 1480 cd09968 2.63e-08 | diudicad d
PTPRQ gallo 500 cd09968 1.40e-08 valor adjudicaco corresponde
PTPRQ catan pinto 198 cd09966 1.0le-11 al e wvalor al cual son
PTPRB humano 99 . .
STPRB raton 232 reconocidos como dominios
PTPRB gallo 57 FN3 o dominios UPK2/3. En
PTPRB rana 63 L
PTPRE catdn pinto 72 los dominios UPK2/3 los
PTPRJ humano 30 cédigos  corresponden  a
PTPRJ ratén 127
PTPRJ gallo 250 cd09970 y UPK3a, cd09969 y
PTPRJ catén pinto UPK3b, ¢d09968 y UPKS3,
Ciona 294 cd09968 3.53e-07
Ciona 2 2040 cd09968 | 3.27e-09 cd09967 y UPK2 y cd09966 y
Ciona no catalitico UPK2/3.
Acornworm 374
Acornworm 1 12
Seaurchin 1 164
Seaurchin 3 127
Seaurchin 4 135
Anélido 354 cd09966 9.89e-03
Fly Ptp52F 17
Fly DPTP4e 5 cd09968 1.84e-03
Fly PTP10D 130 cd09966 8.62e-03
Nematodo 2 cd09968 3.04e-03
Nematodo 1
Nematodo 3 34
Spongue 29 cd09966 6.10e-04
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Finalmente no se encontraron dominios urofibrina fuera de las
proteinas R3 RPTPs y UPK2/3 en una blUsqueda especifica de estos
dominios utilizando los motivos mas conservados como el C3X,C4NGPL y

variaciones de esta secuencia.

3.El dominio urofibrina es probablemente un dominio FN3 divergente

Al existir cierta similitud entre los dominios urofibrina y los dominios
FN3, hemos comparado sus secuencias utilizando un alineamiento

estructural descrito por Schroder et al. 2011.

La estructura tridimensional de los dominios canonicos de FN3,
como el paradigmatico décimo dominio de la proteina fibronectina, estan
formados por siete hebras beta antiparalelas denominadas desde el
extremo amino terminal A, B, C, C’, E F, y G que se distribuyen en dos
laminas formando un estructura que permite una gran variabilidad a las
cadenas que interconectan las hebras beta (Figura 14a) (Halaby et al.
1999; Koide et al. 1998). Comparando un grupo de dominios FN3 con
estructura terciaria conocida con los dominios urofibrina de las secuencias
de PTPRQ y UPK3a en diferentes organismos, se observa que las hebras
beta de los dominios FN3 coinciden aproximadamente con las secuencias
de aa 2 — 7 que mostraron una mayor conservacion en el alineamiento de
los dominios urofibrina (Figura 12 y Figura 14b). Estas mismas secuencias
cortas 2-7 también coinciden con las predicciones de estructura secundaria
de hebra beta (Figura 14b). Sin embargo, existen diferencias con los
dominios FN3 candnicos como la perdida en R3 PTPRs y UPK2/3s de un
triptéfano (W) muy caracteristico de la hebra beta B de los dominios FN3
(Halaby et al. 1999) (Figura 14b), y que la longitud de conexiones entre las
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hebras beta es mayor sobre todo entre C y C' en el dominio urofibrina

(entre 36 y 53 aa mas larga) (Figura 14b).
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Figura 14: El dominio urofibrina esta relacionado estructuralmente con los dominios
fibronectina tipo 3 (FN3). (a.) Representacion 3D del dominio FN3 donde las laminas beta
(A-G) estan representadas con distintos colores (http://scop.berkeley.edu/). (b). Alineamiento
de las secuencias de los dominios urofibrina de PTPRQ y UPK3a y dominios FN3 canonicos
identificados en la figura con el cddigo del Protein Data Bank. Las secuencias FN3 se
obtuvieron del andlisis realizado por Schroder et al. 2011. La conservacion de los residuos
est4 resaltada (verde, hidrofébico; rosa, polar; naranja, prolina) acorde a Schroder et al. 2011.
D1fnf_4 es el paradigmatico décimo dominio FN3 de fibronectina. Las cajas con letras (A-G)
representan las hebras beta en la estructura terciaria del décimo dominio FN3 de fibronectina
(Koide et al. 1998 y Schroder et al. 2011). Las flechas azules indican las zonas de predicion de
estructura secundaria beta predichas mientras que las secuencias de aa conservadas en los
dominio urofibrina en la figura estan subrayados con una linea roja. El motivo C3X,CsNGPL
esta delimitado por una una linea discontinua de color naranja. La flecha vertical indica la
posicion del triptéfano (W) altamente conservado en los dominios FN3 canonicos. Los
fragmentos entre 36 y 53 aa (resaltado en amarillo entre paréntesis) de los dominios urofibrina
y que no se corresponden con los dominios FN3 canonicos se omitieron en la figura.
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4.Relacion evolutiva entre UPK3a y PTPRQ. Origen de las uroplakinas
UPK2/3.

Para estudiar la relacién evolutiva se generaron arboles
filogenéticos con secuencias de los dominios urofibrina y DTM de PTPRB,
PTPRQ, UPK3A, y UPK3B de vertebrados representativos y de todas las
secuencias R3 RPTPs de invertebrados (Figura 15 y Figura Suplementaria
3).
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Las secuencias de aa combinadas con caracteres de morfologia
molecular (presencia o0 ausencia de intrones y cisteinas) sithan las
secuencias de UPK3s en el mismo grupo que las PTPRQ en el analisis de
inferencia Bayesiana (Figura 15 y Figura Suplementaria 3). Ademas
muestran que UPK3a estad estrechamente relacionada con las secuencias
precursoras de PTPRQ en Ciona 1 (C. intestinalis) y Ciona (C. savigny) y
también con dos secuencias de ciona relacionadas con PTPRQ que
carecen de dominio catalitico. (Ciona Nocat.1 y Ciona Nocat.2) (Figura 16).

a.

2 3 4 5

n 1/\1 A1 I/\:I/u\\j
CionaNo Cat ...../\| T I/\I I— I/\:Iu\j
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b_ Intrén 5 Thr 244 Tyr 249
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Upk3B.mouse FSSL----- WWPEE--APEQLRIGSEMGKRYMTHHIPH TLPVGCEPG----LDPLPSLSP-—--
Upk3B.cow FSSL----- WWPEE --APEQLRIGSEMGKRYMTHHIPP TLPVGCEPG----LERFPSLSP-——-
Upk3B.opossum  HSSL----- WWPEDPSPPEQLHIGSEIGKRYTTHHIPP DTLPVGRGAH————LPPGPCPAPIV——
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Upk3B.turtle CYKL----- “GEEPAVIEEPRAG R‘gTHHIPP HRABPOPL DLP ————— RPRSPAASL--——
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< Region Citoplasmatica >

Figura 16: Similitud entre las regiones citoplamaticas de UPK3a y las secuencias de
ciona sin dominio catalitico PTP. (a) Representacion de la estructura de UPK3a y Ciona No
Cat. Intrones azules o rojos si la fase es 1 o 2 respectivamente. (b) Alineamiento de la region
citoplasmatica de las secuencias de ciona (CionaNocatl y CionaNocat2) sin dominio catalitico
con secuencias representativas de UPK3a y UPK3b. Residuos idénticos o similares a la
secuencia de CionaNocatl se resaltaron de verde o amarillo respectivamente. La Tyr de rana
(Tyra49) fosforilada durante la fertilizacion y los residuos de Tyr predichos para ser fosforilados
estan resaltados de magenta. Thr y Ser que coinciden con la Thr.ss humana fosforilada en
respuesta a la adhesion de E. coli estan resaltadas de azul.
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Curiosamente, los fragmentos citoplasmicos de estas dos
secuencias de invertebrados sin dominios cataliticos tienen cierta similitud
con las secuencia citoplasmicas de UPK3a (Figura 16). En ello, se incluye
un motivo putativo de fosforilacion de tirosina (Tyr,4) que en Xenopus es
transitoriamente fosforilado durante la fertilizacion de los ovocitos (Mahbub
Hasan et al. 2011) y una treonina (Thryy,) que es fosforilada por una
serina/treonina quinasa (caseina quinasa) en respuesta a la adhesion de la
uropatogénica E. coli al urotelio humano (Thumbikat et al. 2009) (Figura
16).

Aunqgue la falta de genomas bien anotados impide la determinacion
precisa de la aparicion de las UPK2/3, su relacion evolutiva con las
fosfatasas PTPRQ sugiere que la primera UPK2/3 se origind por
duplicacién y perdida de dominios FN3 de un gen relacionado con PTPRQ

durante las primeras fases de la evolucién de los organismos vertebrados.

62



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

UPK3c DENTRO DE LA HISTORIA EVOLUTIVA DEL CROMOSOMA 7
DE LOS GRANDES PRIMATES. POSIBLE MECANISMO DE
TRASLOCACION A TRAVES DE UN INTERMEDIARIO CIRCULAR.

1.Localizacion de UPK3c en el cromosoma 7 de los grandes primates

Desde su origen, debido a una duplicacion de UPK3b en el
ancestro comun de reptiles/aves y mamiferos (DeSalle et al. 2014) (Figura
8), hasta orangutan solo existe una copia de UPK3c. Sin embargo, durante
la especiacion de los grandes primates (orangutan, gorila, chimpancé,
bonobo y humano) se produjo un aumento en el numero de copias de tal
manera que los genomas de gorila y chimpancé poseen dos copias de
UPK3c mientras que en el genoma humano pueden ser localizadas tres

copias.

Las copias de UPK3c en el genoma de los grandes primates estan
localizadas en su cromosoma 7. La historia evolutiva de este cromosoma
en los grandes primates incluye dos inversiones cromosémicas que han
sido estudiadas mediante la técnica de FISH utilizando BAC clones:
primero una inversion pericéntrica tuvo lugar después de la separacion de
orangutan del resto de grandes primates y luego una inversion paracéntrica
en la rama que incluye chimpancé, bonobo y humano y que se produjo
después de la separacion de esta con la del gorila (Mdiller et al. 2004). El
cromosoma 7 en humanos contiene un elevado nimero de duplicaciones
segmentales derivadas (Jiang et al. 2007) que se definen como fragmentos
de =1 Kb de longitud localizados mas de una vez en el genoma con una
identidad en su secuencia 290% (She et al. 2004; Bailey et al. 2002).

El aumento en el nimero de copias de UPK3c estuvo relacionado
con la generacion de duplicaciones intracromosomales en el cromosoma 7
gue dieron lugar a duplicaciones segmentales (DS) como se deduce de la

informacion disponible en base de datos de DSs en Universidad de
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California Santa Cruz (http://genome.ucsc.edu). En humanos, existen tres
DSs que contienen alguna de las copias de UPK3c: dos localizadas en el
locus genético 7g22.1: 102.178.864-102.184.083 pares de bases (pb) y
102.277.972-102.283.188 pb, y otra localizada en el locus genético 7p13:
44.024.594-44.029.806 pb. A estas DSs las hemos llamado DS1, DS3 y
DS2 respectivamente. En chimpancé no existe una de las duplicaciones en
7q22.1.

Debido al aumento de las copias de UPK3c asi como a sus
traslocaciones durante la especiacion de los grandes primates, se
seleccionaron una serie de genes/pseudogenes que ayudasen a explicar lo
que ocurrid. Todos los genes/pseudogenes utilizados son aquellos que
aparecen anotados como mas cercanos al punto donde ocurrieron las
roturas para llevarse a cabo las inversiones cromosomicas. Estas regiones
ademas fueron analizadas con el servidor GenScan por si algun
gen/pseudogen no estuviese anotado. Los genes seleccionados se pueden
agrupar en cinco grupos: (1) aquellos no afectados por ninguna de las dos
inversiones: CCZ1 homolog B, vacuolar protein trafficking and biogenesis
associated (CCZ1B) y Family with sequence similarity 185, member A
(FAM185A); (2) los afectados Unicamente por la inversidn pericéntrica:
Uroplakin 3b (UPK3b), Ubiquitin-conjugating enzyme E2D4 (UBE2D4),
Drebrin-like (DBNL) y Core 1 synthase, glycoprotein-N-acetylgalactosamine
3-beta-galactosyl transferase 1 (C1GALT1); (3) los afectados (nicamente
por la inversion paracéntrica: Fibrinogen-like 2 (FGL2) y Asparagine
synthetase (glutamine-hydrolyzing) (ASNS); (4) los afectados por ambas
inversiones: Polymerase (RNA) 1l (DNA directed) polypeptide J
(POLR2J/J2/33/34), RAS p21 protein activator 4 (RASA4/4B/ADP/4CP),
HSPCO047, Uroplakin 3c (UPK3c) y Lemur tyrosine kinase 2 (LMTK2); y (5)
los que aparecieron de nuevo Speedy/RINGO cell cycle regulator family
member B2 (SPDYB2-L1/L2).
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La region del cromosoma 7 afectada por ambas inversiones
cromosOmicas puede ser delimitada por los genes CCZ1B (7p22.1) y
FAM185A (7g22.1) ya que conservan la misma orientacion transcripcional y
localizacion gendmica desde orangutdn hasta humano (Figura 17). La
inversién pericéntrica tuvo lugar entre los genes CCZ1B y LMTK2 (7p22.1)
y los genes C1GALT1 y ASNS (7g11.23) debido a que aproximadamente la
localizacion genomica de LMTK2 en orangutdn ha sido ocupada por
C1GALT1 en gorila, chimpancé y humano. Sin embargo, LMTK2 también
se vio afectado por la inversién paracéntrica ya que en chimpancé y
humano esta localizado en el locus genético 7q22.1 mientras que en gorila
se mantiene en 7q11.23 (Figura 17). La inversién paracéntrica ocurrié entre
UPK3b y UPK3c y FGL2 y FAM185A ya que las localizaciones
cromosOmicas de UPK3c y FGL2 estan practicamente invertidas en gorila

respecto a chimpancé y humano (Figura 17).

Las dos copias de UPK3c en 7¢g22.1 junto a RASA4 o 4B,
POLR2J3 0 J2, dos copias de SPDYB2-L1 y otras dos de HSPCO047 forman
las DS1 y DS3 de humanos (Jiang et al. 2007) (Figura 17). En chimpancé,
una copia de cada uno de estos genes/pseudogenes forman la DS1 (Figura
17). En gorila la regién esta mal anotada y no puede saberse con exactitud,
por esta razon se ha reflejado Unicamente la inversién (Figura 17). Una
copia de cada uno de estos genes/pseudogenes constituye la DS2 de 7p13
(UPK3c, SPDYB2-L2, POLR2J4, HSPC047 y RASA4CP) entre los
genes/pseudogenes DBNL y UBE2D4 en gorila, chimpancé y humano
(Figura 17).

Todos los genes/pseudogenes incluidos en las DS se encuentran
adyacentes en orangutan excepto SPDYB2-L1 o SPDYB2-L2 que aparecen

como componentes de las DS a partir de gorila (Figura 17).

El aumento de las copias de UPK3c durante la especiacion de los
grandes primates esta asociado a la generacion de las DS1-DS3. El cambio
en la localizacién cromosémica en 7q11.23 de gorila se debe a la inversién

cromosOmica pericéntrica que tuvo lugar en la separacién de orangutan del
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resto de grandes primates mientras que la localizaciébn en 7¢g22.1 de
chimpancé y humano es consecuencia de la inversion paracéntrica que
tuvo lugar en la separacién de estos de gorila. Sin embargo, la localizacién
de la copia de UPK3c que esta localizada en la DS2 en el locus genético
7p13 de gorila, chimpancé y humano no puede ser explicada por ninguno

de estos mecanismos.
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Figura 17: La actual localizacion cromosémica de UPK3c en gorila, chimpancé y
humano no puede ser explicada solamente a través de las dos inversiones
cromosOmicas que ocurrieron durante la evolucion de los grandes primates. Esquema
de los cambios en la localizacion cromosémica de UPK3c durante la evolucion de los grandes
primates en los que se observa que la inversiéon pericéntrica determiné la localizacion de
UPK3c en 7q11.23 en gorila y que una posterior inversion paracéntrica localiza a UPK3c en
7922.1 de chimpancé y humano. Ambas inversiones no son capaces de explicar la
localizacion cromosomica de UPK3c en 7p13. Los genes seleccionados para establecer los
cambios en la localizaciéon cromosémica de UPK3c estan representados mediante flechas de
colores y en las que su direccion indica la orientacion de la transcripcion. Los genes que
forman parte de las DS aparecen en la leyenda y el resto en la parte superior del esquema.
Para poder simplificar el esquema, los genes de la misma familia o copias del mismo gen han
sido representados del mismo color. Debido a la mala anotacién que tiene el locus genético
7911.23 en gorila (?), se ha representado solamente la situacion como quedaria tras la
inversion paracéntrica sin nign aumento de copias.
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2.Caracterizacion de la DS2 translocada al locus genético 7p13

La DS2 se encuentra en los genomas de gorila, chimpancé y
humano de tal manera que su traslocacion al locus genético 7p13 tuvo que
ocurrir durante la especiacion de los grandes primates en el momento de la
separacion del orangutan del resto de ellos. En este momento también
ocurrio la inversién pericéntrica y la DS1 fue traslocada del locus genético
7p22.1 al locus genético 7g22.11 y ademas también en algin momento
debié de producirse la incorporacién adyacente de SPDYB2-L1/L2 al resto

de genes/pseudogenes de las DSs (Figura 17).

Las copias de genes/pseudogenes de la DS2 son las mismas que
las de DS1 y DS3. Sin embargo, en este caso en ambos extremos de la DS
se pueden encontrar dos fragmentos de una copia de RASA4. En el
extremo mas telomérico hay un fragmento de RASA4 que va desde el
segundo exon (fragmento total perdido de 16.4 Kb) hasta el final del intrén
10-11 pero habiendo perdido 2,3 Kb que corresponde al exén 6 y parte de
las secuencias intréonicas adyacentes (Fragmento A) (Figura 18a). En el
extremo mas telomérico existe otro fragmento de RASA4 (anotado en las
bases de datos como pseudogen RASA4CP que comienza en el exén 11,
habiendo perdido sus primeras 4 pb (TCAC), y acaba en su ultimo exon
(Fragmento B) (Figura 18a). En total, la DS2 tiene una longitud aproximada
de 80.6 Kb y un fragmento muy similar con los fragmentos de DNA
perdidos de 16.4 y 2.3 Kb pueden ser localizados en las DSs de 7g22.1
(Figura 17). Cuando los fragmentos A y B de la copia de RASA4 son unidos
artificialmente, se observa que Unicamente se han perdido 4 pb (TCAC) en
la zona de union en comparacién con la secuencia completa del gen
RASA4 (NM_006989) sugiriendo de esta manera que la copia de RASA4
de DS2 podria haber sido partida durante el proceso de insercion. En el
caso de que esto hubiese ocurrido asi, la traslocacién de la DS2 tendria
gue haber ocurrido a través de una estructura cerrada como podria ser un

intermediario circular (IC).
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3.Sefiales de mecanismos de reparacién de DNA de doble cadena en

las zonas de union entre la DS2 y el locus genético 7p13

La falta de homologia entre los extremos de la DS2 de 80.6 Kb
insertada y la zona adyacente al punto de insercion en el locus genético
7p13 de orangutan (DS2-7pl3) descarta que el mecanismo de insercion
tuviese lugar a través de un proceso de recombinacion homologa. Sin
embargo, en estas zonas de unién se pueden encontrar sefales de
reparacion de rotura de DNA de doble cadena (DSB): un fragmento de 13
pb en la zona de unién 5’ y una microhomologia de 5 pb en la zona de
union 3’ tipica del mecanismo de reparacidon de extremos no homélogos
(NHEJ) (Lieber et al. 2008) (Figura 18a). Este mecanismo podria explicar la
pérdida de 2 pb (TG) en el locus genético 7p13 en comparaciéon con la
secuencia de orangutan y de 4 pb (TCAC) en la copia de RASA4 de la DS2
en comparacién con la secuencia completa del gen RASA4 (Figura 18a).
Las zonas de unién con las marcas de NHEJ estan conservadas tanto en

humano como en gorila y chimpancé (Figura Suplementaria 4).

4.Recombinacion entre elementos Alu como posible mecanismo de

formacion del intermediario circular

La recombinacion homologa intracromosomal entre elementos Alu
localizados en la misma orientacion puede dar lugar a la liberacién de un IC
a través de un mecanismo conocido como delecién mediada a través de la
recombinacion homodloga de elementos Alu (ARMD) (Sen et al 2006).
Producto de esta recombinacion en el cierre del IC y en el sitio de donde ha

salido este habria un elemento Alu quimérico.
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En el caso de que el IC de la DS2 se hubiese generado por una
ARMD entre elementos Alu iguales pero de dos DS diferentes (ejemplo:
DS1 y DS3 humanas), la identificacion de los elementos Alu quiméricos
seria complicada por la identidad que compartirian. Del total de 122
elementos Alu que posee la DS2, unicamente dos de ellos han podido ser
identificados como elementos Alu quiméricos debido a que se han
producido entre elementos Alu diferentes, lo que ha conllevado a la pérdida
de los fragmento en la DS2 de 16.4 (dos primeros exones) y 2.3 Kb (exén
6) en la copia de RASAA4.

Ademas de un elemento Alu quimérico, como sefial de salida del
circulo a través de alguna de estas ARMDs se deberian poder localizar los
dos primeros exones de RASA4 aislados o una copia de RASA4 con dos
exones 6 y en ninguno de los dos casos se han podido detectar. El
elemento Alu quimérico resultante de la pérdida del fragmento de 16.4 Kb
esta bien anotado y se puede observar su conservacion (Figura
Suplementaria 5), por eso ha sido escogido para representar el posible
mecanismo de cierre del intermediario circular conscientes de que es

meramente especulativo (Figura 18b).

5.Andlisis de la zona de insercidn y apertura del IC

La region del locus genético 7pl3 de orangutan y la zona de
apertura del IC en humano contienen un porcentaje de elementos
genéticos transponibles contrapuesto: 93% de aproximadamente las 1000
pb adyacentes a cada lado del punto de insercion en 7p13 y 30% en las

1000 pb adyacentes a ambos lados de la zona de apertura del IC.
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Figura 18: (a.) Marcas de mecanismos tipicos de reparacién de DSB en los extremos de
7p13 donde se ha insertado la DS2. Representacion del locus genético 7p13 de humanos, el
posible IC y el alineamiento de los extremos DS2-7p13. El alineamiento corresponde al locus
genético de 7pl13 en orangutan, humano y una copia de RASA4. Las secuencias en color rojo
y verde corresponden a los fragmentos A y B de la copia de RASA4, en color azul clarito las
13 pb insertadas, en rosa los 5 pb de microhomologia y en gris los pb que han sido perdidos
por la insercion. La identidad del alineamiento esta indicada a través de barras verticales
mientras que la falta de ella esta4 con un guién. (b.) Formacién del IC a través de un ARMD.
Representacion del locus genético 7g22.1 de humanos y la posible formacién de un IC a
través de una ARMD. Los genes estan representados por cajas de colores y la cabeza de la
flecha indica la orientacion. Blanco: SPDYB2, POLR2J, HSPCO047. Azul: UPK3c. Rojo:
fragmento A de RASA4. Verde: fragmento B de RASA4. Negro: exones de RASA4 que
quedan fuera del IC. Morado y amarillo: elementos AluS que llevan a cabo la ARMD que
podria formar el IC. Los nimeros encima o debajo de la representacion de los loci genéticos

corresponden a sus coordenadas.
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La composicion de elementos transponibles del locus genético de
7pl3 es una secuencia repetitiva (AT), un elemento Alu, un DNA
transposon MER46C, un retrotransposon MSTD fragmentado en tres trozos
por un elemento Alu y un retrotransposon MER51A. El retrotransposon
MER51A es un solo-Long Terminal Repeat (LTR) de un retrovirus
enddgeno humano (HERV) el cual se originaria como resultado de la
recombinacion de sus LTRs (Hughes y Coffin 2004). Aunque degenerados,
en el solo-LTR se puede distinguir una caja TATA, una sefal de
poliadenilacién y una regién similar al fragmento tipico de LTR12 tipico de
la familia de HERV MERS51 (Jurka et al. 1996). La insercién del IC recae en
el fragmento U3 dentro de la conformacién caracteristica de LTR (5’-U3-R-

U5-3") (Figura Suplementaria 6).

Los extremos originados en el locus genético 7p13 tras la insercidn
del IC (DS2-7p13) poseen elementos Alu inversamente orientados y
practicamente equidistantes. En el extremo mas centromérico donde se
localiza la microhomologia de 5 pb, existe un elemento Alu a cada extremo
de ella a una distancia menor de 200 pb (133 y 189 pb). En el extremo més
telomérico, a ambos lados del fragmento adicional de 13 pb tambien
existen dos elementos Alu inversamente orientados y practicamente
equidistantes pero mas alejados del punto de insercién (1774 y 2044 pb).
En este dltimo caso entre los dos elementos Alu existiria otro elemento Alu

pero que comparte orientacion con el del locus genético 7p13.

71



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

72



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

CARACTERIZACION MOLECULAR DE UPK3c. DIVERGENCIA
RESPECTO A UPK3a

1.Pauta de lectura de las tres copias de UPK3c

En el alineamiento del CDS de las tres copias de UPK3c se
observa que las dos copias del locus genético 7q22.1 tienen una identidad
superior al 99%, (Figura 19a) y su divergencia se basa Unicamente en una
sustitucién por una transversion (C-A) en el pb 531 que no afecta a la

secuencia de la proteina (Figura 19b).

En cambio, la copia de 7p13 presenta una identidad no superior al
97.1% vy un total de 11 sustituciones por transversiones (5 sustituciones
entre purinas y 6 sustituciones entre pirimidinas), 7 sustituciones por
transiciones de purinas y pirimidinas y una insercién (Figura 19a) entre los
pb 26 y 27. Esta insercion da lugar al desplazamiento del marco de lectura
produciéndose la aparicién de un coddn de terminacion en el pb 237 y
dando lugar a un polipéptido de 78 aa sin identidad con UPK3c del locus

genético 7g22.1.

2.Imbricacién de UPK3c con la subunidad J de la RNA Polimerasa Il

En humanos, la familia de genes de la subunidad J de la RNA
polimerasa Il (POLR2J) estd compuesta por cuatro miembros: POLR2J,
POLR2J2, POLR2J3 y POLR2J4 (Shpakovskii et al. 2004), siendo POLR2J

el miembro mas antiguo y el resto originados con las DS1-DS3.

73



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

da.

UPk3c_7q22.1 1  ATG 90
UPK3c_7q22.1 2  ATGGACAA 90
UPK3c_7pl3 ATGGACAA 90
UPk3c_Tq22.1 1  TGTCCAGCC GGCTECCCCAGAGCACATCAGCTATGTGCCCCAGCTCTCAAACGACACCTTGGCGEGEAGGCTCACCCT 180
UPK3c_7q22.1°2  TGTCCAGCC GGCTECCCCAGAGCACATCAGCTATGTGCCCCAGCTCTCARACGACACCTTGGCGEEEAGGCTCACCCT 180
UPK3c_7pl3 TETCCAGCC GGCTECCCCAGAGCACATCAGCTATGTGCCCCAGCTCTCAAACGACACCETGGCGEEEAGGCTCACCCT 180
UPk3c_7q22.1 1  GTCCACCTICACGCTGGAGCAGCCTCTAGGCCAGTTCAGCAGCCACAACATCTCTGACTTGGATACCATCTGGCTGETGETGGCCCTCAG 270
UPK3c_7q22.1 2  GTCCACCTTCACGCTGGAGCAGCCTCTAGGCCAGTTCAGCAGCCACAACATCTCTGACTTGGATACCATCTGGCTGETGGTGGCCCTCAG 270
UPK3c_7p13 GTCCACCTTCACGCTGGAGCAGCCTCTAGGCCAGTTCAGCAGCCACAACATCTCTGACTTGGATACCATCTEGCTGETGETGGCCCTCAG 270
UPk3c 7q22.1 1  CAACGCCACCCAGAGCTTCACGGCCCCACGGACAAACCAGGA AACTTCTCCCAGAGGGECTACTATCTCACACT 360
UPK3c_7q22.1 2  CAACGCCACCC AACTTCTCCC TACTATCTCACACT 360
UPK3c_7pl3 CARCGCCACCCAS AACTTCTCCC TACTATCTCACACT 360

UPk3c 7g22.1 1
UEK3c 7q22.1 2
UEK3c_7pl3

CAARAATTG
BALAN

GCCAACCAACAAMAN'

450
450
450

AATGATACCCAC

UPk3c T7g22.1 1
UPK3c_T7g22.1 2
UPK3c_7pl3

GGGTGARGTTCCTGGTGATGAATGACGAAGGACCCGTGGCTGAAACCARGTGGTC 540
GGETGAAGTTCCTGGTGATGAATGACGAAGEACCCGTGGCTGAAACAAAGTGGTC 540
540

CATCCCCTACCAL
ACCATCCCCTACCA

UPk3c 7q22.1 1 A Al 7
UPK3c_Tg22.1_2 A A “ACCGTGGTCAT!
"ACCGTGGTCATC.

ATCCTGTC 630
ATCCTGTC 630

ITPI(Sc:TpIS ATCCTGTC 630
UPk3c 7q22.1 1  TATCCTCCTG CCTCCTCACGETCCTCCTGECTETECTCATATACACCTGCTTCAACAGC TGCAGGAGCACTTCCCTATCAGGCCC 720
UPK3c 7q22.1 2  TATCCTCCT CCTCCTCACGETCCTCCTGECTETECTCATATACACCTGCTTCAACAGC TGCAGGAGCACTTCCCTATCAGGCCC 720
UPK3c Tpl3 TATCCTCCT! CETCCTCACGETCCTCCTGECTGTECTCATATACABCTGCTTCAACAGCTGCAGGAGCACTTCCCTATCAGGCCC 720
UPk3c T7g22.1 1 AGAGGAGGCAGGGAGTGTGAGAAGATACACCACGCACCTCGCGTTCAGCACTCCTGCCGAGGGGGCTTCCTGA 792
UPK3c_T7g22.1 2 AGAGGAGGCAGGEAGTETGAGAAGATACACCACGCACCTCGCGTTCAGCACTCCTGCCGAGGGEGCTTCCTRA 792
UPK3c_Tpl3 AGAGGAGACAGGEAGTGTGAGAAGATACACCACGCACCTCGCGTTCAGCACTCTEGCCCAGGGGGATTCCTGA 792

b.

UPK3c T7g22.1 1 MDNSWRLGPAIGLSAGOSOL! LLLLLTRVOPGTDVAAPEHISYVPOLSND TLAGRLTLSTFTLEQPLGOFSSHNISDLDTIWLVVALS 90
UPK3c_T7g22.1 2 MDNSWRLGPATGLSAGODSOLLVSLLLLLTREVOPGTDVAAPERTISYVPOLSND TLAGRLTLS TFTLEQPLGOFSSHNI SDLDTIWLVVALS 90
UPK3c 7q22.1 1 NATQSFTAPRTNODIPAPANFSORGYYLTLRANRVLYQTRGOLEVLRVGND THCQPTKIGCNHPLPGPGEYRVKFLVMNDEGPVAETKWS 180
UFK3c_T7g22.1 2 NATQSFTAPRTNODIPAPANFSORGYYLTLRANRVLYQTRGOLEVLRVGND THCQPTKIGCNHPLPGPGEYRVKFLVMNDEGPVAETKWS 180
UPK3c T7g22.1 1 SDTRLOQACALRAVPGPOSPGTVVITATLSILLAVLLTVLLAVLIYTCFNSCRSTSLSGPEEAGSVRRYTTHLAFSTPAEGAS 263
UPK3c_T7g22.1 2 SDTRLOQACALRAVPGPOSPGTVVITATLSILLAVLLTVLLAVLIYTCFNSCRSTSLSGPEEAGSVRRYTTHLAFSTPAEGAS 263

Figura 19: Secuencias del CDS y proteina de las tres copias de UPK3c. (a.) Alineamiento

de las secuencias del CDS de las tres copias de UPK3c. (b.) Alineamiento de las secuencias
proteicas de las copias de UPK3c en 7g22.1. (a. y b.) Los alineamientos fueron realizados con
el programa MAFFT. Las copias estdn nombradas acorde al locus genético dénde se sitdan y
en el caso de las dos copias de 7922.1, la copia con un 1 representa que esta localizada méas
centromérica mientras que la secuencia con un 2 se sitla mas telomérica. Las letras azules y
negras representan exones alternados, mientras que las letras rojas representan la fase de los
intrones. Las letras resaltadas de verde representan las diferencias entre las 3 copias de
UPK3c por transiciones, transversiones o inserciones. La Ultima linea refleja identidad (*) y sin
identidad ().
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POLR2J2/J3/J4 estan localizados aproximadamente a 24 Kb
direccion 5° del ATG de la copia correspondiente de UPK3c. Acorde a lo
anotado en el UCSC Genome Browser las copias mas cercanas a
POLR2J2 y POLR2J3 (7g22.1) forman parte de su 3' UTR mientras que en
el caso de POLR2J4 (7p13) esto no ocurre (Figura 20).

Toda la secuencia del cDNA de UPK3c excepto el 5" UTR y su
primer exon es la parte de su secuencia que constituye el 3' UTR de
POLR2J2 y POLR2J3. Durante la evolucién de los grandes primates, el gen
ancestral que dio lugar a POLR2J2/J3/J4 perdi6 un fragmento de su
secuencia que abarca desde parte del Ultimo intron hasta el 3' UTR,
perdiendo de esta manera el Gltimo exén. Su lugar ahora es ocupado por
un fragmento de DNA que incluye a un gen SPDYB2-L1/L2 de la familia
Speedy y un pseudogen de la familia PMS2. Parte de la secuencia del
pseudogen de PMS2 actua como la parte del dltimo intron y como Gltimo
exén de POLR2J2/J3/J4. Posiblemente debido a que este fragmento no
posee ninguna parte de su secuencia que pueda actuar como 3' UTR, ha

ocurrido la imbricacion de POLR2J2/J3 con las copias de UPK3c.

3.Andlisis transcripcional de UPK3c

a.Analisis de ESTs

Como la mayor parte del cDNA de UPK3c esta incluido en el 3
UTR de POLR2J2/J3 (Figura 20) se llevo a cabo la busqueda de ESTs
anotados en bases de datos y asi poder tener una aproximacion sobre la
expresion de UPK3c en diferentes tejidos. La busqueda se limitd para
aquellos que tuviesen el primer exén en su secuencia (Figura 20) y poder

asegurar de esta manera que corresponden a UPK3c.

75



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote

5 :MHMH“ ¥ PoLR2IZ/I3
5 EJHHWH 3’ UPK3c

UPK3c ATGGACAACAGCTGGAGGCTTGECCCEECCATAGGGCTCTCTGCGGGACAGTCCCAGCTGCTAGTGTCGCTGTTGCTGCTACTGACCCGT 90
POLR2J2 TTGTCAGTTTC-CTGAGGCCTCCCCAGCCACGE 90
ik drkek kk kkok ok * * k & kd
UBK3c GTCCAGCCTEEEACAGACETGECTGOCCCAGAGCACATCAGCTATGTGCCCCAGCTC TCAAACGACACCTTGGCEGGEAGGCTCACCCTE 180
POLR2J2 TTCCTGTACAGCCTGCAGAACTCTGCCCCAGAGCACATCAGCTATGTGCCCCAGCTCTCAAACGACACCTTGGCGGGEAGGCTCACCCTG 180
k& * *

UBK3c TCCACCTTCACGCTGEAGCAGCCTCTAGGCCAGTTCAGCAGCCACAACATCTCTGACTTGEATACCATC TGECTGETGETGECCCTCAGE 270
POLR2J2 TCCACCTTCACECTGGAGCAGCCTCTAGGCCAGTTCAGCAGCCACAACATCTCTGACTTGGATACCATCTGECTGETGETGECCCTCAGE 270
UPK3c E CACGGCCCCACGGACARAC CATCCCTGCTCCTGCCAACTTCTCC! TACTATCTCACACTG 360
POLR2J2 AACGCCACCCAGAGCTTCACGGCCCCACGEACAAACCAGGACATCCCTGCTCCTGCCAACTTCTCCCAGAGEGGCTACTATCTCACACTG 360
UBK3c AGGECCAACCEEETECTETACCAGACCAGAGECCAGCTCCATETCCTCCECETCEECAATGATACCCACTECCAACCAACAARARTTGEC 450
POLR2J2 AGGGCCAACCGEEGTGCTGTACCAGACCAGAGGCCAGCTCCATGTCCTCCECGTCGECARTGATACCCACTGCCAACCAACAARAATTGGC 450
UPK3c TGCAACCATCCCCTACCAGGACCCGGCCCCTACAGGETGAAGT TCCTGETGATGAATGACGAAGGACCCGTGGCTGAAACCAAGTGGTCC 540
POLR2J2 TGCAACCATCCCCTACCAGGACCCGECCCCTACAGGGTGAAGTTCCTGETGATGAATGACGAAGGACCCETGGCTGARACCAAGTEETCC 540
UPK3c AGCGACACTCGCCTGCAGCAAGCCCAGGCACTTCEGECTETCCCCEGCCOCCAGAGCCCEEECACCETGETCATCATCECCATCCTETCT 630
POLR2J2 AGCGACACTCGCCTGCAGCAAGCCCAGGCACTTCEGGCTETCCCCEECCCCCAGAGCCCEEECACCETGETCATCATCGCCATCCTETCT 630
UBK3c ATCCTCCTGECCGTCCTCCTCACGETCCTCCTGECTETGCTCATATACACCTGCTTCAACAGCTGCAGGAGCACTTCCCTATCAGECCCA 720
POLR2J2 ATCCTCCIGGCCGTCCTCCTCACGGTCCTCCTGECTGTGCTCATATACACCTGCTTCAACAGCTGCAGGAGCACTTCCCTATCAGECCCA 720
UPK3c GAGGAGGCAGGGAGTGTGAGAAGATACACCACGCACCTCGCGTTCAGCACTCCTGCCGAGGGGECTTCCTEAGGGGTTCCAGAGGEECCC B10
POLR2J2 GAGGAGGCAGGEAGTGTGAGAAGATACACCACGCACCTCGCETTCAGCACTCCTGCCGAGGGEECTICCTGAGGEGTTCCAGAGGEECCC B10
UBK3c ACGTETCCCTCCACCTCCTCCCTGGCCCAGGCTGCAGAGCCTGAGCTGEEACACGCCCTGAAGCTTCTGEACCCTGAGAGAGATTGTTTC 900
POLR2J2 ACGTETCCCTCCACCTCCTCCCTGGCCCAGGCTGCAGAGCCTGAGCTGEEACACGCCCTGAAGCTICTGGACCCTGAGAGAGATTGTTTC 900
UBK3c TTTTCTTTACTATTTTTTTTTTTTTTTTTTTGAGACGEAGTCTCACTCTGTCGCCAGGCTGECGCGATCTTGGCTCACTGCARCCTCTGE 990
POLR2J2 TTTTCTTTACTATTTTTTTTTTITTTTTTTTGAGACGEAGTCTCACTCTGTCGCCAGGCTEGCGCEATCTIGGCTCACTGCARCCTCTGE 990
UPK3c CTCACGGETTCAAGCGATTTTCCTGCTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGEACTACAGECACACGCCACCATGCCCAGCTCATTTTTGTATTT 1080
POLR2J2 CTCACGGGTTCAAGCGATTTTCCTGCTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGGGACTACAGGCACACGCCACCATGCCCAGCTCATTTTTGTATTT 1080
UBK3c TTAGTAGAGATGGGETTTCACCATGTTGECCAGEATGECCTCCATCTCTTGACCTIGTGATCCGCCCGACTCGECCTCCCARAATGCTGE 1170
POLR2J2 TTAGTAGAGATGGGETTTCACCATGTTGGCCAGEATGECCTCCATCTCTTGACCTICTGATCCGCCCRACTCGECCTCCCARAATGCTGE 1170
UPK3c GATTACAGGCGTGAGCCATCAAGT CTGGCGAGAGAGATTGT TTCTAGATGAGGGTGEGGECGGETGTCCTTAGCCCAAAGCTTGTGCCAG 1260
POLR2J2 GATTACAGGCETGAGCCATCAAGTCTGGCGAGAGAGATTGTTTCTAGATGAGEETEEGEGECGEETGTCCTTAGCCCAAAGCTTGTGCCAG 1260
UPK3c TCTCTATC 1268

POLR2J2 TCTCTATC 1268

hkdkkkkk

Figura 20: Imbricacion de las copias de UPK3c con POLR2J2/J3 de la familia de
POLR2J. (Parte superior) Esquema del cDNA de POLR2J2/J3 y UPK3c Los rectangulos
blancos representan el 5° UTR; los rectangulos rojos el CDS de POLR2J2/J3; los rectangulos
azules y negros los exones de UPK3c; las cajas verdes el 3' UTR de POLR2J2/J3 y de
UPK3c. (Parte inferior) Alineamiento del CDS y 3' UTR de UPK3c con el 3' UTR de POLR2J2
mostrando su identidad. Las letras azules y negras representan exones alternados de UPK3c,
las letras rojas demarcan la fase del intron y el codén de terminacion (TGA), las letras verdes
muestran el 3'UTR de UPK3c y de POLR2J2. El alineamiento fue realizado con el servidor
MAFFT con los parametros de serie y muestra la total identidad (*) o la falta de identidad ().
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Se encontraron un total de 51 ESTs de los cuales 26 corresponden
a tejido sano y 25 a tejido patoldgico (Tabla 4). Los ESTs de tejido sano se
distribuyen en un amplio rango de tejidos y 6rganos siendo con un 21% el
0jo, el érgano con mayor nimero de ESTs. El ojo con un 40% es también el
organo con mayor porcentaje de ESTs en tejido patologico seguido de

vejiga con un 16% y de Utero con un 12% y ovario y pancreas un 8%.

REFERENCIA | ORGANO/TEJIDO |C-A [l REFERENCIA ORGANO/TEJIDO PATOLOGIA -A
DC424984.1 CARTILAGO ? AA603194.1 ESTOMAGO TUMOR ?
DA093536.1 CEREBELO ? AL520850.3 | GLANDULA ADRENAL | NEUROBLASTOMA| ?
Bl488409.1 CEREBRO ? BE241615.1 NODULO LINFATICO LEUCOFERESIS ?
AA077375.1 CEREBRO ? BE783282.1 QJO RETINOBLASTOMA| ?
DN993120.1 CEREBRO ? DR422125.1 0Jo PTERIGION C
BF816477.1 COLON ? DR423533.1 QJO PTERIGION C
BF758159.1 COLON ? DR422867.1 QJO PTERIGION C
R07794.1 HIGADO Y BAZO | ? DR421655.1 0Jo PTERIGION C
BI907605.1 LEUCOCITO ? CV574749.1 QJO QUERATOCONO | C
CR994138.1 LINFOCITO T C CVv571894.1 0Jo QUERATOCONO | C
CR980593.1 LINFOCITO T C Cv571740.1 QJO QUERATOCONO | C
BM847378.1 | NODULO LINFATICO| ? Cv570877.1 QJO QUERATOCONO | C
BM843730.1 |NODULO LINFATICO| ? CV570067.1 0Jo QUERATOCONO | C
BM724442.1 QJo ? BF038709.1 OVARIO TUMOR A
BG741801.1 PIEL ? BF032261.1 OVARIO TUMOR ?
BX404896.2 PLACENTA ? BE735985.1 PANCREAS TUMOR C
DA855203.1 PLACENTA C BE736087.1 PANCREAS TUMOR A
AL544559.3 PLACENTA A BF923489.1 | SISTEMA NERVIOSO TUMOR ?
AL544513.3 PLACENTA ? BF914307.1 UTERO TUMOR ?
R28399.1 PLACENTA ? BF912925.1 UTERO TUMOR ?
DA878206.1 PROSTATA ? BF912921.1 UTERO TUMOR ?
BX457259.2 TIMO ? BQ301028.1 VEJGA TUMOR ?
HY084937.1 TIMO ? BQ300930.1 VEJGA TUMOR ?
HY092696.1 TIMO ? BF738937.1 VEJGA TUMOR ?
HY063262.1 TIMO ? BF737438.1 VEJGA TUMOR ?
DB249571.1 UTERO ?

Tabla 4: El ojo es el érgano con mas ESTs de UPK3c . Total de ESTs encontrados para las
tres copias de UPK3c en tejidos sanos y patologicos en bases de datos de ESTs. Referencia
se refiere al cédigo del EST en la base de datos. C/A se refiere a la copia de UPK3c 531C o
UPK3c 531A. El simbolo de interrogacion se colocé en el caso de que no se pudiese
diferenciar a cuél de las dos copias pertenecia el EST.
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Las copias de UPK3c del locus genético 7g22.1 se encontraron
entre los ESTs mientras que la copia del locus genético 7p13 no. Al estar la
busqueda limitada al primer exén y debido a que las dos secuencias en su
CDS difieren solo en la transversion 531 C-A en el exén 4, en el 69% de los
ESTs no se pudo diferenciar entre una y otra copia de UPK3c bien porque
su longitud no era suficiente o porque no estaban bien anotados en esa
regién de la secuencia. De los restantes ESTSs, el 25% correspondieron a
UPK3c 531C y el 6% restante a UPK3c 531A. Aproximadamente el 69% de
los ESTs de UPK3c 531C corresponden a ojo siendo cuatro ESTs de
pterigion, el cual es un crecimiento anormal de la conjuntiva que tiende a
dirigirse hacia la cornea (Jaworski et al. 2009), y cinco ESTs de
gueratocono, el cual es un adelgazamiento de la cornea que hace que
protruya hacia delante (Chaerkady et al. 2013). De los cinco ESTs de
placenta, mientras que en tres no se puede distinguir entre las dos copias
de UPK3c del locus genético 7g22.1, de los dos restantes existe uno de
cada UPK3c. En cancer de pancreas, de los dos ESTs uno corresponde a
cada copia de UPK3c. Esta observacion indica la existencia a nivel
transcripcional de las dos UPK3c de 7g22.1 y su coexistencia en tejidos

sanos y patoldgicos.

b.Estudio del porcentaje relativo de expresion de las tres copias de
UPK3c

Aunqgue la existencia de las copias de UPK3c del locus genético
7922.1 se comprobase mediante el andlisis de ESTs, en la mayoria de ellos
no se podia diferenciar entre una y otra copia de UPK3c. Por lo tanto, para
poder obtener una idea mas precisa sobre la transcripcion de estas dos

copias de UPK3c y comprobar si la copia de UPK3c en el locus genético
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7pl13 se transcribe, se secuenciaron el producto de PCR de 23 tejidos con

un primer comun para las tres copias de UPK3c.

En ninguno de los 23 tejidos analizados se detectd la UPK3c del
locus genético de 7p13 de tal manera que probablemente no se transcriba.
Por otro lado, se detectaron transcritos de las dos copias de UPK3c del
locus genético 7g22.1 (531C y 531A) en todos los tejidos excepto en

corazén donde solo se detecto la copia UPK3c 531C (Figura 21).
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Figura 21: UPK3c 531C posee un porcentaje de expresion relativa mayor que UPK3c
531A Porcentaje relativo de expresion en tejidos humanos de las dos copias de UPK3c en el
locus genético 7g22.1 humano: UPK3c 531C (azul oscuro) y UPK3c 531A (azul claro). El
porcentaje relativo se calcul6 respecto a la suma total de los picos para ambas copias en cada
cromatograma.

En vejiga adulta, higado, colon, laringe, pulmén, nédulo linfatico,
cerebro, cornea y retina el porcentaje relativo de la copia UPK3c 531C fue
superior al 75% (Figura 21). En vejiga fetal, prostata, traguea, estbmago,

rifion, masculo esquelético, bazo, placenta y piel el porcentaje relativo de la
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copia UPK3c 531C fue superior o igual al 60% e inferior al 75% (Figura 21).
Utero, ovario y testiculo fueron los tnicos tejidos que tuvieron un porcentaje
relativo de la copia UPK3c 531C similar o inferior a la copia UPK3c 531A
(Figura 21). Resaltar la diferencia en el porcentaje relativo de la copia
UPK3c 531C entre vejiga fetal y adulta dado que en la vejiga fetal es

cercano al 75% mientras que en la adulta es del 90% (Figura 21).

Debido a la disponibilidad de tejidos sano, en el caso de cornea, tres
muestras pudieron ser analizadas teniendo un porcentaje relativo con un
error estandar de 72 * 3 para la copia UPK3c 531C y de 27 + 3 para la copia
UPK3c 531A. Aunque el tamafio muestral es bajo, aparentemente en tejido
sano parece que el porcentaje relativo de cada copia de UPK3c del locus

genético 7g22.1 es constante.

c.Estudio de la expresién de las uroplaquinas mayoritarias de las
placas (UPK1a, UPK1b, UPK2a y UPK3a) en tejidos humanos.

De los 22 tejidos humanos analizados, solamente en vejiga fetal,
vejiga adulta y rifidn se expresaron las cuatro uroplaquinas mayoritarias a
la vez. El heterodimero UPKla-UPK2a en vejiga fetal es en el que se

observd una expresion mas elevada entre estos érganos (Figura 22).

En prostata y Gtero se observd la expresién de 3 uroplaquinas
mayoritarias: UPKl1a/2a/3a y UPKla/2a/lb respectivamente. La expresion
observada en UPK3a de prostata fue claramente superior a la del resto de
uroplaquinas en este 6rgano y no se expresO su pareja de heterodimero
UPK1b. Utero es el Unico de los 6rganos analizados que no presenta
urotelio en los que se ha observado expresion de varias uroplaquinas
(Figura 22).
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En traquea se observo la expresion de UPKla y UPKl1b y en
ovario, estbmago, corazon, cornea nédulo linfatico y placenta solamente de
UPK1b. De todos los tejidos y uroplaquinas analizadas, la expresion mas
elevada se observé para la UPK1b en cornea. UPK1b es la Unica de las
uroplaquinas mayoritarias que se expresd en varios 6rganos gque carecen

de urotelio (Figura 22).

En testiculo, higado, pancreas, bazo, colon, pulmén, mausculo
esquelético, cerebro, retina y piel no se observé expresion de ninguna de

las uroplaquinas mayoritarias de las placas (Figura 22).
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Figura 22: Las uroplaguinas mayoritarias de las placas se expresan principalmente en el
urotelio. Expresion relativa de mRNA en distintos tejidos humanos de las uroplaquinas
mayoritarias de las placas. Las uroplaquinas mayoritarias de las placas se expresan
primordialmente en 6rganos con urotelio y UPK1b es la Unica de ellas que se expresa de
forma no aislada fuera de este. UPKla (rojo), UPK2 (blanco), UPK1b (verde) y UPK3a
(amarillo).
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d.Estudio de la expresién de UPK3c y POLR2J2/J3 en tejidos humanos

Debido a la existencia de una imbricacion entre las copias de
UPK3c que se transcriben y POLR2J2 y POLR2J3, se examind la
expresion de ambos genes en una serie de tejidos humanos con el fin de
comparar sus niveles de expresiéon (Figura 23). Para ello se disefiaron
sondas especificas, la primera dirigida exclusivamente al primer exén de
las copias de UPK3c quedando excluidos de esta manera POLR2J2/J3 y la
segunda dirigida al ultimo exén de POLR2J2/J3 evitando asi la deteccién
de POLR2J y de UPK3c.
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Figura 23: La imbrincacion de UPK3c y POLR2J2/J3 no se refleja en su patron de
expresion. UPK3c y POLR2J2/J3 tienen pautas de expresion transcripcional independientes.
Expresion relativa del mRNA de POLR2J2/J3 y UPK3c en diferentes tejidos y érganos
humanos. UPK3c (azul oscuro) y POLR2J2/J3 (amarillo).
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En todos los tejidos excepto trdquea y cornea la expresion de
POLR2J2/J3 es superior que la de UPK3c. POLR2J2/J3 muestran una
expresion ubicua clara en los tejidos analizados mientras que UPK3c en
corazén y musculo esquelético es practicamente indetectable y en cornea
es 21 veces superior que la expresion relativa media de las copias de
UPK3c en el resto de tejidos. Esto sugiere que la imbricacion no afecta a la

transcripcion de ambos genes (Figura 23).

e.Estudio de la expresién de UPK3c y UPK3b en tejidos humanos

UPK3c se origind como consecuencia de una duplicacién de
UPK3b en el ancestro comun de reptiles/aves y mamiferos. El origen de
UPK3b se sitta en el ancestro comun de peces 6seos/cartilaginosos (De
Salle et al. 2014). Debido a esta relacion evolutiva entre UPK3c y UPK3b
se compararon sus expresiones relativas en una serie de tejidos humanos
(Figura 24).

Excepto UPK1b el resto de uroplaquinas mayoritarias de las placas
en humanos se expresan principalmente en el urotelio (Figura 22). Sin
embargo, la expresion de UPK3b y UPK3c no esté tan restringida e incluso
la de UPK3c es mas generalizada que la de UPK3b (Figura 24). Todos los
tejidos mostraron expresién para UPK3c excepto corazén y musculo
esquelético cuyos niveles practicamente son indetectables. La expresion
relativa de cornea fue 21 veces superior a la de la media de la expresién
relativa observada en el resto de tejidos. UPK3b no se expresé en
pancreas, traquea, estdmago, placenta, cerebro y cornea. Pulmén, Gtero y
testiculo mostraron la mayor expresion relativa entre los tejidos analizados
siendo en el primero de estos mas de 3 veces superior al de los otros dos.
Al contrario que en el resto de las uroplaquinas donde la expresion relativa

entre vejiga adulta y fetal es claramente superior en esta Ultima, en el caso
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de UPK3c la expresion entre ambos 6rganos es practicamente equiparable
(Figura 22, 23 y 24).
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Figura 24: UPK3c y UPK3b se expresan en un amplio nimero de tejidos. Analisis de la

expresion relativa de mRNA de UPK3c y UPK3b en diferentes tejidos humanos muestra que
ademas de expresarse en varios tejidos, su expresion no es mayoritaria en el urotelio. UPK3c

(azul oscuro) y de UPK3b (magenta).

4.Analisis de la secuencia proteica de UPK3c

a.Caracteristicas asociadas a la secuencia de proteina de UPK3c

La traduccion de los mRNAs de las copias de UPK3c 531C y

UPK3c 531A dan lugar a la misma secuencia de una proteina de 263 aa de
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longitud codificados por seis exones en fases 1:1:2:1:2 (Figura 25). Su perfil
hidropatico muestra tres regiones de caracter hidrofébico localizadas en los
33 primeros aa, entre los aa 83 y 89 y desde el aa 203 hasta el 225 (Figura
25b). El servidor para péptidos sefiales SignalP v4.1 detecta un sitio de
corte de péptido sefial entre los aa 33 y 34 coincidiendo con la primera
region hidrofébica y el servidor para hélices transmembrana TMHMM v2.0
detecta un posible DTM entre los aa 203 y 225 coincidiendo con el tercer
fragmento hidrofébico. De esta manera la secuencia de aa de la proteina
de UPK3c tiene un extremo extracelular amino terminal de 202 aa y un

extremo citosélico carboxilo terminal de 38.

Acorde al servidor de ExPASy que calcula el peso molecular de
proteinas a partir de la secuencia de aa, UPK3c tendria un peso molecular
total de 28.5 KDa y dado que el péptido sefial en UPK3c tendria un peso
molecular de 3,5 KDa, la proteina madura de UPK3c sin posibles
modificaciones post-traduccionales tendria en principio un peso molecular
de 25 KDa.

b.Analisis de la divergencia de UPK3c respecto a UPK3a/3b

La secuencia de la proteina humana de UPK3c tiene una longitud
de 263 aa siendo de este modo la UPK3 de secuencia mas corta debido a
que las secuencias de proteina de UPK3a y UPK3b tienen una longitud de
287 y 276 aa respectivamente. UPK3a y UPK3b comparten una identidad
del 28% vy la identidad que comparte UPK3c con estas dos es del 20% y
34% respectivamente. UPK3c, al igual que UPK3a y UPKS3b, esta
codificada por seis exones en fases 1:1:2:1:2 con DTM tipo | en el exén

seis y un péptido sefial en el primer exén. Su extremo carboxilo con una
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longitud de 41 aa es mas corto que el del resto de las UPK3s que es de 58
y 59 aa (Figura 26).
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Figura 25: Caracteristicas asociadas a la secuencia proteica de UPK3c. (a) Secuencia
proteica de UPK3c. Las letras negras y azules representan diferentes exones. Las letras rojas
hacen referencia a las fases 1 o 2 de los intrones; (b) Perfil hidropéatico de las copias de
UPK3c en 7qg22.1. Péptido sefial (PS); Dominio Transmembrana (DTM). Los numeros

representan las coordenadas en la secuencia de la proteina de UPK3c.

UPK3a y UPK3b poseen un fragmento de 12 aa muy conservado
amino terminalmente yuxtapuesto al DTM. UPK3c humana lo ha perdido
por completo, al igual que otros mamiferos como la vaca o marsupiales
como la zariglieya. Sin embargo, en el caso del gallo, se pueden apreciar
todavia varios aa conservados debido a que el origen de UPK3c se sitla en
el ancestro comdn de aves y reptiles (De Salle et al. 2014) (Figura 8 y
Figura 26).

86



UNIVERSITAT ROVIRA I VIRGILI
EVOLUTION AND MOLECULAR CHARACTERIZATION OF UROPLAKIN 3C, A NOVEL HUMAN TETRASPANIN ASSOCIATED UROPLAKII
Javier Ugarte Chicote
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Figura 26: Divergencia entre UPK3c UPK3b y UPK3a.  Alineamiento de los exones 2-6 en
UPK3a, UPK3b y UPK3c en mamiferos (humano y vaca), marsupiales (zariglella) y aves
(gallo) realizado en el servidor MAFFT con los parametros de serie. Letras azules y negras
representan exones alternados. Letras de color rojo representan la unién de los exones por
fases 1 o 2. C resaltadas en color amarillo son residuos de cisteina. Resaltar la perdida de las
cisteinas C;-C, en UPK3c de mamiferos y de la similitud en la regién de méxima conservacion
entre UPK3a y UPK3b. Letras resaltadas en verde corresponden al fragmento de 12 aa muy
conservado yuxtapuesto al DTM. Letras resaltadas de rosa corresponden al DTM.
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Esta misma situacion se puede observar en el caso de las C; y C,
en UPK3a/UPK3b las cuales estdn muy conservadas y en el caso de
UPK3c aun existen en aves y reptiles pero sin embargo en marsupiales y

mamiferos han desaparecido (Figura 26).

5.Glicosilacién en UPK3c

a.Glicosilacién de UPK3c transfectada

Tras su clonacién en el vector de expresion pCS2+, UPK3c fue
transfectada de forma transitoria en la linea celular de CU T24 dado que no
la expresa de forma enddégena. A través de la detecciébn de UPK3c
transfectada por WB se observan dos bandas de peso molecular
aproximado de 43 y 28 KDa que podrian corresponder a la UPK3c
modificada post-traduccionalmente a través de glicosilaciones y a la
secuencia completa de UPK3c sin modificaciones post-traduccionales

segun al peso molecular establecido por el servidor EXPASYy (Figura 27).

Dado que el resto de UPK2/3s humanas, excepto UPK2a, estan N-
glicosiladas (Deng et al. 2002; Wu et al. 1994), para comprobar el estado
glicosilativo de UPK3c se utilizaron dos tipos de glicosidasas
(Endoglicosidasa H o Endo H y Péptido N-glicosidasa F o PNGase F)
capaces de romper este tipo de enlace glicosidico. El enlace N-glicosidico
se caracteriza por unir un glicano a un atomo de nitrégeno, normalmente
de una asparragina (Asn) acorde a una secuencia consenso. Aunque hay
diversos N-glicanos atendiendo al nimero y al tipo de residuos que
contengan, todos comparten una estructura comun, tres manosas seguidas
de dos N-acetil glucosaminas (GIcNAc), unida al nitrogeno de la Asn. Endo

H es capaz de cortar el enlace entre las dos GIcNAc siempre que el glicano
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esté compuesto solamente de manosas y deja libre por un lado el glicano y
por otro el esqueleto proteico con un GIcNAc unida. PNGase F corta el
enlace entre el nitrégeno de la Asn y el GIcNAc incluso cuando los glicanos
son complejos dejando libre el esqueleto proteico por un lado y el glicano

por el otro (Maley et al. 1989).

- + + +
UPK3e Figura 27: La deglicosilacion de UPK3c
EndoH - - + - ]
PNGaseF  + } _ + transfectada muestra diferentes grados de
maduraciéon. Immunoblot de un lisado celular
43KDa de la linea de CU T24 transfectada con UPK3c
tratado con con dos tipos de N-glicosidasas. La
28 KDa e immunodeteccion de UPK3c muestra diferentes
25 KDa grados de maduracion, sensiblidad ante ambas
N-glicosidasas y la posibilidad de que esté N-
glicosilada en varios residuos. (Panel superior)
. w— — UPK3c; (Panel inferior) B-actina.

Cuando UPK3c transfectada es tratada con ambas glicosidasas
desaparece la banda de aproximadamente 43 KDa, se incrementa la
intensidad de la sefal de la banda de aproximadamente 28 KDa y aparece
una nueva banda de aproximadamente 25 KDa que podria corresponder a
la proteina sin péptido sefial (Figura 27). Las dos glicosidasas son capaces
de deglicosilar la proteina transfectada indicando que su composicién en
glicanos es exclusivamente de manosas. Las bandas que se observan tras
el tratamiento con Endo H tienen un peso molecular ligeramente mas
elevado que las tratadas con PNGase F (Figura 27). Esto puede ser debido
a las GIcNAc que quedan unidas al esqueleto de la proteina de UPK3c que
al cortar con EndoH dan un mayor peso molecular y por tanto una menor

movilidad electroforética. ElI peso molecular de una GIcNAc es de 0.221
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KDa, aunque dificil de aproximar la diferencia de movilidad electroforética
entre la UPK3c tratada con EndoH o PNGaseF, es probable que UPK3c

transfectada esté N-glicosilada en varios residuos de Asn.

El servidor bioinformatico NetNGlyc v1.0 establece potenciales
sitios de N-glicosilacién y en el caso de la secuencia de UPK3c, establece
cuatro potenciales sitios con elevada probabilidad de estar glicosilados
localizados en la parte extracelular de la proteina en las posiciones 51, 76,
91 y 110 y otro posible sitio de glicosilacion con menor probabilidad
localizado también en la parte extracelular en el aminoacido 140. De esta
manera, dada la diferencia de peso molecular de UPK3c tras los
tratamientos de glicosidasas, varios de estos potenciales sitios de
glicosilacién podrian realmente estar glicosilados. El peso molecular del
péptido sefial como el de las Ultimas glicosilaciones que dan lugar a la

proteina madura en la UPK3c transfectada coinciden y son de 3.5 KDa.

b.Grado y tipo de glicosilacion de UPK3c enddgena

La UPK3c endbégena en cornea, pterigion y en tumor de vejiga
también estan glicosiladas. UPK3c tiene un peso molecular aproximado de
45 KDa en cornea (superior al peso molecular de 43 KDa de UPK3c
transfectada) y tanto en pterigion como en tumor de vejiga ademas de esta
banda de 45 KDa, presenta bandas adicionales de aproximadamente entre
40 y 45 KDa (Figura 28).

Al contrario que la UPK3c transfectada, la proteina enddgena de
cornea fue completamente resistente a EndoH. Las UPK3c endégenas de
pterigion y de tumor de vejiga fueron parcialmente sensibles a EndoH
(Figura 28) conservando bandas resistentes a Endo H de

aproximadamente 43 y 45 KDa y observandose bandas que coinciden con
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UPK3c sin modificaciones post-traduccionales con y sin péptido sefal. En
cambio cuando las muestras son tratadas con PNGaseF, todas las
muestras son sensibles a ella, observandose dos bandas que coinciden
con UPK3c con y sin péptido sefial. En el caso de las muestras que fueron
parcialmente sensibles a EndoH, al hacerlo totalmente con PNGaseF,
solamente la intensidad de sefial se ve aumentada en la UPK3c sin péptido
sefial, indicando que al contrario de la UPK3c transfectada, en este caso la

proteina madura sin péptido sefial es la mayoritaria.

Cornea Pterigion Transfeccién Tumor Vejiga Transfeccién

- EndoH

+  PNGaseF

. . (] ﬂ - 43KDa
bl s
- -
- -

- 28KDa

- S | 25kDa
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Figura 28 Diferentes grados de glicosilaciéon de UPK3c en cornea, pterigion y un tumor

de vejiga. Extractos proteicos de lisados celulares de cornea, pterigion y tumor de vejiga
humanos se trataron con los dos tipos diferentes de N-glicosidasas. La immunodeteccion de
UPK3c en cornea sana, pterigion y tumor de vejiga muestran diferentes grados de
glicosilacion y sensibilidad a N-glicosidasas. Una vez deglicosiladas se observan distintos
grados de maduracién de UPK3c. (Panel superior) UPK3c, (Panel medio) p-actinay (Panel
inferior) membrana de nitrocelulosa tefiida con Ponceau S solution como control de carga.
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A diferencia de la muestra de tejido sano de cornea en la que solo
aparece una banda glicosilada, los tejidos de pterigion y de tumor de
vejiga, incluyendo cuatro tumores de vejiga adicionales (Figura 29),
presentan bandas de diferente tamafio entre ellos indicando una posible

alteracion de la glicosilacién en estos tumores.

Figura 2 9: Diferentes grados de glicosilacion

Transf Tumor Vejiga de UPK3c en tumores de vejiga. Extracto

proteico de lisado celular de cuatro tumores de
z vejiga, tratados con solucibn  tampén

- . desnaturalizante  de  glicoproteinas. La
immunodeteccion de UPK3c muestra que en

todos los tumores de vejiga, UPK3c esta

solamente glicosilada y el grado de glicosilacién

es diferente indistintamente del estadio o del

grado del tumor de vejiga. (Panel superior)
UPK3c y (Panel inferior) membrana de
nitrocelulosa tefiida con Ponceau S solution

como control de carga.

6.Immunolocalizacién de UPK3c en el urotelio de ratén

Para determinar la localizacion de UPK3c en el urotelio, se estudio
su immunolocalizacién en secciones de vejiga sana de ratdén. Su expresion
se compard con la de las uroplaquinas que forman heterodimeros. Los
heterodimeros de UPK1a/UPK2a y UPK1b/UPK3a se expresan en la parte
mas apical de las células “umbrella” y en su parte citosélica colocalizando
Sin embargo, no se localizé su expresion en las capas intermedia y basal
(Figura 30a y 30b).
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Figura 30: La immunolocalizacién de UPK3c en urotelio de ratén es diferente a la del
resto de UPK3s. Immunolocalizacion de la familia de uroplaquinas en el urotelio de raton
sano. Secciones de parafina de urotelio de vejiga de ratén sano se incubaron con anticuerpos
para las diferentes uroplaquinas y se detectaron por microscopia confocal. Emisién de
fluoréforo para UPKla 'y UPK1b 617nm (rojo), para UPK2a, UPK3a, UPK3b y UPK3c emision
de 520nm (verde) y para la deteccion nuclear emision 430nm (azul). (a) Colocalizacién del
heterodimero UPK1a/UPK2; (b) Colocalizacion del heterodimero UPK1b/UPK3a; (c)
Colocalizacién del heterodimero UPK1b/UPK3b; (d) Localizaciéon de UPK1b y UPK3c.
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En el caso del heterodimero que forma UPK1b con el componente
minoritario de las particulas de 16 nm, UPK3b, se observa que su
colocalizacion no es tal como la de UPK1b/UPK3a. Se observa que se
localiza en la parte mas apical de las células “umbrella” pero menos que en
la capa intermedia que es donde parece mayoritaria su localizacion (Figura
30c).

UPK3c muestra una pauta de expresion diferente a la del resto de
uroplaquinas. Por un lado, aparentemente no colocaliza con UPK1b e
incluso aunque se exprese en las células “umbrella”, UPK3c podria no
formar parte de la parte apical de estas y por tanto de las placas. La
expresion de UPK3c en la parte citosdlica de las células “umbrella” tiene un
aspecto vesicular y difuminado si se compara con la expresion en las capas
intermedias y basales donde su expresidon es de mayor intensidad (Figura
30d). Por lo tanto, al contrario que el resto de uroplaquinas, las cuales son
consideradas productos de diferenciacién, UPK3c se expresa en las capas
menos diferenciadas o sin diferenciar mientras que a medida que las células

se diferencian, su expresion se hace mas débil (Figura 30d y Figura 31).

7.UPK3c y cancer de vejiga

a.Immunolocalizacién de UPK3c en modelos transgénicos de ratdn

como sistemas modelos de tumorogénesis de vejiga

La existencia de modelos transgénicos de ratén simulando las dos
variantes fenotipicas de CU (superficial e invasivo) ha permitido el estudio
de la immunolocalizacion de UPK3c y del resto de uroplaquinas como una

aproximacioén de lo que podria luego ocurrir en CU humanos.
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Figura 31: UPK3c se expresa mayoritariamente en las capas del urotelio menos
diferenciadas. Immunolocalizacién de UPK3a en la capa mas apical del urotelio sano de
ratéon mientras que UPK3c es localizada principalmente en las capas inferiores y por tanto
menos diferenciadas. Seccion de parafina de urotelio de vejiga de ratéon sano se incubd con
anticuerpos para UPK3c y UPK3a y se detectaron por microscopia confocal. Emision de
fluoréforo para UPK3a fue 617nm (rojo), para UPK3c de 520nm (verde) y para la deteccion

nuclear de 430nm (azul).

El modelo transgénico de ratén que simula la variante papilar no
invasiva se produce a través de la expresion especifica del oncogén HRAS
constitutivamente activado que produce hiperplasia del urotelio y tumores

papilares superficiales de bajo grado (Zhang et al. 2001).

La variante invasiva se ha obtenido mediante la expresion del
oncogén SV40T el cual inactiva tanto p53 como retinoblastoma dando lugar
a un carcinoma in situ (CIS) el cual tiene una elevada probabilidad de
derivar en un carcinoma invasivo y por tanto de alto grado (Zhang et al.
1999).

En el caso del modelo transgénico de raton que simula un CU de
bajo grado, se observa una hiperplasia con una parte apical continua
donde las uroplaquinas mayoritarias de las placas colocalizan. Estas se
expresan también en el citoplasma y en las membranas basolaterales y lo

hacen de una forma gradual de tal manera que las capas mas bajas no
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expresan las uroplaquinas mayoritarias (UPK1la, UPK2a, UPK1b, UPK3a) y
minoritaria (UPK3b) de las placas mientras que a medida que las capas
celulares son mas apicales la expresion de estas es mas intensa (Figura

32).

a. UPK2/UPKla UPK2/UPK1b UPKla/UPK1b

b. UPK3a/UPK3b UPK3a/UPK3c UPK3b /UPK3c

Figura 32: Immunolocalizacion de las uroplaquinas en urotelio hiperplasico del modelo
transgénico de ratébn HRAS constitutivamente activado que simula CU de bajo grado.
Secciones de parafina de vejiga de ratones transgénicos con la via de HRAS
constitutivamente activada fueron incubados con anticuerpos para todas las uroplaquinas y
detectadas por microscopia confocal. La emisién de fluoréforos fue de 430 nm (azul) para la
localizacion nuclear, 520 nm para UPK1b y UPK3c, 617 nm para UPKla y UPK3b y de 668
nm para UPK2 y UPK3a. (a) UPKla, UPK1b y UPK2 (b) UPK3a, UPK3b y UPK3c
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Al comparar la expresion de las tres UPK3s se puede observar que
UPK3a se expresa solamente en las capas hiperplasicas localizadas en la
parte mas intermedia y apical. La expresion de UPK3b es aislada,
expresandose sobre todo en la parte mas baja de la zona hiperplasica
intermedia colocalizando con UPK3a, aunque es posible localizarla en la
parte mas apical donde UPK3a no se encuentra. UPK3c se expresa
principalmente en la parte mas basal de la hiperplasia mientras que de
forma gradual en las capas superiores disminuye la intensidad de su

expresion hasta practicamente desaparecer (Figura 32b).

Aparentemente las expresiones de UPK3a y UPK3c, al igual que
como se puede observar en el urotelio sano, son excluyentes. Utilizando un
aumento menor y abarcando de esta manera un mayor campo se observa
que las partes basales y apicales en la seccion estan intercaladas
permitiendo observar de una manera mas clara la aparente expresién
excluyente de UPK3a y UPK3c (Figura 33).

El modelo transgénico de raton que simula un CU de alto grado a
través de la expresién del oncogén SV40T, también expresa todas las
uroplaquinas aunque su pauta de expresion es diferente a la del modelo de

raton transgénico con la ruta HRAS constitutivamente activada (Figura 34).

En este caso, no existe hiperplasia y los componentes
mayoritarios de las uroplaquinas son expresados exclusivamente en la
parte apical del urotelio de manera discontinua, habiendo zonas donde la
expresién es menor o ausente, lo cual podria poner de manifiesto que la
formacioén de las placas estd comprometida. UPK1la como UPK1b y UPK2
poseen una pauta de expresion similar exceptuando que UPK1b podria
también encontrarse en las membranas basolaterales de las células
(Figura 34a).
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UPK3a UPK3c UPK3a/UPK3c

Figura 33: Immunolocalizacién excluyente de UPK3a y UPK3c en el urotelio hiperplasico de ratones con la via HRAS constitutivamente activada.
Secciones de parafina de vejiga de ratén del modelo transgénico HRAS activado constitutivamente incubado con anticuerpos para UPK3a y UPK3c y

detectados mediante microscopia confocal. Emisién de fluoréforo para UPK3c es de 520 nm (verde) y para UPK3a es de 617 nm (rojo).
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a. UPK2/UPKla UPK2/UPK1b UPK1la/UPK1b

b. UPK3a/UPK3b UPK3a/UPK3c UPK3b /UPK3c

Figura 34: Immunolocalizacién de la familia de uroplaquinas en el modelo transgénico

de raton SV40T que simula CU de alto grado.  Secciones de parafina de vejiga de ratones
transgénicos con el oncogén SV40T se incubaron con anticuerpos para todas las uroplaquinas
y detectadas por microscopia confocal. La emision de fluoréforos fue de 430 nm (azul) para la
localizacion nuclear, 520 nm para UPK1b y UPK3c, 617 nm para UPKla y UPK3b y de 668
nm para UPK2 y UPK3a. (a) UPK1la, UPK1b y UPK2; (b) UPK3a, UPK3by UPK3c.
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UPK3a podria ser la uroplaquina de los componentes mayoritarios
de las placas cuya expresion esta mas disminuida. Al igual que el resto de
uroplaquinas mayoritarias de las placas, se expresa en la parte apical pero
de manera muy aislada. Al contrario que UPK3a, UPK3b presenta una
expresion mas generalizada en todas las capas del urotelio y alla donde se
encuentra UPK3a, UPK3b colocaliza con ella al igual que en el modelo
transgénico de raton que simula un CU de bajo grado. Sin embargo, entre
ambos modelos transgénicos de raton, estas dos uroplaquinas
intercambian su pauta de distribucion. En ambos modelos colocalizan pero
en el modelo de bajo grado UPK3a presenta una pauta de expresién mas
amplia que UPK3Db, la cual esta bastante restringida y en el modelo de alto
grado, la situacion es a la inversa, UPK3b presenta una expresion mas

generalizada que UPK3a.

UPK3c también se encuentra en todas las capas y aunque la
expresidn es algo mayor en la parte mas basal, no existe ese contraste con
el resto de las capas como en el urotelio sano o en el modelo transgénico

de ratén que simula un bajo grado (Figura 34b).

b.Expresion de UPK3c en tumores de vejiga humano

La expresion de las UPK3s se analiz6 en un total de 31 tumores de
vejiga por WB. Su expresion, ademas se comparé con la expresion de dos
proteinas (RB y p130) implicadas en la regulacion del ciclo celular (Grana
et al. 1998) y de un receptor de membrana (FGFR3) implicado en las vias
de sefializacion que regulan la proliferacién celular, diferenciacion,
migraciéon y apoptosis (Liu et al. 2014) (Figura 5). De los 31 tumores
analizados, acorde a su estadio de invasion, 11 de ellos era superficiales

de bajo grado, 9 superficiales de alto grado y 11 eran invasivos La
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determinacion del estadio y del grado de los tumores de vejiga se llevé a

cabo por el servicio de Anatomia Patoldgica del HUJXXIII.

En los tumores de vejiga analizados (Figura 35 y Figura 36), la
expresion de UPK3a fue la mas ubicua de todas las UPK3s siendo
detectada en 25/31 tumores, seguida de UPK3b 24/31 y UPK3c en 19/31.
De los 20 tumores de alto grado se observé que 6, 6 y 11 no expresaban
UPK3a, UPK3b y UPK3c respectivamente,

En ninguno de los 31 tumores de vejiga analizados se pudo
observar la ausencia de todas las UPK3s a la vez. Sin embargo, aunque se
detectan todas las combinaciones de parejas entre ellas, al contrario que
UPK3a y UPK3b, UPK3c nunca aparece como la Unica uroplaquina

detectada.

Parece que exista una relacion entre la expresion de FGFR3 y
UPK3c. De los 15 tumores de vejiga donde se detectd expresion de
FGFRS3, en 14 también se detecté UPK3c y de los 16 tumores donde no se
detectd expresion de FGFR3, en 12 tampoco se detecté de UPK3c. De los
4 en los que si se detectd expresién de UPK3c y no de FGFR3, 3 eran de
alto grado, 2 eran tumores invasivos y Unicamente en un tumor, superficial
de bajo grado, se detectd expresion de FGFR3 y no de UPK3c.

Para facilitar la detecciébn de UPK3c, todos los tumores fueron
deglicosilados lo que permitié observar que solamente 1 presenté la banda
de UPK3c sin péptido sefal, otro solamente la banda de UPK3c con
péptido sefial y otro mostré6 una deglicosilacion aberrante dada a la
presencia de varias bandas. En los 13 tumores de vejiga restantes se

observaron ambas bandas de UPK3c (Figura 35).
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Figura 36: Expresion de UPK3s en tumores de vejiga. Extracto proteico de lisado celular de tumores de vejiga de distintos estadios y grados fueron
immunodetectados con anticuerpos para UPK3a, UPK3b, UPK3c, Rb, p130 y FGFR3.Como control de carga se ha utilizado la membrana de nitrocelulosa

tefiida con Ponceau S solution. Ta (superficial mucosa); T1 (superficial submucosa); T2 (invasivo); A (alto grado) y B (bajo grado).
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Figura 36: Resumen del andlisis de WB.

Los resultados obtenidos para las UPK3s y

para FGFR3 por WB en los 31 tumores

fueron agrupados por superficial/invasivo y

Ow>rw

grado y la intensidad de la sefial codificada
atendiendo a un patrén de colores. Negro:

no deteccion; verde: +/-; amarillo: +; naranja:

- ++ y rojo: +++. El * representa que el tumor

de vejiga es un Ta de alto grado.
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Ambas formas de UPK3c no se encontraron en la misma
proporcion. El 72 + 2% pertenece a la forma madura de UPK3c sin péptido
sefial, mientras que el 28 + 2% restante corresponde a la forma inmadura
de UPK3c con péptido sefal, al contrario de lo que ocurre en la
transfeccion donde el 79 + 4% pertenece a la forma inmadura con el
péptido sefial mientras que el 21 *+ 4% restante corresponde a la forma

madura sin péptido sefial.
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LAS UROPLAQUINAS SE ENCUENTRAN DISTRIBUIDAS DE FORMA
DIFERENTE EN LOS DIVERSOS GRUPOS DE VERTEBRADOS

Este estudio presenta una vision de conjunto de la evolucion y
diversificacion de probablemente todos los grupos de uroplaquinas que
existen en la naturaleza dado que en los andlisis se han utilizado
secuencias de especies representativas de los principales grupos de
vertebrados (peces, anfibios, aves/reptiles y mamiferos) y se han

identificado tres nuevos grupos de uroplaquinas (UPK3c, UPK3d y UPK2b).

Nuestros analisis indican que las uroplaquinas durante la
diversificacion de los vertebrados no se distribuyeron uniformemente en los
distintos grupos de estos organismos (Figura 7). Las primeras secuencias
de uroplaquinas aparecen en un pez, la lamprea, considerado un fosil
viviente perteneciente a la rama mas basal de los vertebrados cuando
estos carecian de maxilares (Smith et al. 2013). Estas primeras
uroplaquinas son las que mas adelante vamos a encontrar formando los
componentes mayoritarios de las placas del urotelio de los mamiferos:
UPK1a, 1b, 3ay 2a (Wu et al. 1994).

La siguiente rama del arbol evolutivo de los vertebrados extinta
desde hace 250 MYA comprendia los primeros peces con mandibula

(placodermos y acantoideos).

Después tuvo lugar la escision del tronco comun de los peces
cartilaginosos (rayas y tiburones) donde ya encontramos todas las
uroplaquinas (UPK1a, 1b, 2a, 2b, 3a, 3b, 3d) a excepcion de la UPK3c que
aparece en el ancestro comun de reptiles/aves y mamiferos (Figura 7 y
Figura 8). La aparicién de las UPK2b, 3b y 3d en peces cartilaginosos
podria explicarse de varias formas, bien se generaron en el ancestro
comun de los peces cartilaginosos y 6seos o en el de la lamprea y los
peces cartilaginosos y han desaparecido en lamprea, dado que el genoma

de la lamprea a pesar de haber sido secuenciado con un 5 por ciento de
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cobertura total aun presenta lagunas. De hecho, en lamprea existen tres
secuencias relacionadas con UPK3a y parece que una de ellas (lamprea2)
estaria mas cerca de UPK3b y por lo tanto UPK3a y 3b se habrian
generado en el ancestro comun de vertebrados. Algo semejante ocurrio
probablemente también con UPK2a y 2b ya que UPK2b posee las cuatro
cisteinas del dominio urofibrina y UPK2a solo dos por lo que es poco
probable que primero se hubieran perdido en UPK2a y luego recuperado en
UPK2b. No obstante, para responder a estas cuestiones, se necesitan mas
genomas de organismos pertenecientes a esta etapa basal de la evolucién
de los vertebrados. A este respecto esta pendiente la secuenciacién del
genoma de otro pez sin mandibula de una clase diferente a la lamprea, el
mixino (Myxine glutinosa) del que se ha secuenciado el genoma
mitocondrial y que seria probablemente de gran ayuda para clarificar la
evolucién de las uroplaquinas y otras proteinas en esta fase crucial del
desarrollo de los vertebrados donde se produjeron numerosas innovaciones

especificas de este grupo de organismos (Boehm 2012).

En la siguiente radiacion, los peces Oseos (osteichthyes) no
utilizaron las UPK3b y 2b que ya existian en el ancestro comun de peces
0seos y cartilaginosos. Los peces 0seos se dividen a su vez en dos ramas,
la de los peces 6seos con aletas lobuladas (sarcopterigios) que incluye
celacantos y peces pulmonados que estan relacionados con los tetrapodos
(anfibios, aves/reptiles y mamiferos) y la rama de los peces dseos con
aletas rayadas (actinopterygii). Un hecho sorprendente que ocurrié en esta
Ultima rama es la desaparicion de todas las uroplaquinas en los teledsteos
modernos (acanthomorpha) que abarcan un tercio de las especies actuales
de vertebrados ~16000 especies y representan mas del 50% de los peces
actuales entre los que se encuentran el bacalao (Gadus morhua), el pez
globo (Fugu rubripes) o el atin (Thunnus thynnus) (Nelson JS 2006)
Teniendo en cuenta que se han secuenciado parcial o totalmente el
genoma de 17 especies de peces de este grupo, al no haberse identificado
ni una sola uroplaquina en estos 17 genomas ni en ninguna base de ESTs

o proteina indica que las uroplaquinas ciertamente desaparecieron durante
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el origen evolutivo de este grupo de peces (acanthomorpha) (Figura 7) que
incluye el pez modelo medaka (Oryzias latipes) cuyo genoma ha sido
totalmente secuenciado y en el que anteriormente hemos encontrado
diversos ortélogos de proteinas humanas como los de Nanog, Oct-4 y
Usherine (Aller et al. 2013; Sanchez-Sanchez et al. 2010; Camp et al.
2009). Esta desaparicion conjunta de las uroplaquinas mereceria ser
estudiada en profundidad dado que la gran expansion de este grupo de
peces se debié a adaptaciones especificas (Finn y Kristoffersen 2007) en
las que la presencia de uroplaquinas fue prescindible o nociva, lo que

podria proporcionar informacion sobre su posible funcién general.

Finalmente en tetrapodos (anfibios, aves/reptiles y mamiferos)
desaparece UPK3d y nos encontramos de nuevo con UPK3b y 2b, esta
Ultima Unicamente en anfibios y reptiles. También en aves desparece la

pareja UPKlay 2a, y en reptiles UPK2b.

La existencia de uroplaquinas en organismos que carecen de
urotelio sugiere que ademas de su participacion en la formacion de las
placas del urotelio y en funciones relacionadas con su funcionamiento, las
uroplaquinas deben desarrollar actividades urotelio inespecificas. A este
respecto se ha descrito la participacion de UPK3a y UPK1lb en la
fertilizacion de los ovocitos de rana (Xenopus laevis) (Sakakibara et al.
2005; Mahbub Hasan et al. 2007) y se ha vinculado una secuencia que se
denomina UPK3a-like, y que en nuestro estudio hemos identificado como
UPK3d, con la morfogénesis del conducto pronefrico durante el desarrollo
del aparato urogenital en el pez cebra (Danio rerio) (Mitra et al. 2012).

Por otra parte, en el wurotelio, las uroplaguinas forman
heterodimeros especificos (UPKla con UPK2a y UPK1b con UPK3a o la
minoritaria 3b) imprescindibles para que las uroplaquinas alcancen la
superficie apical de las células “umbrella” (Tu et al. 2002). Excepto UPK1b
gue puede alcanzar la membrana apical por si sola (Tu et al. 2002). La

distribucion de las uroplaquinas en vertebrados y su expresion en tejidos
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humanos no se opone a la formacién de estos dimeros (UPKla/2a y
UPK1b/3a) ya que UPKla y UPK1b se originaron en el mismo periodo de
tiempo que UPK2a y UPK3a. En los diferentes grupos de vertebrados
siempre se mantiene la existencia de las uroplaquinas susceptibles de
formar heterodimeros, con la salvedad de que quizas en reptiles no existe
UPK2a que podria ser reemplazada por UPK2b. Esta afirmacion es
meramente hipotética y necesitaria confirmacion experimental. La
expresion observada en tejidos humanos avalaria la formacion de
heterodimeros excepto por la falta de expresion de UPK1b en préstata y de
UPK2 en traquea pero el analisis de expresion es Unicamente a nivel de
RNA (Figura 22).

La distribucion de las uroplaquinas y su expresién no se opone a la
formaciéon de dimeros, pero es posible que no sea una caracteristica
compartida por todas las uroplaquinas. La expresion de UPK1b en diversos
tejidos sin UPK3a de heterodimero podria explicarse como hemos
comentado por su capacidad de alcanzar la membrana apical sin necesidad
de formar un heterodimero con UPK3a o 3b (Tu et al. 2002). Esta expresion
fuera del urotelio ya en algunos casos habia sido descrita con anterioridad
(Sakakibara et al. 2005; Olsburgh et al. 2003; Adachi et al. 2001) El analisis
de la colocalizacion en el urotelio de las uroplaquinas que forman los
heterodimeros también avala su formaciéon pero descarta a UPK3c como

veremos mas adelante.

En conjunto pareceria que las placas del urotelio surgen por la
asocociacion de los dos tipos de heterodimeros y que algunas uroplaquinas
podrian existir sin formar heterodimeros y estar implicadas en funciones

que desconocemos.
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ORIGEN DE LAS UROPLAQUINAS UPK2/3 A PARTIR DE UNA
SECUENCIA RELACIONADA CON PTPRQ

Mientras que el origen de las uroplaquinas UPKla/lb, que
pertenecen a la familia de las tetraspaninas, podia explicarse por la
duplicacién de un gen de esta familia en el origen de los vertebrados, se
desconocia como se origind el gen ancestral que dio lugar a las
uroplaquinas UPK2/3, ya que no se habian encontrado proteinas UPK2/3
en organismos mas antiguos que los vertebrados, ni se sabia que pudieran
estar relacionadas con otras familias de proteinas. Fue la observacion de
gue un fragmento del receptor de fosfatasas PTPRQ presentaba cierta
similitud con casi toda la secuencia de UPK3a, lo que planteé la posibilidad
de que las UPK2/3s pudieran haberse generado a partir de un gen
relacionado con las R3 PTPR por duplicacién génica y perdida de dominios

FN3 y del dominio catalitico.

Esta sugerencia esta basada en la conservacion en ambas familias
de la misma pauta de intrones/exones, de cisteinas (C,-C,), de los sitios de
corte de furina en posiciones similares en las secuencias de UPK2s y R3
RPTPs de invertebrados y, por otra parte, en los andlisis filogenéticos, que
agrupan en una misma rama del arbol las secuencias de UPK3s, PTPRQs
y las dos secuencias de ciona: la del precursor de PTPRQ y la secuencia

de R3 que carece de dominio catalitico.

Esta Ultima secuencia sin dominio catalitico y con solo cuatro
dominios FN3 presente en las dos especies de ciona (CionaNocatl en C.
intestinalis y CionaNocat2 en C savigny) curiosamente, mantiene cierta
similitud en su fragmento citoplasmico con UPK3as, incluyendo dos sitios
de fosforilacion: una tirosina (Tyr249) que es fosforilada en Xenopus
durante la fertilizacion de los ovocitos y una treonina (Thr244) en humanos
en respuesta a la adhesién de la uropatogénica E. coli al urotelio (Mahbub
Hasan et al. 2011; Thumbikat et al. 2009). Estas similitudes no implican que

esta secuencia de Ciona sea el precursor de las UPK2/3 (falta el analisis de
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sintenia de genomas basales mejor anotados) pero probablemente indica
como debidé producirse la transicién entre alguna secuencia relacionada con
el precursor de PTPRQ vy la formacion del primer gen de las UPK2/3. Los
principales mecanismos que determinan la evolucion molecular de las
proteinas son la duplicacion de genes, la fusién, la recombinacion y la
pérdida de fragmentos (Weiner et al 2006). Aunque en comparacion con la
ganancia de dominios, se sabe relativamente poco acerca de las pérdidas,
se ha descrito que se producen mayoritariamente en los extremos de las
secuencias como dehié producirse para generar la secuencias UPK2/3
ancestral a partir de una secuencia R3 PTPR de invertebrados (Weiner et
al. 2006).

1.El dominio urofibrina es un dominio FN3 divergente

Aunque los dominios FN3 de por si son muy divergentes y tienen
una identidad de secuencia inferior al 25% (Halaby et al. 1999), el dominio
urofibrina tiene caracteristicas especificas que se han conservado desde su
aparicion en la secuencia de esponja. Por un lado, los dominios candnicos
de FN3 tienen alrededor de 100 aa de longitud, el tamafio del dominio
urofibrina tiene alrededor de 160 aa y el motivo C3Xs.)C4aNGPL se ha
mantenido en las R3 RPTPs y UPK2/3 desde las esponjas hasta los
mamiferos no encontrandose en otro tipo de proteinas. Por el otro lado,
presenta una patron exon/intron unico entre los dominio de FN3 de las R3
PTPRs (Garcia-Espafa et al en preparacion) y carece de un residuo clave
en la definicién de los dominios FN3 canodnicos, un triptéfano en la hebra
beta B (Halaby et al. 1999). Todo ello, sugiere que el dominio urofibrina
tiene caracteristicas diferenciales con respecto a los dominio FN3
candénicos como el dominio 10 de la fibronectina. Aunque no se conoce su
estructura terciaria, por su similitud en estructura secundaria con los
dominios FN3, probablemente este basada también en laminas beta

antiparalelas pero con diferencias en la longitud de la secuencia que
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conecta las hebra beta C y C' (Figura 14) (Halaby et al. 1999; Koide et al.
1998).

2.Posibles implicaciones funcionales resultantes de la caracterizacién

del dominio urofibrina

Los principales mecanismos que determinan la evolucién molecular
de las proteinas son la duplicacion de genes, la fusion, la recombinacion y
la pérdida de fragmentos (Weiner et al 2006). La descripcion de los
componentes dominios y motivos de una proteina facilitan los analisis
filogenéticos, la anotacion funcional, y la exploracion de la diversidad de
sus funciones. El hallazgo de la relacion entre las proteinas R3 PTPRs y
UPK2/3 y la caracterizacién de un dominio FN3 divergente en ambas
familias puede ser de utilidad para la caracterizacion estructural y funcional

de estos grupos de proteinas integrales.

Las cisteinas que forman puentes disulfuro se ganan y se pierden
en parejas durante la evoluciéon de las proteinas y por tanto es posible
deducir la formacion de puentes disulfuro en su secuencia (DeSalle et al.
2010; Kreisberg et al, 1995). De las cuatro cisteinas (C,-C,) presentes en el
dominio urofibrina, dos de ellas C;-C, estan conservadas desde la
secuencia de esponja pero se pierden en las proteinas UPK2a, por otro
lado C;-C, aparecen en las de tunicados y aunque todavia estan presentes
en la secuencia de UPK3c de aves/reptiles, se pierden en las secuencias
de UPK3c de mamiferos (DeSalle et al. 2014). Estas observaciones
sugieren que C; esta formando un puente disulfuro intraproteico con C, y
C; con C, en la estructura de la urofibrina lo que puede ayudar en la

resolucién de su estructura
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LOCALIZACION DE UPK3c EN DS Y SU POSIBLE TRASLOCACION AL
LOCUS GENETICO 7p13 A TRAVES DE UN INTERMEDIARIO
CIRCULAR

Las duplicaciones segmentales (DS) constituyen una proporcién
relativamente grande (~5%) del genoma humano (Bailey et al. 2006; Bailey
et al. 2002) y son definidas como dos 0 mas segmentos cromosomicos
mayores de 1 Kb, con una identidad superior al 90% (Bailey et al. 2006).
Ademas, son regiones dinamicas de los cromosomas que en determinados
casos se han asociado con enfermedades genéticas producidas por

inestabilidad gendémica (Marques-Bonet et al. 2009).

Los mecanismos moleculares por los cuales se producen y
duplican las DS, su importancia en la susceptibilidad a padecer
enfermedades y como influyen en el desarrollo de estas patologias, esta
empezando a ser desvelado (Marques-Bonet et al. 2009, Jiang et al. 2007,
Bailey et al. 2006). Especialmente, se conoce poco el mecanismo por el
cual las DS se dispersan a las regiones intersticiales de los cromosomas
cuando esta propagacién no es el resultado de una duplicacién en tandem,
es decir cuando las DS no se localizan de forma consecutiva en los

cromosomas (Bailey et al. 2006).

Recientemente se ha descrito un aumento especifico en el nUmero
de DS en la rama evolutiva humana después de la separacién de la del
chimpancé (Marques-Bonet et al. 2009). Esta observacion estaria de
acuerdo, en nuestro caso, con la aparicion en humanos de la DS3 en el
locus genético 7g22.1 (Figura 17). Esta copia adicional de UPK3c podria
tener interés en su estudio puesto que, al contrario que la copia en la DS2
de 7pl3, se transcribe al igual que la copia en DS1, aunque al parecer la
transcripcion de la copia en DS1 es mayor (Figura 21). Una de las
consecuencias de las duplicaciones de DS es que pueden aumentar o

disminuir el nimero de copias de un gen (Lupski et al. 2005). En la DS2
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humana, RASA4CP, POLR2J4 y las copias de UPK3c y HSPCO047 son
pseudogenes mientras que SPDYB2-L2 es un gen diferente a SPDYB2-L1
gue se encuentra en las DS1 y DS3 de 7g22.1 (Chauhan et al. 2012). En el
caso de gorila y chimpancé las regiones correspondientes no estan tan bien
anotadas como para poder saber si esto también ocurre. SPDYB2-L1 y
SPDYB2-L2, junto a SPDYB2, pertenecen a un grupo de la amplia familia
de genes Speedy/RINGO cell cycle regulator (Chauhan et al. 2012) y
multiples copias intercaladas de miembros de esta grupo (especialmente
SPDYB2-L1) pueden encontrarse en 7gl11.23 de humanos. Siempre

asociadas a un fragmento de la secuencia del gen PMS2

En orangutan, ningin miembro de este grupo de la familia Speedy
se encuentra en la localizacion en que aparecera en las DS1-3, lo que
sugiere que tal vez su desplazamiento a la posicion entre los genes UPK3c
y uno de los nuevos miembros de POLR2J pudo estar relacionado con el
origen de la DS1-3 ancestral. En este sentido, la reconstruccién ancestral
de DS en humanos ha revelado que la mayoria de ellas estan localizadas
en regiones especificas del genoma denominadas bloques de duplicacion
(Jiang et al. 2007). Estos bloques contienen regiones denominadas “core
duplicons” a las cuales se les ha atribuido un papel primordial en la
expansion de las duplicaciones dando lugar a la hipétesis del “core
duplicon” (Jiang et al. 2007). De esta manera el fragmento de DNA que
contiene SPDYB2-PMS2 podria representar un “core duplicon” que pudo
haber desarrollado un papel importante en el origen y/o dispersién de las
DS1-3

Los cambios de localizacién de UPK3c desde orangutan en el locus
genético 7p22.1 a las localizaciones que luego encontramos en humanos
en las DS1 y DS3 de 7g22.1 se pueden explicar por las dos inversiones del
cromosoma 7 que ocurrieron durante la especiacion de los grandes
primates (Figura 17) (Mdller et al. 2004), mas una duplicacion especifica en
tandem de DS1 que genero DS3 en humanos después de la separacion

con chimpances probablemente por un proceso de errores en la replicacién
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y recombinacion homéloga no alélica (Schacherer et al. 2005, Koszul et al.
2004). En cambio, el desplazamiento de DS2 a 7p13 en el otro brazo del
cromosoma que debié producirse en el ancestro comin de gorilas
chimpancés y humanos no puede explicarse por los mecanismos arriba
mencionados de inversiones y duplicacion en tdndem por recombinacion

homéloga.

Curiosamente, el desplazamiento de DS2 a 7pl13 pudo haberse
producido por un mecanismo consistente con la participacion de un
intermediario circular, un fenémeno de traslocacion de una DS que
sepamos solo se ha descrito una vez en mamiferos y nunca en primates
(Durkin et al. 2012). Esta sugerencia se basa en la presencia en el sitio
donde se inserté DS2 de secuencias conservadas en gorila, chimpancé y
humano compatibles con un intermediario circular. Primero, el gen RASA4
en DS2 esta dividido en dos fragmentos situados en los extremos de la
insercién, si estos fragmentos se unen se reconstruye la secuencia de
RASA4 con Unicamente la pérdida de 4 pb en el punto de unidn, y segundo,
esta pérdida de 4 pb asi como la de 2 pb en la secuencia en la cual se
inserta pueden ser explicadas por un mecanismo de rotura y reparacion de
DNA que ha dejado su impronta en el punto de insercién (Lieber et al.
2008). Esto indicaria que el gen RASA4 se ha roto durante el proceso de

insercion y sugiere la intervencion de un intermediario circular.

La recombinacion homadloga entre elementos Alu
intracromosomales que comparten orientaciéon transcripcional (ARMD) es
un mecanismo por el cual se ha explicado la formacion de intermediarios
circulares (Sen et al. 2006). Como resultado de la ARMD quedarian dos
elementos Alu quiméricos, uno en la zona de escisién del circulo y otro en
el circulo. Basandonos en este mecanismo como posible explicacién para
la formacion del intermediario circular, de los 122 elementos Alu localizados
en la DS2, dos de ellos han podido ser identificados como elementos Alu
quiméricos En la seccién de resultados hemos descrito uno de estos dos

posibles escenarios (Figura 18 y Figura Suplementaria 5). En el caso de
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gque la ARMD hubiese ocurrido entre elementos Alu iguales, su
identificacién seria complicada. No han quedado sefiales del sitio de salida
del circulo en humanos posiblemente porque los cambios que se han
producido desde el ancestro comun de gorila, chimpancé y humano donde
se produjo la translocacion de DS2 a 7pl13 han eliminado estas sefiales.
Los loci genéticos 79q11.23 en gorila y chimpancé estan mal anotados y
seria interesante poder estudiarlos debido a que representan los loci previo
y posterior mas cercanos a la inversion paracéntrica la cual en comparacion
con lo encontrado en orangutan tuvo que ocurrir entre los genes UPK3b y
UPK3c y que podrian conservar alguna impronta sobre la salida del IC o la
disposicion de las DS en el momento de la salida debido a que DS2 se

encuentra ya en gorila, es decir, antes de la inversion paracéntrica.

En una busqueda preliminar en la base de DS de la UCSC no
hemos podido identificar ninguna DS que contenga un fragmento invertido
con respecto a otra DS, es decir, la presencia de una bloque de duplicacién
que estuviera reflejado en dos bloques invertidos en otra localizacién. Sin
embargo, ademas de en el genoma de la vaca (Durkin et al, 2012), este
tipo de fendmeno ha sido registrado con anterioridad en peces (Fujimura et
al. 2011) y levaduras (Borneman et al. 2011). De esta manera, aunque este
mecanismo de translocaciéon no parece ser muy frecuente, ha podido ser
registrado en organismos de diferente complejidad poniendo de manifiesto
gue podria ser un mecanismo comun a todos ellos. Sin embargo, un
analisis mas detallado seria necesario para poder aproximar la frecuencia
de este fenémeno.

La zona de 7pl13 donde se produce la insercién de la DS2 es una
zona rica en elementos transponibles (93% de las 1000 pb de bases
adyacentes a ambos extremos del punto de insercién) tal como ha sido
observado con anterioridad (Kapitonov et al. 2005, Babcock et al. 2003,
Bailey et al. 2003). Su insercién recae exactamente sobre un solo-Long
Terminal Repeat de un retrovirus enddégeno humano. Se ha podido

comprobar que solo-LTRs pueden actuar sobre la regulacion génica
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(Gogvadze y Buzdin 2009; Dunn et al. 2005; van de Lagemaat et al. 2003;
Long et al. 1998), y en el caso de que este hubiese sido activo en el
momento de la insercién de la DS2, esta lo hubiese dividido pudiendo

haberse visto afectada, de esta manera, la regulacion de algun gen.

La microhomologia de 5pb del extremo DS2-7p13 posee a ambos
lados un elemento Alu, los cuales estan inversamente orientados, préximos
(<200 pb) y practicamente equidistantes de la microhomologia. En este
caso, dadas sus caracteristicas, podria ser que estos dos elementos Alu
hubiesen interaccionado de manera no recombinogénica facilitando la
insercion del intermediario circular ya que antes de producirse la insercion

estarian orientados en la misma direccién
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EXPRESION DE LAS UROPLAQUINAS EN TEJIDOS HUMANOS Y
DIVERGENCIA DE UPK3c RESPECTO A UPK3a

En el estudio que hemos llevado a cabo, se ha estudiado por
primera vez la expresion de todas las uroplaguinas humanas en un amplio
ndmero de tejidos utilizando la misma técnica, obteniendo de esta manera,
ademas de informacion especifica de cada una de ellas una visiébn mas

completa de su expresion en los distintos tejidos.

La expresion simultanea de las uroplaquinas mayoritarias de las
placas (UPKla, 1b, 2a y 3a) se ha observado que esta restringida a los
organos con urotelio, respetando de esta manera la formacion de
heterodimeros como ha sido observado anteriormente (Wu et al. 1994,
Deng et al. 2002) y como se ha podido intuir también a través de su
distribucion en los diferentes grupos de vertebrados (Figura 7). La Gnica de
estas uroplaquinas que se expresa fuera del urotelio es UPK1lb que se
expresa en cornea como ya habia sido descrito (Olsburgh et al. 2003,
Adachi et al. 2001): Probablemente debido a su capacidad de alcanzar la
membrana apical por si sola (Tu et al. 2002) en cornea no se detecte
expresion de UPK3a o UPK3b con las que forma heterodimeros en el
urotelio. Por otro lado, la elevada expresion de UPK3a en prostata
sobresale frente a la del resto de uroplaquinas lo que indica que podria ser
de interes un estudio mas detallado de esta proteina tanto en tejido sano

como en cancer de prostata.

UPK3c y UPK3b muestran un patron de expresion divergente frente
al resto de las uroplaquinas ya que se expresan practicamente en todos los
tejidos analizados. Este patron mas amplio habia sido ya descrito en el
caso de UPK3b, que por ejemplo, debido a su elevada actividad epicardial
durante el desarrollo embrionario del raton ha permitido utilizar su promotor
para generar ratones transgénicos con expresion en el epicardio (Huang et
al. 2012).
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UPK3c y UPK1b en cornea mostraron el nivel de expresién mas
elevado de todas las uroplaquinas en todos los tejidos. De hecho son las
Unicas uroplaquinas que han sido identificadas en los proteomas de cornea
de ratén y de humano, (Dyrlund et al. 2012; Shao et al. 2011), Aunque en el
proteoma humano, que esta dividido en las diferentes capas que forman la
cornea, UPK1b solo se detecté en el epitelio mientras que UPK3c fue
detectada en todas las capas (epitelio, estroma y endotelio) (Dyrlund et al.
2012). Dado que el origen de UPK3c coincide con la colonizacién del medio
terrestre por los vertebrados, su elevada expresidn en cornea podria estar
relacionada con la adaptacién que sufrid la cornea en este periodo que le
permitid un mayor poder de refraccion para acomodar el paso de la luz del

aire al medio acuoso intraocular. (Jonasova et al. 2008).

UPK3c esta N-glicosilada, y al menos en cornea sana, por
azucares complejos como UPK3a/3b. No obstante, UPK3c posee una serie
de caracteristicas que hacen considerarla una uroplaquina divergente
frente al resto de UPK3s. Ademas de su expresion en un elevado rango de
tejidos, por un lado, ha perdido las C; y C,, presentes en UPK3a/3b, y que
como ha sido sugerido previamente podrian formar un puente disulfuro
intraproteico. Por otro lado, ha perdido también el fragmento de ~12 amino
acidos muy conservado en UPK3a/3b yuxtapuesto al DTM y que, aunque
no se haya visto que sea necesario para la formacién de los heterodimeros
con UPK1b, no se ha descartado que pudiese estar vinculado con la
oligomerizacion de las particulas de 16 nm (Deng et al. 2002). Finalmente,
en el urotelio de ratdn posee una expresion excluyente respecto a la del
producto de diferenciacién UPK3a (Wu et al. 1994). Mientras que UPK3a
se localiza en la parte mas apical de las células “umbrella”, UPK3c es
expresada principalmente en las capas menos diferenciadas, y aunque se
exprese en las células “umbrella”, aparentemente no llega a la membrana

apical y no colocaliza con UPK1b como lo hacen UPK3a y UPK3b.
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EXPRESION DE UPK3c EN TUMORES DE VEJIGA Y SU POSIBLE
RELACION CON FGFR3

En la actualidad el trabajo con el tamafio muestral mas grande de
tumores de vejiga e informacion clinica que ha estudiado la expresion de
uroplaquinas es el de Huang et al. 2007. En este trabajo se analizé la
expresion de uroplaquinas por immunohistoquimica con un anticuerpo
generado contra las placas y que por immunoblot es muy sensible a
UPK3a, moderadamente a UPKla y muy poco sensible a UPK2. Las
principales conclusiones del estudio de Huang et al. 2007 fueron que: (1)
aunque aberrante, la expresion de uroplaquinas se mantiene en los CU; (2)
los tumores invasivos sin expresiéon de uroplaquinas representaban un mal
prondstico; y (3) no existia relacion alguna con marcadores del ciclo celular
(p53 y pRB entre otros) y por tanto podria utilizarse de manera conjunta

con otros marcadores moleculares.

En nuestro estudio hemos comparado la expresion proteica de las
UPKSs con la de dos marcadores de desregulacion del ciclo celular (p53 y
RB) implicados en la ruta invasiva del CU (Figura 5) y con una
glicoproteina de membrana perteneciente a la familia de las tirosinas
quinasas (Powers et al. 2000; Boéttcher y Niehrs 2005) y considerada un

marcador de buen pronéstico en los tumores superficiales (Figura 5).

Al igual que en Huang et al. 2007, se encontré expresion de unas u
otras uroplaquinas en todos los tumores, siendo la expresién mas ubicua la
de UPK3a. Por lo tanto, de acuerdo con estudios anteriores (Huang et al.
2007; Olsburgh et al. 2003; Yuasa et al. 2003; Moll et al. 1995), aunque a
las uroplaquinas de las placas UPK3a/b se las considere productos de
diferenciacion, no se observa la esperada disminucién de su expresion
durante la progresion de los CUs humanos. En cambio, UPK3c no siendo
aparentemente un producto de diferenciacién, desaparece en algunos

tumores de alto grado superficiales y en casi todos los invasivos mientras
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gue la expresion de UPK3a se mantiene. Esto podria estar relacionado con
la excluyente expresion de UPK3a y UPK3c en el urotelio de raton que

daria lugar a una distribucién también diferente en tumores invasivos.

En ninguno de los tumores analizados se detecté como Unica
uroplaquina a UPK3c, mientras que UPK3a o UPK3b si que pudieron ser
detectadas aisladamente. Esto podria ser debido a que aunque en
cantidades distintas, UPK3a y UPK3b se encuentran en las placas y en los
modelos de ratones “knock-out” de UPK3a la expresién transcripcional de
UPK3b aumenta (Deng et al. 2002) dando a entender que UPK3b podria
suplantar la funcion de UPK3a en su ausencia y por tanto podria ser
normal encontrar UPK3a o UPK3b por si solas. Sin embargo, dado que
UPK3c aparentemente no forma parte de las placas no tendria porqué

encontrarse sola.

La falta de relacién en la expresion de uroplaquinas y marcadores
de la desregulacion del ciclo celular (p53 y RB) observada previamente se
detectd en este caso también para UPK3a (Huang et al. 2007) y para
UPK3b y UPK3c.

En UPK3c y FGFR3 parece apreciarse una relacion directa en la
deteccion de su expresion. De los 31 tumores analizados en 26 de ellos la
deteccion para ambas proteinas coincidié (14 ambas detectadas y 12 no
detectadas ambas), 1 se detecté FGFR3 y no UPK3c y 4 se detecté UPK3c
y no FGFR3.

FGFR3 tiene atribuido un efecto de buen prondstico debido a que
en las lesiones benignas y los tumores de bajo grado el 80% estan
mutados para FGFR3 (Hernandez et al. 2006; van Rhijn et al. 2002, Kimura
et al. 2001) y de estos el 85% estan sobreexpresados (Tomlinson et al.
2007; Bodoor et al. 2010) mientras que en el caso de tumores invasivos, el
54% presenta una desregulacion de FGFR3 bien a través de mutaciones o
de sobreexpresion, siendo esta Ultima mayoritaria del FGFR3 sin mutar
(Tomlinson et al. 2007).
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Aunqgque no hemos analizado en este caso concreto las mutaciones
de FGFR3, indistintamente se puede intuir una relacion directa en la
deteccion de UPK3c y FGFR3 y seria necesario analizar un tamafio
muestral mayor para poder comprobar si esta tendencia se mantiene. Sin
embargo, en principio, a la vista de estos resultados preliminares se podria
sugerir que la detecciéon de UPK3c podria ser un marcador de buen

pronéstico.
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CONCLUSIONES
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1.Uroplakins originated in the common ancestor of vertebrates and diverged

by gene duplication during vertébrate evolution.

2.ldentification of three novel groups of uroplakin orthologs (UPK2b, UPK3c
and UPK3d), all belonging to the UPK2/3 tetraspanin associated family.

3.UPK2/3 tetraspanins are evolutionary and structurally related to the more
ancient family of subtype R3 tyrosine phosphatase receptors (R3 PTPRS);
probably origin of UPK2/3 genes from a R3 PTPR related gene (PTPRQ) by

gene duplication and domain loss in the common ancestor of vertebrates.

4.The origin of the UPK3c is linked to the duplication of the UPK3b gene in

the common ancestor of reptiles and mammals.

5.Expansion of the UPK3c genetic loci in gorillas, chimpanzees and
humans by the duplications of a large segmental duplication generated in

the common ancestor of the gorilla, chimpanzee and human branch.

6.ldentification of a 80.6 Kb intrachromosomal transposition of a UPK3c

segmental duplications by a circular intermediate.

7.The expression of UPK3c, which is widespread in human tissues, is

particularly strong in corneal tissue.

8.UPK3c contains up to 20 KDa of complex N-linked oligosaccharides in

human normal corneal tissue, pterygium and bladder tumors.

9.In contrast with the localization of the uroplakins that form the urothelial
plagues (UPKla, UPK1lb, UPK2a, UPK3a and UPK3b), UPK3c is not
present in the apical surface of the umbrella cells and localizes mostly to

the basal and intermediate cell layers of the mouse urothelium.

10.UPK3c maintains its predominant expression in less differentiated basal
and intermediate cells and absence of colocalization with other human
uroplakins in urothelial tumors of mouse transgenic models of superficial

and invasive bladder cancer.
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11.In a sample of human bladder tumors, the number of tumors in which
UPK3c expression could be detected by immunoblot was higher in
superficial low grade tumors, decreases in superficial high grade and

invasive tumors.
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Figura Suplementaria 1: Alineamineto de todas las secuencias de proteina de UPK2/3. El
alineamiento se gener6 con el servidor MAFFT y comprende desde el comienzo del segundo
exon hasta el final del quinto exén. Las C;-C4 estan resaltadas en color amarillo y las fases
intronicas marcadas de color rojo.

UPK3a. human - -« - AUNLQP- QLA - SVTFATNNPTLTTVALEKPL- - G- - - - MFDSK- = - = - = - - - EAL
UPK3a. nouse <<~ TUNLQP- QLA - SVTFATNNPTLTTVALEKPL- - C- - - - MFDSS- -

UPK3a. cow - - - - GUNLQP- QLA - SVTFATNNPTLTTVALEKPL- - C- - - - MFDSS- -

UPK3a. el ephant - - - - AUNLQP- QLA- - SVTFTTNNPTLTTVALEKPL- - C- - - - MFESN- - = = = = = - =
UPK3a. dog - -« - GUNLQP- QLA- - SVTFATNNPTLTTVALEKPL- - G- - - - MFDSA- = - = - = - - - ATL
UPK3a. 0possum - - - - AVDLEP- QVA- - S| TFATNNPTLTTI TLEKPF- - C- - - - MENAS- -

UPK3a. pl atypus ----- AQ KP- Q A- - GLAFATNNPTLTTI ALEKPF- - G- - - - MFDGA:- -

UPK3a. chi cken - - - - DQSMKP- QLA- - APELATNNPTLTTVALEKPF- - C- - - - MFDSS- - = - = - = - =
UPK3a. al i gator - - - - AQGSLRP- Q A- - SPQLATNNPTFTTI ALEKPF- - C- - - - VFDGS- - - - - - - - =
UPK3a.turtle  ----ALNLRP- Q A- - NPKLATSNPTLTTI ALEKPF- - C- - - - MFDDS- -

UPK3a. Xt r opi cal - - - - AGADMP- LLA- - NSDFFSLNPTQTTI ALEQPI - - C- - - - MFKSA- -

UPK3a. Xl aevis - -- - ARSAVP- LLA- - NSDFFSLNPTQTTI TLERPF- - C- - - - MYKDA- -

UPK3a. sal amande - - - - TFAVTP- QVA- - GPALVPNTPTLNTVALQKPV- - C- - - - LFDSQ- - - -

UPK3a. coel acant - - - - AQFPKP- El A- - NPQFVAGNPTLTTI SLEKPF- - C- - - - VFDRT- - --1SA
UPK3a. spot t edga - - - EALKVKP- EAV- - SPRLLRFNPTQSTVSLAKPL- - C- - - - VFDSV- - - - KPT
UPK3a. skat e - - - - PLSFKP- EVS- - S| ALTLGLRTSTTVTLAKPI - - C- - - - VFSSG- - - - - - - - - D- -

UPK3a. shar k - - - - | LQFKP- EMP- - SVSTI DGLRTARTVTLSKPL- - C- - - - VLPTG - - - - - - - - H-

UPK3a. 3.l anprey ---------------- GERYGNLFPSTSSTRCANGQF- - Q- - - - SFVSS- - - - - - - - - AHS
UPK3a. 1. | anprey - - - - GSGTKP- QLV- - SSTAVPYNPTETTI VABKPF- - C- - - - VFQKP- - - - - - - - - VPT
UPK3a. 2. | anprey - - - - VSQUP- TW- - NPNL- LGAVTQTTVALQAPF- - C- - - - SALDAEWAL- - - - SSV
UPK3b. human - -~ ELVPYTP- Q - - - TAWDLEGKVTATTFSLEQPR- - C- - - - VFDGL- - - - - = = - - ASA
UPK3b. cow - -~ DLI PYTP-RI - - - TSWDLEGKVTATTFSLEQPR- - C- - - - VLDRH- - - - - = = - - SSA
UPK3b. nouse ---DLI AYVP- Q - - - TAWDLEGKI TATTFSLEQPR- - C- - - - VFDEH- - - - - - - - - VST
UPK3b. el ephant - ------- DPLHA- - - TDNGLGGKVTATTFSLEQPR- - C- - - - VLDGH- - - - - - - - - ARA
UPK3b. dog - -~ ELI PYTP- Q - - - TAWDLEGKVTATTFSLEQPR- - C- - - - VLDGP- - - - - - - - - ASV
UPK3b. pl at ypus - - - - LMBYKP- QV- - - SAHPLEGKVTASTFTLDQPR- - C- - - - VFDGQ- - - - - - - - - WS
UPK3b. opossum - - - DQ PYTP- Q - - - SALALEGKVTAATFSLEQPR- - C- - - - | FSEL- - - - AAP
UPK3b. Xt ropi cal - -- DI TSYVP- Q- - - TLSPI VGTVTSTTFVLDKPQ- - C- - - - VFGNT- - -

UPK3b. Xl aevis  ---DI TTYVP- Q- - - TLMPI QGSVTSTTFTLDKPQ - C- - - - | FGSR- -

UPK3b1. Xt ropica ----1PYYVP-Q ---TTKPI LGKLTSSSFVLEQPQ- - C- - - - | FQQY- - ---K
UPK3b2. Xt r opi ca - - - DVGSYVP-KI - - - - TTS| LGNLTFSTFVLEQPQ- - C- - - - | FSSNY- ---P
UPK3b. chi cken - -- ALLPYVP- RV- - - APGAMPGKVTATTFVLERPR- - C- - - - | FDPF- - -- ANA
UPK3b. al i gator  ---ELVPYTP- Q - - - TGNSLEGKLTASTFSLDQP! - - C- - - - | FDQY- - --VNA
UPK3d. coel acant - - - - DVPYLP- EV- - - AFNNVAGSVTATTFTLQQPR- - C- - - - | FKDV- = = = - - - - - FSS
UPK3d. 1. spotted --VTSVEYTP- El - - - TAYNVAGRVTGTTMWMKQPR- - C- - - - YFDNQLLLPG- - - - TPD
UPK3d. sal no - -1 VSLDHI P- El - - - LPYEASGRVTSTTI VLGQPL- - C- - - - YENTLTQLKG- - - - SQS
UPK3d. t r out - -1 VSLDHI P- El - - - LPYEASGRVTSTTI VLGQPL- - C- - - - YFNTLTQLKG- - - - SQ5
UPK3d. zebr af i sh ---- GQ FQP- Q.- - - APANFLGRI TSNTVI LQQPY--C- - - - VFTQ - === - - - - - TCP
UPK3b. skat e - - ADEADFVP- El - - - FKDNVI GGVSQTTFALQRPQ- - C- - - - VFDRFQ - - - - - - PACT
UPK3b. shar k - - - - VKNYTP- EV- - - TNANLAGRI TATTI TFQQPL- - C- - - - QFDSE- - - - - - - - - 1 NA
UPK3d1. sal no - - - | PVNNTP- El - - - TPSSLAAKLTSNSVI LTSPS- - C- - - - YFNGLGNLSC- - - NSTT
UPK3d1. t rout - - - - PUNNTP- Al - - - NPSSLAAKLTI NSVI LTSPS- - C- - - - YENSLANLPC- - - NSTT
UPK3d. spot t edga T- VPSVDYVP- El - - - | PMKLAGRLTGTTFLLRQPL- - C- - - - YFSNQQGLNG- - - - SLS
UPK3d2. spot tedg ----- VPYAP- EV- - - TPHNLLGRVTSTTLTLQQPV- - C- - - - FFNNLSGLPC- - - - APD
UPK3c. hunman AAPEHI SYVP- QL- - - SNDTLAGRLTLSTFTLEQPL- - G - - - QFSSHN\- 1 SD
UPK3c. nouse - - - ESI NYAP- QL- - - LGATLEGRLTQSTFTLEQPL- - G- - - - QFKNVN- - - - - - - - LSD
UPK3c. dog - - - EHI SYVP- QL- - - SNRSLAGTLTQSTFTLEQPR- - G- - - - QFSHRS- - - - - - - - 1 SD
UPK3c. cow - - - ERI SYVP- QL- - - SSATLAGRLTQSTFTLEQPR- - G- - - - QFSHPS- - - - - - - - 1 SD
UPK3c. el ephant - - - ELI SYVP- RL- - - SNATLAGKLTQSTFTLQQPR- - G- - - - RFSHK- - - - - - - - - | SD
UPK3c. opossum - - - EPI NYTP- Al - - - TREPLEGSI TSSTFTLDQPN- - D- - - - FNGSG- - - - - - - - | SD
UPK3c. pl atypus - ---KI AYTP- VI - - - TKLPMEGKI TLSTFTLDQPL-- G - - - QFNSSA- - - - - - - - VDD
UPK3c. |l yzard  ----- VNYTP- RL- - - ASENLGGKVTASTFTLDQPR- - C- - - - VFNDV- - - - - - - - - VNA
UPK3c. chicken - -- DKLSYKP- TL- - - VGGN\VEGRMIGSTFVLEQPR- - C- - - - VFDSY- - ----S
UPK3c. turtle ----SI DYTP- VI - - - TARELEGKI TSSTFVLEQPR- - C- - - - VFNDS- - - VSN
UPK2a. hunman SSLSGLLSPALTESLLVALPP- - C- - - - HLTGG: - - - .-

UPK2a. nouse SSLSGLLSPALTESLLI ALPP- - C- - - - HLTGG: - - - .-

UPK2a. dog SSVSGLLSPALTESLLVALPP- - C- - - - HLTGG - - - .-

UPK2a. cow SSLSGLLSPVMIESLLVALPP- - C- - - - HLTGG - - - .-

SSLSGVLSPALTESLLVALAP- - C-- - - RLTGG - - -
SSLSGLLSPALAESLLVALPP- - G- - - - HLTGG- - = - - = - = - - - -

UPK2a. el ephant
UPK2a. opossum

UPK2a. pl at ypus - ------ FNI - - - -~ SSLSGLLTPTLAESLLVALPP--C-- - - HLTGG - ----------
UPK2A. sal amande - - QTAQNFST- - - - - - SLADLPI NPLQTLAI VAFPP- - CW/GVSQSNA- -

UPK2a. Xl @aevis — ========n-- QNT- - SLADGVLTPLSTSVI | AFPG - C- - - - KDSGK- -

UPK2a. Xtropical ----------- Q\V- - SQATGVLTPLATSAI FAFPD- - C- - - - TYSGQ - - === == = = - -
UPK2a. coel acant ------ NFNT- SLS- - DNAALI SNVYSSFVI LSLPP- - G- - - - TYAGK- - - - - - - - - - - -
UPK2a. skat e ------ GFTI - SLANDNMGEVWASRRSMSAI | TMDPNSC- - - - NLAGE- - - - .-
UPK2a. zebrafish ------DlPl-SLLNPNTDGVLASTFPNSFLLQWPD- - C- - - - S| YGNQ- - - .-
UPK2a. sal o ------ EFQV- SLLK- ESDGWTGRFADSLLLSLPP- - C- - - - ALATQ - - - .-
UPK2a. | anprey - ----- DYQV- KLL- - NTSVWWRAAQTPQSVAFAVPS- - CEl - AM AGT- - .-
UPK2b. snake ~ ----- MDFFR- - - - - - NNSMLLTTFTGTTFI VNI PK- - C- - - - VSSSK- - --FSP
UPK2b. turtle ----TLDFFP------ NASL| LAARMBTSFI VNI PK- - C- - - - | SSSQ - - - - - - - - FTP

UPK2b. | yzard  ---- ELDFFP------ NNSM_LTSFMSTYFI VNVPK- - C- - - - VSPKD- - - - - - - - - FSP
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UPK2b. al i gator ----TLNFFP------ NVBNI LAARLSSSFI VNI PK- - C- - - - | SSSH-

UPK2b. sal amande - - - PAFSFFG - - - - - NQDNI | GNRMGYSFI TNI PS- - C- - - - | SGAG - -

UPK2b. Xl aevis  --- SNFQFFT- - - - - - NTDDVLGAVLSQSFMVNVPS- - C- - - - | NAVG

UPK2b. shark ~  ------ DYyt ------ ALFNGEVSRLATLWALSPAY- - C- - - - LFEKWEQRGGELTVRS
UPK3a. hunan TG THEVYLYVLVD- SAl SRNASVQDSTNTPLGS- - - - TFLQTE- - - - - - GGRTGPY- - -
UPK3a. nouse SG- SYEVYLYAWD- SAMBRNVSVQDSAGVPLST- - - - TFRQTQ- - - - - - GGRSGPY- - -
UPK3a. cow HG TYEVYLYVLVD- SASFRNASVQDSTKTPLSS- - - - TFQQTQ- - - - - - GGRTGPY- - -
UPK3a. el ephant VG TYEVYLYVLAE- SASLRNAS|I QDHTSAPLSS- - - - TFQQTE- - - - - - GGRTGPY- - -
UPK3a. dog NG TYEl YLYVLVN- LASSRNASVQDGARAPLSS- - - - TVQQTE- - - - - - GGRTGPY- - -
UPK3a. opossum  NV- SYEVNLYVMEN- SGSVRYAVI KNNRSFPI NS- - - - TFQETA- - - - - - GGQRAPY- - -
UPK3a. pl at ypus Q- PSEl YLYVMVD- SADAH- - PVLDNGSRPLRT- - - - TFQQAA- - - - - - GGRRGPY- - -
UPK3a. chicken  NK- SYAI YLYVMKS- SANTI SSWTDSSSKPLDS- - - - TFQQTH- - - - - - GGHLGPY- - -
UPK3a. al i gator  GK- SYEVYLYAMVD- SMSM SSAVTDNSSKPLDS- - - - TFQEVN- - - - - - GGQLGPY- - -
UPK3a.turtle GS- SYEVYLYAMAD- SESTVSSAVTDNSSKPLNT- - - - TFQDTN- - - - - - GGQLGPY- - -
UPK3a. Xtropical ----- NVYLI G VA- GAPNT- - PLYDGNKKVNAS- - - - TYSGTQ- - - - - - GGKTGPY- - -
UPK3a. Xl aevis  ----- NVYLFAI VK- GATNI - - QVADAAKKVI AS- - - - NYTGTQ - - - - - GGELLGPY- - -
UPK3a. sal anande DPANYQVELFAMAA- SAPSS- - - - - - - TPLASGN- - - - TFRNTS- - - - - - GGTTGPY- - -
UPK3a. coel acant SSGDFTVAVFAVKS- TVAVA- - - - - - ENI NDFTQ- - - - TYQSSR- - - - - - EGTTAPY- - -
UPK3a. spot t edga NE- - MWDVYVVHS- LSATL- ----TFETGK- - - - TYKETN- - - - - - GGTETPY- - -
UPK3a. skate ~  ----- WEVFGVQT- TADSI - - - Pl El G\RTI LTYQQID- - - - - - GGARGPY- - -
UPK3a.shark ~  ----- M ELLWQG NVTPI - - - -- - - - ATNLDG - - - TYQATK- - - - - - GGATGPY- - -
UPK3a. 3.l anprey S------ SLLRLYD- TTTERSAPGYSF- SRVLGA- - VGSRVATG- - - - - - AGDRGPY- - -
UPK3a. 1. | anprey TQ - YVWDVYASI T- NNSYA- - - - FDNSI GAVLS- - - - SY-WIN- - - - - - AVSPSPY- - -
UPK3a. 2. | anprey SA- - - DLRLFVMATAQRNVSNEM TSSSTI GLDK- - - - GY- === - === - c - - oo oo - -
UPK3b. hunan SD-- - TWALWAFS- NAS- - - - - - oo o o - - R-- - - GFQNPE- - - - - - TLADI P- - - -
UPK3b. cow AD- - - TWALWAFS- NAS- - --R---VFONPQ- - - - - - TLAEI P- - - -
UPK3b. mouse KD- - - TI W.WAFS- NAS- - --R---DFQNPQ-- - - - - TAAKI P- - - -
UPK3b. el ephant  TD- - - TWALWAFS- NAS- - - - K- - - - DFQKPK- - - - - - TQAEI P- - - -
UPK3b. dog AS- - - TWWLWTFS- NAS- - --K----DFHNPQ - - - - - TLAEI P- - - -
UPK3b. pl at ypus R- - -- DFQNPT-- - - - - TAAS| P- - - -
UPK3b. opossum E- - - - DFQNPK- - - - - - TAAEI P- - - -
UPK3b. Xt r opi cal - A - -NV-- - ----VLTPPS- - -
UPK3b. Xl aevi s --V----SITN-- - - - AVLKPPS- - -
UPK3b1. Xt r opi ca P----QLSY-------- TQLSNPA- - -
UPK3b2. Xtropica TQ --DVWELWALD TVE----------mmmmmmmas PFLTD------- TNLSTPV- - -
UPK3b. chi cken SD- - - AWNLAVAFA- DAS- - --A---- AFKNPT- - - - - - SSAEVP- - - -
UPK3b. al i gator  TD- - - DI W.VWAFA- NAT- - --S---SLKNPT------ SRTDI P- - - -

<-N----NLI TTVG - - - - RPVTFA- - - -
-- Q- - - NFDADKGKST- - | LSESPYP- -

UPK3d. coel acant CPL- CQLW/AVATE- KGA- -
UPK3d. 1. spotted KGC -- El W.VAAVGSAG - -

UPK3d. sal o TC - - QYWAAI ASG- PG - - - - N-- - - NFDI DKLVAV- Q VSASPYP- -
UPK3d. t rout TC - - QYWAAI ASG- PG - - - N-- - - NFDI DKLVAV- Q VSASPYP- -
UPK3d. zebr af i sh GC- - - EI W.VAALS- TGT- - -G --- NFNALVNI SSPI SLSVSPYP- -
UPK3b. skat e LG - - EI WLVWDNP- ANV- - - - < =< - o o - S ---TFDTN------- MNTLTPSA- -
UPK3b. shar k TP- GLI PMLVWANSQRGQ - - - - = - === - === - N----TFDA-------- | TEVQPSL- -

--S- - - - NYDADNKMPY- - | DTRSPYP- -
--'S- - - - NYDADKNRPF- - | DTLSPYP- -

UPK3d1. sal o TC- - - El W.VSAKD- TGV- -
UPK3d1. t rout TC- - - ELWLVSAI D- TGV- -

UPK3d. spot t edga TC- - - El WAVARE- AGV--------------- N- - - - NFDTDKVQPSFDI VSASPYP- -
UPK3d2. spottedg NG --EIWWVIA---RGV--------mnmmnn- P- - - - KFEAI KGNTS- - VLMSSPYP- -
UPK3c. human LD-- - TI W.WALS- NAT- - --Q---SFTAPR------ TNQDI P- - - -
UPK3c. nouse PD- - - Pl WLWAHS- NAA- - --Q ---NFTAPR- - - - - - KVEDRH- - - -
UPK3c. dog SD- - - Al W.WAHS- NAT- - --Q---NFSAPQ - - - - - RVEDI P- - - -
UPK3c. cow SD- - - Al W.VWAHS- NAT- - --Q---KFTAPQ - ---- KVEDTP- - - -
UPK3c. el ephant  FD- - - Al W.VWWAHS- NAT- - --Q---SFIAPQ ----- RVKDSP- - - -
UPK3c. opossum LD - - DI W.WAFS- NAS- - --Q---SFEPPQ ----- SAQDI P- - - -
UPK3c. pl atypus LD--- DI W.VWWAYS- NAT- - --D---NFSNPV- - - - - - KPDEEY- - - -
UPK3c. | yzard TD---G W.LVARS-DAA- - - - - - - - - - - - - - R ---NFTRPG - - - - - SPSELP- - - -
UPK3c. chi cken TA- - - NLWLWATR- AGVF - - = === - - - - - N- - - - AFNDS

UPK3c. turtle TD- - - El WWALS- NGTS- -

UPK2a. human ~ ----- NATLMVRRANDSK- -

UPK2a. mouse ~  ----- NATLMVRRANDSK- - - = = - o s e e e e e e e
UPK2a.dog ~  ----- NATLMVRRANDSK- = = = = = = m e e e e e e e e e e
UPK2a. cow - - - - - NATLTVRRANDSK- -

UPK2a. el ephant - - - - - NATLMVRRANDSK- -

UPK2a. opossum - - - - - KASLTVRRVNESA- -

UPK2a. pl at ypus - - - - - NATLKVQGVNGSS- -

- - NLI LVSKNSSGSS- -
- - TVNLI VANGTTT- - - -
- - TVSLVI TNSTSTATI -

UPK2A. sal amande -
UPK2a. Xl aevi s -
UPK2a. Xt ropi cal -

UPK2a. coel acant ----- NASVTYSKNSTSEDS- - - - - - == - mmmmmmmm e e oo -
UPK2a. skate ~  ----- TVIVTVNNTSNGQVI - = - = - s e e e e e e e e
UPK2a. zebrafish -----SVLLLYTEAPTNL- - -
UPK2a. sal no - - - - - SVTLEYNNTDTNESK-
UPK2a. | anprey  ----- MNIFVTPNTTGVEV- - - - - - o - e e e o e e e e e e e oo o -
UPK2b. snake A----TVRI Al AQLPDASSLP- - - -------------- G TDTDQ E- - - NLRRTPQALV

UPK2b. turtle T- - - - TI RPAVAI VGDKVAMP- -
UPK2b. | yzard V- - - - KI RLAVAQVPDTSTLP- -
UPK2b. al i gator  T----TI RPAI AVLGETVGLP- -
UPK2b. sal amande A---- S| LLAVS- - - TSAAVP- -
UPK2b. Xl aevi s S- - - - TLKVAVANRNPTG- - -

- AVTDTNQ R- - - SLRNFTDAPI
- GVSNTDAI K- - - SLLNDSRAQV
- - WDTDSI K- - - SLKTDPTAPV

UPK2b. shar k SA- - - SVQVELLREDNATFV- - - - - - < = c c e e e e e e
UPK3a. human ~KAVAFDLI - = - =< oo e oo PCSDLPSLD- - - Al G- - - - DVSKASQ LNAYLVRVGA
UPK3a. nouse < KAAAFDLT- - -« c = e e o PCGDLPSLD- - - AVG- - - - DVTQASEI LNAYLVRVGN
UPK3a. cow < KAAAFDLT- -« - =< m e o PCSDSPSLD- - - AVR- - - - DVSRASEI LNAYLI RVGT
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------------- PCSDLPSLD- - - AVE- - - - DVSRASEI LSTYLVRVGA
- - PCSDLPSLD- - - AVG - - - DVARASEI LNAYLVRVGA
- - QCGDLPNLD- - - EAG - - - DVSKVAEI LSAYLVRVGD
-------------- RCEDLPQLW - - DAG - - - DPARAPQ LDAYLFRVGG
-------------- NCVSPPRLA:- - - DAG - - - DI NKVSDVLKQYLFRVGD
- - DCASPPKLA- - - DI R- - - - NVKKASDVLKQYLFRVGD
- - NCASPPM_A- - - DW- - - - NVKKVSDVLKQYL FRVGD

------------- QCI NI QALS- - - NVA- - - - DPTQVQSI LSKYWWRVGA
-------------- KCENI QASN- - - | MA- - - - DP- - - - - - - NKYI VRVGG
- - NCTLVGSLT- - - PSQ - - - D- - - - - DFLRQYI FRVGD
- - NCDSPLVLS- - - NPV- - - - NVAVI RSLLNQYLI Rl GD
- - NCTSPPNPA- - - DLS- - - - VPQRI DKTLDEYLVRI GS
- -1 CTSLP- FV- - - PSR- - - - DPAVI RVQ EQYLFRVGD
- - ECTSSS- FT- - - PST- - - - DPTKI QTLI DRYFI RVGS
- - PCAQPPPPSVWGTG - - - GSSVALALLGWI FRLGG

< LAATFKVP- - - =« w e oo - DCASQPSI Y- - - DAM - - = - - - - - AVKTNATFRLGG
- AGSGAGTS- SW/LALGGRP- LQNCTI STPSL- - - - = ==« == ==« - = - - STPTSYYRVGA
- ASPQLLTD- GHYMTLPLSPDQLPCGDPMA- - - - - = < = - = == - - - - GSGGAPVLRVGH
- ASPRLLTD- GHYMTLPLTNDQUPCEDPAD- - - - - - - - - - - GSGRAPVLRVGN
- TFPQLLTD- GHYMTLPLSLDQUPCEDLTG - - - - - - - - - - GSGGVPVLRVGN
- TFAQLLTD- GHCMILPPSPVQLPCTDSVG: - - - - = < == == == - - - - GSGSALLLRVGN
- AFPRLLTD- GYYMTLPLSLDQUPCEDPEG: - - - - = < == == === - - - - GGRSI PLLRVGN
- AYPRLLTD- YYYMTLKVSPDLYPCADA: - - - - - - - - - - - - GGLSVLRVGT

- SYTELSSS- FYYMILKLSPDLYPCEEE- - - - - - - - - - - - DI AVLRVGS
- MYSSFATK- GYYHVPFGTESLYHCSNTA- - - - - - - - - ---EYI RVGD
- MYSSFPTQ GYYHVPLGTEASYPCSNTA- - - - - - - - - ----DYIRVGD
- NI SSFETN- GFYHTLPVFGGDYPCADTS- - - - - - - - - - - GQLSAM YVGS

- TYSSFTTN- KFYHTLRVRGADYPCFNES- - - - - - - - - - - AVBLALLQVGA

- PYEGLPTA- RAYMTL QUAAAAYGCSAP- - - - - - - - - - - - GAAVLRVGG
- PYQRLSTA- LHYXTLRTTI XFFPCPRST- - - - = = <= <= <= <2 2o oo - NTSVLRVGS
- GYQKLSQR- GYYFTVRSSKDLYKCVEN- - - - - = - = <= = 2o oo DDKVRVLRLGA
TAFTGSPPK- NYYLTKVGRQQVFPCQQSH- - - -- G VYFRVGD
| AFSSQTNR- MYFVTKL GRPKDFPCGQLP- - - - - G KYFRVGA
| AFSSQTNR- MYFVTKLGRPKDFPCGQLP- - - - - = =« <« =« < c o e e oo G KYFRVGA
TAFLP- SSA- QFFLTRVGPLANFPCNTAP- - « - < =« <« < c o e o e oe e AFPYFTVGA
ATYKDFLLN- GFYLTVKTARTDYACPQT- - - - - = - - - = - - MGQVYTLRVGD
MTHQTASTA- DYYLTLRTLAERYLCPPTSS- - - - - - - - - SNGEMYFVRVGQ
TAFSSNTSK- KYFLTKLGLQKAYPCPI VA- - - - - - - - - - - - - GTGYFRVGS
TAFSSNTSK- KYFLTKLGFQKDYPCPI VA- - - - - - - - - - GTDYFRVGS
EAFQ- - - NK- NYYVTRLGVQNNFLCAELP- - - - - - - - - -- G RYFRVGA
DAFRNNSSP- NYFLTKLGVQNAFPCAEST- - - - - - - - - - - GFRFFRVGD
- APANFSQR- GYYLTLRANRVLY- - - QT -« =« =« - - - - RGQLHVLRVGN
- APANFDRN- GYYL TLRANRVHYKGGQP- - - - - = == == <= == === - = - DSQLRVLRVGN
- VPEDFTRR- GYYLTLMANRLLYPGNQP- - - = - = = ===z m 2 m - GNQLRVLRVGN
- VPADFPQR- GYYL TLRASRAL YPGGPP- - - - SNQLRVLRVGN
- APADLPLK- GYYLTLRASRAL YPGDQA- - - - GNQLQVLRVGN
- YAATFLDK- KYYLTI RASRDLYSSKRG: - - - - = = <= <= <= === - < - SQA SVLRVGN
- NLSELSKK- QYYMIVRATRDLYPGGNN: - - - - = - = - = == 22 o - SSFLHVLRVGQ
- - FQDLEKN- GLYLTLNTAPASYPCPEPGA: - - - - - - - - AGGPLTVLRVGN
- SFQRFPTNTSAYL TL GAMQYHYGCPKP- - - - - - - - - - - - DRELTVLRVGS

- AFQKFPGS- PHYMIVGTSSLNYPCEKS- - - = - = = == === 2o - SGQ TVLRVGN
- - PCRGRRELV- - - SW- - - - DSGAGFTVTRL SAYQV- -
- - PCRGRRELV- - - SW- - - - DSGSGYTVTRLSAYQV- -
- - SCRGRRELV- - - SW- - - - DSGAGFTVTRLSAYQV- -
- - PCRGRRELV- - - SW- - - - DSGSGFTVTRLSAYQV- -
-------------- PCRGHRELV- - - SWV- - - - DSGAGFTVTRLSAYQV- -
-------------- PCRARRDLV- - - SW- - - - YNSGSFSI TRLSAYQV- -
- - PCRGRRELV- - - SW- - - - DSSAGFATTRLDAYQ - -
- - PCRLRRDAV- - - FSS- - - - DSSSGGTVI TNI GFRV- -
-------------- QCRLKRDW- - - VI N- - - - NSQGSGNVQTVNVGYQ - -
-------------- QCRLKRDI V- - - VI N- - - - NGQSGNVQTVNVGYQ - -
- - PCRFRREWV- - - EVA- - - - RQVEGFTVTDLLGFRV- -
- - VCRNRRDLI - - - SLV- - - - SNADGTPQTLNLGYML- -
<= PCPVSQS- - - s mrmmmmmmm e manas WLL- -
- - PCRFRRDI | - - - STI - - - - ENNAQFTTSRNLGYQV- -
- - GCRVARAVSG- - QUWSGNDGTGPG PVPSGVAYRV- -
- - SCRVARDLL- - - VLD- - - - LDDSQYELI TWGYQVGG
- - SCRI ARDLV- - - SND- - - - | DDGNYKLTTWGYQVGY
-------------- SCRVTRDLL- - - VND- - - - NDDSQFELI TVLGYQVGA

YYAGEFASV- - - -« <= xc e SCRMARALV- - - KND- - - - | DDENYKLTTI VGYQVGA
YYAGQENTV- - - - - - - - PCRVSRDWV- - - QVSSK- - AADNSFTLTTVLGYQVGS
YYTGQUKVP- - - - - - - - QCRLRRDLE:- - - PVK- - - - MNS- - - - - MRDLGYQVGT
< LPQRYSVP- - - =« = e oo FCNDFSPKPA- - - - << ==« - =« < - - AVSTPLAYQVGP

NGTCLW - - DPNF- QGLCNAPLSAATEYRFKY- - - - VLVNM STGL- - - - VEDQTLWSDP
NGTCFW - - DPNF- QGLCNPPLTAATEYRFKY- - - - VLVNM STGL.- - - - VQDQTLWSDP
NGTCLL- - - DPNF- QGLCNPPLSAATEYRFKY- - - - VLVNM SSGL- - - - VQDQTLWSDP
NGTCLS- - - DPNF- QGLCNPPLSVATEYRFKY- - - - VLVNM STGL- - - - VQDQTLWSDP
NGTCLS- - - DPNF- GGLCNAPLSAATEYRFKY- - - - VLVNM STGL- - - - VQDQTLWSDP
NGYCSL- - - NPNF- KGTCNPPLTRATEYRFKY- - - - VLI NP- SSGF- - - - VEDQTLWSQP
DTACMN - - DPDF- SGACNPPLAGETGYRFKY- - - - VLVNT- TSGS- - - - VWDQSLWSDP
DGTCLY- - - DPNF- LDVCNPPLAPDTTYRFKY- - - - VLVDN- TEG - - - - VKDQTLWSDP
DVSCLY- - - DPNF- LGVCNPPLASDTTYRFKY- - - - | LVDE- TLG - - - - MKDETLWSDP
DVTCLY- - - DPNF- PGACNPPLAQDTTYRFKY- - - - LLVDV- NAGV- - - - VKDQTLWSDP
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UPK3a. Xt ropi cal DVTCLT- - - NPNF- VGYCNAPLQGNTQYSFKY- - - - LFTD- - SGDI - - - - VQSETSWELG
UPK3a. Xl aevi s DVNCLT- - - DPNF- KG CNPPLQNNLQYRFTY- - - - VFT- - - | GDV- - - - VQYQTDWSPP

UPK3a. sal amande NPTCLT- - - DPNF- SG CNPPLANSTAYRFLY- - - - SLVHN- NGS- - - - - RVANTHWSDR
UPK3a. coel acant DTMCSNM - - - - - - PG CNGPLTPNTAYRFKF- - - - VLLNG NR- - - - - - PAAQTPWSSM
UPK3a. spot t edga NPTCVG - - EPEA- EAFCNAPLSDGTSYRFKY- - - - LLVNG TT- - - - - - TI AETEWBES
UPK3a. skat e DDQCLN- - - QAPFVSGNCNAPLKENVAYRFKY- - - - AVLNS- STNI - - - - | LNETSWSDP
UPK3a. shar k DTQCLS- - - GGTAQSVPCNAPLNENVNYRFKY- - - - VARDP- | TFI - - - - LRDETVWSKP

UPK3a. 3. | anpr ey DPACATG ADDPA- ALVCNGPLWNGTAYRVKF- - - - VLLAR- SSLLS- P- PAVETPWSDP
UPK3a. 1. | anprey DTACVN- - - SI GPSTSVCNGPLVPGVKYRVKY- - - - TLSEE- SPQFP- RTI VDQTPWSDP

UPK3a. 2. | anprey DSKCSV-------- AVTCNGPLNAGTI YWFKY- - - - | | GTV- ATHGAI DRSYLESSWBKP
UPK3b. hunan DHGC- - - - - - - HQ QPFCNAPLPGPGPYRVKF- - - - LLMDT- RGS- - - - - PRAETKWSDP
UPK3b. cow DAGCLA- - - DLHQ PRYCNAPLPGPGPYRVKF- - - - LLTNS- RGS- - - - - PQAETRWSDL
UPK3b. mouse DFGC------- YQ RPYCNAPLPSQGPYSVKF- - - - LVMDA- AGP- - - - - PKAETKWSNP
UPK3b. el ephant  DARCLA- - - DLQQ SPYCNAPLPSPGPYSVKF- - - - LLMDT- EGS- - - - - PKAETRWEDS
UPK3b. dog DPGCLA- - - DFYE- PPYCNNPLPSPGPYRVKF- - - - LLMDA- RGS- - - - - PQAETRWSDP

UPK3b. pl at ypus DPGCLR- - - DPGR- - EYCNAPLPAPGPYRTKF- - - - LVMDE- ASH- - - - - PKAETQWSDP
UPK3b. opossum  DTNCLR- - - NLSQ- - EYCNAPLLAPGPYRVKF- - - - LVVMDN- NGQ- - - - - PKAETWASDP

UPK3b. Xt ropi cal TAQCND- - - N- - - - - TNCNGPLPDPGPYRVKY- - - - LVMNN- NA- - - - - - LVSQELWEQQ
UPK3b. Xl aevis  TVYCTD-- - N- - - - - TYCNAPLPDSGPYRVKF- - - - WWMNN- NA- - - - - - LVSSSLWEGL
UPK3b1. Xt ropi ca DVNCSN-------- PLFCNGPVPSRGTYRVRF- - - - WLNG- TV- - - - - - METGTRWBEV
UPK3b2. Xt ropi ca DEKCNE--------- SFCNGPLTSPGPYRVRF- - - - WLNN- TG - - - - - MVAKTNRSDL
UPK3b. chi cken DTACHG - - - - - - - RAPCNGPLPSPGPYRVKF- - - - LLMSC- GG- - - - - - PKAETKWSDP
UPK3b. al i gat or  DAFCRN- - - DNSQ- - QHCNGPLPNPGPYRVKF- - - - LI LDS-NG- - - - - - AKAETRWSER
UPK3d. coel acant DTSCPQ - - SI GE- - SDCNGPLPDSGSYRARF- - - - LI VDS- QSGN\- - - MLKAQSQWBKS
UPK3d. 1. spotted EGNCTS--------- ANCNG LPAGSTVRVKY- - - - VLVDP- ASRN- - - - VTTETYWSQN
UPK3d. sal nmo - TNCNG LPPGSTVRVKY- - - - | LI DP- VSRG- - - - VWSESKWSYP

UPK3d. t rout - TNCNG LPPGSTVRVKY- - - - | LI DP- VSRG- - - - VWSESKWSYP
UPK3d. zebr af i sh - | NCNGVLPVGSI VSFRY- - - - LLI DP- SNYT- - - - VWNMINWGGP
UPK3b. skat e - PNCNAPLNAGSLVRVRY- - - - VM NP- LATT- - NNVI AVTKWSNP
UPK3b. shark ~  ETTCRT--------- ETCNVPLNNSKSYSVKF- - - - | LI NP- SLONS- PNVI AQTNWSSF
UPK3dl.salmo  DGNCST--------- PNCNG LPVGSTARFKY- - - - VLI NP- ANKT- - - - VWAESLWSNN
UPK3d1. trout - PNCNG LPVGSTARFRY- - - - VLI NP- ENKT- - - - VWAESLWSNN
UPK3d. spot t edga - PTCNG LPAGSTASCAVLGLAWSQL- QDQL- - - - VKGALLWAQQ
UPK3d2. spottedg EGLCST--------- SNCNG LPAGSTVRAKY- - - - VLLDP- GSKQ- - - - VWSESQWESP
UPK3c. hurman KI GCNHPLPGPGPYRVKF- - - - LVMND- EG- - - - - - PVAETKWSSD

UPK3c. nouse DNNCSLE- - - - SQGCNSPLPGAGPYRVKF- - - - LAMBA- EG- - - - - - PVAETLWSEE
UPK3c. dog DTSCSPT- - - - KRGCNHPLPGPGPYRVKF- - - - LVMBD- KG- - - - - - PVAETEWBNE
UPK3c. cow DTRCSPR- - - - TRGCNRPLPGPGPYRVKF- - - - LVWMBD- RG- - - - - - PMAETEWSSE
UPK3c. el ephant DTRCSLT- - - - TKGCNHPLPGPGPYRVKF- - - - LVLSDDRG - - - - - LVAETEWBGE

UPK3c. opossum  ETNCTR- - - SDCNKPLPGPGPYRVKF- - - - LVMNT- NG- - - - - - PVAGTNWSED
UPK3c. pl atypus EANCTS--------- KSCNGYLPGPGPYRVKF- - - - LVUMNE-RG- - - - - - PVAETDWSDN
UPK3c. | yzard EVQCAS- - - NRAR- - PDCNGPLPRPGPYRVKF- - - - LAl NP- DG- - - - - - VTAESEWSEE
UPK3c. chi cken ETGCAD- - - NI SV- - PNCNGPLPGPGPYWKEF- - - - LALNG- SE- - - - - - PTATTEWSGP

UPK3c. turtle ETGCVS- - - DTTR- - PDCNGPLPGLGPYRVKF- - - - LAMSP- VTG- - - - - PTAETRWSDP

UPK2a. hurman TNLVPGTKFYI SY- - - - LVKKG- TAT- - - - - - - - ESSREI P
UPK2a. mouse - - - - TNLTPGTKYYI SY- - - - RVQKG- TST- - - - - ESSPETP
UPK2a. dog TNLVPGTKYY! SY- - - - LVRKG- SST- - - - - - - - ESSREI P
UPK2a.cow ~  ------eeeeiaoos TNLAPGTKYYI SY- - - - LVTKG AST- - - - - - - - ESSREI P
UPK2a. el ephant - - - - - TNLVPGTKYYI SY- - - - LVKKG TST- - - - - ESSKESA

- - - - TNLI PGTKYFVYY- - - - SVEKG- TAV- - - - - - -
- - - - TALRPATTYVXXX- - - = XXXXX- XXX- - - - - -
- - - - TNLTANTTYTASY- - - - QSNGV- TI GLPTN- -

ESSNKVQ
XHXXXXXX

UPK2a. opossum -
UPK2a. pl atypus -
UPK2A. sal amande -

UPK2a. Xl aevis - ---- ONLQPGAI YTTYY- - - - AVDGS- NI P- - - - - - --SIT
UPK2a. Xt ropi cal - - - - - QNLQPGTNYNATY- - - - SSGG - SGP- - - --------- SFQ
UPK2a. coel acant - - - - - GNLKAGTQYDFRY- - - - TI DNT- TNV- - - - - LKSNI ---1Q
UPK2a. skate ~  --------------o---- EM_LQPSTTYNVYL- - - - RAGTI - RSNMLG- - - - - - - - - - - -

UPK2a. zebrafish ------------unn-- GNLKNGTTYSMSY- - - - KI GND- TSSVL- - = = = = = = = - - - -

UPK2a. sal mo - - - - - TNLTTGSTYRFQY- - - - WGAE- KSNI LE-

UPK2a. | amprey — ------------------- TGLTPSTSYSWL- RHSTLGLQ SVPGE - ------------

UPK2b. snake EF- CRQTK- - - - - - GPFCNQALKPSTFYRVNF- - - - FFLDD- KSV- - - - - | RAHTDWSTA
UPK2b. turtle EV- CEKTK- - - - - - GPFCNQALQPSSVYRVNF- - - - FI LDE- KAV- - - - - | RAHTGWSDV
UPK2b. | yzard - - GPYCNQALKPSTYYRVNF- - - - FFLDN- KSV- - - - - | RAHTDWSTA
UPK2b. al i gat or - - GPFCNRVLKPSSFYRVUNF- - - - FVLDE- NAV- - - - - VRAHTDWEDP
UPK2b. sal amande - - GLYCNQVLEPGTPYRVUNF- - - - FI LDA- SNV- - - - - | RAYTDWSDI

UPK2b. Xl aevi s - - GPFCNQFLQPGTSYWNF- - - - | | LDE- TDT- - - - - PRAYTGWSEP
UPK2b. shark ~ NVACID--------- GSCl EHVLPGQRFRVRY- - - - | | YSV- SEE- - - - - ALVTTKWBAP
UPK3a. human - | RTNQ LTPYSTI DTWPGRRSGGM VI TSI LGSLPFFLLVGFAGAI ALSLV- - - - - - - -

UPK3a. mouse - | WINR- Pl PYSAI DTWPGRRSGGM VI TSI LGSLPFFLLVGFAGAI | LSFV- -

UPK3a. cow - | RTDR- LTLYSAI DTWPGRRSGGM VI TSI LGSLPFFLLI GFAGAI VLSLV- - - - - - - -

UPK3a. el ephant - | RTNR- LTPYSAI DTWPGRRSGGM VI TAl LGSLPFFLLLGFAGAVLLSFV- - - - - - - -

UPK3a. dog - | RTNR- PTPYAAI DTWPGRRSGGM VI TSI LGSLPFFLLVAFAGAVWLSLL - - --

UPK3a. opossum - | RTNQ- | SPYLEI DTWPGRRSGAM VI TSI LSTLVFFLLVGFAAAVI FSFV- - --

UPK3a. pl at ypus - | RTKR- TLSWBRVDTWPGRRSGSM VI TSI LSSLMFVLLVGLAAAVTCRV- - - - - - - - -

UPK3a. chi cken -1 KTRK- AKLPMKI DI WPGRRSGSM VI TSI LSVSVFLLLAGLLASVFSALV- - - - - - - -

UPK3a. al i gator - | KTNS- VKKSSTI DTWPGRRSGGM VI TSI LSVLI FLLLAGLFASVFFAVM - - -

UPK3a.turtle - MKTRR- VKQSSTI DTWPGRRSGGM VI TSI LSTLMFI LVAGFLASLYFI VM - - -

UPK3a. Xt ropi cal -1 TTVN- GKASSTI DTWPGRRSGGM VLTSI LSTLMFFVFI AYVI GFAYSI A- - -

UPK3a. Xl aevis -1 STVN- VKSSGTI DTWPGRRSGGM VLTSI LSTLMFFVFFAYI VGFAYS] L- - -
UPK3a. sal amande - | STKN- VKTPDTLDTWPGKRSGGM VI TSI LSTLLFFLLSGFVAAANV- - - - - -
UPK3a. coel acant -1 STRK- SKPFEDI DTWPGKRTGGQVWVTTI LVI LLFLLLCGFVTTLVAS] - - - -
UPK3a. spot t edga - | LTRK- ALSPDEI DTW GKRSGGG WTVI LSLLLFLLLGAAI FMGVLDVI - - -
UPK3a. skat e -1 PLLR- VADFALI DTWPGARTGGWVI TTLLWVI LLSLLLCGYGALLVYACC- - - - - - - -
UPK3a. shark -1 TLLQ VQDPARI | TWPGARTGGWVLTTLLVI | LFLLLCAFVAFL- - - - == === = - - -
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UPK3a. 3. | anprey - | STKP- WSVEQ HVWPGKRTGGMANTSVLCS| LFVLLFALTAALLAPS- - - - - - - - -
UPK3a. 1. | anprey - VSTKK- SPAASTI NTWPGKRTGGMVTAVLSTLLFLLLAALLLWWI FKACS- - - - - - -
UPK3a. 2. | anprey - | RLNK- AGELNAI GVTPGPXSGGMWVTVI LWLLFI AVDRARPALGQ: - - - - - -
UPK3b. human - I TLHQ- GKTPGSI DTWPGRRSGSM VI TSI LSSLAGLLLLAFLAASTMRF- - - - - - - - -
UPK3b. cow - I ALRQ CKSPGS| DTWPGRRSGDM | | TSI LSSLAGLLLLAFLAASSVRF- - - - - - - - -
UPK3b. nmouse - | YLHQ- GKNPNSI DTWPGRRSGCM VI TSI LSALAGLLLLAFLAASTTRF- -

UPK3b. el ephant - | ALHQ- GRAPGS| DTWPGRRSGGM VI TAVL SSLAGLLLLAFLAASTVHF- -

UPK3b. dog - I TLHQ- GKAPGSI DTWPGRRSGDM | | TSI LSSLAGLLLLAFLAASTVHF- - - - - - - - -
UPK3b. pl atypus - | TLKQ- GRDPSSVDTWPGRRGGSMMI AS| LSVLAGLLLLALLTAAAGACTV- - - - - - -
UPK3b. opossum - | TLNQ- GKDPRSI DTWPGRRSGCOM VI TSI LSTFAGLLVI AFLI ASTVQF- - - = - - - - -
UPK3b. Xt r opi cal -1 TLLT- GKSSSQLDTWPGRRSGGM VLTSI LSVLMA LTLCLFAAFFVGC: - - - - - - - -
UPK3b. Xl aevis -1 TLRT- GKNPSTI DTWPGRRSGGM VLTSI LSLLMA LTLCLI AAFFVGC: - - - - - - - -

UPK3b1. Xt ropi ca -1 TMHI - Al NSSTI KTEPKRPSSGM VI | TI LASLLFI LLVCLI AAVSLGS- -
UPK3b2. Xt ropi ca -1 RLPI - G NYTTI DTWPLSRSGSM VI TTI LSI LLAVLLACLLAALCSE- -

UPK3b. chi cken -1 LLRR- ARSLSTI DPTPARRSSTAWVI AAI LASLGAALANAVLGAVG - - - -
UPK3b. al i gator - | TLKQ GHRSSTI DTWPGRRSGTMMI TVI LSSLVG LTI AFLCTSAYD- - - - = - - - - -
UPK3d. coel acant - | QLKR- PKDPASI DTWPGKRTGGMAVTTI LVI LLAI LLLLFI VALI TAG- - - = - = - - -
UPK3d. 1. spotted -1 TLYS- STDPVWI FDG RQRSAGM VI TSI LSVLLFLLLLLLI AGLI YAK- - - = - - - - -
UPK3d. sal o - | SLTS- TRSWESI DEW.GKRSGGMI TVI SSCLLAVLLLLLGAVLLLDG - - - - - - - -
UPK3d. t r out - | SLTS- TRSWESI DEW GKHSGGMWI TVI SSCLLAVLLLLLGAVLLLDG - - - - - - - -
UPK3d. zebr af i sh - FNLTT- LLSYQTI NDGLSARSGAMM TTLLCVAVALLLLVFFI M.CVSC- - - - - - - - -
UPK3b. skat e - | QLEN- AVDPNI | DT- STRRSGAMWI TTI LSI LLFLLLVLFI VML AA- < - < - < - < - - -
UPK3b. shar k - I SLKT- WEPRNI DPSPRGRSAGM VI TAl LSVLLFLLLAFFVAMLLMWG- - - - - - - - -
UPK3d1.salmo -1 TLYS- LKDPEKI DNGFAGRSAAM VI TAI LCSFLALLLLLLLI Ml YVL- - - - - - - - -

UPK3d1. t rout - | TLYP- LKDLESI DHGFAGRSASM VI TAI LCSFLALLLLLLLI M. YVLCC- -
UPK3d. spot t edga GLVWWD- VMPSSSI DDWINVKRSGGWVI TVI TSCLLAI LLLLVAALLLGG - - - -
UPK3d2. spot t edg -1 SLI A- LSDSAG DEW GKRSGGM WTSI LSSLLAI LLLFLLTAFVLRS- -

UPK3c. human - TRLQQ AQ - - ALRAVPGPQSPGTWI | Al LSI LLAVLLTVLLAVLI YTG- - -« - - - - -
UPK3c. nouse -1 YLQQ AQ - - TFREAPGSQGKGTWI | AFLSI LLAI LLWFLVLVI SAG- - - - - - - - -
UPK3c. dog - THLQR- AE- - - RLQAAPGPQSTGTWI | Al LSVLLAVLLTALLALLI YTG -« - - - - -
UPK3c. cow - TRLQQ: AE- - - VLQAAPGPQTAGTWI | Al LSVLLAVLLAALLALLI FTW - - - - - - -
UPK3c. el ephant - THLQR- AE- - - VLQASPGPQTAGTWI | TFLSVLLWLLTALLALLI YI C- -

UPK3c. opossum - | TLRK- PVEFS- - ESRPPSKSAGTI VI | Al LSI LLSLLFLALVALLVYTC- -

UPK3c. pl atypus - | ALRE- AKDPG- - DPNPTRRSTFM VI VTI LSVLFALLLGALTGVLI QAC- - - - - - - - -
UPK3c. | yzard - | ALVQ AQSPETI DVSPGRRSASAI Al ASLLSI LCAVLLAALI AALVYKYT- - - - - - - -
UPK3c. chicken -1 TLKT- AREPQSI PGVGGARSGAM Al TAI LSVLLAI LLAALLATLCS- - - = - === -- -
UPK3c.turtle -1 LLKA- GKDPATI DTWPGKRSAGM VI TTI LSI LLAI LLACFI AALTYRG- - - - - - - - -
UPK2a. human - MBTLP- RRNVESI GLGVA- RTGGMWI TVLLSVANFLLVLGFI | ALALGSRK- - - - - - -
UPK2a. nouse - MBTLP- RKNVESI GLGVA- RTGGMI TVLLSVANFLLWGLI VALHWDARK- - - - - - -
UPK2a. dog - MBTLP- RRQAESI GLGVA- RTGGMWI TVLLSVAMFLLVLGLI | ALALGARK- - - - - - -
UPK2a. cow - MBTEP- RRKAESI GLAMA- RTGGMI TVLLSVANFLLVLGLI | ALALGARK- - - - - - -
UPK2a. el ephant - MSTLP- RRKVESTGLGVA- RTGGMVI TVLLSVAVFLLWGEI TALALGAQK- - - - - - -
UPK2a. opossum - MATLP- RRKVETLGLGVA- RTGGM VI TVLLSVAMFLLWGLI VALALGVHK- - - - - - -
UPK2a. pl at ypus - XXXXX- XQKAELLVWGVA- RTGGMM TVLLSVAMFLLLLGFI VALVLGSHD- - - - - - -
UPK2A. sal amande - FTTVQ PTNYTAM PEVFARSGGMWVI TVLLSI AMAI LVI ALl LTFVNGRKK- - - - - - -

UPK2a. Xl aevis - FST- - - RSVSQTV- PDI MARSGGMMI TVLLSI AVFVLLVGLI AVLVI GRK- - - - - - - -
UPK2a. Xt r opi cal - FST- - - RTVYPAV- ANl MARSGGMMI TVLLSI AVFVLLAGLI AVLI LGRK- - - - - - - -
UPK2a. coel acant -1 TTSL- VTSNVLI DEGFKLHSGGM VI TI LLSFAM_FLI | GVl WLVLGNKS- - - - - - -
UPK2a. skat e - VTTI S- PVDYRTI DLGFG RSGAMWI TVI LSI AMLALI | AFl WLVLSK- - - -

UPK2a. zebr af i sh - TNTTT- NNDYQQ DTGLRARSGAMM TVI LSLAMWFLLVG | LVFFFFSG- - - - - - - -

UPK2a. sal nmo - VSTRQ VKDHNQ DSGLPACSGAMWI TVI LSVSMFI LLVALI FTVAHSLGGD- - - - - -
UPK2a. | anpr ey - LSTANARTPRSAVDAEAFSRSGGWNVI TVI LSVLI FLLLAI LVAALLLGNKN- - - - - - -
UPK2b. snake - | QTRN- VTNYESADVMFEGRAGGM VI TI LVSVGGAVLLVALI VAVALSSKK- - - - - - -
UPK2b. turtle - 1 QTNN- VTTFMAYDGSFI GRAGGM VI TVLLSVAMFVLVWGLI VAAAL GGKKS-

UPK2b. | yzard - LQTRN- VSDHESADVMFGGRAGGM VI TI LVSVGGAVLAI ALI VAVALSNKK- - - - - - -
UPK2b. al i gator -1 QTNN- VTSFSAYDGSFEGRAGGM VI TVLLSVGWFLVWVGLI VAAALGGRKS- - - - - -
UPK2b. sal amande - VITLN- VTNNAQLDSGLSRRSGGWVI TVLLSI ALFM_VPALI ATLVWGREKSPL- - - -

UPK2b.
UPK2b.

Xl aevi s
shark

- RTTRQ VRRLDAVDLGLSGHSGGWI | TVLLSVSVFLLLLGFMAVWVVSRAPNLFTSES
- | ATRDDPPSYFSI DADTTPRSGAMWI TTVLWALFLLLLGFVSM.AARSKFAR- - - - -
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Material Suplementario 1: Secuencias y cédigo de todas las secuencias de PTPR

subtipo R3. El dominio urofibrina y el dominio transmembrana estan resaltados de color verde
y rojo respectivamente. Los exones estan marcados en color azul o negro de manera
alternada. Las letras rojas indican la zona de unién entre dos exones adyancentes por fase 1 o

2. Los residuos de cisteinas y el motivo CNGPL estan resaltados de amairillo.

PORIFERA
Spongue XP_003383454.1 curated by ptotein profofiling [ Arphi medon queensl andi ca]

MFFI | DI LI KNFYLGFAPDVI NFTVNSGNSTSLAL SWQLRYPLVPPDMYY! AYNYTEL SGANPRSDNSTI M DEDDVTTTT
DYI LYTLDDLLPFTSYYVTLFPQYGEEEGEG. SDSGNTGEGMVESQVNDTNVDI DRDNVRLNI SWAPPSRPAGNI LRYEVT
LSI RGKI CLTI NTTELSVI AEFKFNVTYTI RI TPFNSFGSGT TREL DMFATPEGAPTPPLNFTL TEL SL SSLKASVEEPST
LNGVLANYTVYCNLSSLQFYSQQLM_SFNAPPTTVDPDSTTANI TGLYPFTNYDCYATASTGGGESSRSNNDSARTSEEEP
AGPPEGFNVTDVTATSVSLEVWRRPSVPNGVI LHYFLQYSAYNVTI PVTENTSSDEYSVTSYTVESLNEYTNYTFTI SAVTS
GGAGPLATTSTRTSEAVPGTNLDGFNTSSMSLRI TWIELLEDDONGVI | GYNI SYFSLPAVGQPI NNFTSDTSYNI SGLDV
YTDYNVSVAAYTSAGTGPFDSVI RRTDSTVPTSPSDVSYI NI SSTSI EVSVWNPPTDFNGPNEGYVI TYI RLESDTESMSTN
RLTGTSFVI ENLEKYEQYSVTVVAFTDKGPGASSDVL SVL TDEDL PGPPSNVSTMSTNTSI SI TWSPPLDPNGLLLSYSI N
VTLNSTYAQYLSFDVMIMSVSQNI FSYTLFDLLPFAGYDI SLQASTSVGLGTPAI ETETTLQAAPAAPVANPVASPVSSTA
VNVSW.PPNLSNWNGLI TNYTI EYRTNDEY! RPSI EVTATLSSFANSDDPRAATTPLQLESI | | PSLHEFVNYSFI | TLSN
S| GQ SSLPVHI VTLESTPSGPPLDVSVI VDSPSTARI SWEPPMYI DRNGI | VNYTVRI | TTVRGTI RETNI SNVSGNYYD
ASDLPQFASFNVTVAAATSVGL GPYSPSVSNMIFEGYPSAPDPVI VKRRNDTAI QVNWIRPAEPNG! | LGYLI YYI GTKNN
TGTEYSNI NVLI | | NVTDPNTLSYLI TNLLADTQYFI NVTAYTSAGLGAVGDGDSI LLPTGRPPTVPPNVTI GTPPTGGTS
DPTTATTI RI EVTI PEELNANGPLTRI RI LI RI FLSRNDTI STWYESQKFPNSVAPPWOAT QL PL NQGNRRKRQAGGETVA
ETI GTNNSCGPNDI VCNGPL KPGTQYQFEKYRVYNSDDDDSYVESQYSGPI RTGDPI AEENNTGT

B K RRKRKAYSFAASFNGKEEL | TAGEGKGATLSKAI QLTPTDPTI VPLTENTI VNPTAVRTASVKATPNSR
KVYLRDFPSYVEDM. NDAGFKFSEEYEKVSAVGL DHSKDASL L PENRAKNRYTNI LAYDHSRVKLESI DDEPGSDYI NANY
I PGYRVRRAYI ATQGPLPSTFDDFWRMIMEQNSHVI VML TQLVERGRTKCHRYWPGAQPEVYGEI NVDMLSETEKSDW VR
KFKI TKEKRSRTI THYQFVSWPDHGVPDEAGPAL DFVREVHEVASSAFGPVI VHCSAGVGRTGTFI ALGTLLQHI KDHDW/
DLFGLASEMRQHRNHM QTEPQYVFI HKAMVDACKSSMSKFGGAE KVLPSFPI YSNI GPASQL SDFYGDML SEEASYQY(QK
TSGNGKTYDESTF

PROTOSTOMAS

Nermat ode. 2 CeNTP10D C. el egans. F44(4.8a DEP-1 NP_001254192.1 [ Caenorhabditis
el egans]

M RWKYELHSLI W.FLVLHL SKCQSDSL TTSAEQHEL FAI KKDSLSPWSQ! LVSLPRRHPL YQSFAAKI QDVTEN SDEVR
DSNKTFVSSDDAPYS| Rl HALRAGHRYSI Al HGQKDGSTSLI KEESVVVDPRAPDFRSVDSDI QVAEHNI TMRTI KNDSYL
QDSFSI EYRQ NPDKKFPVLQ LDl PEQKNLEFYLGNLNSGFDYSVRVI AHKDGVESRPW STLTTKPSPLKEVNI NQNAG
SCVEVSWONDEFSGADFYTI QYSLQSTPNNSTNMT| PSTESSI S| CDSMLQGEAYQ | ATVQKGGQVSEPLI TKFQLRPLP
Pl DFRVRADL KRGKYKLLAEL PTSSKI DKCQ TVAGDEAERSVNYANI EQTKSGHKI CWFNFAL SPGERFDFS| SSVANES
ASQKLQKSI VL TPAFDFNAFGLTLQESNGG ELI WPKSEVFMIRVKDI WNKVVGAESLLNVRI TPl GNNDETDKTLKFETS
PKNI DPVFAKNLVKGACYRVQLFTVTKTG | SETRHNETI RVSSPAVNVSLESVTRSSATLRI VFSTHHDSTSI SNCQVHI

VVRDVNGKSVFDKRMQL TATFAPL LNLDGLSPFHKYTVNTQ | CGSGSSETPQCPAATRTVRQL SFSTRQDKPAAVQDLKY
EPLNSYSVM.TW.PPALPNG L THYAVNVTKI GSDETRTI DVGVSSNRSDHTVQVVI DEL FGGHTYSFSVRAVTEAGFGEN
SPVVPTVSVPLMAPPVPTVAPM MKESVGSHNM VRFPTTMFDNRNGE! KQFAI | VSETTADES! NRW ESDNGTYTWQQV
QRFDVWPSYVAKL QDI QKVKQDVDVS| FEEL GEDETCLEVRADRI CNGPLRSASKYRVRI RLFTSPTLFTDSPPSQVMITG
SATPAIREE AR CINEIIEEER \NRTKKARL AAAAFKNGPSKEKESQUWEAL KMVWAERAADCL AKL GLDATT
PPPSSTTSSNSPTSTSTTMIDCGSNPHL GAPNAGGHRRTRSL RERTGVEHRL ERL SSGPVHRTPL YTVVTGANTNKSRPVR
| EDFADHVRL MSADSDFRFSEEYDMVRNVGVGQSVAASEL Pl NRPKNRFTNI PSYDHSRVKL SNPNNI EGGDY! NANYVPG
FSSRREFI AAQGPLPTTRDHFWOMMEQQCPAI | ALTKCVEKGRDKCHQYWPDHENVPVL YGDI EVTI VAEKEFDEFVI RD
| RLEKSGPDGRVTRFVRHVHYNVAWPDFGAPSHPNG! | QF SRVMFRHHL PHSPHNAPTI VHCSAGVGRSGTFI SI DRLLQSSS
FGDPI DVFGTVCEMRYERCQWQNEQQY! FI HYCl LQVLQGSSPSPTSTSTGAHHNAGFVQDGQOM VESGF
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Nermat ode. 3 HcNTP10D Bar ber . Pol e. Worm gi | 560121775| enb| CDJ93597. 1| [ Haenonchus
contortus]

MVGLDVALEWM/I | RTVLTLATAI VFATKEL RAASNAESSEDTHEKKL DLLEFKI EKDQKLPDSQLTVKLPYNHPSYDQ
FI AKWDI SSTI DPSI RDVNRTFLSSADGSGTI Rl HTLHPGHKYSVSI VGRKGENSSVI KEEL\VWIVDPRVPEFTTQNSDI

TMHNI TLRAVKNEKFLEDSFLI EYRQLEPEQGYPVLEVL DI PEQKNLEVYL GNLNPGRDYSVQUAVKTGLKSRPVSTTL
STKPGAVSDLI VSENSSCL TVEWDVPPNSGADSFL L RYRQLNAAVNL SVTI PGNDRFVDLCDGH VPGTAYAL GWAKKGK
SVSDETI KTYTVRPASPTDFQVSPDI TKGKYRL TFDLPPNSNYDGCHVSVVSETL EAL EDDGEVNEKEGNKSCS! LVPLV
PGERFEFTLSTYVENVTSTKLHRSVWL TPAFDMT GFGL SL QEYQSGVKL SWPQSDVFMSRVRDI WRKVWGPKSQLQVRLF
PADGL EKGSRL QGDPHEATPLI VGALKKGSCYKVQ FTVTKSG VSEKRYNDFFRVBAPLVNI TVKSI TRSSAVI HAAFY
SPGEADPECLLNAI VL DVHSHVVL DKTLKAQSHNFSPI ELGGLRPFHKYTVNSKI TCASGPSDCI STSRTI RPMTFSTMQ
DKPGPVL SLSARPLNPYSAQLMALPPALPNG L THYVVDVKSEDDPNDSRSLNVAI GTDRADHFVETVI DGLSGGERYTF
TVRAVTEAGTGEL PTALLEPVRVPI L APPRTSTVPLVITAESI TSHSETVKYSPTVENNKHGRIRSTELVAEVTEFGQIS
ETVWNAENET Y TWMQVQRFDVWPL YAAAVDE! SARGSPSL SQAVG DQTCEDLPSDVI CNGPLKAGTNYKFKLRLFTATN
LFSDTDFSENI TTEAAARGAIEKIAVEANANAVEECHEEVIRISN R SKKARAAYASSKESQAAAL KM MAERAADCLA
KLGLDGSVHNGE! PSQPSHLQPTFGHHRRCRSL RERTGVDHRLERL PSGPI NKTPLYTVI TGYNTNKSRPVKI ADFAEHV
RMVBADSDFRFSEEYE! LRNVGCGQSYTAAEL PVNKPKNRFTNI LPYDHSRVRL MQAGDQEGADY! NANFMPGYSSRREF
| AAQGPL PTTRDAFWQMAVEQYCPAI | AL TKCVEKGRDKCHQYWPDSEHSSVVYSDI EVTLLNESSYDDFTI RELRLKKL
HESTAPRI | WHFHYMAWPDFGVPDHPQG! | RFALMFRSRLPHSALNKPTI VHCSAGVGRSGTFI Al DRLLQTI QADRPI D
VFG VHEMRYERCHWQNEQQY! FI HHCI LHAI ESI ASERTGMI TELHQNPVFEDDDTI AESDF

Annel i d gi | 443734862 gb| ELU18718. 1| CAPTEDRAFT_229306 [ Capitella tel eta]

MBQPVTNQLAGFGVLAALALI CVSRSESSSTTTAAVPTTNFSTNI PPTTQELEVTEVTTSM/TLVMSYDGSEQL TFWEYV
EKDADNATSFVLEEQGVTSCVVEGL QAGWT YTFEVSVQLERDM. GEPAYANATTI PGKPI NFRTVDNSVGATFFTL TVESAA
GSQUDDFVWVYRKI GSSDVVQVFTGGAT SVTLHGL DAGVL YEVKVMAVRGQQL STPAI | TEVTRPPTPRI HNI TAVDTKSV
TVQYSAGAGGSQNSFWWTYVNQEGQTNEPVCSYSNTCTFDVSVFGVKPGEHFTVKI KATQDWSSAWASVEGNTKPLPPSA
PKLFERSETTLTVI GDVPSTNSTVFDGCKASVTPAI QNGPYVFKRNGGYE! RLQNPTPGSKYAI NI WIYSREEESAHVSGD
FYSMPAQPGVI SRHTG ATTTKQLAVSWEAPNSGQVGGYVAKL YEHGKSVAI ESKTLTTNVRQATFHNL TPGQVYDVSVSS
YVGTGVYSAFSTI ELSTKPESASNLELKTTTSSTLVWQADEPSTGFYDEFLVRI QSHGETEKI TKSSQSTYEKEFDNLSAG
TEFTI WI TVSHGQSTATI G FYTKPERPSNLKKESTTSDS! TVKWKAPVSANFDSYR! Tl NSTDHENEVL DSSESSHTF
SGLMPAQQYDI TLI SLLNSLESSM.SI QVYTNPAAPTDLRI LSRNTNMVEFTWSPPTNPGTI DDYKYS! T SGAATPEI ER
SGTI NEYSHQLSAGKTY! | EVRAVTNNQRGLPVSLTFTM PNDPGNVREMERGQSYL KI EFDAPVDTYDGFEVTW/EKGSG
PSSVADLLVTSYNDDS| TVEVEKPTGTTVNGFTI S| DPPPSGQSGSKDLTENI QEYTWIGLSAGREYNLI | EVI FADTKSE
KVERRQTTKPKRAL SLSANYVSTDS| SLSWKVDQSSSQDNFKI TYEVTGSSTEWTRETTFTQGQLQYSYLI EGLSAGSTYS
| SVI AKKSSVQSDPLEI TQTI QPKSVRELKAEVI PSG SLSW.PGFDSTQNSYRYQYQEKNVKLNI VPWAVI NSESVDLQN
LFPGERYQFYVDAI SNDQYSPSNQSTLATTYPLPPTDL TVDRSATTVSSVRVQAKDDVTRSY! TSVWDI KI ADRGTDNI RRV
GSTHERTNLNYE! PNLTAGKNYTVYVYGKSGNQHSRDASTMDVTAKPVI RSTLSEDTEKTTEDTI AVTYSESKAGVFDHYL
FSLLNSSDTVI KQRSNTDRNI RFENLVAGVKYTI LARTVSGVEESMITQKS! TTKPNKPKHKONQGTDKLTI | LI KPSGFV
DEY! LKCLNEDCNSTE! SNVSFEQDFNNLKPYTTYHFEAYTKRFEKL SNKVEFPCKT GEGPPGPVQEFSYSENSLKPFEI R
LTWWEPRNPNGKI | KYHI KYNGI KENQVPHTGSEVDVEPDVHEQLI KGLKPGFEYTFEI AAETNAI GKKTTLVKTMPI KAP
| VMPNSPPPQAI TTAI SHDKI RI | LTNPFLNTNGDVVAFSVFVTTDPNERFMANSPL RTWADVKGPSPMASYFAVYKCANL
FDGNDQCSSGPARKRRVAQPRNTVEF TVGEDSSCT TNADDYCNGPL DAESTYYVAL VGYTENDL YSSGPSSEPI RTDTAPT
NLL L A ARIEVIRAAVE < R S SDNNEDKL VCOCL VLI GVKPASPEWPPGSNNGIWI | PSSKPVKKVDFVGHY
ASMAADSEFKYSEEYEEL SLVGKDQPKEASDL PCNRSKNRFI NI LPYDHSRVKLLPI DDEDGGDY! NANW PGYNSRREYI

ASQGPLPSTRDDHWRM WECNOQC! VML TKCVEAARQRCDHYWP! DSEAI YYGDLQVQ! LNETKSTDVS! SEFI | SKGDQS
RRLKHFHYHSWPDMKAPNKTGS! VPFVRLI RAKVQLDGGPL L VHCSAGVGRTGTFI ALDHLMQHI EEHDDI DI YGTVYQWR
KHRCMWQTESQY! FI HKCLEFVL EGGEDDEYANTGAI GTENRAFEGLRSESDLVAEI FFNLPRQAL TNFDDDEG DVKSD
P

Fruit Fly DPTP4e L20894 FBtr0301793 Drosophila nel anogaster

MDCATRKQQQL RAHHQQQQ Q QTHGRKRQQL QKQRHNHHHYYONSQQQOKHFVW. WG LTI FLAQHANAADL VI NVPNA
SSNANAFYRI DYSPPFGFPEPNTTI PASDI GKDI KFSRALPGTEYNFWLYYTNSTHREQL TWI'VNI TTAPDPPANLSVQLR
SSKSAFI TWRPPGSCRYSGFRI RVLGLTDLPFERSYSLEGNETL QL SAKEL TPGGSYQVQAYSVYQGKESVAYTSRNFTTK
PNTPGKFI VWRNETTLLVLWOPPFPAG YTHYRVSI TPDDAI QSVL YVEREGEPPGPAQAAFKGLVPGREYNI SVQTVSE
DETSSVPTTARYLTVPERVLNVTFDEAYTTSSSFRVRWEPPRTYSEFDAYQVM.STSRRI FNVPRAANGDSVYFDYPDI LE
PGRTYEVVVKTI ADNVNSWPASGEVTL RPRPVRSL GGFL DDRSNAL HI SWEPAETGRQDSYRI SYHEQTNASEVPAPFPVA
AESQ TTNLTEYTLDSLLAGRRYLI AVQALSKGVASNASDI TRYTRPAAPL I QELRSI DQGL M. SWRSDVNSRQDRYEVHY
QRNGTREERTMATNETSLTI HYLHPGSGYEVKVHAI SHGVRSEPHSYFQAVFPKPPQNL TL QTVHTNL VWL HWQAPEGSDF
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SEYVWRYRTDASPWORI SGLHENEARI KDIVHYGERYL VQVNTVSFGVESPHPL ELNVTMPPQPVSNVVPLVDSRNL TLEWP
RPDGHVDFYTLKVWAPTDEEDRVEFKNVTQLEDL SSPSVRI Pl EDLSPGRQYRFEVQASSNG RSGTTHLSTRTMPLI QSDV
FI ANAGHEQGQDET! TLSYTPTPADSTRFDI YRFSMGDPT! KDKEKL ANDTERKL SFSGLTPGKL YNVTVWITVSGGVASL P
VQRLYRLHPLPI SDLKAI QVAARE! TLHWI APAGEYTDFEL QYL SADEEAPQLL QNVTKNTEI TLQGLRPYHNYTFTVWVR
SGSI QGTDFADVSVSTLVRSSAPI SASYQTL TAPPGKVDYFQPSDVQPGEVTFEWSL EPAEQHGPI DYFRI TOQNADDAAD
VSSYEFPVNATQGKI DGLVPGNHYI FRI QAKSAL GYGAEREH! QTMVPIIIZAPPVPEPSVTPEEVSRTSSTIEISERQGYESN
AHGMWRSYTI | | AEDVGKNASGL EMPSWQDVQAYTVW. PYQAI EPYNPFL TSNGSRKSSL EAEHFTI GTANCDKHQAGYCN
GPLRAGTTYRIKIIRAFTDEDKETDTVYSSPITTERSDTV! Vi ' CQHRCQL I RRASKL ARMDELA
ALPEGY! TPNRPVHVKDFSEHYRI MSADSDFRFSEEFEEL KHVGRDQACSFANL PCNRPKNRFTNI L PYDHSRFKLQPVDD
DDGSDYI NANYMPGHNSPREF| VTQGPL HSTREEFWRMCVWESNSRAI VM TRCFEKGREKCDQYWPVDRVAVEYGDI KVQL
| 1 DTHYHDWSI SEFMVSRNCESRI MRHFHFT TWPDFGVPEPPQSL VRFVRAFRDVI GTDVRPI | VHCSAGVGRSGTFI ALD
RI LQHI HKSDYVDI FG VFAMRKERVFM/QTEQQYVC! HQCL LAVL EGKEHL LADSL EL HANDGYEVTKI YLERQPQTKMG
TLPI RASLAVAEKL DADL MMNKDEDEDQEQQQQQQL QL ATEVKPKGSNDDEEDEEDDDDDDDDQQPL NNETTATL SSASCS
SSTHDVHWWL QEAI EKPKQEQERI CAGT QSHADT ESDNT DSDDDDEDGDGKVAKDGAVADEDGWAY

Fruit Fly PTP10D MB0465 FBpp0303419 Drosophila nel anogaster

M_YQLSKATTRI RLKRQKAVPQHRW WS AFL AAFTLKDVRCADLAI S| PNNPGL DDGASYRL DYSPPFGYPEPNTTI ASR
El GDEl QFSRAL PGTKYNFWLYYTNFTHHDW. TWIVTI TTAPDPPSNL SVQVRSGKNAI | LWSPPTQGSYTAFKI KVLGLS
EASSSYNRTFQVNDNTFQHSVKEL TPGATYQUQAYTI YDGKESVAYTSRNFTTKPNTPGKFI VWIFRNETTLLVLWQPPYPA
G YTHYKVS| EPPDANDSVL YVEKEGEPPGPAQAAFKGL VPGRAYNI SVQTVBEDE! SLPTTAQYRTVPLRPLNVTFDRDF
| TSNSFRVLWEAPKG SEFDKYQVSVATTRRQSTVPRSNEPVAFFDFRDI AEPGKTFNVI VKTVSGKVTSWPATGDVTLRP
LPVRNLRSI NDDKTNTM | TWEADPASTQDEYR! VYHEL ETFNGDTSTLTTDRTRFTLESL L PGRNYSL SVQAVSKKVESN
ETSI FWTRPSSPI | EDLKS| RMGLNI SWKSDVNSKQEQYEVL YSRNGTSDLRTQKTKESRLVI KNLQPGAGYELKVFAVS
HDL RSEPHAYFQAVYPNPPRNMT| ETVRSNSVL VHWSPPESGEFTEYS! RYRTDSEQQARL PSVRSTEADI TDMIKGEKY
TI QUNTVSFGVESPVPQEVNTTVPPNPVSNI | QLVDSRNI TLEWPKPEGRVESY! L KWAPSDNPGRVQTKNVSENKSADDL
STVRVLI GELMPGVQYKFDI QTTSYG LSG TSLYPRTMPLI QSDVVVANGEKEDERDTI TLSYTPTPQSSSKFDI YRFSL
GDAE! RDKEKL ANDTDRKVTFTGLVPGRLYNI TVWI'VSGGVASL Pl QRQDRLYPEPI TQLHATNI TDTEI SLRVDLPKGEY
NDFDI AYL TADNLLAQNMTTRNE! TI SDLRPHRNYTFTVWVRSGTESSVL RSSSPL SASFTTNEAVPGRVERFHPTDVQPS
El NFEVBLPSSEANGVI RQFSI AYTNI NNL TDAGMQDFESEEAFGVI KNLKPGETYVFKI QAKTAI GFGPEREYRQTMPIIE
APPRPATQUVPTEVYRSSSTI QI RFRKNYFSDQNGQVRMYTI | VAEDDAKNASGL ENPSW. DVQSYSVWLPYQAI DPYYPF
ENRSVEDFTI GTENCDNHKI GYCNGPL KSGTTYRVKVRAFTGADKFTDTAYSFPI QrDQONT SL I
LL FYKRRRNNCRKTTKDSRANDNVSLPDSVI EQNRPI LI KNFAEHYRL MSADSDFRFSEEFEEL KHVGRDQPCTFADL PCN
RPKNRFTNI L PYDHSRFKL QPVDDDEGSDY! NANYVPGHNSPREF! VTQGPL HSTRDDFVRVMOVESNSRAI VML TRCFEKG
REKCDQYWPNDTVPVFYGDI KVQ L NDSHYADW/MTEFM.CRGSEQRI L RHFHETTWPDFGVPNPPQTLVRFVRAFRDRI G
AEQRPI VWHCSAGVGRSGTFI TLDRI LQQ NTSDYVDI FG VYAVRKERVWWQTEQQY! CI HQCLLAVLEGKENI VGPAR
EVHDNEGYEGQQVQL DENGDVVATI EGHL SHHDL QQAEAEAI DDENAAI L HDDQQPL TSSFTGHHTHVPPTTSMVESFGGGG

Fruit Fly.Ptp52F-RB FBtr0289985 Drosophila nel anogaster

MEATNVKQSHRRI HAL| LI LW AGVQGQTVGSLVAVSESQEL AEKVEVTWSTVYTLGFS| SNEADYSI DKVI CRNGSGSE
TEANAAHVCENLNPCTFYTSWSFRSNVSGKPPPSDQTT YAYTEYKQPKTTVTSVWATANTI KVTWQTNDRACVESFG TA
KATDYTKSFQLLNDKSSQTFVNL SACLTHTI TLDTRNNASVVVDTDATDVDTQYAEPGDLVMWTNLASG TM TWGDPSE
KNCI SNYVFKWORNDCGT DQNQDTTTDVPSTETTNE! DYVTTTPVETTPDTPSDEVKCEWNDVSSDGKLREYLL TDLQGCD
LYTFQUFI NENSTAKASQTFTSAEKLVSAVYEPSPTAYPTQL HWIMWFSPQNHPKCVANYSVTL TGP QRSENKTMNVI TEE
TFAI FDDLDPCG YLVE! VPNQLNGSAGTKYQEQSTVGEDQPSVI QDPVVEAEAYSVEVSVKTPEYADLCl DGYRLSGAWE
DDKLVEVEALS| TTQNTTWFDKNLLACQVY! | Q1 | PYTKENLDGQLRQVGVETKAAI VDYTKVKL ENKNAGSEF| DLI AF
NADYNNSCPTI FALFTCNATTQVRNPYAERYVEGHSKQGFNASL SPLSPYATYVCKVI LYNVAGPSEPVWDADVHTTTYFP
EQPESVM_LEKSTVSSLLFNWQPPTYTNGPI KYYQAFLMRHEASYFVPADCAI VEQDTKSETKGDPSVNFTGLAPAVRYMVQ
VAAQNDFGVIGVYTEPVI Gi TLPAVSDSVTQLTVL TQGPYNNNAVYEANVTI TWKVPCKSNGDI EYFQLAFNGTRNNFAPVS
FERRVEL DT GNKQGRVBYTETEMPQFDYTVEVSVKNRDVEQL SSSVPGSVQSPAGLEPTIPSDELI KQVRANVEETSNPTK
TAI VRLPADI MTSASGDI KVWWALM SQKNCAGVPHL KYDVSSDWPKVL SYQEAGADGT GDCSLEYQTTEERWHPEPVQRQR
RDGEVTSDEE! VFTI GLDKCSEVQKTYCNGPLLPDTDYNVWWRLFTASGYSDAAVLNFKTKAA! K
I \/R<RLAVKRDSGQG EDPFGNVI AKNFAI FYTEVAKPEKL AREFKEI TWWALEL SYSASEL GCHKNRYADI FP
YDKNRVI LDI DAEGSDY! NASFI DGHTRKKEY! ATQGPKPESVVDFVIRM LQYNVRVI VQUTQFREGNTI KCHEYYPYNVR
GLTVTI KSKEVLEL YDRTEL TVWHDKYGLKEKVI HYYFKKWPDHGVPEDPVHLI MFVKKVKAEKRPSYSPI WHCSAGVGR
TGTFI GLDLI MQRLKSESKI NI FETVKKL RFQRVKMVQT QQQYTFLYACTYELVKHKI PRAALKNVDGRPKSVTVPAI PSPK
KVSFPDVDVGSEYVSSAPI TDLDDGRP! VQL PSRFSGLRRNSPPGENDNPTSSSNM
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DEUTEROSTOMAS (INVERTEBRADOS)

SeaUr chinl gi | 390362950| ref | XP_790935. 3| XP_011667085. 1 [ Strongyl ocentrotus
pur pur at us]

MEGNRPCRHLGLSI LGLI LI CTLQDSVAI DAPDI VTVENEGNTDSLKVTWIPPTGATDQUWTWSPADGSGSDTSFGLSGTA
TEHTI PGLTPGTL YNVTVTAQNGTDETSDDSEQGRTKPSPVNL TESGATNDS! SAEWTKPSGAI DQYTFSCSEGTEDPSSP
| TDVSSNMYEVSCVGL SAAGADYTI TVTSLSGNEI SNESTTTI TALPNM/HI EAGDATNSSFVASWNHPEGEMDSFQUFCY
ENDTAPEE| SDVGSNSTYMYEVTCESLPTAGTGYQFSVI S| SGSKNVTSETVLYTSKLGASFG RLYYFHTSSCNI WLI LG
PFCNI SLVPMHNPVTHL QPLHVHL RQHFI TLPNPVEL TASDSAVDSVRATW.KPAGEVTSYEVQCSNGTWPPPVQTGDG
PFTASCEDL PTPGDEYTMNVTSVSNGKSSDVKTI ALRAL PEAVTLNEERGWTTTTI AASWIVPSG VEYYDVFCLVGDPS
PVMGNPSGNL TASCVNL TMPGDDYNI SVTAVSNGQRSETDTI TI TALPLSANL TAGNSTI NSVSAMAPYPGGLVDVFQUNC
SNGTESNVTVLVNQTNPDPSYL VSCDGVWNPGDDY TMAVTSVSNEQENSAS! M. TALPESVM.NEERDRVNTSTI TASWTM
ANG VDYYQVSCSNGTASPAQVNPSEDL EASCTRLSTPGDNYTI SVTTVSNGQNSAVSTI TI TALPSQUSDLAESGATTSS
VSATWIKPDGVWSSYTVTCPDGS! QTVPEDNDGSTHNVTCS! LPDPGPGGDHI | MTLSGTKASDPATVTI TALPSQUTD
LAESGATTSSVSATWKPDGVWSSYTVTCPDGS! QTVPEDNDGSTHNVTCS! LQDLGPGGDH! | MAWTLSGTKASDPATAT
| TALPSQVTDLAESGATTSSVSATWIKPDGVWSSYTVTCPDGS! QTVPEDNDGSTHNVTCS! LPDLGPGEDH! | MAVTLSG
TKASDPATVTI TAFPNSWLREDGVTTRQ TVQUWDPVGEEDSFI VDOGDDGSNDI TLFPGDATDNTFEATCNTSAAGAPY
DI TVTSVSGDKESPVTGTFTAATPDGVTFEEGSASTTAVTVTW ALARADGFRVNCSEGTPSHEGTPSPDSPL PGSATEVT
CNGVTPGGNHSVSVI TLENNGESPAAVMYVVAVPLSADL AADTSTI NSVSAMAPYPGGLVDI FEVNCSNGTERNATL AANE
DLNSSYVVSCDGVWINPGDNYSMA/TSL SNGEENSAS | LTALPVSVNLTAGGSTTSSVTATVDI PGG VDEFEVECSNGTA
STPGNGSDQDYL ASCDDVDSPGDNYTMIVKSL SNTQRNSATI VL TALPESVSLNEAI DMWTTTTI TASWIKPNG! VDYYEV
SCSNGDPSPVMENPSGNL TASCTGL STPGDDYTI SVTSVSNGQRSETDTI TI TALPEAVEL SEGESNTTVI SATWIVRNSV
VDTFNI TCSDGTASPPS! SVDSSQAGQQL TAYCVGL PTSGEQYDLSWWAI SKEKLSAVSTVGVFALPASVES! AVTEPTTT
TVDVQUAL TQCSECVYNYFLL TFQPDSQEAI RVDYMAGVNEYSSQVSGLI QGRSYNFTVWSVSGVGVEDATL KTSEEKSVD
QRTGDADKRLHGS! | DI VXXXXXXXXXXXXXXXXXGTRASSLI NLVAVPEAVGNI SVTQYATTTADVQANLMCSDC! YNY
FLLTFEPDSQEPI RVDYTTGVNEYSYQVSGL TEGRNYNFTVVSVSGVGVQDATLKTSEEESVDQRTVPATPSDL S| VPGQR
ELNLVWAYQGDADNFTI TVTPNQG AMFNGDFNDPAAEVTGLTPGTMYDI Al VTASGDERSEP! TQTNRTLPDKPSPVGNP
QAEAVDKNTI TLTYESPLEPNGDI TGYRI SYI GTRDGNTDHEFSDFYSPPVL TVTYNDL YPGFSYTFTI | AVNDGGFESDP
ALTEPVETPQEEPSPVPEDYPYEANTVFSETSTTSFAWL PDDLFSHENGELLTFAVI | TI DONDPTVSSTELTYAARAEN
AYI TAI El PYPYSPSFGSNRRRRATDPPGTWWI GDGTCAGSQNEYCNGDL DDNTEYYYAFRAYNGVENVTSSTFGPVKTVK
ONTAC IS ARER R~ QP KEPSPRPSL EGRENQGYDGPDHEMRPTRRKT GGSMHRKSHSKPI VLNK
FEGHYGRVKADSDFRFTEEYDE! RLVGKDQAI VSALEM/NRAKNRFTNI LPYEHSRVKLAAL ADDSDTDY! NANYI PGYNS
PREFMACQGPL PGTVDDMARM WEKKTSI | VM. TQLVEKGKI KCHEYWPADYNPVTYGS! QVSVQAL QQYDHW/I REFS! S
QGDE! RKL TQYHFMSWPDHGVPDKTWIM.DFVRTVREAI QKTASDRP! VAHCSAGVGRTGTYI ALDRLMAMENDYI DI F
G | CEVRMQRNHWQTEKQY! FI HECVVDLLRRGEEEDTGES! YVNL PSNGFKDPDDVNKNL L DQAY

SeaUrchin3 XP_792888.3 SPU 001461 LOC588094 [ Strongyl ocentrotus purpuratus]

MEGGPNAI TQLTSSLTTSTNI TLNVWNSAL GVVSYYEVAYDPPNGNSPRRTDVRADEPRTL TLSGLFPDSQYTVTWTWSGT
GEDATSSTPFSVMFDTAPI LPLQVI VRFVNETEAQLTWGELVLGEDTYI | TVDDSGANPI PSSETVPEGETPLSVRKGLTPG
SLYTANVQTTTATGPDQQFRTSPYPPLDLDVADSTPTSI DVAWAPPRAGGVFDEY! LSYSI GDRI RTEVGRFAPDVTTATI
NNLNTATTYN YLVTEANDGGFPQSSDVI TREGRTEI PAPGEI VI | NRTPTSFRFQWGPSI VPDVTY! TTYSPSDGSKLDT
LSl RQSDVTGAI PGRL YEL TVFVLPGDQQETGLVRTLPSSPGLLAVTAVDYVSVTLTWPGTGEYTGFI | SYKPTEG TYM
DVEEVDQDVRTVKVEGL SPDVSYDFQVVAVSGEHNTTYSEPTRRI NTTTLSI AADAFVVLDYNSTSI TVAWRDTNTNI | VN
| EPQDDEARNVNVGDRPVHTFTGLNPSTTYTI TSLSQSQNLVTQVRTNPASPSNL EVSKTSTSFSI EWEAAESEVSQYKVD
VKCADMSCSFNDVI YPNERLVYELEGLVYLKEYLVTVSSCL DVDGQFAEQVIGDEPLESSI | TDDVPDDEI VWQETTTDNI T
| FYATGNRRGFVEAI YLAGTPAQVGSNSFVTGAVVKKTFDGLVPGTLYTI RI TELTNTI | PRTVNVRTRPI APSAI FGSPT
STVI Pl FWFASPGSI SFYEVTYSPPDGT TPAVSRI DASGPLSLDI VTLLPQKVYTVFVRAVTGVDNVPSI SKAVSGWFETL
PAQPGEI | LRRI TTDTI TYTLSEVPSVLQYl VQLNI GTDLQSANPHVL PNVEGEFDEL TPGQLYTLVLTVPGTQGDLATI Q
VRTDPNPPGSVSVEL TSVPYSSLLAEVEAPPAGSL SGYEVSVRPADQVL TTMSEVVDSSTTEL LLDNLLPEVNYTVEVRTI
SAGEGFSSTSDPTEALGRTAPFPEAI LLVTGYDSTTI SVTWRKKEGVDYLAQFI EVGQEI GEDFQGLVQSSSSTTTI LSFR
YTDLVPGRNYELI VRSNDQSEDTI RVSQRTLPSPPMNAAAAPL SAESI RVTWIAATNDFEFYEVTFYPSADSTDSTAMT| P
RDQFSVDI DSLLADTEYVFDI RSVSGSGDSL QKSAAI TASATTEPI | MRLFSAVENVLLI DFTPI VG FDDYRYGYRALPS
GTI TYEPLDSGTSQFG QGLRSGALYEI TLDTRI GSI YTEVDRI QARTRPSAPRLI SPVTDFDENSFTLEW. APSTAEVDF
DGFRVI YTPADGALESPLLLDKTRTSLFLTRLEPGTEYMVTLVSVSGQGSTQQVSFEEDVSVTTADGVPGGVNI KELTETS
I RE TWNSALGATYI PTI TPDEGTTRI LDTEAAI FEELTPGQLYTLI MTQ GGSSGPPTQQYTLPNAPNVDVAI SRTTAFELD
VSWEPPAEGFYNSFSLTYSRVGTSEVTTI PVPASDAPSVTLPDLLPETSYAVSVVSVVGTI NSQPAETSGT TGRAPEGVPV
LVERTTTTI SI SWGASTDALATGYQLRI RPEGGTSI LFNLGQAI TTYNFMNLESGTNYI | SLQI FGLSEAPQELPVTTYPQ
TPGAI Q LRTTQTSI TFAWGSAGGNFDRYSI NL YPDGSQT AFL QDVPRGSDLTVSKNYLAPGTLYRI El YAVTGTTRSALR
ETTASTAMELLVFI TI DAFGVAVSWPNAPDFSNYYL EYDPSNGVPPSPVPTTQDSVFLNSLTPGQ YNFALSSGTPDTGTQ
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SLVRATYVLAPLAPTI EI M LSPTTI LI KI LPASSGVLDYYRVGVTARQTGL GVGONGVASFNI PREACPEVFI TDLVPGG
TYDVEVVAVSGETDSAVSSMDVSLETMWAGQL YVNDRTTTSLEVVWGAVTDRTFTNYVLNLFLGNTRTDFQSQG NEERKV
LFEGLLPGTEYSLNLLVEGDAI TQSTI LTATAPLTPGSL SFLTVEGQEVTLAWPARNSQVDSYEL CWIPSSQTRSPTADAT
QELLTLEQSDVEYTI SLYALVSVGVGDDVKTTRSDAI TRFI TLSEALEGELNVTDFDSNSI SVEWSEVVSI EFENYRLQAT
PEGDGSPI FAVI PPEDPRVHTFENLI PGVRYTVNNI LQGSDPVWTRTVSQRTRPNPVSGLTVVDTTSQSVTVNWQQATGSF
NDYVVTYTLADEPTTVI YADRI PSDGTRVSVI DGLLPDTSYVWVTVYTSSGTDADETTSTEESVPATTTALPSCSI QVTETT
YTEI TVQAGSCAVVVNSYEL TI EPNSANAPPGNVPI GGNFEYTFNSLVPGQRYI VG RGTGSTEPYATDSVYTDPNTPDNL
VEVEVSTSTLKVQADPPVGEYERFEVNLNEQLQGTLRGDQ EAGEL PSFTFDALRPGESYSVSI FAVVGSGNLEKRSPPRQ
NQFTTDSLDAGQLSVI DFDSFSI TVWWWGAVEG TFDVYI | QFQPPTGNPI YNRVERTQPRESTVTSLI PGQLQTI SLI LI D
QVDPI SVI QQRTAPLPPRDLQTQPTVEGSTYSI LLLWSMPVPSAI DQYEL TYSPADGL SESFI VLEANDEFYTFRELTPST
TYEFRVKTVAGEGDTRTESSEVEMIQRTLSAPLGQLLLRSKTTVTI SVTWGVGNTANTI PEGNYVVRI TPGDI ADVLVNNE
ERNVDFTLLNPATLYSI RLI EQGNDVSSI DVLTDPVAPNSI SFESI ESTSATVTWARFVGHDVDNFEVWYRQTSSI NDYTL
AGEVDGDTESI ALSGLDPSALYDVQ FSKVTSGEL TSKSEPAMDSFTTGALQEGVI EFRDKTTTLI EVLFGTAPLSSEVVQ
YRVTLTSEEGASTSFNVAPTSEPFSVWTFDGLTPGRLYTVSLQAFG TSTYPTKDVRTFPAPVRGLFPI EI GTTYVLFTWG
LPI GDYDSYELSYLKGTAREEEI | SASETNVRI EFLDPNTMYTFNWTLSAALRSEASDQLFTTTSLAVNEI AVRDVSTTE
| EI VAGPEEGVDFWILTTVPAVSSNI L YAQSPTYRFSGLTPGQEYVI TVNVNSTSQRTLPEMPONLESVGVIQLFLEL QW\EP
PI GVYDGYRI TYTLDGTRTVI PDLPSQPPRYTLRDLDPGTDYI VSVQALSGGLESEPVTRTLTTGVFDQLELSVTTVSNTS
I ALWAGI YEDRDNLPELTNYELSI TPPDAI SLI RGLDVFRATFERLI PGQEYSI QLKL TTLDEPVSTVVQRTNPDPPAFLR
STRSNFTEI DLAFEAPL SRFDFFTLTYEKSDGSDL SPNVRTI AGNEDSVTVEEL QPGTSYDFSLTAKSGTPTEFTASQAVE
DTFTTRAVPALTVWVAAAI TCDTI Q FWAPDPDDMLYRI G QPGPANDDFRRTTEYI FSGLNPATAYSI SVTVVAFESNSQS
EYLPLI QQTRPSGAGAI TVI DKTTTTI DVNW.PAQGNFDSYRVYVTSENGLPKAYPPI SATEERRLSI TELDANVLYTVS|
ETI SFFGTQELTSCETSTLDVRTDALDANEI AVTAFTSTSI TVI FGKREDATGYSI TLRNLDGNAPRDI TVNLLPSESSRV
TFDTLNPGVNYEI TLDSQEDTTI EQRTKPVAPATVLTQNPTVTSFDVI WFQPQGVYHNFLLVI TNPDGTKRPEI ALGPLDA
VREVTELLPGNQYDI QVYATVGTGEDLI RSEPASAQGE TNSLGALEVI YI DRTTDSLEVAWGASPRPNPGVYRVSFNTEGL
TDTTPLI TQDRNI RGTSLVAGQL YNVFVWAENYQQDSG LNVRTI PFVVRNLALTGEPTAI SFSI SWNQPASGWYDGYAVY
| AGQDNVERL TSRLDDPDTTELL I EDLDPNQEYTVSVYAVAGFGQDSEVRSEVTEATVSTVSLDALDLETYSVTETTI GVA
FGPALVAPSGYTLSLTSDA Tl GLI | | PVAGSTKFVFTGLTSGTL YRAQVQVTGSSVTSDPLDI RTI PRQPSSFMDTLVTA
DEI SLSW.RPPSGNFDSYELSYTPENGAKVTLPDVATDETSLVLENLATATEYVI LLRTQAGEDTFSEPLELTVTTRSALL
ALQALPDPTSDVSL DWDREAGSI QRYM.I YDPNNGDPI SPI ETG PGPVAI SGLMPGSQYTFRLFSVLTNNVQFLSSSVSH
VTTPQPPGNVAVTEEMISTI TLSWSAPSQEQFFGYI LEYEGTGFSTEL GRTPATSVLPRHQESVTLKGLTPGTSYSI KI SA
FVEYDDVTTRSNI VTKI GTTVSTSSLNI VAKFVNQTSFTI EWQPAVGASSYVTRVSEVTSGVEI SSGTI LNGDYERTEHRL
VPGRNYQ EVSATGTGQSDTVEQRTLPSAVSDVDVVPEAAAL TL SWDPVFGDVDGYHASYQLKENPYQ SDLFYVSDPSNP
TI RLTGLSPLSEY! | TLTSFSGSGSDQEI SSSTVEASTVNYSPAEI VI ETVTSTSI ALSWGASTSPTASSYVI EASDAG\V
VHSTSRALSQSRFI | | SNLTPGTLYTI RI TVTGSSERDTEI ALTVPTAPRSLSTDSI SQSI VTVSWSQGLGNVDEYDI YLR
QAGESETPAQ VPPSQLTETFENLEPDTYYSMRI VSVWWRAQNLEQRSI PAVTNFTTQPRI | NVVETGRNLRLSWANDFGND
I LKYQLI YI EDKEGATSNSEFVDPSDAPLVTLMNLMPGQTYTLI LTAVDTLGNRAQN ASTTYTLKPLRPTFTVNRRSPSAV
SLLGNLLGG LKFFRI RVTPQVTGAGAGTPI NI DVLI PVEACPEI ELTGLI PNRDYQVTLQAESGVASSDPQ | TFTTPPL
TQQGELSFGEI TPSGFTVYWIPFLGRTSYEL SI NNQAGL VVPASGDAVQSYVVDGL SSGTEYTVSLVDGGT GAl RTRPLAP
GTPLATQVLDTSI QL QANQSSDGNVAGYEI CYSPDDGSSPVYI AGRTTTQYTLEGLDSDTTYI | SI SALTGVPQVKSQKQT
I FVTTI ADTTI PVASNFAVTNTQAADHVI | LEWDVPERASYDYFEVSYTPDVGYPSSPVRLPKAATSLSI MNALADKVYQF
SLVSI RGDERTDPPLTTTGQ AVNNLI WI GERTTTSLEI LWGASASGSVDEYQVSYVGSTPI VWDGSSDRRWI PGLSPG
TEYTVTVQAI NAGAAVGDSMETASTLHEI NGLSAMVTDQASSM HLTI TPPFEDPNVRYDGYNVRVRLGGVSSPWQPVI PV
AKSACPEI W KKLEAATMYEI DI EWYSGLDI SEAFRVQTSTVAAAPLDI TLDEL ETDSMKVSWQEGTGSFSNYLVTYSPVG
STQTPMLVAKGEPRVLDLSGLVPGTAYTI MVQQQGQATPAQETHVQLTLPEAI NI DSL SVTRSKNAL DATWSAPSTGNYDGY
RVCHYPRGTQNSPFTSGTTPSI NLPGLNSLTYYLVTVSSSEESTYSEPTTI TQQTLI GDPGDI NI ALEDVDTNSVRI TWA
I NSI TRYTVGGGTGASQTVTVNSPEEAEYTFTNLVPGTSYTFFVTPLGTQRREREQYTRPDVPRNLLFNTI TTNSI SI GAE
KPLTGGVDSYRVTYSPSSDGSPASPHTI TDNGQ TQTLTVTNLLPGTTYTFNVYALVAELVSEPVTRGSGITI GVDI GAGY
TSTQFTVWWAVPTSCDFNQFQVTYDPYDPTNAQESPRI | SLSSLNGAQEGSLLI YGLEPGQL YNVYVQTM.NGLQTDDGFG
RI SFRTPPLPVTGWVI TQRTPYSLSLDWSDVI SADI QYRI TYAPLEGAL FPNNEDSAQVL SSNQVSESQ SARSLAPGKEY
VFTI SPVSGDPSSFEQVGEPETWTYTQPL SPQNL VVSDVGVEEVSL SWNLPAEVNFPI AYYEI DLVPNEPTFPI RI NGTR
DKVEI HDGLVSGGEYQAVMRSVI NDVNGQVI YSEPLQSAFFLLEPTQPQRLSTPYVTTTELRVEWILGNSNFTTFQVSFSK
DSATI LTTDTTEQSLLLTNLTVATVYDI SI RTVWEGPQTNM KTSAAAL I MAVTTKSKPPQNLMQDEVTSDSI TVSWGAPL
NVVNMYHI | VKDEDGADVADATVPSSETSYTI ENLNPYTKY! | TVAARFNGLDSDAI El EQT TFQGKPSVVRDPVVAI NSP
NSVFLTWIPPDSPNG L TGFVVEI TGEDLTSRKRREAGFTRTETYGVTVFSATI ENLPTGCSYTFSI KAANSADQSDAVI A
GPLDLPHSAPPTPPADRVVRLVSHTGT TMSVSFDSSI FSDVYGPVTRYALLVAQSSPDTI PSTPSDPAI NWQVGSGQPYQT
TLLTYAPFTNGNTRGFYTVGANNSCTQDSVGYCNGPVVPL TDYRFALRAYGSDGKFTDSAWSPL YNSGI NT TRiAAANSH

SRQCCGEARSSAL YERGNGQHL PLVNAAYPSAHNQDSMHKTPL PEDAFI RMGPI PVRENAYVSVRDD
RPKAPL PATLPRSAPPL TNPVQVRKFPDHVNRVBAGNNT GFVEEYNSL SNVGRDKSTDASRLAVNATKNRYRNI LPFDETA
VHLQDLEEGQTSDY!I NANYI QGLHSMKEY! ASQGPVPDSVNDFVWEMVFENKSTTI AM TGLVEGGKTKCEHYWPDDDTPVN
YGSVTVTMIHTQEMEQWI VRSFL L EKGMQOFETHQYAFKGWDHDVPNNARPM EFI RTI DVAHDANLGPI TVHCSAG GR
TGVFI ALHKLI KQVETSKPNDY! DVCGTVARMREQRFNWQTVKQYMFI HQCLLLLMR
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SeaUrchin4 SPU 016937.1 XP_783483. LOC578203, partial [Strongylocentrotus
pur pur at us]

MWLLPYLPLVLI AGARI LSVWNTANAL TFLVWDEQPNPETFTGYLI TSASI NEVI PKQSEETSYQKSI SNLTPGQLYEVSL
FLQPI TTFPAPLDQLQVRTAPSPPESLRVVDET! TTLRI EWDSPASGLYRGFEVNI SPPTALQELPRI VGSDI RGFTFVGL
MHNTEYTVSVTTI MGEEGL EERSTTAEKTVMIARGDGDEVYLLSVSSTDAQ GATI PPPTTVYLDGKQ TVLSQPHTI PSL
TPGRQYTFTVEDVDLAFTTVPERPDGL ELESVGPYSL DWKVDTSLNDLNYERL EVSYSPESSQTDSPFDI SRCTDGTFTLE
GLQPDTEYSVSVTAI SGDTRSDVL TRYGFTTCAL EGQL HVWSLSSDEI ALAWGPVNNI QGYAVRLFNAI G NVRTLSLSAN
SMBATLDSLSPASNYSVQLI VMDTDGSRQTSVLQFVTDPAPPGPI TLQSSTQTRL SFTWIPATSNFDSYEL S| SGGDVPEP
RPVGVVYPNEGNEFEVGGLLPDTTYNVRI YSVFFESRS| ASEASFNTDEQH LEFNVGSNONL TVSWQVQEGAESYRLI YTT
TNRNTNSI ARPATSTSI TI DNLLFGAI YNFRLATI AADGTEMEVANADFVQSPLTPSTNI SDI KATTALLTFSLREG FDD
YVWM SSPTDSCGARQPVFTL SREACPEL LLL DL YPNTMYTAQVFART GERGL SLPSETTLONFTTATVWNNEVE! SKVGT
NSLEI | WKTDNVDEYLLHYSGPDGPLMSDI VPY! El NYYTFGELTPGTQYSI SVI SLI NRERQGDAL EVMQYTKPDPI SNL
VLTPQENTI NLTWISPSTMYDGFLI CWYSATTEDNKAW.DGDATTYPW/I STPNEEYVVSVATFVGDRECGDYVL SNKVTDF
| TLTETSPLI LKDI ATDTI SVSW/TI PGVWDYTLSYSPPDGNEQATQDI DESSAI AEGLNNI YYVNFTGLTPGREYTFTW
WPLAFNYSTDAI RTNPLPI YDPSVTNTTSCNLLYQACLPDSDFDNI S| TI VPDVSMRTL SRGNGTGGMCDYQTVYLDGLEP
ATSYNVSVEVMEGDKSSEVWMYYSTTEPLPVNNVTLDDSTI FTLTI SWENPI DGSFNVFLVEYAPVRSPDSVMALDPI NMVG
TNTAI | PNLQPGTLYN MVYALAGEERSDATEI TAMIRQONSEEL RLQTRTSTSI SVSWGNTTRPEVTGFVLRI TFQEGDA
| DSI KNVSLGDVLGVEFSDLI PGTNYTVYLLVEVEGQL DTAVHSLDVTTLPGVPGNI SCDPTKTTQSLLE! EWGSTQEGNF
DGYAI STQTGDGEE! PLESVEKDEQLQATADYLNVDNTI YTFI VRSTLGDLRGEPTTMICRTDPQNL MVSTSTSPSGGQEVF
LDWODYGASSYKVEYTPQEAPLPWQVI | VLRRPTSFTI Q TLPRRGRYRFL RLRVRRRSQGL DAGPDGDEFL| PTDACPE
YTFNNLLPDTDYAVDVNTVAEDGRTESSPSTVDVTTPRVEEGD! SFNEVTTTS! SFAWGWSADTNGPFDEYLLNLKNELS
| DVONVQUNTSETREHTFI GLMPGEL YRVEL| VNSNRQRSAPMYTRPDKPTDI MLSDLTTTSLTI DWKAPL TSYQGFRLCW
AYGETNSL EL GPAVVERTL SDLEAGAEYL VSLAAVWGTGANQ TSEKFTTI VTLFPPAELHVNI TSENTTAVSI VAGTDI P
LLDVSSYVVSYWETANNGSVQDI SVDDPSQTDYTI DGLVPGTRYSFM/DAL GTVQAVTSI GATQYTNPETVAEI RVI PSI T
CSVRLEWDRPEGNLDSYI FHYNVTRGT| VGAPLQLDVAI NDTAETLTYLLEGLEKDSSSDFVSLEVGVTTVAGAGEDQVES
LQQUVKDLDVNVVTI TI LGRDQNS! QAEVNSSVSNVES! TTGLYNAEMVTSSTTRNCSTVDCESFTVDFDTLNSGTLYTLY
AAVWQSSGREVVPLLAKAATI PESAVDLQFTS! GRDYVWLTWDNPAGM DSYNI SYYPVNDI TKLMFEVWQAAAESNVLRY
DDLNEGVNYSFTVVSL L EVEADL QEMGAPVEVFAVWGVLGSLNI TAFDETTI S| EWEQVDVEEY! LSYDALEGGSGNVTVQ
STDPNSYTFTGLTPGTQYTI GVQPG YAALEKTQSTVPNPPTNLRTTMVAAQS! TVSWDPPSEGGSDTYNI TYNVTGGQPP
SPHTVSTSETSVTFSNLTPLTEYFFTI VNI WKSLPSRSEL TRATTSAQTLSLAVTPEDNTEFTVSWEDL DTEAFEQYCVIVY
EPYEAQENRQUESFPVARNI RSARFYGLDPGQEYTVYVTSCSSVSDPTSHANER! SFRLDPAAI AEI RI NDGSLGPRAVIL
EVWDQPEG RGLYEVTLDPADEGSVDVDGDELPVNI TGYMTSI KI LNLAAGKGYTVG TAI SGDKRSENTTFLFYTLPDPPQ
NLVI SEI GEDTATLSWADPAEMNFDI LEVWWMITMPATKTTI LKLNTNTVEL TNLVPGQTYTVQLASVI RPDDALNGQPEVI G
EPQVSSPFLMKPASPSDI SVSNNEL TRVTVTWOPSEGVWARYSYTYGLPGSTVTASETTTTTDTS! QLSNLTPSTRYEFRL
WAESDQTEGSETSSSDVWIVNI VI TVFFNVPSDPVSAL PVTTLPSVPSAVGGLTI TKTG VDAEVSWSSPLLPNGVI ANYS
LTI H SHDNGTLSPYGDTVTI SAVAEQTEYSQDVI GLAAGQYYVFSVYATNQVASSNQRSTTRTL FAETAPPSPPRGATPS
LVSRGSTI TI TEFNLFDTAFGRI VRFA! | VQERVDGGTWVI TAKRQTTSSL TWAEARRTRPVPSYQTTPDDYNPFADGAGY
TTFRVGSQSCDPDDL TAYCNGAL YPGTSYRFAI RAYGVDGKFVDTEFSSPFRTDP

GFGCOGKPDDGMY SDDSNGYGNDYSNGNGYSNGNGNG MKRALI NDGVNTYAYQQPQI MEHSFTNI PDYSTI PPNRGTTAQ
VHQPSTTHTRPTKKNVFAGHVAKMSARNNAGF SDEYNNL PAVEKTRAVTAARQARNDDKNRYRNI LPYDYTRVQLKGVAGT
DY! NASY! KDDHGQKKY! ATQGPLPNTI EHFVEMAENGTSTI VMM ALVEGGKTKCEHYWPAGEEPQLHGNVTVTLVGSN
QTDNFI ERTLLLEKEGTERTVTHYQYL AW DHGVPESTAPLVGLL RQVKVTNQEDGAATGPI VWHCSAGVGRTGTFI AADM
LMDAI QRSTATDY! DVAGTI AKI REQRALLVQTLYQY! YLHRTVLSLI EEQ

Acor nWorm gi | 291235644 r ef | XP_002737754. 1| [ Saccogl ossus kowal evsKki i ]

MGTQDDTLTGRVLI | | QVFI FI GFSNAGYKCTDDCAYSHDNL CDDGGVDSYSNYCYL GSDCDDCGPREVPDTTTVAPPTTP
TTPTTPSSTTRTTAMHAMQT TFVHT TTAASEAEHAHT TLNTSTDASKTTDLQTEGHETSGAESTHTPEI VTDVI HSSRTEY
EVIVBMMITTNENEENNVTMYNI RTEEQETEVVDSSTLVGTEI VI TGFTPTEEQETEVVDSSTLVGTEI VITDFTPTEEQETE
VWDSSI LVGTEI VTTDFTPTEEQETEVVDSSTVVGTERVT TDFTPTEEQETEAVGSSTLVGTE! VI | SFTPTEEQETEVWD
SSKLVGTEI VTTDFTPTEEQETECVDSSTLVSTEI ATNGFKPTEEQETEVVDSSTLI GTETMITDFTPTEEQETEVI DSST
WGTEI VI | SFTPTEEQETEVVDKTLTTDFTPTEEQETEVVDSSTVVGTEI VT TDFTPTEELETEVWESSTLVGTEI VITD
FTPTEEQETEVVDSSTLVGTETLTTGFTPTEERETEVVGSSTLVGTEI VITDFTPTEKQETEFVGSSTLVGTETMITDFTP
TEEQETESVGSSVVVGTDVGSTGGAQTEGPETEVVDI STVWHTEWTTGGTPTEEQETEVVGSSTLVGTEI VITGFAPTEE
QETEVVDSSTWGTEI VI TDFTPTEELETGVWDSSTVWVGTEI LTTDFTPTEKQETEFVGSSTLVGTETMITDFTPTEEQET
EFVGSSTLAGTEVTTTGFTPTEEQETESVGSSVVVGTDVGSTGGAQTEGPETEVVDI STVWHTEMWTTGGTPTEEQETEW
GSSTVMGTGVMI TGVTQTEKQETEI VGSSKVDGTEVVTSGLMPTVEDGT GVI DSSRFASTVKVATRSTLHSTTMWRPTEED
TESTTWLSTLPTI LAVYVTSTEVQVADDSYL REWSDSVAL TFDLKLSTNESLQSVSLNNDWKLI | YI RDVSSTNETVNER
LRPYEVEVDNFQ SGSDLVFNDI | VNMNLSGLLCSEMTYI Cl ELI AYDGNGTDLVFI REPVDCVSI LCRGVEI APFVDWT
GSKLREGVDDQSFQFNLI L YPDPEAGSI EGEYLWILTSFFSQSNDGYGNTDAGTVHSL TTDQSGVELYSG PASWIGFRSS
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Al NI TDKLCSDVSKYFCVNI SKSSLSNPDFTFGNPYMICTPTPCTGVDVWDTRLS! VSGE WKEHESSQYFNVFVTLLSSP
DFGDI EGASLVNVTMYVNT QGNANVGDVSAL AVADI PRDVRDL SLLAGSNAI LEGVEAFMDLAELNCRQ RYLCVDVSRDQ
TSVPAFTLTGKLQTCAE! TORGVE! TDTELI VKSGTSI VERSGNHSVTFDVLLSSNPAAAS] SGDRLVWEMYVYL SDVEFDD
THSFAATYPVLSSVEDTDLTAGVTLALLG EAFLDI DSLTCDQVRYI CVTVFKGRYSSPEYTLTGVPDQNI LTACQPVTCT
GVI | STDLQLSDDFYLLEGVDNGHI SYTMTLFASSAGAGVSGVNLWDI RTQLRSI EDAI VDTSNGTI QGEVNTTLNAGGVLL
MBNVKSVL SLEGVLCHQFFNI CAl LNKNSNANTEYTI EYDRSTLVSCRSVSCKGVE! | EVAPTI MNGDI VAEADDAHAVSI

NVGMI'SS| YGTNRTGAGSWAL EVFVTSDDVRVPKLVNL YATL TAAQRDTEL| GA PSVLSNI EVEL DVSALQCSEFTQLCY
VL HKGDNAEPDFTL GV QDENAL PGCAHL SCQRVAFNI SAI NVTTSSFTI RADEAVGDFDGYY! DVSPALTGLSSSFI TER
DEPREASFFDLESGQEYVI SVG AKNGFPKSTGVTQYTQRTFPEKVDSLRVSMTETEI HVWMDRPDGWSTYVI SI QPSE
GTATLPI TLPSDSTTASFSGLSPVEQYVI Tl VTYAGSLQSKEVPVKVI TGTI PPVLEVTSFTNDTI TVATYVDNRL SHGM
HLSYFPTDAEPI Pl ELDLNKTSYVI TDLVPGRLYTLEVKI VADI DGGRI TSNSDRKYQQTEPSPPGS! VWSRI TEFGAI VN
VEPSSGDFNFYLVTYSSASVNTALPI RVNHGQTPQL SLSGLSPATVYTVHVSTRSGEL TSQSVSTTFNTLLAPPGRLSVNG
VTSSSVQ SW.PAI SGLAVEYYVTYAPFVEGATPASPFTLNGTSVNI TNLYPFTI YTVTVQTRI DDMYSRERG TATTYPD
LPSSVKGFNVTVESPYQUTLTI QQPSFANG LESYI VNVWWGYKEGFPPHI LDFEI PPDETDDI TEYLLEDVI AGYTYTFTV
KPQNSLG GPLRTAGQVI MPI YPPPKPTASRITANVREVETTAYTERIHESNNEFDDREGIIVAYLVIIAEDCEYSPLPEY
LPSYDEVI DSSPWPPYQTSQPFNPFETL S| GRRRRNTLQTVNYI | GAKENCDVSLVYCNGAL RPVTDYRYVI RGYNEL GNY
TDTOVSLEPQKTOL DPFW L v EEEE CRRRRSS TQDSDKL SEPPSY TPYACENGVFFNGNEPTL E
KTEKL YTL SLRRKRKSRPVPL KGFRDYVNEL DEDDRKGFEEEYDDL RKLVWRQPTSVGQRVEHRSKNRYTNI VPYDNNRVI

LSGSGNSYI NASY! SGSKGSRSYI ATQGPLESTCGDFVKM WQGRVT TVWMMITQONEL GKSKCHHYWPRDTQTQ! SHSDLT
| RLUTSETRLPDW | RDFSI ESNGEI RALRQFHFTSWPI TGTPYDADPLI RFI EAl Rl QVLPNSGPI LVHCSAGVGRTGVF

ALYHLLEYFYTM QUDI FGKVI KVRKQRPFM/QTQGQYEFL YYAI QQHI KEKPLGTNWBMVRKTNVDSNWI | TYGGTVDPDDS
GPGFFDPYDPEEV

Acorworml. XP_006823994 curated profiling| partial [Saccoglossus kowal evski i ]

MSLKHAFCFPANVNVI DYGTDY! TVNWIHSGEHVDEFVI TAI ATENEAANGTETVNI TRGTVDGL TPGAEYTI TWAVSQ
DDVESLPSDEVI QRTI PEPPYNVTVESYNTDS! HLRAEPPL SNVFTHYNVTYVADSDPGMIVTVNKSTTESSLTGLI SGE
TYNI TI KTl SGDESSGASDAVWQTTEPNSWLARDETQ TTDTI AVTWSSYSGDI VDTYTVQCSSNGTAEEATVDYVNGT
DTYSAKCTGYETAGKLENI TVTAVSGTSGPSQSLSEPSM El HTKPNSVWLARNDSQ TNDTI AVl WNSNAGDEVSYYTV
ECSDGGTPGQAM | YDNTVTYSAKCTGYGTAGKLENI TVTAVSGT SKPSQSESEPSKLAI HTKPKSVTLARDETQ TNDT
| AVTWSSYSGDI VNTYTVQCSSGGT AEEATVDYVNDTVTYSAKCTGYGTAGKLENI TVTAVSGDI NTTGSESEPSTMDI H
TKPNSVTLARDDSQ TTDTI AVTWESNSGDI VDT YTVQCSSGGTAEEATVDYVNDTVTYSAKCTGYGTAGKLES! TVTAV
SGDLNTTGSKSEPSTVEI NTI PNQADPYRNDNLVTNTTI GVKWIDPGGNI NHYEI GCPDGGTPSANVTHTPDKEMIAQCT
ALATPGGLYS| TVTSVSGNSKSDPAVTSMNTKPNKVRLERDDDNI TNDT| AVTVINSNSGDEVTYYTVECSSGGTAEDSRY
DYVNGTDTYSAKCTGYETAGKLET! TVTAVSGDL STTGSESEPSMVE! HTESNAI TLTKDSEYVTTTSI AVTWINPGGAY
AYYTVECSEGGTAENGS! PYI DNDQHEYSGKCI NYNNPGNLET! NVTSI NADNHRGETSSME! NTEPLPVTDL TKVDATT
AFl EFSW EPESGTWSGYDVGYL SEDGTQQFSEYL SDDVHTI TSHTFNNLTAGVLYDI TVI TVSGEEMSTNETEPNRTI P
NAVTDLVLTTPNQTNPE! VI MASPVEDEVSHYRVKCNDSDDVTTEPDDQ | PHENVTSLTTECSDLFPGRLYNVSVSSI S
GYEGVDETESEPI VKAKRTHPKPVTSL SLTSPDNSVDTI HVSWIAPEDSDVDGYRVVCTETDSGDKI DDVEVTVTNYDFS
GLTAGRLYTI DVYSYSGSDNDEKL YSVNTTDVKRTYPKPVTSLSLTSPDNSVDTI HVSWI APEDSDVDGYRWCTETDSG
DKI DDVEVTVTNYDFSGLTAGRL YT DVYSYSGSDNDEKL YSVNTTDVKRTYPNSVTI TSTSTTTDSLNVTWSL PDGNWT
GYRI EYVPQDNLANAVL RREDI SDPEQKI VHHTI YDLYAGTLYNVTI FTVSSG DQLESLPDTTEDRTVPATAYNVTEVE
SSKTSYSLEFSWKI NTTSLHDYYEVYYRGQLDTSFRNTTSDSENVSLVDLRAGDTYNVTI | TI SGKKRSAPSEPAYGTTT
PLSPGAVSVI DVTETEI KI QWAQACENCTYDYYVHHEPEDGEVDVDSSSL HAKL YDLNHGTL YNI SWWSI SNDVPSEPTY
TLARTLPDTPENI TI ETGVRSLNVTWDEPEGEYAGYNI S| EPSTNRAGKDI | VDVPDKG EECI | TECDPYTNYKI T1 | V
HSDEPNQTFSEPAVSHAMTETAPPPPPRNNI VPSSSESDI EVSQTTI TVLFTDDYFNDSNGPLLNFTVI VTEDGTEEVDK
HLNGEI PRVYCKDCENVPG! EEGEVKTWAEVQNTPARYQ DYPYDYPDL SRRKROTTG El TI GSDDSCSTKDEGFCNGP
LKDGTSYRYHERAYTDVGYSDTVLESGRI RTS TNVEVL. v [ < RRY YEET TTRTVEGT ANPE
FI GLRDENGKPPI AQKPKTQKHSKPVKLAEYHGYFQ MSADVEFRFSEEYDEL RPVGREQSVDAAEL PENRAKNRYTNI L
PYDRTRVKL SQVEDDEATDYL NANVIWPGFNSPREF| AVQGTL PGTKDDFWRM VEYNVSTI VMVTQCQERGRVKCERYWP
TDDNPVYYGDVLVTVTHENEL TDW/I REFTVENGKSLRRI RHFNFTAWPDHGVPEETGSLI KFVRSVRAQ QNDGTPTW
HCSAGVGRTGTFI ALDRLI QHI KEYDYVDI FGI ACEMRVHRVYM QTESQY! FI' HLCVDDL LKEREQPDEPDEPDSTPDT
TEHI YGNVPSVTVVRNGPDVVTANL GDAYKRNSVI AQA

O kopl eura gi| 313238213| enb| CBY13306. 1| [ O kopl eura di oi ca]

MNI' I ANETFQLAPAVPRLRVAADPASSKKVRI DLSPALGETASTRVDSYNFWYFKENESSI LRENTTI PAKI PNTFTI VKP
GSLYHYYAQAVVNGVASESTTVDFRVPPLQVSDLVVDAVTNSSI TLSWSNPLVSDSDFEFVDI LVPG ADKSSVPAGTANI
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TLSGFAGSTLANI NVFTRTAGPFTAQSAPAI | SVYTLPPRI DPESFNATQVHNKNAI ALEVEPL SVFFTKYKI | VDYLLAF
KPTRKEI | LSPTTTEYLLKSDI ASI | SGNVYRVSI VAL SKTNAGGDDEQEVSSYPTTKMILI LPEAPTFLSVNTKKSSSKS
LTFQABPSSCL YDYFEL KWQPDSDCPAKFEQVRNL S| QRAQKSMDPI TNFVQYKI EELHPYCYYDFSVKAVLNSTSPI YAG
FDEASL KTTEVWVTGKTNAEPPPL L SQRTNTPVLNVBNWVI GKGTI SFDVASL PFSDAFGPL L RFAVWRKDT GDSEL KPP
SI PKTWINENNREW AFWW/KLKGDSSERTLVI GDGKESQNKDRYYKNAPL ESGEKYRVS! QUENEAGASAL YYSQPI EMND
ARKA I AVIVENATE RRRQ. SAPKDNAKNGEL GL ANGT AGPGGGHVNPVFTQDRPRI ELNSVERKSKVI Q
LVDFKQVYDEL RQDSSYKFAGEFFEL KEVGKDQTTEASLL TANRGKNRYTNI LAYDKTRVKLGATDDDPGSDY! NANFI TG
NNSKREFI ATQGPLPGTKEDFWRMOWEQNTPI | VAL CQUWERGR! KCDHYWPYDSDPEVWGSDL QLVM/TSFCETSRRI KQ
VSVSNQRKMINI VL FQYHFTVWPDNGVPSSL EPL VKFVRQVRFEMNRFLDRGPTI | HCSAGVGRTGTFVGYDRLLQDYENK
SYI DI FGMVYEMRVBRCLM/QTEAQY! CLHELVYDLQ GKYNYDRDNGPSDNSGELKTEAQT! GAPQAG! TNPALI DTSSS
SSGSLTSDEEVI LPKTPPI QUEPDENSNQANNNGQLNDAASL

Ciona Ciona Savigny ENSCSAVT00000019606 pl us GENSACAN and profiling profiling

M KQLVI LLFFRFLI HFRTLNKS| AESSTFSLEGQLQLDSLARTTTLLNLEPHRHYVLRI | TI SNHTTPRGAVTSESESTS
LSFSTRKLDPDI KYRLPFI TI SPALAPPRSLHVNHTS| TEESFEI AWKSAVGLVEKYRI VLKTKSADETKI LVANNFATSY
FVDGLSPGESYEI AM SLKG DQSSAVFVSQTTRAI SDVAPPYNFRMTSRGETE! TLGADPAPGVQGVYM/RCEGFQEPCP
AEVDI | RPDEKREL RVGRLKPGARYNFTI QTQNGQDI SKAKRLSLI TVPRTPLSLDTVSRSDTTI SLRADQPTG LDGYKI
SYTSRGGQLEI LFVQPG FEKTLNNLRPGTYYE! SLVSTSSEI ESEPI | LTEI TELREI ENLSI ARLGETWAFI SW/PGEG
GYSGFDYI VQVATVLDKDRSVARNI TI QTRPLPPNDVRVDNL TKSSVHVWAREPETFDQFL L VYKDDFNTKNL MTQQTSVD
| NDLTPGSSYVI DI CVI FGSVKSYNVTNEI TTY!I | AEPGTPTALVLKPVSTTELLTEVEI PLNPNG | RRY!I | RFKQNYPH
PSTNYTLI ETNQTRYLLGNLEPGAEYVAL FAAVNSAGVGNFTESYFFKMPESKPGPVSDL HVSSVNAI SATVAWGPPEQPN
CEl | RYVLNI STDHLPVLSVDLLKRSNSDKNL CL FDHKSKSDKTALVSVTSSLQNNSVTEALNDE! YFDPLCPVFVNVTSL
LPFTLYRFRVTAWISSGEGDSRI REEMTLEDVPDDPPRHVRL TSATHTSLNVTWEPPNGQPNG VTYTI AVLQSDKMEQSNL
TYYDI NELRPFTKYGVMVRAETSVGVSPWSE! LFADTQQGRPGSVQNL TAQVETSRSVTLQANPPI NPNGVI TGYW FAKY
KNVTQLTLW. EGVSLNSGVNLRTLQDVPSSPPI NLSYYNVSSTAVNI TWDEPLEANGVI | KYWWYYMIKDTFLDVTVTERF
AL| KDLKI FSPYEVI RVRPYTLLGDGPASGTLLI HTDEDFPASPVRNVTSKNI TSSVWELSWIPPLI | NGRARSYTVYTW
LLNSYNAFNSYSNKTSAFLTNL RVFTAYKVQVACQTKKGLGNI LSKTI FI QTEEGQPATPPFNVSYQNL TSTKVRL TVRRP
LVPNG | QFYEI SLTSKNNKTI RATTENDVTAVTVDHL TAYSEYTATVRANTKFGDGSQQSHAL TI HTLEDVPGSPVTNVT
YVNLTSSSI GLEWSLPKEPNGKI LKYSI RYSM.EGNVNQYKAVNDTFVEL FDLNKYTRYNVSVSAHTVAGEGPPAY! SLHT
DEDEPESAPYDI | FQQYNSTTI ALTWRPPVKPNG | VNYTVYYSNEDKVMIKTTTKPRTVLRNLEKFTEYEVYLTASTKLG
NGGKI SAl ETFQTLEDAPADPPRDVWVKAL SSTSI SVGWSTPATPNGQ QFYTVFYTDKI SAVHATNVTTVI SMNRSTSSS
KI LLQI TNGTNAVI KDLNKYSDYLVMY/SGSTAL GDGNQL SDAKKVRTVEDVPDNGVSDLSALAI NATTI KVTWOPG PLTG
PTFFHI QYVLNNTPVHDLNFI SFQPHTEYVI KVYPRVVGVYDAGPVSSI WTTMESAPSSPVQNLHVWYVTETI VKLKVWKP
PSEANGVI TSYTI TVTKQNYNKTKTGNETETVI EDLRANSHYNVSVTSSTKI GEGPSTI LLFRTKEGVPQDAVTDI QLI NL
TSDSALI KALAPRQPNGVI THYTVHYGRNSTI QTNVTEATLRDLHPFQL YW EVYPWISAG GVKPSEKMAI KTKESAPTA
PTSLNCSVASNFSVKI SWDLPVRTNG! | RGYNLEYRSVDKNKVKFVQPSQTKQ! | SNLKPFANYLI KLRAI NLAGKGOWTH
CNVTTLEGYADAPPQLQLKNLSDRS! Tl EWSRPLOWNGRFHGYLI TYKPPDSCPNPANDTQVCSFTSNLTSVTLEAL SKYR
AYNI SVGS| TGRGVGTMRDI FVSTLVGVPDSPVRDVHVTWWSSTSI NVTVINL PSSYAGPTTYKL YSEL VPLYDYFDHTAQY
LRVHNHENNSPFSVGLDEDTTYGVI VITMITVGELSS| PVS| DTKEDAPSDFPESVGVATVLNNSSSVHVL FKEPL DPNGK
LI NYTI QHRRLEDSKLQSI VWSVDQLTAPTTEHEPYSVSVSGLL GGRYYQFRVRAATAVGNGPWSL WINKVL L PTTAPPVR
DTWPEVMNKI DDTSTMASVTSSTI TVKKPCVESNENGP! ASLSVI | AEDGGNI EAEPTYWSQAFPL QPSPPYKVLVSENPT
DYCNTRKRRSI NEKGFVI GTSDCPSEL NTHCNGPL KSSTDYRVKFRAETSNGLKTDTEFSE! | RTSPSFL ATNIEIEEE

SI QYGFLNNVFPI VETSI HTNVAFI GEASMDDKVQEESVHGNEFSRPVFRDEFPNHVS
SLSQNKNKGFSLEFDDI RGl PYAGTTAI AENSCNKTKNRTTKLVPFDHCRVKI EG PAI QGSNYI NASY! PGLDSPEQYI A
TQTPLDHTKKDFWRM_VEETGSTNI VML CGSVNAGKKRCDEFWPKKQTEYFGNLAVQVKEE! RHDEW | RQFI VTVRDKVRH
VTQHHFI KWPQLEQAENSL PLVRFI KNYRLLRDRS! NPTI VIVCSNGSGROGVFI GLLRI LDNNGRDVDVFGTVAAL RKYRP
YMVQTLSEY! YLHQCVLKFI DD

Ciona.1 Ciona Intestinalis genscan and curated by profiling gi|459174018
| ref| XP_002122888. 2| ]

ENSCI NTO0000033578MPSLYVI SSYEI SLTLATSGTAVTKTYTVI APALTYTVTGLTPGESYTATVQAVSSSVSGSVS
TPSLPQRTDVFENQVSSSVVSTVSNL VDVPAEEL AVSGEADSL LML DTVGEKVEL DENGVYEDVTSNVGVAAL L PSNKKG
RSGLGVESL SI NSEPGFRSDQVYLI QGEI PNNVQSFI TLPEEAGMLWSCNMQ! | NACLFSVFCGDSGNAKRI | FYAFPNDK
LFLSPNNTYYDVNSMVWLSATVEQTSVNNL QEPVI | QLVTNTHAVDAPSG TVDNI KSTEFTVSWITPTDAI SKMTVDI AG
TASNENDAVDVVSPHKVI NTTAGAAI VGNTEYTI TVYAVSSTDATDFKFATNQTTTI FSAPVLTSVTGINSTI AVDLSWY
DNGGGANAVSEYL| KWDGGGSTGSPTAGSGSTTATI SSLSANTEYTFSI TAVSATVRGDTSAPSSATTAGATTTSI DLTWP
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APAVGGGKNNVLAYTI QAT GGAGGSKETSGTTDTI SSLSANTAYSFTVAAKSKAGT GEASTPLQAI TLPSLPEQPTLTRST
TNPTTVI DVSWPAVT SGTETVDYVVEWTPDEGPAANKAVTGT TTTI DSLVPGQQYNVTVRAHNSAGNSEPSPAARL RTNPP
TPTGVSLSNPTNGQTSLKVDWQI TKNNFVI SSYEI SLTPATSGAAVTKTYPANANSPFTYI VTGLTPGESYTATVQAFSSG
VSGS| SSASNSQTTVPPTPTGVTL SQSAGDQTTSLKVDVWNMPSL YWSSYNI SLI PESSGSAI VTQTFTPSPASTTTDTVT
GLTPGESYTATVQAFSSGVSGNNSDASASL RTVSAVPGTPNL YQPTDGSDKTTI L YANWTVPTGVVDSYQLL VYL GSVGGT
LVANQTVSTNFANI TSLI PGKRYQATVRAFSAGVAGGYSGNSNFAKTNPPTPTGVTL SQPNVNQTTSLKVDVWM PTSFVI
SSYI | SLI STTSGAVVNKTYTASAGSAPTYTVTGLTPGESYTATVQAVSSAYDPSTQSDVASSTNTQRTDPPTPTGVQLFQ
PTVNQTTSLKVDWQ TETDFVI SSYDI TLTPSTSGAAVTKNYPANANSSFTY! VTGLTPGESYTATVQAVSSGVSSSVSTP
SNPQRTDPPTPTNVTLSKPTVNQTTSLKVDWHI TEAYFVVSSYEI SLKI TGTTGAAVTKTYSANDASPFTYTVTGLTPGES
YTATVQAVSSGVSSSVSTPSNPQRTDPGVPG PTLSQPTDGSDKTTI LYANWTAPTGVWDSYKLLVYRGDVGGTVDANLI V
TTNFANI TSLI PGKRYQATVTAYSVGVASNVSGNSNYGKTNPPTPTNVQL SQPTVDKTTSLVWNWQI TPDSSVI NYYNI AT
TAVBTGTI TNFYYNLTEKSYTMPGLI PGESYAATVQAFSAKYPPATQSFVGSSLI NQRTAKQNPLQLI QYLQRHNLTYVQD
GDASTKQTVTLENATTSYNI TGLTSGASYTI SWTI SNGVRSDEAKQQFSTI TKGVSNLMAQSQTTNSI YVTVWNPPPVDVL
FTNYFVEYSKMNI FLMPEDHKNENI YLRI CI TLLLI SGYLSYGFYSLW/NVTFTQPKNGANI YI ATLTGVTI NEQRNGSNS
SSPVQVGGL SPGHT YSAVVSASASATI LVEGVASSAI | HTI KPEPVTNFRSTEQTSYSI YMSWDLPTLG FQSQNVTYVPS
DSSENAI WSLGNETTSYNI TGLTSGVKYT! SVI TI SNNI ESDPATDESMIGPPVATNI S| TASNTTCVHGTI | YVGRG |
HFYSL TWGFHGSKL VPYHPHI THFNL CGLQAGVEYDI NVVSLAGNVSSTYNI STSAYTEPNSVLSVM.SSVSI TEI SVQAT
RNSGGVSGYEVI ATNSNCVVEANI TI AGNTTLSTTLSGL TPGTVFNVQVKAL FSAL KSFPVYQSAPTCELVNYTDPEGGDK
SI QTNFYETSATLTVLPGYNYTVMVSVTAYGLNSVI QTMIKNTKFNVM KSRI NNVNGVI ENSDTFTEL YKTNAGPPEEPN
| TQPVNTGSTSNWNTI TI | LPANTFNDKQGPI EAFGVYI TKETQKKPGPQPDL SRNDSCTNL MTECVAVWY TPAGVANTPS
TSSRKKRSYDNPI GNNLI TFVI GSGESTI SPYKTLFVNLPLAVDTPYVWAVAAKTSNNVLVSTNWEQPI RTETPVPPAREN

| VWAWFYRKRRKESKKDVSSENQ PLQQORKTKVI QLAEFL DLLKVMKADSDFKFSEEYEEFKTV
GRDQATVAAL L PENRGKNRYTNI LPYDATRVKL SAI DDEQGTDY! NANFI PGNNNRQREY! ATQGPL PGTKEDFVRMMEQ
NSRNI VMVTQTVERGKI KCDHYWPFDNEP! TVADYTLQMTSESI LPEWI REFKI THGSDTRRI RQFHYTVWPDHGVPDTA
ETLVKFI RYVRRT| DREAKHSGPTVVHCSAGVGRTGTFI AVDRLLQHLPDNNYVDI FG VHQVRI HRVFWQTESQY! LI H
QWQDI LNRVYDEDDDDQEPVYENTTTI SDPI YENAEFNGKQKNGGVVNPAL I SPSEDDONKEDSEEEGEEESEEEGEEES
EEEGNEENDQNESKL| SGSGGPNHDPSVI | KQDAVEETSKERGSKATW

Ciona2 XP_002123247.2 phosphatidylinositol phosphatase PTPRQ partial [C ona
intestinalis]

LFPHPVADYTNVKTNKTFLVLNQLEPGAGYYI RI AAI NSAGLGTFI KDELI KVMEETPGPVNNLQVSSYNATTVTI SWQP
PLEPNGEI | YYKLTVYKQNVLATI | NFEKKQNENQFNCL L DNAPRDVL SSFMQLLLPNSLLQHNPSTTLTKESGDVTI QA
LSEI | TSQTDNNSTKKGKQRTLRSI VTETNEYFEPLCPVATI VTSLKPFTNYRFNVWGATAVGEGT GVDVSHTMPCEI PE
GPPLNVRVDLATDSTI RVMASSPAKPNG VTYTI NI ELGNWYQSNTTYYDVTNLKPFSTYAI KVKAI TKVGEGPWSNW

| ANTLEGSPESVNSFNVTSKTSRNI TLVWEPPLTPNGVLLGYYLI VEENNHI VRSYW.AENNGATREI PSQSDDVI QFDD
DI LGGKLVDYSMKI KTKTI SDLTPHTAYAFNI FAATVGGNGSQLTL YDVTLEDKPDSPPYNLSYSNI TSTSVNI SWVEPL
KANGVI TKYTVYI TKDKLQETSVTERYAVI SGLNI YTTYEVYVRATTKVGDGPSSSKMQ HTDEDVPGSPVLDVNFONI S
SSVWKVTWEPPLVTNGVI LGYTI FYSNFTTYNTTSKTTSVYLEKLKMFANYTVRI ASQTSKGLSPMLSGAI Tl QTMEGQP
STPPFNLSYTNTTSSVI QLTWLKPLVPNG | QFYEI TLQTQNNNTI RKTTQSSETSKTI KGLKPFSLYLANVRANTKYGD
GGQASATYLI YTMEDAPGSQVMNVSYVNLTSTSVNVSW. QPAEPNGRI TKYKI ESKLKYTEY! | SI SAYTMAGEGPREW
KI CTDEDEPSSPPDG FFHOHNSTSI SLTWNPPLTPNG | TLYSVHYRHGNKSLI RTTATPG TLNNLKKFTSYDVYI RA
STKFGDGNQT SKI KSFKTLHDAPADPPHDVRVAAI SSTSI NVTWSPPTTPNGLI QFYTVYYQHNPSTVQTKNVTKGMW
| GNLRKFTNYLVW/TSSTAL GDGNQVSDAI KVQTLEDVPEQKVQEL SPRVWNSTAI RVTW.PGQPLTGVTYFMWNVSTKT
SPYTEY! | SVTPHVYGVDTPGPTSLVTVTTDEAKPSSPVRNI SI | TI TQTTVTI TFLPPTKSNGVI TSYSI MI'SLDHKQL
VNGSHTKI KLENLKPYKVYNVTVIMPYTKMGKGPKAI LTFQTLEGVPEDSPQKVQ TNI TDQSASLHWEPPTLPNG | RTY
Tl SYQSNESQRNFNSSKTQVQL TNLAPFTNYSLQL YAW TRGMGKL PSRVL YFTTHESEPSAPTNLECKI YDNYKI LVTW
DLPLLSNGRVI AYKLSHSVLNDTQTYFVKPPQ NQTLQHLQPFTEYFI SVNAKTSAGAGPSATCNI TTGEGYATAPQDLN
I NKTSDVTI TI QANKPNNVNGRLNGYVI MYl PFDACQPNSG LNKTRCI LSTNKTWITLI GVKQHTEYKI SVFATTGRGL
GAPSNI SVRTLVGVPEHSVENL QAI VTSSTTVNVTWESPESFAGPTTYKVEAFHSTTMQRVTSPLLTSSTHSYVMSGLDE
DSI YGVTVSTMI'SVGQL SSKPWVI MTI'YEDVPSDFPRDVNVAI VMGENSSSVRVL FKPPRDPNGVL TNYTI QFKRLENSESR
NAI'I| PVSDLVEPTSNNVPYYVTI NGLLGGRL YKFRVRAATAVGAGPWSLWI TDVQLPI TAPPVPALLPEVI | QQDKAI VT
SSSVI VKKPCVFSDDNGPLKSL SVI VAQEGATL DAEPTYWAKAYSEEPSPPYKVI VTEEPQSYCNSRNKRSTQTNNGFVI

GTSDCSRL STSQCNGPL KSNTEYRFKYRAEANNGLMTDTEYSEVFRTNPSFI

RRRRRNQ PNGNESLKTMGPI ETMGPI | EEKSKVPVVESSVHSNVAFVVDDSRDVKDTARSPSI NEFSRPVAVTDFSLLV
EKL SQNKNKGFSSEFDDI RG PYAGT TSVAEKACNKTKNRTAKL VPFDHCRVKI EGE PAVEGSNYI NASYVPGPHSPEQY
VATQTPLDHTKKDFWRL | VETGSNTI VM. CNVVEGGKKRCSEYWPKKQTEYFGNLAI QVTKQDVCKDW VRHFSVTMRDK
VRHVTQFQFMNWSVWEQGNPL PLVRFI KSYRTTRHNEYKPTI VMCSNGSGRSGVFI GLDKI VDTMTSY! DVFGTVASLRK
YRPFMWQTLTEYI VMHQCI VNFI DDVTI EQPTGDGLEETI F
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CionaNoCat.1 Ciona |XP_002120279.2| ENSCI NT00000036281 (ESTs: BM74929. 1
FF941901. 1| FF962764. 1| FF924695. 1] BwWI85618. 1| BWL82207. 1) PREDI CTED:
phosphoti dyl i nosi tol phosphatase PTPRQ |ike NO catalitic domain[C ona
intestinalis]

MVSSLVWSSSRFDQ DVTWGAPTVPNGVI TQYQ TWSPGNGMVNESSTTTTHSI TPLTSNLDYTVTVYAYTAI GRGVSNS
AVQRTLESVPI DPVTSWVI ATAATSVNVSENQPATVTGMLSYEVKYYVTSAGPSTAVEQNFTSTADTI TGLVPNTAYTVI
VTPQT TAGKGGAATWTQT FMIDEAAAAAVASVTEGTKTADSI TVNWAPPAVNNGVI TQYRVTWNSGAGNQVVTSGT SHT
| TGLSAFTDYTVTVYASTAVGEGPGVNQVI RTNEAVPAQI GAFVAVGRTNTI RVTI TPPVPANGVL L RYEATLNQDQAEC
TRFGDTSCTQNRVQSVTANGNTPGVI VFGNLTSFRSYE! TVRASTSAGFGPVSVI LTSRTTS! APQGVPTAVQ! TSLSDT
SAl VTWDSAKPVPGNSTY! VTLTAVSNSSDVRTI TI | PSTVSLNNSVWFTNL QAGHGYSGSVWQSTSVGVEDPSTSATLY
RAPTLI AGAAPPTAGPTTNAL GVSPTVAFQVENPCLRKAQLFSE! GGTI NQI QLI VWQI QAPTPTTNANVVWANYI NQNP
VAYQAGTI TCTGTASGRKKRAL TANNDGYVVGADSTCTTTTVAVCNGPL PSGRQFNVSY! GVNGGGQT SGMIAPGGPEST
stere A < RRRASGVHTVSGRDNRSFDDTQKQRYQVEASETPSTTYSTTQRKGE
|

CionaNoCat2 Ciona savigny protein profiling

SNLALVSNSFDTVQUTWAAPI MPNGVI TAYRVEWIPGGGGVDL GSTATTHTI SSLTAYTNYTVSVWASTAI GQGVRVSDT
| ATVESVPTDPVTSI NLI AQATSVGVSFVPPATVTGVYTYQVRYYVTSAGSTTAMIQQFTTTSDSI TGLLPHTAYTI EVR
DTFMKFTDLPTQVSPQTTAG GPATTMTI TTAEAAPVAVASVNSGGSTFNSL TVNVPAPMPPNGVI TGYRVTVWPATGGG
SAWWSTGTSHTI SGLTAYTEYTVM/FASTAAGEGPGVETTLRTAEAVPAKI TTASLSSTATSI AWI TPPNPANGVLVAY
MV/STRTYLVTI RANTSVGYGAVSDPFTFRTLATTPQGSATNVAVVSL NATSAL VNVWBEL PVPGNSSYT! TLTALTNPNI
NTVSW FSI KTQTVWSRMWTVNNTAVFTNLL TGHGYSWI TQSTSSGSGTASSPFL L YRAPTIISGAPGRI LSPTQALFG
ASPTHAFQN ENPCNRKSSLFSEI GGVI TAI EVI VWQTGAASSKVEAATPAI WADAI NQNPI PPYVAGTI QCSTASGRKKR
ALTPNGSGYVI GAETCTAANRVTCNGPLI SGRQYNVAYRGVNGL GTPSDMIASNGPFSTSTQRGLEAGE! [EINIISSINN
SRS /< RRRSSGAHT VSGRDNRSFDDSQKQRYKVEAATTDEAATTYSQQKYAKRL

DEUTEROSTOMAS (VERTEBRADOS)

PTPRQ human gi | 222537743| ref | NP_001138498. 1| phosphati dyl i nosi tol phosphat ase
PTPRQ precursor [Honp sapi ens]

MDFLI | FLLLFI GTSETQVDVSNVWPGTRYDI Tl SSI STTYTSPVTRI VITNVTKPGPPVFLAGERVGSAGH LLSWKTPPN
PNGRI | SYI VKYKEVCPWMITVYTQVRSKPDSLEVLL TNLNPGTTYE! KVAAENSAGH GVFSDPFLFQTAESAPGKVVNLT
VEAYNASAVKL | WYLPRQPNGKI TSFKI SVKHARSG VWKDVSI RVEDI LTGKLPECNENSESFLWSTASPSPTLGRVTPP
SRTTHSSSTLTQNEI SSWAKEPI SFWTHLRPYTTYLFEVSAATTEAGY! DSTI VRTPESVPEGPPQNCVTGNI TGKSFSI

LVDPPTI VTGKFSYRVEL YGPSGRI LDNSTKDLKFAFTNLTPFTMYDVY! AAETSAGTGPKSNI SVFTPPDVPGAVFDLQL
AEVESTQVRI TWKKPRQPNG! | NQYRVKVLVPETG! | LENTLLTGNNEYI NDPVAPE! VNI VEPMVGL YEGSAEMSSDLHS
LATFI YNSHPDKNFPARNRAEDQT SPVWTTRNQY! TDI AAEQLSYVI RRLVPFTEHM SVSAFTI MGEGPPTVLSVRTRQQ
VPSS! KI | NYKNI SSSSI LLYWDPPEYPNGKI THYTI YAVELDTNRAFQ TTI DNSFLI TGLKKYTKYKMRVAASTHVGES
SLSEENDI FVRTSEDEPESSPQDVEVI DVTADEI RLKWSPPEKPNG | | AYEVLYKNI DTLYMKNTSTTDI | LRNLRPHTL
YNI SVRSYTRFGHGNQVSSL L SVRTSETVPDSAPENI TYKNI SSGEI ELSFLPPSSPNG! | QKYTI YLKRSNGNEERTI NT
TSLTQNI KVLKKYTQY! | EVSASTLKGEGVRSAPI S| L TEEDAPDSPPQDFSVKQLSGVTVKLSWQPPLEPNG | LYYTVY
VMRRSSLKTI NVTETSLEL SDLDYNVEYSAYVTASTRFGDGKTRSNI | SFQTPEGAPSDPPKDVYYANLSSSS! | LFWITPP
SKPNG | QVYSVYYRNTSGTFMQNFTL HEVTNDFDNMTVSTI | DKLTI FSYYTFW. TASTSVGNGNKSSDI | EVYTDQDI P
EGFVGNLTYES| SSTAI NVSWPPAQPNGLVFYYVSLI LQQTPRHVRPPLVTYERS| YFDNLEKYTDYI LKI TPSTEKGFS
DTYTAQLYI KTEEDVPETSPI | NTFKNL SSTSVL L SWDPPVKPNGAI | SYDL TLQGPNENYSFI TSDNYI | LEELSPFTLY
SFFAAARTRKGLGPSSI LFFYTDESVPLAPPQNLTLI NCTSDFVW.KWSPSPLPGG VKVYSFKI HEHETDTI YYKNI SGF
KTEAKLVGLEPVSTYSI RVSAFTKVGNGNGF SNVVKFTTQESVPDVWQNMQCMAT SWQSVL VKVDPPKKANG! | TQYMW/TV
ERNSTKVSPQDHWYTFI KLLANTSYVFKVRASTSAGEGDESTCHVSTLPETVPSVPTNI AFSDVQSTSATLTW RPDTI LG
YFQNYKI TTQLRAQKCKEVWESEECVEYQKI QYL YEAHL TEETVYGL KKFRAWRFQVAASTNAGYGNASNW STKTLPGPPD
GPPENVHWATSPFSI SI SWSEPAVI TGPTCYLI DVKSVDNDEFNI SFI KSNEENKTI El KDLEI FTRYSWI TAFTGNI S
AAYVEGKSSAEM VTTLESAPKDPPNNMIFQKI PDEVTKFQLTFLPPSQPNGNI QVYQAL VYREDDPTAVQ! HNLSI | QKT
NTFVI AMLEGLKGGHTYNI SVYAVNSAGAGPKVPNRI TMDI KAPARPKTKPTPIYDATCKEEVTSTTITIRVEICYYSDDH
GPI KNVQULVTETGAQHDGNVTKWYDAYFNKARPYFTNEGFPNPPCTEGKTKFSGNEE Y1 | GADNACM PGNEDKI CNGP
LKPKKQYEFKFRATNIVGORETDSDYSDPYKTECEG. SERTVE! [N R RQ<KQKEGGTYSPQD
AEI | DTKLKLDQLI TVADLELKDERLTRLLSYRKSI KPI SKKSFL QHVEEL CTNNNLKFQEEFSEL PKFL QDL SSTDADLP
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WNRAKNRFPNI KPYNNNRVKLI ADASVPGSDYI NASYI SGYLCPNEFI ATQGPLPGTVGDFWRMWWETRAKTLVMLTQCFE
KGRI RCHQYWPEDNKPVTVFGDI VI TKLMVEDVQ DWI'T RDLKI ERHGDCMIVRQCNFTAWPEHGVPENSAPL | HFVKLVRA
SRAHDTTPM VHCSAGVGRTGVFI ALDHLTQHI NDHDFVDI YGLVAELRSERMCWQNLAQY! FLHQC!I LDLL SNKGSNQP
I CFVNYSAL QKMDSL DAMEGDVELEVEETTM

PTPRQ nouse gi|124487427|ref | NP_001074901. 1| ENSMJUST00000050702 phosphati dy
i nosi tol phosphatase PTPRQ precursor [Mis nuscul us]

MDFLFFFLFSLI GTSESQVDVSGSFDDTVYDI TLSSI SATTYSSPVSRTLATNVSKPGPPVFLAGERVGSAG LLSWKTPP
NPNGRI | SYWWKYKEVCPVWQTAYTRVRAKPDSLEVLLTNLNPGTTYEI KVAAENSAGH GVFSDPFLFQTAESAPGKVVNL
TVEALNYSAVAL | WYLPRQPNGKI TSFKI SVKHARSG VWKDVS| KVEDL LSGKL PECNENSDSFLWSTTSPSPTLSRATP
PLRTTHLSNTLARNKI SSWKEPI SFWTHLRPYTTYLFEVSAVTTEAGYI DSTI VRTPESVPEGPPQNCI TGNVTGKAFS
| SWDPPAI VTGKFSYRVELYGPTGRI LDNSTKDLRFVFTHL TPFTMYDVYVAAETSAGVGPKSNL SVFTPPDVPGAVFDLQ
| VEVEATEI RVSWRKPRQPNG! | SQYRVKVSVLESGVI LENTLLTGQDEY! NNPMTPEI MNLVDPM GFYEGSGEMSSDLH
SLASFI YNSHPHDFPARTRVEDQRSPVWATRNQYMIDI AAEHL SYVI RRLVPFTEHTI SVSAFTVMGEGPPTVLTVRTREQ
VPSSI Q1 | NYKNI SSSSI LLYWDPPEYPNGKI THYTI YANVEL DTNRAFQMITVDNSFLI TGLKKYTRYKMRVAASTHVGES
SLSEENDL FVRTPEDEPESSPQDVKVTDVSPSEL SLTWSPPEKPNG | | AYEVFYQNADALFVKNTSTTNI TLSDLKPYTL
YNI SI QSYTRLGHGNQSSSLLSVRTSETVPDSAPENI TYKNI SSEEI El FFLPPRSPNG! | QKYTI YLKRSNSHEARTI ET
TSLTLTI GGLKKYTHYVI EVSASTLKGEGVRSVPI S| L TEEDAPDSPPQNFSVKQLSGVTVMLSWOPPLEPNG | LYYTVY
VMDKVSLKTI NATEVSLEL SDLDYHADYSAYVTASTRFGDGKTRSSVI NFRTPEGEPSDPPKDVHYVNLSSSSI | LFWIPP
VKPNG | QYYSVYYQNTSSTFVQNFTLLEVTQEPGNVTVSARI YKLAVFSYYTFW. TASTLVGNGNKSSDVI HVYTDQDI P
EGGVGNLTYESLSSTAI NVSWIPPSQPNGL VFYYVSLNL QUSPPRHRRPPLTTYENS! YFDNLEKYTDY! FKI TPSTEKGF
SETYTAQLHI KTEEDVPDTPPI | NTFKNLSSTSI LLSWPPLKPNGAI LSYHL TLQGTHANRTFVTSGNHI VLEELSPFTL
YSFLAAARTMKGLGPSSI LFFYTDESAPLAPPQNLTLI NYTSDFVW. TWSPSPLPGG VKVYSFKI HEHETDTVFYKNI SG
FQTDAKLAGLEPVSTYSI SVSAFTKVGNGNQFSNVVKFTTQESVPDAVON ACVARDWISVSVMADPPRKANG | | HYM T
VEGNSTKVSPRDPMYTFTKLLANTSYI FEVRASTSAGEGNESQUNVSTLPETVPSVPTNTAFSNVQSTSVTLRW KPDTI L
GYFQNYKI TTQLRAQKCREVWEPEECVEHQEVQYL YEANQTEDTVRGL KKFQWRFQVAASTNAGYGNASSW STQTLPGPP
DGPPENVRVVATSPFG NI SWNEPAI | TGPTFYLI DVKSVDNDNFNI SFVKSNEENKTTEI NDLEVFTRYSWI TAFVGAV
SGAYTDGKSSAEV! | TTLESVPKDPPNNMIFQKI PDEVTKFQL SFLPPSQPNGNI QVYQALVYREDDPTAVQ HNLSI | QK
TDTSVI AMLEGLKGGHTYNI SVYAI NSAGAGPKVQVRI TVDI KAPARPKTKPI'PITEDATGKLLVTSTTITIRVPIICYYNDD
HGPI RNVQVL VAEAGAQQDGNVTKWYDAYFNKARPYFTNEGFPNPPCI EGKTKFSGNEE! YVI GADNACM PGNEEKI CNG
PL KPKKQYIFKFRATNVMGQETDSEYSDPIKTIECEG. SERTVE! | IENIICESIIEESIANEAE AR RKQKEGGTYSPR
DAE! | DTKFKLDQLI TVADLELKDERLTRLLSYRKS! KPVSKKSFLQHVEEL CTNNNLKFQEEFSEL PKFL QDL SSTDADL
PWNRAKNRFPNI KPYNNNRVKLI ADVSI PGSDY! NASYVSGYL CPNEFI ATQGPLPGTVGDFWRMAMETRAKTLVM.TQCF
EKGRI RCHQYWPEDNKPVTVFGDI LI TKLMEDI Qf DWIT RDLKI ERHGDCMIVRQCNFTGAPEHGVPENTTPLI HFVKLVR
TSRAHDATPMWHCSAGVGRTGVFI ALDHLTQHI HDHDFVDI YGLVAEL RSERVCMVQNLAQY! FLHQC! LDLLSNKGGHQ
PVCFVNYSTL QKVDSL DAVEGDVEL EWEETTM

PTPRQ chi ken XP_001235338.2| PREDI CTED: phosphotidylinositol phosphatase PTPRQ
ENSGALT00000017794[ Gal | us gal | us]

MPDTGVFDG YVTTNGGPNATFSLKSDGKL TVENL TPGTEYDFCVFTKSREMLSSSYRVTGVKTCLAAPLNI REGNVTDTS
VQ AVDRAEGDFQQYEVTCTNCASAFRVQKVKQETATFSNLVPGKL YSFTVRTEKEGFRDSVLVAKEI ETVPSAVKYLNYS
RDSESI TVTWPPAQNKFDGYVLSI KSKI FNKENML SSGVRMYKAECLLPGTDFLI SI VTTSGLKRSHPTFLKI STCPDPPS
DL QVL GQEENT VYL SVKL PRGGFDKFQL SYCLMNNEKPFTRTVYDSRTVVKNLAPGVEYTFQLRTI KGADSSVAVEKNVI T
KPAG CNLALKMNTSSATLMANPTKTNFTSYKASLSNTTFI SKFM PGAVSKFSVTNLTAGG YNFTLQRLQGNI EGSPA
FLEI VAEPAKPEGLKFFNVSSNSFSL YWRL PYGHVDRFCVDLI PDHGSVVI SDLGVREYQADFYNTTPGTTYNVTVSTVSS
STYSSPASRTVTTNVTNPGPPAFLAGERVGSAG LLSVWTPQHPNGRI LSYI VKYKEVCPWVOTAYTQVTSKPDSLEVLLT
NLNPGTTYEI KVAAENSAGVGVFSAPFLFQTAESAPGKVVNL TVEALNYSAVNL I WFL PRQPNGKI TSFKI SVKHARSG V
VKDVLVKVEDL L SGRLPECNDNSESFLWSTTTPSTTFGKSTI PSSTTVTASTEASSQVBAVWNEPI SFVI TNLRPYTTYLF
EVSAVNTEAGYI DSTI VRTPESVPEDPPONFAKVNI TSKSFSVMADPPTI VTGKFSYRVEL YGPSGHI LDNSTKDLKFVFH
NLVPFTMYDVYVGAETSAGVGPKTNLTVFTPSDVPGAVSDLHLVEVEATYI KI VWRKPQQOPNG | TQYRVKVHVQEKEVTL
ENI'I LI GKNKHLI DSLEPYM NENI EPSPTVWNSI ETANEL YEGSGEMFSSI QTVSPVI LTTVSDDHL PAI NGAAELHSTLD
DQYATDI LGEELSYI | KGLVPFTDYTI SVSAFTAI GEGPPSVLTVRTREQVPSSVQSI SYKNI SSSSVL L YWDPPANPNGK
I'I HYTVYAMEL DTKRAFHT TTSNNSL LMIGLKKYTNYKVRVAASTVI GESAL SEENDI FVRTPEDEPDSPPQNVEI | NVTA
TEI NLKW.PPEQPNGL| THYEVL YSDSSDLFVRNTSSTNI SLTEMVPYTLYNI SVRAFTRL GHGNQSSFPLLVRTSETVPN
SAPENI TYWNI SSTEI ELSFFPPSI PNG | QTYTI YLKRI NGTEERVI NTTHLVLRI TDLKKYTEYM EVSASTMLGEGLR
SAPLHI LTDEDAPSSPPESL SVKQLSGVTVKLSWKPPLEPNG | LYYTVYVWWKTSKRSVNVTETSLEFTDLENNSEYSAY
VAASTRFGDGNI KSDTI | FRTSEGAPGDPPKDI VYKNLTSTSI MLFWEPPQKPNGNI RYYSVYFRNDSG FI QNFTSHDND
SDVNVSPSAVL DDLAKYSHYTLW.TASTAVGDGNKTSEI | DVYTDQDI PDGPVENLVYQNI SSSSVNVSW.PPSQPNGLVF
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FHVSLSLLQLGTNKI LSFLTYNTSI | FDNLEKYTDYI LKI TPATDKGSSELHALSLHI RTDEDVPESAP| | KTFSNLSTTS
VMLSVWDPPVKPSA | | SYDLNLFGSEKNI SFSTTNNFI | LEDLVPSTLYSI YTAARTVKGSGPSSVLHFYTDESVPLAPPQ
NLTI TNYTADSVWL KWEPSPQPNGVI TRYNLKI YQNDTEKI FYQNI SGSNNEAKL DGLKPFSTYFI SVSAFTKLGNGNGFS
NAVQETTVESVPDVWQNVHC! ATSWES! FMWEPPASSNGVI TYY! VTVEGSSTNFSSDTTLHTFQNLLSNI SYQRKI KAA
TSAGDGEEQ CNASTLPEEVPSAPRDI VFSNVQSTSVTLNARSPKS! PGYFQNYKI TTQLQSI YCSNVETKEC! EDEI HQY
LYEKGVNAQI EETVYGLKKYRWRFAVAASTNAGYGSSSPW STQTLPGSPDGPPENVTVLATSPHS! NI SWSEPWI TGP
TCYLI DI TSVDNENYKAQFLRTNDEGKI LEI SDLKAFTRYSWVI | AFTGDVSAAAI EGKASSPVI VSTFEAVPEDPPNNVT
FQKI PDEVTKFQVTFVPPSEPNGNI QVYQAMVYNEDDPAAI RI HNLSVI DKTDQSVTAM EGLKGGHTYNVSVYAI NGAGA
GPKI QLKI TVDI KEPPRPKKKPAPVYDTNGAL LVTATTI Tl RVPVCYYSDDHGP! KKI QUL VWEAGAGHDGNVTKWHDAYF
NRPRPYFTNEGFPNPPCI EGKEDL SGKEEI YVI GADTTCM SGSQDKI CNGPL KPRKQYL FKFRATNVKGQFTDSDYSDPV
KTECECRSGGSVE S EARYNARAR RQ<QKEGGTYSPRDAE! | DTKFKLDQLI TVADL ELKDERFTRY
SSFFFRRKEI FVI QLLSYRKSI KPI SKKSFLQHVEEL CTNNNLKFQEEFSEL PKFLEDL ASTDADL PVUNRSKNRFPNI KPY
NNNRVKLMPDAGH PGSDYI NASYVSGYLCPNEFI ATQGPL PGTVGDFWRMMETRAKTLVM. TQCFEKGRI RCHQYWPEDN
KPVTVFGDI VI TKLVEDI QI DWII RDLKI ERHGDCMWRQENFTSWPEHGVPETTAP! | HFVKLI RASRAHDNTPMAVHCS
AGVGRTGVY! ALDHLTQHI NDHDFVDI YGLVAEL RSERMCMVQNLAQY! FLHQCVLDLLTSRGSSQPI CFVNYSAL QKMDS
LDAVEGDVELEVEETTM

PTPRQ fish | XP_009291679. PREDI CTED:  phosphoti dyl i nositol phosphatase PTPRQ
pt prg- 001 A8DZA4 ENSDART00000143740[ Dani o reri o]

MITTAAAQDTFRYGL TDHHPL QHQL DL HESSVS! HDL TPGSDYSFDI QSFLGSDFSQTTSKNI STRPAGVCSL FVSDVNVT
SATVSWAAAAGGFDFYRVI VRNSSHKWITT DASPHL QEVTVSGLVMEGCSYNTTVQRFRNTI SGAAATI NI HSVPASPEGLRV
| SVSPRSFSL HW.ASPGCEKTYQVQLYPDHGNI NI TTDTADNNVQAQVSSVTPGTSYTVTVNAVASSGFSSPVSRI LVTTI

ESSAPSKPEGERVGSTG LLSVWRVPMPLDPSI HSFVI RYKEMCPYPDPSFTEI TKSLDI PETLLNTLTPGATYNI KVAAVN
KAGVGPFSQSL YYKTAEAPPGLVSNLTAFAEDHTSVI VTWFLPVRI NGLI TKFAVKVKHARTGQ VRTKELNAEDI MNGAL
PHCNDAADI L SRGTPSPSQTSQLTSAVLPPI TLSAVPPASI WBVPI SVKI DELRPYTPYVFEVSAFTSDGEGQ ASTMVRM
PEAAPEDPPQNVVLRNI TSKSVSLTWEPPKI | TGRFSYVI QUHSSEGLI SENSTI DQVFI YTGLTPYTTYYI HVMAKSAGA
AGPAAVI NI TTLAEAPSAVSL L KAEAVDSTSVRLSWRSPI QPNGLI THYRI LVLYHDTLVQDI TLRGQNLI SPLRRNARSL
DFTTESVFTLTSHETFSTLGRDFTNTDTEAPSAL PLTPSTPHTPPPW. TVTHDRTDASVQTQTDAVTEDL TTEHPPVTPVL
PATEVSADL SSDQI THVWRRL SPFTEYKFSVSAKNI | GEGPSTEVTVKTNEQVPSSVQNWVSYQNL SSTSI RVSWEPPLNPN
GKI THYAVYAQNLL TNQEL RQMTDTTTAVL TGLDKYSSYKVRVAASTAVGESPL TNEDY! YWWTLEDVPDSPPRGLTI VKT
TSSTATLSWSPPEKPNG! | RWEI SYTNGTYSNTVNSTSASATLRYLKPHTHYNVTVRAFTLL GHGEQI SETLQVLSGEDV
PGSPPYDLSYESI GSSSVNVSWSPPLLANGVI LFYNVEYWNATQSLNQT THWPY! VL SNLRKYAHYRI SVQAATQVGVIGNH
TSEI LNI TTLEDVPSSPPKFLI ARKL SDTEVEL SWEAPEEANSE! LYY! VRWRL STEFVANVTETSVWSVDGPGQYNAS
VSSWIRLGDGGLLI YI TFSTI ESAPSDPPQDVWYTLLTI STVRLSWRPPNEPNG | QYYTI YYTDNNTEYTERVPGSEHQL
L L SDL QAGQDYSVMIWBSSTSVGDGGLFSPSLNFTTLEDVPSGPVHNL SATI YSSTAWI SWDPPLEPNGRVYYQLSLQEAG
I THPSI NRTVNMT| TKTTTDTI YLFTKLRKYFPYI | NVTPATSAGSAVNHT TM_HLRTDEDVPSSPPLSGSNKNLSSTS! Q
VSWFPPVEANGE! | EYAVNL QGPSTSNKNYTSETHLVL SELTPFTPYNLSI AAVTRVGTGPPVVL SLHTDEAGPMSPPRAL
TI FNHTANSVW. QAEPSPEPNGWQL YGFRI LELNTDSFRYQNSSDASTQAEL GGFKPHNSYE! SVCTFTRAGNGDQYSLP
VLFTTNESVSDAVGNL SCSGL DVDSVYMEVEL PDHPNGE! LYYL| RSGDL EDEAHPVVL THTVAHTLTGLSPHAFYLI TVA
AVNSAGVGEEANCSAHTPPESVPGPSHSL TVTDVTSDSVSVSWRPVHVPGL L QGYNVE! EQL SRNCERQQQQVESCVEAQ
| LEWEGETTRATLTSLLKYRQYRI RVWAFTRAGAGEPSEW YTQTLAGNPDAPPGAI SVWPSANGLKI EVDKPSVI SGPT
SYI | DI TALDGSGYNI TLVRHSEE! RTVI VGNLSAFTLHSVTI TAFTGPL SNARRDGKASEPVLI RTLEDEPKDPPKNVTL
TVI PEEVTRVYVTFSPPDEPNGNI SAYRVDI YRNGQLDFFI NSLSVI SNPNNTMTAI | DGLKGGFNYS| R AAVNGAPGFG
PSSEVHVTTGVKAPPKPKKTPRAALNSAGVI | STSKTI TI EMPECFFTDDHGPI QKVQVI VSEPAVVDYGNL SNKSVFLH
PTAPYL TDDGFLNPECPKNSERVBSSTKTYVI GEDEGCL SEDAETL CNGPL KPKTHYVFKFRATNI RGQFTDSEYSDKVRT
ADDRLLTRDEQ | EEESEREANEENEINGES /<| HRRKKEGGTYSPRQAE! | ETKFKLDQLI AVADLELKEEKI NRLLS
YRKSLKPI SKKSFLQHVEDL CANDNAKFQEEFAEL PKL L QDL ATSDADL PVRRSKNRFTNI KPYNNSRVKL L SEPGVPGSD
YI NASFVSGYLCPNEFI ATQGPLPSTVADFWRM VETGTKTI VM. TQOFEKGRI RCHQYWPEDNKPVTVFADI | | TKLTED
VRPDWIVRALKVERHGSYM VHHFNYT SWPEHGVPESSSTLVQFVKAVRSNRGHENTTI VWHCSAGVGRTGVFI ALDHLI Q
HLRDHEFVDI YGLVAEL RSERVCMVQNL AQYMFL HQSTL DL L SAKGNSQS! WFVNYSAL EKVDSL DAVECDVEL EWEETTM

PTPRB. human PTPRB- 001 ENST000003344142200 [Honmo sapi ens]

MEAEFYMVI LTCLI FRNSEGFQ VHVQKQQCL FKNEKVVVGSCNRT! QNQOWMATEDEKL L HVKSAL CLAI SNSSRGPSRS
Al L DRCSQAPRWI CYDQEGFL EVENASL FL QKQGSRVVVKKARKYL HSWWKI DVNKEGKL VNESL CL QKAGLGAEVSVRST
RNTAPPQ LTTFNAVPDGLVFLI RNTTEAFI RNAAENYSQNSSERQHPNLHMIG TDTSVWL STTQPFSSTTEETGLAEPE
RCNFTLAESKASSHSVSI QARI LGSPCNFSLI YSSDTLGAALCPTFRI DNTTYGCNLQDLQAGTI YNFRI | SLDEERTWWL
QTDPLPPARFGVSKEKTTSTSL HVWITPSSGKVTSYEVQL FDENNGKI QGVQl QESTSWREYTFFNLTAGSKYNI Al TAVS
GEKRSFSVYTNGSTVPSPVKDI Gl STKANSL LI SWSHGSGNVERYRLMLMVDKG! LVHGGVWDKHAT SYAFHGL TPGYL YNL
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TVMIEAAGL QNYRVKL VRTAPMEVSNLKVTNDGSL TSLKVKWQRPPGANVDSYNI TLSHKGTI KESRVLAPW TETHFKELV
PGRLYQVTVSCVSGEL SAQKMAVGRTFPDKVANL EANNNGRVRSL VWSWSPPAGDVWEQYR! LLFNDSWLLNI TVGKEETQ
YVNVDDTGLVPGRQYEVEVI VESGNLKNSERCQGRTVPLAVL QLRVKHANETSL S| MAQTPVAEVEKY! | SLADRDLLLI HK
SLSKDAKEFTFTDLVPGRKYMATVTSI SGDL KNSSSVKGRTVPAQVTDL HVANQGMT SSL FTNWI QAQGDVEFYQVLLI HE
NWVI KNESI SSETSRYSFHSLKSGSLYSVWVITTVSGGE SSRQVWVEGRTVPSSVSGVTVNNSGRNDYL SVSW.LAPGDVDN
YEVTLSHDGKVWQSLVI AKSVRECSFSSLTPGRLYTVTI TTRSGKYENHSFSQERTVPDKVQGVSVSNSARSDYLRVSVWH
ATCGDFDHYEVTI KNKNNFI QTKSI PKSENECVFVQLVPGRLYSVTVTTKSGQYEANEQGNGRTI PEPVKDLTLRNRSTEDL
HVTWSGANGDVDQYE! QLL FNDVKVFPPFHLVNTATEYRFTSLTPGRQYKI LVLTI SGDVQQSAFI EGFTVPSAVKNI HI S
PNGATDSL TVNWI PGGGDVDSYTVSAFRHSQKVDSQT| PKHVFEHTFHRLEAGEQYQ M ASVSGSLKNQ NVWGRTVPAS
VQGVI ADNAYSSYSLI VSWQKAAGVAERYDI LLLTENG LLRNTSEPATTKQHKFEDL TPGKKYKI Q LTVSGGLFSKEAQ
TEGRTVPAAVTDLRI TENSTRHLSFRWITASEGEL SWYNI FL YNPDGNL QERAQVDPL VQSFSFONL LQCRMYKMWI VTHSG
ELSNESFI FGRTVPASVSHLRGSNRNTTDSLWFNWSPASGDFDFYEL | L YNPNGTKKENWKDKDL TEWRFQGL VPGRKYVL
W/VTHSGDL SNKVTAESRTAPSPPSLMSFADI ANTSLAI TWKGPPDWI DYNDFEL QAL PRDAL TVFNPYNNRKSEGRI VYG
LRPGRSYQFNVKTVSGDSVKTYSKPI FGSVRTKPDKI QNLHCRPQNSTAI ACSW PPDSDFDGYS| ECRKVDTQEVEFSRK
LEKEKSLLNI MVLVPHKRYLVSI KVQSAGMISEVWEDSTI TM DRPPPPPPHIIRVNEKDVLI'SKSSIINETVNCSVESDTNG
AVKYFTVWVREADGSDEL KPEQQHPL PSYLEYRHNASI RVYQTNYFASKCAENPNSNSKSFNI KL GAEVESL GBKCDPTQQ
KFCDGPLKPHTAYR! S| RAFTQLFDEDLKEFTKPLYSDTFFSLPI TTESEPL FGAI ECIEEEEEEEE CRO<
VSHGRERPSARL SI RRDRPL SVHLNL GQKGNRKTSCPI KI' NQFEGHFMKL QADSNYL L SKEYEEL KDVGRNQSCDI ALLPE
NRGKNRYNNI LPYDATRVKLSNVDDDPCSDY! NASY! PGNNFRREY! VTQGPLPGTKDDFVWKMAMEQNVHNI VIMVTQCVEK
GRVKCDHYWPADQDSL YYGDLI LQMVL SESVLPEWN REFKI CGEEQLDAHRLI RHFHYTVMPDHGVPETTQSLI QFVRTVR
DYl NRSPGAGPTVVHCSAGVGRTGTFI ALDRI LQQLDSKDSVDI YGAVHDL RLHRVHWQTECQYVYL HQCVRDVL RARKL
RSEQENPLFPI YENVNPEYHRDPVYSRH

PTPRB. nbuse 201 ENSMJUST00000092167 [ Mus nuscul us]

M_RHGAL TALW TLSWVQTGVAEQVKCNFTLLESRVSSLSAS| QARTFASPCNFSLI YSSDTSGPMACHPI RI DNFTYGCN
PKDLQAGTVYNFRI VSLDGEESTL VL QTDPLPPARFEVNREKTASTTL QVRWIPSSGKVSWYEVQL FDHNNQKI QEVQVQE
STTWSQYTFLNLTEGNSYKVAI TAVSGEKRSFPVYI NGSTVPSPVKDLG SPNPNSLLI SWSRGSGNVEQYRL VL VDKGAI

VQDTNVDRRDTSYAFHEL TPGHLYNLTI VTVASGL QNSRVKL VRTAPMEVSNLKVTNDGRL TSLNVKWOKPPGDVDSYS! T
LSHQGTI KESKTLAPPVTETQFKDLVPGRLYQVTI SCI SGEL SAEKSAAGRTVPEKVRNL VSYNE! WWKSFTVNWTPPAGD
VEHYRI VLFNESLVLLNTTVGKEETHYALDGLELI PGRQYE! EVI VESGNL RNSERCQGRTVPLAVLQLRVKHANETSLG

TWRAPLGEVEKY! | SLIMDRELL VI HKSL SKDAKEFTFTDLMPGRNYKATVTSMSGDLKQSSSI KGRTVPAQVTDL HVNNQG
MT'SSLFTNWIKAL GDVEFYQVL LI HENVWVKNESVSSDTSRYSFRALKPGSL YSVWWTTVSGG SSRQVWAEGRTVPSSVS
GVTVNNSGRNDYL SVSW.PAPGEVDHYWVSL SHEGKVDQFLI | AKSVSECSFSSL TPGRL YNVTVTTKSGNYASHSFTEER
TVPDKVQG SVSNSARSDYLKVSWHATGDFDHYEVTI KNRESFI QTKTI PKSENECEF| ELVPGRLYSVTVSTKSGQYEA
SEQGTGRTI PEPVKDL TLLNRSTEDL HVTWSRANGDVDQYEVQLL FNDVKVFPHI HLVNTATEYKFTALTPGRHYKI LVLT
| SGDVQQSAFI EGLTVPSTVKNI HI SANGATDRL MV TWSPGGGDVDSYVVSAFRQDEKVDSQT! PKHASEHTFHRL EAGAK
YRI Al VSVSGSLRNQ DAL GQTVPASVQGVVAANAYSSNSL TVSWOKAL GVAERYDI LLLNENGLLLSNVSEPATARQHKF
EDLTPGKKYKMQ LTVSGGL FSKESQAEGRTVPAAVTNLRI TENSSRYLSFGATASEGEL SWNI FL YNPDRTLQERAQVD
PLVQSFSFQNLLQGRMYKMVI VTHSGEL SNESFI FGRTVPAAVNHL KGSHRNT TDSLWFSWSPASGDFDFYEL | LYNPNGT
KKENWKEKDVTEWRFQGL VPGRKYTL YW THSGDL SNKVTGEGRTAPSPPSL L SFADVANTSLAI TWKGPPDWI DYNDFEL
QWFPGDAL Tl FNPYSSRKSEGRI VYGLHPGRSYQFSVKTVSGDSVKTYSKPI SGSVRTKPDKI QNLHCRPQNSTAI ACSW

PPDSDFDGYS| ECRKVDTQEI EFSRKLEKEKSLLNI MVLVPHKRYLVS| KVQSAGMISEVWEDSTI TM DRPPQPPPHI RV
NEKDVLI SKSSI NFTVNCSWFSDTNGAVKYFAVVVREADSMDEL KPEQQHPL PSYL EYRHNAS| RVYQTNYFASKCAESPD
SSSKSFNI KL GAEMDSL GGKCDPSQQKFCDGPLKPHTAYRI S| RAFTQL FDEDLKEFTKPL YSDTFFSVPI TTESEPLFGY
| ECUSACEENICVEVARARE CRAKASHSRERPSARL S| RRDRPL SVHLNL GQKGNRKTSCPI KI NQFEGHFMKLQADSN
YLLSKEYEDLKDVGRSQSCDI ALLPENRGKNRYNNI LPYDASRVKLCNVDDDPCSDYI NASYI PGNNFRREY! ATQGPLPG
TKDDFVKVAVEQNVHNI VMW TQCVEKGRVKCDHYWPADQDPL YYGDL | LQWSESVLPEWI REFKI CSEEQLDAHRLI RH
FHYTVWPDHGVPETTQSLI QFVRTVRDYI NRSPGAGPTVVHCSAGVGRTGTFVALDRI LQQLDSKDSVDI YGAVHDLRLHR
VHWQTECQYVYLHQCVRDVL RAKKL RNEQENPLFPI YENVNPEYHRDAI YSRH

PTPRB. gal | us PTPRB- 201 ENSGALT00000016330 [ Gal | us gal | us]

MESPNQOAQMADDKL FHVKSGQCLSI STRSALSSRS! | | NCSQAVRWICHEEDGL LKVANSSL FL TKQGOKVMAKQSKKY
L HTWWMQL EASETGKPVYVNL CSKQAAHNSL STGL PLPNFPDLWWGTMNSTTTTSSPLNTTTSRPDNL PASSSTQVS! RNVT
EHFTKNFI ENLYFDLKSAVTEKPTVPTTPPQYSSTTEETKSAYLLTDRGKTHSCSFI YALFQSPNTHKQLWORRGVOVPAP
YTEETNSEHSVPPVFRFHVDKPQL SNLRANL ASSLAKCL QSVSVKDCTTHLLKAHLFSTTLEI | MLTI LYTY! TTNI TSKS
ALLRWSAAAHACNFENL TGRSEDGRPAGCRPASAGNGSYGCTVRDL EAGTWHLRI EPLADGEAANVTL QTDPLPPPRFEI N
KEKTTFTSLQVRWDPSPGKVDL YN VWFDHSNKKLQESS| PGRFSKTEETFTGLVPGNKYN! VL TAVAGNKSTPEFRI NGS
TAVPSPVKNI QVI VKTDSI HASWSPGSGHVDL YKL VL FDNHGTVHESHQENPL TSY! FSGLTAGHLYNLSVI TQAAELEST
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AFRI VRTAPAEVL DL TVTNDDSFDTLKVKWRRPSGGVDFYNI TLSHLRSVKEVKTL QPAVTETHFDKL TPGRLYQ TARTI
SGEL FTDKMATGRTFPQKVSEL KAGGGEGN. RTLRVNVL PPAGDL ERYHL L LWNHSALVLNTTL GKNVTEYLVRDVGLI PGR
QYEVEVWVESGDL QSRASCTGRTAPEPVL QL RVKHANESSL SVMAVTPVAEWDSYVVSL GDRDL TVI KKGL GKEAKEFTFN
ELVPGRKYTATVTTI SG LSNWISVEGRTVPAQVTGL TVASQGSTNSL FTNWIKAL GDVDSYQULLI HENWWI KNETVPSE
TNEYHFYPLKPGGLYSVWVTTVSGG SSRQTI AEGRTVPSSVTGVTVNNSGRSDYL SVSW.PASGDVDSYLVTLSHDDQ |
QTLTI SKSLSECSFSSLTPGTLYNVM TTKSGKYENHSFSRERTVPSGVQGL TVSNSARSDYL KVSW. HASGSFDSYEV |
KNNNDFI QTKSVPKDENECVFTNLVPGRQYSVTVSTRSGKYETSERVFGRTVPESVKGL TLSNRSTEDL RVTWSKAEGDVD
KYEI QLLYNDNKI FPPI FLGNTI EECWETALTPGRLYKI WLTI SGDAQRATFI EGLTI PSAVRNI NVSPNGVIDSLKVSW
TPGGGDVDSYTVTI FQONHQL DSRSVSKDVSEHT FHDL EAGEQYRVWVQSNSGAL HNSL AAFGRTI PASVQEL LADHAYSS
HSL LVSWOKAPGVAERYDI LLLNEQGVLLSNKSEPATAKQHKFEDL LPGKKYKI HI L TVSGGL FSKRAETVGRTVPAAVTN
LKVTKNTTDQLSFSWI TSQGEL DSYDI FLYNPDKSLHDRI SGEQHL QQCSFQNL RQGRMYRWI VTHSGDL TNESSVFGRT
APAPWWGL KASNRNMI DSLWETWKRPAAGDVDFYEFNL YNPNGT QKESL QGKDL KEWFQGL VPGRKYTLVWVTHSGDL | NT
ANAEGRTAPSPPNTVSFTDVANTSLSI TW.GPPDWIDYDDFEL QAL PKDPL TVFNPYSSSKSKVRI | YGLRPGRL YKFSVR
TVSGDSVKTYSQSQSESVRTRPDKI QSLHCRPQTSTAI ACSWIPPDSDFDGYSVECKKL DTREVEFSKRI EKDRTLLNI MT
LVPHKRYLVS| KVHSADMISEVWEDSTI TM DRPPQPPPDIIRVNKKEVEN TKSSINETENCSWESDTNGAVKYETVVVREA
DGSEGPKPDEQHPLPSYLEYKHNDS! Rl YQTNYFASRCAENPDSDYKSEDI KL GGEMENL GGKCDPDQQKFCDGPL KPRTA
YRI'SI RAFTQLFSEDPKELPQPLFADTERSEPI TTEAEPLFGVI EGVERCERNINNENAVIARE ' CROKVSNGHERPTARL
SI RRDKPLAVHL NL GQKGNRKTSSPI KVSHFEAHFTKL QADSNYL L SKEYEDLKDVGRNQTCDI ALLPENRGKNRYNNI LP
YDTSRVKL SNVDDDPCSDY! NASYI PGNNFRREY! ATQGPL PGTKDEFVKMAVEQNVHNI VIMVTQCVEKGRVKCDHYWPLD
QDSLYYGDLI VEM.SESVLPEWT REFKI CSEEQLDSTRLI RHFHYTVWPDHGVPETTQSLI QFVRTVRDY! NRTPDTGPT
VVHCSAGVGRTGTFI ALDRI LQQLDSKDTVDI YAAVHDL RLHRVHWQTECQYVYLHQCVRDVL RARKLRSEQENPLFPI Y
ENVNPEYHRDAVYSRH

PTPRB. frog xenpopus ptprb-201 ENSXETT00000024858 Xenopus tropicalis

M.RYAFGLSLW VLNLI KNVEPVKCTI NNTDVTVTSQS| YLEW SPGSHCNFSL TCSSHNFWEI TCNPI QKSNDSYECTLS
GLEAGTVFDLRI VSL QDGEMKNL SLQTDPL PPSNFVVNKNSVT SSSVQANVWAPSSGKVDL YKVKL L DSKKEI VQEI EVSG
SLTKEVTFKNLTPGTKYSI El TAI SGNKRSPTSVI NASTVPSTVKS| DANSKTDTI DASVWKPGHGNI DSYKLI LLNEDRKI
TEVVLEQNI TSYSFHGLLPGYVYNLTVI SEAAGLRTWNSKLI RTAPAEVQAI SVQSDGRT DAL KVQUWKEPRGKL DFYNVTL
SDTGSI KYSRTVHPGTPTEI TFTGLTPGHLYQVG STI AGEL STSRVATGQTI PEKVADL KAVSNGL RSLRL SWPPSGDW
DKYNI VLYNNTAVLVNTTI DKKYREYVI QDI GLI PGRQYEAWVI VESGKFKNLARCKGRTAPPAVNVDLRLKHANESSLTI M
VWVPVAEVDNYVVSL ADRDL TPVNKVL SKEAKEFTFNHLAQGRKY! ATVTSI SGDLSSRASVEGRTVPAQVTNLNVENQGT
TSSLHADWIKAPGDVDSYQVLLI HEKI VI KNETVSNEI NKYSFHSLKPGGLYSVWVTTVSGG SSRQTVSEGRTGRKLLSI
| SSNTGSLTPFLHQSWESNSLRYI GATSLI CQGKFLAKDLFFAWPG ECSFPCVI KGAL YFVRVDYQQTVGTNRYPRDNEA
I PLVWWVNTCCI NCLSSSYRKLSVI ESI SPI NKRNNI KKRSVL SVSSEYTHPRL RHSGCVTTRANSGM.KLQLPGAGL L VPE
AVKKLTLAERSSEEL HVTWSRADGDVDHYEI QLLFNDVKVFPPI TLNNTADEYKFTSLTPGRL YKI VWL TFSGEAQRAMFY
EALTVPSTVKNI HI SPNGMINSLKVNWIPGGGDVDSYTVSI FHHNSPI GSHTTSKHI FEHTFQNLNPGEL YKVDVQTNSGS
LHKSLESFGRTI PATVHSL SADNAYSSHLLI VSWQSAKGVTDRYDI LLLSDHG VI TNKSVPI MAKSHKFEDL VPGKKYRI
QVFTVSGGLFSAAVETEGQTVPAAVSDVKI TGNSTDSL SFTWNSSEGEL DSYG FL YNPDNSL HDRKSGNPDL RHCSFQGL
LPGRLYKMWI VTHSGSL TNESSI HGRTVPAPVSSL QVSNRNTSESLWFTWAPAL GDVDI YELI LYNPNGTEKEKI QDKDLT
ESHFQNLVPGRLYTLVI FTHSGDLFNKATAVGRTEAPQPPNSVSFADVKI NSLSI MAL GPPDWI DYDDFEL QASPKDL LW
VNPYS| GRSKGRI | NGL YPGRQYTFGVQSVSGNTGKTLSPAI FGTVRTKPDKI HHLHCRPQTSTAI SCSWIPPDSDFDGYS
VECRRNGSDDVEFSKRI EKDKSSI Tl STLVPHKRYWVSI KVHSADMISQVI EDSAI TM DRPPPPPLLIRVNKKDTFI'SKS
Sl HFRFNCSWFSDTNGAVKYFTVI VSEADGNDNQRPEASL PLPSYADYKTNKSTKI YQTSYFPSRCAENPDYNI QSYKI KL
GTGVEL L GGKCDONENKYCDGPL SPRTSYRI SVRAFTQLFTEEVRTFPEPL YSDTFFSLPI TTEAGSL FFNKNI TOEBEGH
EROIRAVIY /. CRYEQDPMI THLSSQ ERI PSVHLNVGHI Qf GDRI SSRPI L TAQFEEHFSKLQTDSNYLLSREYENLKD
FGRDQSSDTAL LPENRGKNRYSNI LPYDSTRVKLANVDDDPCSDY! NASYMPG NFRREY! ATQGPL PATKDDFVWKMWEQ
NVHI | VMVTQCTERGRAKCDHYWPVDQDSYYYGDL| VQVL SESVLPEWT | REFKI CSEDQ DAPRLVRHFHYTVWPDHGVP
ETTQSLI QFVRTVRDYI NRTPGSGPTVVHCSAGVGRTGTFI VL DRM.QQVDTVDSVDI FGAVRDLRI HRMYMVQTECQYVY
L YQCVRDVL RARKL RNEQDNPL FPI YENVNPEYHRDAVYL RH

PTPRB. fi sh Zebrafish ptprb-202 ENSDART00000127299 NP_001186063.1] FN428722 Dani o
rerio

M_RNKAFHAAVWAACG LSTMVVDATECSI El VKVI SSTESI RLTLDNANVKCQYTVSVKDRHT DSKGCRQDREHSKCQ E
SLDPGTWYHLDVI STL DEKQQSQRAVTL QTRPSAVENL QVSGDANSL DVSWOPGKGKTERYW VLI DSSGRDSAVWNSTVAS
TATSYTMKGLI SGRLYNI TWTEVGELQONSASTQAQTAPASVSKL RTENNGDRNSI RVLWDKASCGDVDSYLVSLTTPGSNS
| EKVLPPDDTYVVFENL SPGKGYQVSVSTRSGAL SNKTW TGKADPGKVSDL VI ENL SVRGALKI SWTPPSGEVEEHI RVAL
SNGSEVLRNQTVGRTAKEI LLSGLNLLPGRVYRMAVSVENGGLANTVI YECGEI GLPPVSQLHVRHSDETSL SALWAHAASS
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SSRDGY! | QLFQSNTSTVI QTRNLSRDVRECTFNVLTPGRLYDI TVTTTAKI | RSSATLQGRTQPLKVNHLKLSNKGSTDS
LNASWEKPL GDL DFYHMLL L RDQQTVHNI TASANTTSRLLPFLRPGALHKI LVTTI SGSQTSKLAEAECRTVPAAVSDI TV
TNSGPDFLNVSVKAAEGDVDNYVVM_KDQEKI VHTLATSKATTECVFRSLVSGRLYSI SI ATHSGSYRNQTLLQERTKPST
VQNPTAI HSARDDFL KL YWNHASGDYDYYWTI EHNGTRL QSQKL NRTQSDCAFSDLVPGRL YNL TVSTWSGQHYSAVS| Y
GRTFPGAVGNL SL TERGGTFL RVSWI SAPGDVDHYEL QI LFNDTQVSAAVNL SSAI GEHLFSALTPGRLYKI VLSTHSGSY
QRAEI LEGRTVPSQVQSVHL SAGTADGSL RVSWSSADGDL DF YSVSL FQETHL QDSRRVPKHI TQAEFYNLI PGQLYSVTV
QBVSGSQTNNSTTTGRTEPSTVTGLRADNEL STHSL L VSWNPAVGVHDGYRLW. L DDGGTNI HNASVPAASRHHL FENL TP
GRRYQAHVRTL SGTAESKDVVAEGQTRPSAVSAL HVCSNTSSDL SFCWASAVGAWDGYEL YL YDRDETLHYHTTLGSDALG
WSFTLLQPGTHYKMTI TSKSGKL SNQSSVWAHTAPASVPEL HVENQGQTDSL L L SWTPAPGGL TGYSVTVDGREQRVGPEV
TQVVFHSLVAGRL YLATVQTWSEDL SNSTTAVGRTVPAAPSSVSVSCSGGSVDVKWHVPDT GDYEDFEVTWFPQDTLYI SH
LRPTQRI LEGLHPGRLYNI SLRTVSGKRHSPVTYSRPVYHTI RTPPLPAPS| HCFPL SSTSVSCSWTPPHSDYDGFVVQCH
RQGSGKAVYTHTLGNHTL SQQFDRLEPFKNYTI YVAVVBGDKQSSTVKNSVI TM DRPPVPPVTVRVNEHSAVI THETIRE
KFENCSWFSDANGAI RYFTI | ATESNDVDNGL PEQRHPLPSYL DYRQNHSI KAYQT GYFHSTCAEGSDGKVQVFEI NLGAGM
KHL GGACKLDPES| QHGSHL CDGPL RSRTSYRL SVRAFTQL FDEENREFPHPL YTDTYL SLPLLTQSAPRSGL TGN
I | RKRAHKI AVQESPVMKMCKWKAL PTSQVCLRI RSPVQAANFESHL AKL QSDSSYL L SEEFEGLKDV
GRI QTQNAARL LGNRNKNRYNNI LPYDSTRVRL SCLEDDPCSDY!I NANYI PGNNFRWEY! ATQGPLPGTKDDFVWRMAWEQN
VHSLVM/TQCVERGWKCDHYWPTDSEPL CYGDI VWQLL SEKVFPEWT | RDFKI SCESQLRYPRWRQFHYTI WPDHGVPD
TTQSLI QFVRTVRDFI NRTNSPG SVWHCSAGVGRTGTFI VLDRALQQLDRNCTVDI YGCVFDLRL HRSYMVQTECQYAYI

HQCVRDVLRARKL GCERDNPLFPI YNNI |

PTPRJ. human ENSG00000149177 [ Honp sapi ens]

MKPAAREARL PPRSPGLRWALPLLLLLLRLGQ LCAGGTPSPI PDPSVATVATGENG TQl SSTAESFHKQNGTGTPQVET
NTSEDGESSGANDSL RTPEQGSNGTDGASQKTPSSTGPSPVFDI KAVSI SPTNVI L TVIKSNDTAASEYKYVWKHKVENEKT
| TWHQPWCNI TGLRPATSYVFSI TPG GNETWGDPRVI KVI TEPI PVSDLRVAL TGVRKAAL SWBNGNGTASCRVLLESI
GSHEELTQDSRLQUNI SGLKPGVQYNI NPYLLQSNKTKGDPL GTEGGL DASNTERSRAGSPTAPVHDESL VGPVDPSSGQQ
SRDTEVLLVGLEPGTRYNATVYSQAANGTEGQPQAI EFRTNAI QVFDVTAVNI SATSLTLI WKVSDNESSSNYTYKI HVAG
ETDSSNLNVSEPRAVI PGLRSSTFYNI TVCPVLGDI EGTPGFLQVHTPPVPVSDFRVTVWSTTE! GLAWSSHDAESFQVHI
TQEGAGNSRVE! TTNGSI | | GELFPGTKYCFEI VPKGPNGTEGASRTVCONRTVPSAVFDI HVWYVTTTEMAL DWKSPDGAS
EYVYHLVI ESKHGSNHTSTYDKAI TLQGLI PGTLYNI TI SPEVDHVWGDPNSTAQYTRPSNVSNI DVSTNTTAATL SWONF
DDASPTYSYCLLI EKAGNSSNATQVWTDI G TDATVTELI PGSSYTVEI FAQVGDG KSLEPGRKSFCTDPASMASFDCEV
VPKEPALVL KW CPPGANAGFEL EVSSGAWNNATHL ESCSSENGTEYRTEVTYLNFSTSYNI S| TTVSCGKMAAPTRNTCT
TG TDPPPPDGSPNI TSVSHNSVKVKFSGFEASHGPI KAYAVI LTTGEAGHPSADVLKYTYEDFKKGASDTYVTYLI RTEE
KGRSQSL SEVLKYEI DVGNESTTLGYYNGKLEPLGSYRACVAGFTNI TFHPQNKGLI DGAESYVSFSRYSDAVSL PQDPGY

FWRKKRKDAKNNEVSFSQ KPKKSKLI RVENFEAYFKKQQADSNCGFAEEYEDLKLVG
SQPKYAAELAENRGKNRYNNVLPYDI SRVKL SVQTHSTDDY! NANYMPGYHSKKDFI ATQGPL PNTL KDFVRMAEKNVYA
I 1 MLTKCVEQGRTKCEEYWPSKQAQDYGDI TVAMISE! VLPEWI| RDFTVKNI QTSESHPLRQFHFTSWPDHGVPDTTDLL
I NFRYLVRDYMKQSPPESPI LVHCSAGVGRTGTFI Al DRLI YQI ENENTVDVYG VYDL RVHRPL MVQTEDQYVFLNQCVL
DI VRSQKDSKVDLI YONTTAMIT YENLAPVTTFGKTNGY! A

PTPRJ. nbuse Ptprj-201 ENSMJUST00000168621 [ Mus nuscul us]

MTRGGGRGSSRGRGSREL GATRGGWAPL APPREAPASL RPRPLRARRARL RRVAAAAAAANBPGKPGAGGAGTRRTGARRR
RRRRRL ETETRAPGFGHT AGRVPGTFQGAQGVKPAARETRTPPRSPGL RWAL L PL L L LL RQGQVL CAGAAPNPI FDI EAVW
SPTSVLLTWKHNDSGASECRI ENKVESNL TFPVKNQTSCNI TGLSPGTSYTFSI | SVTTNETLNKTI TTEPWPVSDLHVTS
VGVTQARL TWSNANGTASYRMLI EELTTHSSVNI SGLKPGTNNSFAFPESNETQADFAVAEEVPDANGTKRI PVTNLSQLH
KNSLVSVDPPSGQDPSLTE! LLTDLKPDTQYNATI YSQAANGTEGQPRNKVFKTNSTQVSDVRAVNI SASSMTL TVKSNYD
GSRTSI VYKI HVAGGTHSVNQTVNKTEAI | LGLSSSTLYNI TVHPFL GQTEGTPGFL QVYTSPDQVSDFRVTNVSTRAI GL
AVRSNDSKSFEI FI KQDGGEKHRNASTGNQSYMVEDL KPGTSYHFE! | PRGPDGTEGL SSTVNGSTDPSAVTDI RVWNI ST
TEMQLEWQNTDDASGYTYHLVLESKSGS| | RTNSSQKW TVGSLTPGTLYNVTI FPEVDQ QG SNSI TQVTRPSSVSHI E
VNTTTTTAAI RUKNEDAASASYAYSVLI LKTGDGSNVTSNFTKDPSI LI PELI PGVSYTVKI LTQVGDGTTSLVPGARLFC
TEPEPVTSFHCEVWPKEPAL VL KWACPFGWYTGFEL GVRSDSVDNMTRL ENCT SDDDTECRTEVAYLNFSTSYNI SI ATLS
CGKMALPAQNI CTTG TDPPTPDGSPNI TSVSHNSVKVKFSGEEASHGPI KAYAVI L TTGEAAQPSADVL KYTYEDFKRGA
SDTYVTYLI RI EEKGQSQGL SEVLNYEI DVGNQSTTLGYYNGRLEPLGSYRACVAGFTNI TYNLQNDGLI NGDESYVSFSP
YSEAVELPCO R/ RKKRTDAKNNEVSFSQ  KPKKSKLI RVENFEAYFKKQQADSNCG
FAEEYEDLKLI Gl SLPKYTAEI AENRGKNRYNNVLPYDI SRVKL SVQTHSTDDYI NANYMPGYHSKKDFI ATQGPLPNTLK
DFVRMVEKNVYAI VML TKCVEQGRTKCEEYWPSKQAQDYGDI TVAMI SEVVLPEWTT RDFVWKNMQNSESHPL RQFHFTS
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WPDHGVPDTTDLLI NFRYLVRDYMKQ PPESPI LVHCSAGVGRTGTFI Al DRLI YQI ENENTVDVYG VYDLRVHRPLMWQ
TEDQYVFLNQCVLDI | RAQKDSKVDLI YONTTAMT | YENLEPVSMFGKTNGYI A

PTPRJ. chi ken PTPRJ- 202 ENSGALT00000045335 NP_989952. 1| [Gallus gallus]

MRRLPLLPPCPLLLLLLLPAEVRCTTACTDDCSL KNVTEEMGT SSNDEL SVNATSGNRRL SEDVSL PGRAMSDQNSVAQPR
AVLDLKTEYVGVTSVNLTWIVNDTASDSYTYRI EVRNGSSI NNKTSDI TDAEI TGLI PGTLYTFTVFAVAADGQOTAGEGAS
| SLYTKPSPVLDLKAEYVGVTSVNL TWI'VNDTASASYTYRI EVTSDSSI DSLTSSVTMAEI TGLI PGTLYSFKVFAVAADN
RTEADGASI SLYTKPSPVLDLKAEYVGVTSVNLTWIVNDTASASYTYRI EVTSDSSI DSLTSNVTMAEI TGLI PGTLYNFT
VFAVAADNRTEADGAFTSL YTKPTPVTDLKAEHGVTSVSLNVWMVNDTASDSYTYRI EVRNGHSVNNKTSNI PETEI TGLNP
GTLYTFTVFAVAADGETEGEGASI SVYTKPRAVLHLKTEYVGVTSVNLTWIVNDTDSASYTYRI EVRNGSSI NNKTSDI TD
AE| TGLDPGTLYI FTVFAVAADGQTAGEGAS! SLYTKPSMVLNLKAEYVTMISVNL TWWNDAESASYTYRI EVAHESLI N
ETMBNVTKSI VTYLI PGTSYNFTVFAI AADNQTEGEGAS! SQNTVPSSVNAFQCEAVANVSYL TLKWNCPYGGYSGFDI El
FNGTWI KKQQSQFCGREGSEEI FKTEPLDYYKTYTVSVTTVSDGLTSLPVQKI CKTSI TDPPVPNKAPLVKAVSHNSL SVE
FPDFESVNGPLKAYAVM VTEAEGCL PSKSDLDYTYNDFKQKMIATYVTYVI DVEE! SSSSHSQNGHNI VDVGKGNTIMYGY
ENGPLI PLHSYRASVAGFTNI NFTVANKI MGEQSYVSFSPCSEVVSL PQOPG. I  RRRR
KDKRNTEVSFSPI KSKM KVENFESYFKKQQADSNCGFAEEYEEL KSAGVHQPKFAAEI AENRGKNRYNNVL PYDI SRVKL
SNPSCTTDDYI NANYNMPGYSSKKAFI AAQGPLPNTI EDFWRM WEKNI YSI VM. TKCVEQARTKCEQYWPDKQSKSYCDI |
VTMVSEWWL PEWT| RDFNVENADTMESHTVRQFHETSWPDHGYPETTDLLI NFRHLVHEYSSQNPI DSPI LVHCSAGVGRT
GTFI Al DRLI QQI EVENTVDVYGWYDL RVHRPL MVQTEDQYVFLNQCVVDI | RSQKEKKTDLI YQNTTAMAI YENFTPGP
AFGKANGYHA

PTPRJ. fish FNA28723 NP_001129714.1| [Danio rerio]

MGQHYRLQAI VSRTTVLFWLVS| HHGHCTDCSLCQYKTSTTTSEI NVFVGNSSFCI AQNASFTNSSQTNI TVTGLLPGNT
YFLI | SCTSVCCENFSSSPAQVQNI TVWNYTNSSVTVAWTVPDGHVDSYTVNCSTQSI PNI NDNNTTI SSLPPGCLYNLTV
TSI SGVLTNVSNI VOFATKPNPPEAVRVSGQTFSSI SLLWSTPL SMSGVAVSYGVSYVPVQPGYNLPLTQTTSSNMINI TN
LLSGTQYTI TVWWTNGVNNLSSSFI NLI GYTVPKI VONLAVSNVSTNSVSL TW.PPNGTSSLFSYNI NI SSLGQTFYTTSNS
YQ TQLQPGTQYNCYVTTLI VAGNI SGPSQFI QCNTKPLPVSNLKAI PVGTTVI LLSWIPSTALYLYNVSANGTWSTYNSS
EGANVTGLTPGNNYTFTVI TVANGLSSEPVTI SAFTGLGKAI | | SAI GNTQTMIVQM PPAGTVSL YSARI LLNVDGTVLNT
KNQTKTTSMVFSDLLPGTQYSVI VSSI SGPVKQDSDSVTNATLPTPPGEl STTQSTNTLNI SWAQPLNMVSSVSYYFLLQYN
NSTLI NCSQNYTSLTGLNAGFPYNI | MATVGAMNYSSSSKSL TAFTNPSVVTNVTVNEFTETSVTL SWOQONDPQQSGYSYL
LNYKTI NGTSNQTTVNNNTVKLEQLQSASQYNI Sl | ALTPGGTKSDPQFI TACSRPNRVNNVSSVALNVSTVRLSWARPLQ
YNQLVSYQVLVSNCTKNSMNVSTSTEM TVTNLQPGTLCQ Sl YSVACGLLGQPVNTSVLTVPSTVQPVVNSQGSNNSLLV
LWSHPDGGLDMYI LNI SSDGASDFSFLNSTENNYTFTQLKAATLYTVTLTTVKGSFQETSGAVVSATYPNSPGM TVLFKN
THSVLLHWDI AQNMTPGSFNYSL SFWSSKNNSL YL TPNNTLLLDGL QSGTPYNVSLATVGPLNLQSESMRYNVTTMPDPVK
NLKVVSTTTNTI SVTVWKMVDVPKYVVSVNNAVKI TSSNNMTT HNLQPSTQYNI SVQSSTFDNTEGEAVCL QDCTDAAPVEN
VTCVGPNLTLPM.NLFWNHPL GGYMNFEVNL SSSI SEKTKNLNYNFTGLKYNKTYSVTLRTLGCGKSSTVKNI SCTTGFTN
PVVPKI TAASVSEQQYNKFAL VI QSDAFNDSNGTVCSYGL L VSSGSFDCL DNNQNYNQCL LKTYDDWKAKQSDTFLAVVKT
NVSKSELETI | | GDGSKWNKYTNGELNAKGTYNFAI VAFTL L EVKDGKVDVSKSYYSVSAYQSVTL PENP\ VIICEARAGYE

RKKRKEVSNSVPI HSLSDPI KVEDYEAYYKRQRADSFCGFAEEFEDL RPVG NQSKTVAVFPENK
AKNRYNNVLPYDSSRVKLSVLSSPFDDYI NANYMPGYI TKKEFI AAQGPL PGTVNDFWRLI VEKNVHT | VML TKCNEQGRV
KCEEYWPAEMKTFSNLTVTTI SDI PLEDWILRDFEVKNVKTAEI RSVRHFHFTAWPDHGVPETTEL LI NFRHLVREHVDEY
SRHSPTLVHCSAGVGRTGTFI Al DRLI FQI ERDGVVDVYG | HDL RVHRPL MVQTEDQYVFLNQCANDI | KSRTGNNVDL |
YONTAALTI YENFEPLKKGKNGYHKA

PTPRO. human ENSP00000281171 [ Honp sapi ens]

MGHLPTG HGARRLLPLLW.FVLFKNATAFHVTVQDDNNI VWSLEASDVI SPASVYVVKI TGESKNYFFEFEEFNSTLPPP
VI FKASYHGLYYI | TLVWWNGNVVTKPSRSI TVLTKPLPVTSVSI YDYKPSPETGVLFEI HYPEKYNVFTRVNI SYWEGKD
FRTMLYKDFFKGKTVFNHWL.PGMCYSNI TFQLVSEATFNKSTLVEYSGVSHEPKOQHRTAPYPPQONI SVRI VNLNKNNVEEQ
SGNFPEESFMRSQDTI GKEKLFHFTEETPEI PSGNI SSGAPDFNSSDYET TSQPYWADSASAAPESEDEFVSVL PMEYENN
STLSETEKSTSGSFSFFPVOM LTW.PPKPPTAFDGFHI HI EREENFTEYL MVDEEAHEFVAELKEPGKYKLSVTTFSSSG
SCETRKSQSAKSLSFYI SPSGEW EEL TEKPQHVSVHVL SSTTALMSWI SSQENYNSTI VSVVSL TCOKQKESQRLEKQYC
TQVNSSKPI | ENLVPGAQYQVVI YLRKGPLI GPPSDPVTFAI VPTG KDLMLYPLGPTAVVLSWIRPYL GVFRKYVVEMFY
FNPATMISEWITYYEI AATVSLTASVRI ANLLPAWYYNFRVTMWTWGDPEL SCCDSSTI SFI TAPVAPEI TSVEYFNSLLY
| SWI'YGDDT TDL SHSRML HWWVAEGKKKI KKSVTRNVMTAI LSLPPGDI YNL SVTACTERGSNTSMLRL VKL EPAPPKSL
FAVNKTQT SVTLLWEEGVADFFEVFCQQVGSSQKTKL QEPVAVSSHVVTI SSLLPATAYNCSVTSFSHDSPSVPTFI AVS
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TwTEMPN I R < K H_ QVARE CGAGT FVNFASL ERDGKL PYNVRRS| FAFLTLLPSCL
WIDYLLAFYI NPWSKNGL KKRKL TNPVQL DDFDAY! KDMAKDSDYKFSLQFEELKLI GLDI PHFAADLPLNRCKNRYTNI L
PYDFSRVRLVSMNEEEGADY! NANY! PGYNSPQEY! ATQGPLPETRNDFVKM/L QKSQ! | VML TQCNEKRRVKCDHYWPF
TEEPI AYGDI TVEM SEEEQDDWACRHFR! NYADEMQDVIVHENY TAWPDHGVPTANAAES! LQFVHWRQQATKSKGPM |
HCSAGVGRTGTFI ALDRLLQHI RDHEFVDI LGLVSEMRSYRVBM/QTEEQY! FI HQCVQLMAVKKKQQFCI SDVI YENVSK
s

PTPRO. npuse Pt pro-201 ENSMJUST00000077115 [ Mus nuscul us]

MGHLPRGTLGGRRLLPLLCGLFVLLKI VTTFHVAVQDDNNI VWSLEASDI VSPASVYWRVAGESKNYFFEFEEFNSTLPPP
VWFKATYHGLYY! | TLVWVNGNVWTKPSRSI TVLTKPLPVTSVS! YDYKPSPETGVLFE! HYPEKYNVFSRVNI SYWEGRD
FRTMLYKDFFKGKTVFNHW.PGLCYSNI TFQLVSEATFNKSTLVEYSGVSHEPKQHRTAPYPPRNI SVRFVNLNKNNVEEP
SGSFPEDSFI KPPQDSI GRDRRFHFPEETPETPPSNVSSGSPPSNVSSAWPDPNSTDYEST SQPFWADSASAAPENEEDFY
SALPADYDTETTLDRTEKPTADPFSAFPVQMILSW.PPKPPTAFDGFNI LI EREENFTDYL TVDEEAHEFVAEL KEPGKYK
LSVTTFSSSGACETRKSQSAKSLSFYI SPTGEW EEL TEKPQHVSVHVL SSTTALMSWISSQENYNSTI VSWWSL TCQKQK
ESQRLEKQYCTQVNSSKPVI ENLVPGAQYQWMYLRKGPLI GPPSDPVTFAI VPTG KDLM.YPLGPTAVWLSWIRPI LGV
FRKYWWEMFYFNPTTMISEWITYYEI AATVSLTASVRI ASLLPAWYYNFRVTM/TWGDPEL SCCDSSTI SFI TAPVAPE! T
SVEYFNSLLY! SWI'YGDATTDL SHSRM.HWWMWVAEGRKKI KKSVTRNVMIAI LSLPPGDI YNLSVTACTERGSNTSLPRLY
KL EPAPPKSL FAVNKTQT SVTL LW/EEGVADFFEVFCQQL GSGHNGKL QEPVAVSSHWTI SSLLPATAYNCSVTSFSHDT
PSVPTFI AVSTM/TEVNPNY IS R < K H_ QVARE CGAGT FVNFASL EREGKL PYSWRRSVF
ALLTLLPSCLWIDYLLAFYI NPWSKNGLKKRKL TNPVQLDDFDSY! KDMAKDSDYKFSLQFEELKLI GLDI PHEAADLPLN
RCKNRYTNI LPYDFSRVRLVSMNEEEGADY! NANY! PGYNSPQEY! ATQGPLPETRNDFVWKMVLQQKSHI | VML TQCNEKR
RVKCDHYWPFTEEPI AYGDI TVEMVSEEEEEDWASRHFRI NYADEAQDVIVHENY TAWPDHGVPPANAAES! LQFVFTVRQQ
AAKSKGPM | HCSAGVGRTGTFI ALDRLLQH RDHEFVDI LGLVSEMRSYRVBMVQTEEQY! FI HQCVQL MAL RKKQQFCI

SDVI YENVSKS

PTPRO. chi ken PTPRO- 201 ENSGALT00000037455 [Gal | us gal | us]

M_PQFTI AGHGSEPGGGRRGAAARGRGAEEPQPPPPGRSRGPRPPRSPVPDRRRRGARGGPGARSCL LW FVL LKNAEPFQ
VI VQEDNCI WSLEAFDVVSSSSVYVWVKI AGESKNYFFQFEEFNSTLPAPVI FNAKYHGLYY! VTLLVVNSNWSKSARSI

TVLTKPLPVSSVS| YDYKPSPETGVLFEI QYPEKYNVFTRVNI SYWEGKDYRTM.YKDFFKGKTVFNHW.PG CYSNI TFQ
LVSEATFNKSTLVEYSGVRHEPKQHRTVPYPPRNI SVQ VPl NRNNWEEHSGNFAEESFMGQQE! | SKEKLSRFPSDPPEI

PVVNTTAAWPDYRSNSTEYETTSQPYWASNEAESSEGEEEFVNAVPRDYGASEANASGKL TAEPAPFL PVQWL TV PPKP
PTAFDGFHI NI EREENSTEL L TVSEDTHKFVAEL KEPGKYKL SVTTFSSSGSCEVRGSQSAKTL SFY! SPTGEW EELTEK
PQHVTVTVL SSTTAL TSWTASHESGSNGTI VSWWSL TCQKQKESQRLEKHYCTEVNSSSSLI ENLVPGAQYQUWVYL RKGP
LVGPPSDPVTFSI VPTG KDLTLYPLGPTAVVL SWNRPFLGVFRKYVWENFYFNPSTMISEWITYYEI AATI SLTASVRI A
NLL PAWYYNFRVTMY/TWGDPEL SCCDSSTI SFI TAPVAPE! TSI EYYNHLL YVTWIYGGDGT DL SHSRML HWW/I AEGKKK
| KKSVTRSVMTAVLSLPPGDI YNLSVTACTERGSNTSLPQL VKL EPAPPKSLFAVNKTQTSVTLLWEEGVADFFEVYCQQ
AGSNQEVKVQEPVTVSSHWTI SSLTPATSYNCSVTTFSHNSPSVPTY! AVSTM/TEMNP

EEERR<H_ QVARECGAGTFVNFASL ERDGKL PYNWRRSVFAFL TLL PSCLWIDYLLAFYI NPWSKNGL KKRKL TNPVQL
DDFDGYI KDMAKDSDYKFSLQFEELKLI GLDI PHFAADL PMNRCKNRYTNI LPYDFSRVRLVSMNEEEGSDY! NANYI PGY
NSPQEY! ATQGPLPETRNDFVIKM/LQQKSQ! | VIVL TQCNEKRRVKCDHYWPFTEDPI AYGDI TVEM. SEEEHTDW/YRNFR
| SYADEVQDVIVHENY TAWPDHGVPTANAAES! LQFVQWRQKSVKSKGPM | HCSAGVGRTGTFI ALDW.LQHI RDHEFVD
| LGLVSDVRSYRVBMVQTEEQY! FI HQCVQL MAQKKKQQFCI SDVI YENVSKS

PTPRO. xenopus  ptpro-202 ENSXETT00000048747 NM 001113813.1 PARTIAL Xenopus
tropicalis

TFQVALTQDNCLVI SLESPDVLSTKSVYLVKI TGESKNYFFQFEEFNSTLPSPLVFNATYHGLYY! | TLI AVNSNVASRSI

KSI TVLTKPLPVSHVVI HDYRPSPQTGVWFEVQYPEKFNVFSRVNI SYWEGSHFRTVL YKDFFKGKTVFNHVL PGTCYGNI

TLQLVSEASFNKSTLVEYSGVGHRPQFHRTVPFPPRNI SVQ LRLNL SFTDLLNGKNNEDSL KKYQDFTEPESSAEMFEDQ
NERSTFPSL YNSTDPQYKNNTLPEATSQPFWAANETL PPDTDGFVNGVL PDYEDPPVGSSVPNSSSLSFKLLI SW.PPKAP
TAYDGFNI YI FROGNASAVTAVDESAHEFVAEMREPGKYWE! TSFSSTGSCEI RESSAAKAI SFYI KLLASAGEL TPWGP
RSTEPYKLLLYSDVI | 11 | LGLYELHKSHI Q SPSCSLTCPKQKESQRLERHYCKEVNSPKPVDH ETPNRVLQKVGYLRV
TPRKVAGQ SDPPHFLVNPPGVTDLLL YPLGPSAVVL GARRPYL GAFRKYM/EMFYFNPAANVBSEWTPYYEVAATVSLTAS
VVPFAPRVPCAPHVPFAPRVPFAPRVPCAPHVPFAPRVPCAPHVPFAPRVPCAPHVPCAL XEVRGDI NI SRRI LYTALFPS
GSHEMLQGVSRSGTATVI SVPPGDI YNI TVTACTERSSNTCAFTLLQSDPAPI RTLFAVNKTQTSVTLLWEEG ADYFEV
SCWONREPGAETNQKDPVAVFSHI VTI SSLQPDTSYNCSVTSI SHRTPSAPTFLTVSTLVAELN

I RR<HL QVSRDCGAGT FVNFASL EKDGKLPYNWRRS! FAFLTVLPSCLWIDYLLAFYI NPWNKNGLKKRKLT
PVQLDDFDLY! KEMSKDSDYKFSLQFEELKM/GLDI PHFAADLPSNRGKNRYTNI LPYDCSRVKLI SLEADEGADY! NANY
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| PGYSAAQEY! ATQGPLPETRNDFVKM LQQKCQVI VL TQCNEKRRI KCDHYWPFTPEPVNYGDI TVEMASEEEQSDWAQ
RVFRVSYADETQCVTHFENFTAWPDHGVPTVNAAESVL QFVQVWRQKAL KSKGPVTVHCSAGVGRTGTFI ALDW.MOH! RDH
EFVDI LGLVSELRSHRVBMVQTEEQFVFI HQCAQL MAKKKRQQFRI SDVI YENVSKS

PTPRO. fissh zebrafish ptpro-204 ptpro-204 ENSDART00000122021 Dani o rerio

MBSARARFFFI | FI FI QSAAGFRVQL QDGVRMLVBLDDGDI GPGVSEYAVRVSGEPL THTL LFQQAADAHTL PEPLLFNAS
YHGLLYSI SLMTDGRTHTTRS! | TQPLPLDSVEMADYAPSPETAVWFQ RSPDRNI FTRVNI SYTEGHQRRYM. YKDFLHG
KTVFKHW.SGVCYSNI TFQLI SEASVNRSAL L SRSDI THNPQQHRTVPNPPLNVSLKI LHL SGRGPPGPVLTGAI LKNSHN
ASVVRRERDL PEYEEQEPTSDTLNTESNL THTQLNQSESENESESEPVTAEPTLNSSTQSLWAWQTVSPAPTEEEEEGFVN
ALVPEYEDSNEPGSALG PLEPAVMPAVNPTPLAPVLLQLRASPPAPHTAYDAFNI Y1 YRNGNSTETATVDENTHEFL AEL
SESGTYRI HVTTL SSAGDCEARESSANTAFTFYL SPSGEVIWEQPQERPQAVSVKM. DSSTAAVSWAPSTHTYNGSLI SVQS
LTCLRPSI SQRVELNYCSEENI TSDI | SSLTPGAQYRVWVYHTNGPLVSPASEPVI | DI EPTGVRDLVVYPLSPSAVI LSW
QRPYNVAFRKYVL QTFFFNSATQTAQUSTYYEI AATASVI ASVRVTDL L PAWFYNFRVTM/TWGDPPL SCCDTSTVSFI TA
PEAPHI SSVEFSHGSVFVRWIYGDL FTDL THSRM. HAQUWAEGKKSARRRFSVDVTRSVVKASL ALPAGDI YNLTVTACTE
RSCNTSAPHI KL DPAPPRSL YAVNASDTSVTLI WAEEGVVDHYL| TCRAL GAHAEQKKVREPLVTSAHVL TVSGLQASTT
YNCSVRSSSYSSSSDPVHI TVSTTVREMNPS IARISANAVESVINISEVEEERY| R<KHVEL SRECGAETFVNFASFERD
GKLPYNVIRRSL FAFL TLLPSCLWIDYLLAFYI NPWSKTAL KKRKL TSPVQL SDFEAYL KDMGKDSAYKFSL QFEEL KSVGL
DLSHEAADLPI NRPKNRYTNI LPYDFSRVKLI SLHNDEGSDYI NANYI PGYNSPREYI ATQGPL PDTRNDFVKMVL QQKVH
I 1 VML TQCNERRRVKCDHYWPFSDEPVAYGEI SVEMLAETDSPEWT | RSFRLAYADETQDVL HENYTSWPDHGVPTVNAI E
S| LQFVQ VRQQVNRSKGPI VWHCSAGVGRTGTFI SLDRLMH QEHEYVDVL GLVSDVRSHRL SMQTEEQYVFI HQOVL
LMAKKKKQQSHTSDVI YENVSKS

PTPERO. shark gi | 632971848]| ref | XP_007902372. 1| PREDI CTED: receptor-type tyrosine-
protein phosphatase O [Cal | orhinchus mlii]

MHVWDL HRGAVCPMVLFI TCFLFALKSATAI TATVDGDNNI | VSLQPSDVTNGSSL YYVKI TQSVNLTNYKI QFKEFNSTLP
PPWFPAAYHG YYLVTLLVGNTI STVKPVHLVAVLTKPLPVSNVAVYDYKL FPETGVLFEI QYPKETTNFFSRLKLSYFK
GEEYQSSFHKDFLKGKLI FNNW/PGTCYSNI TLQLVAEANVNRVPL VEYSAVGHEPKHHRTVPYPPGNVSMKI VYGKRNNS
SVEVHAGREESFVDTNRTADETTTI NVQUNNL TAKESL HWGDYNTSGQGNDEM NVNWIPEFQQDSRE! SASGSDYFDI | N
VSEEDQQS! | YTTTEPELSETNAEEVWL. VL EW.PPKPPTVYDHFNI YVQKEGNSTE! FTAENGSYAFKMEL QGPAKYEASV
TTVSSSG CGTRESSSRKTLTFYLSPTGKWEEE! TKRPENI WKVLNSTAAKVSVKHSQETSYDSI VSVI S| SCQKQFGAQ
RI ESHYCTEVNLSSTVI PHLI PGGYYQVI VYLKNGPAI GPPSLPVTFGLDPSGVKDI SLYPLGPSAAI LSWERPYSWWIFDK
YVWEMYHHDPVNQNSKVIKTI QDI PATI ALTTSMIVGNL LPAARYEFRVTM/SGGEPEHSCCDNSSASYTTAPLAPE! TRLE
YSKNI LSLSVKYGDTVMGESNSTLPYW.WAVGRRI | KKSVPRSVMITVLRLPPGDI YNLTVVAYTEGSSNTSAPRLVQLD
PAPPKSLFAVNKTQTSVTLLWEEG TDHYEVI CKQ GSSVKGKKEEATVYSTI VTLDNLVPSTSYNCSVI SVSYDSYSQP
VFI AVSTTVTELNSNYNMISARAIESIEECEENEERERR<H_ QHTRNCGAGH FVNFATLERDGKI PFNVRRSI FAVLA
LLPSCLWIDYLLAFG NPWNKYAL KKRKL TNPVQL DDFEMYL KDMARDSDYKFSL QFEDL KL VAQDVSHDTAEL PVNRCKN
RYTNI LPYDFSRVKLVSL HDEEGSDY! NANY! PGYNSPHEY!I ATQGPLAETRRDFVRMLQRKSHI | VM. TQCNERRRVKC
DHYWPFNKEPVCYGDI TVEMVFESEL PDQSEDSEQSEQPEW | REFNVSYADAVQRVI HYNYMAWPDHGVPNADTAENI LQ
FVQM RQQTVKRPGS! | VHCSAGVGRTGTLI ALDRLMHI HEHEYVDI LGLVSEMRMYRTSM/QTEEQY! FI HROVQLMAK
KKRQQYNSSDVI YENVSPSQL

PTPRO. | anprey gi | 557010973| ref | XP_006006115. 1| PREDI CTED: receptor-type tyrosine-
protein phosphatase O partial [Latineria chal umae]

NVATFLVNVNEDNCI | | FLEPSDI TSPSSTYI VKI TGESKNYFFQFEDFNDTLPDPI VENASYHGL YYLI SLKVLNSNWS
KPAKSI AVLTKPLPVNSVFI FDYKSSPETGVI FEI QYPEKYNVFVRVNI SYLEGKQFRSM. YKDFFRGKTVFNHW. PGTCY
SNI TFQLVSEVWWNKTTL MESSGVGHEPKQHRTVPYPPSNI SVKI SKI NKGYSDGSL LFGSEQLQQGL QRALNLNG! QGEAP
SI QPFEDPESL TVNASYSW DYNYNGTDYETTSQPYWI'SI DATTHESEDFVNKL YSGYDDENVEGVGVESSEVSFPL PVEL
FLMASPPKPPTSYDGFNI YI QREGNSTEVSTVDEETHVFTAELKEPGKYKVSVTTLSSSGVCVPRESTSDTSFTFFI SPTG
EWFQEL TEKPSNVSVKLLSSTMAI VSWSSLMG TNDTI VSWWSL TCKKQKQSQRI EKEHCSETNSSSG | GNLI PGAQYRV
TVYLKNGPLVGPPSDAVTFGTAPTGVRDLVL YPLGPTTVI LSWNRPYFWFKKYWWEMFFFNPI TLTSEWTMYYEI TATVS
LSASVRVI NLLPAWYYNFRVTM/TWGDPEL SCCDSSTI SFI TAPLHPEI RSVEYFNNLL YVSWIYGDDT TDL SHSRM.HAL
VI ADGKKRVKKSVTRNVMITVLNL PPGDTYNL SVTACTERSSNT SKPYVVTLEPAPPKSL FAVNKT QT SVTLLWEEGVAD
FYEVVCKQAASSQEKRLQEPI SVTSHI VTI SSLLPSTSYNCSVTTVSHNSPSTPAFI AVSTLVAENNPNY INIISIANESH

KHL QVARECGAGTFVNFASFERDGKL PYNVIRRS| FAFLTLLPSCLWIDYLLAL Yl NPVWSKNALKKR
KLTSPI QLDDFDAYI KDVAKDSDYKFSLQFEELKLVG. DI PHVAADLPYNRCKNRYTNI LPYDFSRVKLVSNVHDDEGL DY!
NANY! PGYTSPQEYI ATQGPL PETRNDFVKMVLQRNSSI | VM TQCNEKRRVKCDHYWPFTEDPVSYGDI TVEM. SEEEQT
EVWI REFRVSYADEVQDVL HFNYTAWPDHGVPTTNAAES! LQFVQM RQRRGKRKGPM | HCSAGVGRTGTY! ALDRLLQY
| QDHEFVDI LGLVAELRSYRTSM/QTEEQY! FI HRCVQLLWSKKKQRFCI SDVI YENVSKS
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PTPRH. human ENSP00000365528 [ Honp sapi ens]

MAGAGGGL GYWGNL VL L GL CSWT GARAPAPNPGRNL TVETQTTSS| SLSWEVPDGL DSQNSNYWQCTGDGGTTETRNTTA
TNVTVDG GPGSL YTCSVWWEKDGVNSSVGTVTTATAPNPVRNL RVEAQTNSS| AL TWEVPDGPDPQNSTYGVEYTGDGGR
AGTRSTAHTNI TVDGLEPGCL YAFSMAVGKNG NSSRETRNATTAHNPVRNL RVEAQTTSS| SLSWEVPDGTDPQNSTYCV
QCTGDGGRTETRNTTDTRVTVDGL GPGSL YTCSVWWEKDGVNSSVE! VTSATAPNPVRNL TVEAQTNSS! AL TVEVPDGPD
PQNSTYGVEYTGDGGRAGTRSTAHTNI TVDRLEPGCL YVFSVWWGKNG NSSRETRNATTAPNPVRNL HVETQTNSSI ALC
VIEVPDGPYPQDYTYW/EYTGDGGGTETRNTTNTSVTAERL EPGTL YTFSVWAEKNGARGSRQWVS| STVPNAVTSL SKQDW
TNSTI ALRWIAPQGPGQSSYSYWSW/REGMIDPRTQSTSGTDI TL KELEAGSL YHL TVWAERNEVRGYNSTL TAATAPNE
VTDL QNETQTKNSVM. WAKAPGDPHSQL YV YW/QWASKGHPRRGQDPQANINGT SRTNETWWKVEAL EPGTL YNFTVWAE
RNDVASSTQSLCASTYPDTVTI TSCVSTSAGYGVNL I WSCPQGGYEAFEL EVGGQRGSQDRSSCGEAVSVL GLGPARSYPA
TI TTI VDGVKWSHSWCHTESAGY! A < RRNKKKQQKPEL RDLVFSSPGDI PAEDFADHVR
KNERDSNCGFADKYQQL SLVGHSQSQUASASENNAKNRYRNVL PYDWSRVPL KPI HEEPGSDY! NASFMPGLWSPQEF A
TQGPL PQTVGDFVRL VVEQQSHTL VML TNCVEAGRVKCEHYWPL DSQPCTHGHL RVTL VGEEVVENWIVREL LLL QVEEQK
TLSVRQFHYQAVWPDHGVPSSPDTL L AFVRM. RQAL DQTVEGGPPI VHCSAGVGRTGTLI ALDVLLRQLQSEGLLGPFSFVR
KVRESRPL MVQTEAQYVFLHQC! LRFL QQSAQAPAEKEVPYEDVENL | YENVAAI QAHKLEV

PTPRH. nousePt pr h- 202 ENSMJST00000166650 [ Mus nuscul us]

MARAGGNCGVWIRSL VL L GL YGCSVVRAAGT SVTVDRHAPASSYEF SMAVEKDGVSSSPQ  PVTTAAPNPVRNL RVEGQNNI
S| SLSWEPPDQSSL QGL TYWI QCSRHGGQTETRNTTDT SVTVDGL DPGSSYECSVW/EKDGL YSKNETLNT STAPNPVRNL
RVEGQNNI S| SLSWEPPDQPSL QGL TYWAQCSRHGGQTETRNTADT SVTVDGL DPGSSYECSVWEKDGVYSTNETLNTST
APNPVRNLRVEGONNI SI SLSWEPPDQPSL QGL TYWAQCSRHGGQTETRNTTDTSI TVDGLDPGSSYECSVWEKDGVYST
NETLSNTTAPNPVRNLRVKSQNNFS| SLSWEPPDQPSLQGLI YWAQCSRHGGQTETRNTTDTSVTVDGLDPGFL YKCSVWW/
EKDGVYSTNETLNTSTVPI SASNPVRNL RVEGQNNFSI SLSWEPPDQSSL QGL TYWAQCSRHGGQTETRNTADT SVTVDGL
DPGSSYECSVWEKDGVYSTNETLNTSTVPAAVNI TSCl STSGGYGVL L TWSCPSGGYESFEVKVGRKWRSENGSL CGKGY
TVSDLEPAQSYTATVTTVFKDLKAQSL STTCHTESAA I < RRRK<KRQPKEVPKDL VCSCP
GDI L AKDFADHVRENEKDSNCGFAEEYQQLAL EGQGQRSQN TASALENRSKNRYRNVL PYDWSRVPL QPLQEEPGSDY!I NAS
FIMPGLWSPKEFI ATQGPLPNTVGDFWRMMEQQSHTLVIVL TNCVESGRVKCEHYWPL DAQPCI HGQLQUMLI SEEASENWT
VRHL QL FHVKEQQTL SLRQFHYL AWPDHGVPYSPDPL L AFRKM. RWWDQT TDGGPPI VHCSAGVGRTGTLI ALDVLLRQL
ECEGL VGPFSFVKKNRESRPL M/QTEAQYVFLHQCI LKSL QKPAPAL VPEEAMYENVASL VYENASAI MAHESEFSASGC

PTPRH. xenopus XP_004916623. 1] [ Xenopus (Silurana) tropicalis]

MEYDEALTG CNVQ LLKAMRTGCYVTLGYVPI RSHRFQKRLL SGVPSPVQSVSVSNI TTTNVTLSW/PPNDI NKDTYTYS
I TVYNGSSPVWDWPKNI SGTSTQVTGLI PGVFYTFSVFTVTSNGTMSSQAGSTSGT TVPSPVQSVSI SNI MTTNVTLSWPP
NDI NKDTYTYSI TVYNGSTSWNGPTNI SGTSTQVTGLI PGVYYTFSVFTVTSNGTKSSQAGSTSGI TVPSPVQSVSI SNI M
TTNVTLSW/PPNDI NKDTYTYSI TVSNGSSPWNGPKNI SGTSTLVTGLI PGVFYTFSVFTVTSNGTMSSONGSTSGTTGPS
LVTTVSI | KQTNNSVTI SWIPPQDI NQATYMYSI NVTNSAGSWNVNSSTNVSSKEVLDLLPGVTYTFCVYTVTSDGIKSSD
CSPDSSTTRPTLVKDVTVKSQTTDSVTLSWITPNDI NKGSYYYLI TTACGT TTCNVNSTVNANGATVASLLPGLTYQFSVY
TVTSDGINSSAFASTSGT TAPNAPTSVSGNPVNT TAL SVNWPPNDL NKNNYTYTVFWORNNESLNQSI TSNTTI | GGLTA
GNQYNVSVI SVI NNVPSVKAVAYL QTNPEVPGGFKI VTI TNSSVNVSWII PSGGSFSG El NAVSGTSNLTKQFTGPSSEG
I LDGLI PGTAYNLI LRSFSSYPSGSSGRI SRRATTNNI | TYSNPI | EKVQLDPNTVTG TCTKVGGGYQLKVAFVCPSGSY
SSI KI LADGNEKETI PAQNCSQGATVQSLQPATKYI | TVETVADSRQVSDFI | CYT

[BNIL RKRRGSKNPFKKERGNMXKI NI VRVPSVIVKSAFPDYYQRQHADSDF GFAEEYQQL SNVG NQSKLAAEL SENRSKNRF
TNVLPYDHSRVRLNRI DADETSDYI NANYMPGYNSSKEFI ASQGPL PNTSADFWRM WENQVSTI VML TNCMVENGRVKCEH
YWPLDYTPCTYGDI TVTVTSEM LPDWVRDFTL KHAKQQGNKHARHFHFTVWPDHGVPENTTTI VEFRNLVREYMDLKRS
SGPTVVHCSAGVGRTGTLI ALDYLI QKMEKEQRI G YSFVQKMRONRPL MWQTESQYVFLNKCMLDLI QNPPDENI YENQI
GGDLI YENAS

PTPRH. fi sh ptprh-202 ENSDART00000114768 zebrafish Danio rerio

MELVLAFALLCVLSVSGQATLPDVNDVRI THRTETEL TFQWDKAGGSNSYSY! LRRDG DSDI | TAGTVNQVTYKVSDLSS
GTNYNWI L FTVFGDQRSEGKNFSAATVPPNVESVSVI DQSETTI TLQAKKDKAEYSYNL TYGDKVDTPPSPQSTVEYTVTS
LSPGTNYSFTLYTVFEGLKSSGFSFFAVTVPSKI TGFSVI GRSETAL TFQWTKEKDEYTYELDKSDANTQ SFTDTTWWCL
| TSLSPGTEYSYNL YAVFEGVKSQAKG SEVTVPSNVENVSVWEANDTDVI LQANAVPNEQNKYNYI LKYNDVEESVDFTT
ENEI KHHVSGLI PATNYNFTLHTEFYSQNSTGYNFNHT TFL SSVTEVRVNRSL TEL TVEWRKL NQNNVYNYTLLRSDGAEI
DFTGSAWGDVI KHKYSSL KPGTVYSFTLFTVSNNVRSSEHSFKS| TALDCASFNVKVTNTS| VADVYGCTYVTAQNSSGS
GKNASI EGDKVNLRDL YPGESYTVSLFYNLESKM. TQCSQRL TLVPYVVSNL KCEYHSGGYGLAVMADYPDGVWDWWEVDY
NKKSFNHSHGSDEPTQQL VT GL QAAQUWYKVKATSFSGARRSETI LI NCQTDPAGV! [ CRE = Y KS
ARNNGPDASADL KVSKKNYKTI ACDKFPEHFRNVBRDDNRAFSAEYDDL SSVGVEQSKVAAL L PENKDKNRFSNVLPYDTS
RVHLTI NKAGDSDY! NANYMPGYGNASREY! AAQGPL PSTVNDFVWRM WEKKSSTI VMV TNCTEGGRVKCEQYWPLDYTPC
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LYENL LVTVKSENKSQSWI L REFNVKNKMT SETRTVRHFHFTAWPDHGVPRGTEEL | QFRDLI RQHI ESHFSTGPTWHCS
AGVGRTGTLI ALDVLLQQLNREKAVGVAAFVQENRLNRPLM/QTESQYVFLHQC! LDSLQTKFVQQSEP! YQNTDTI YVNA
VAL KDFENSSHT

PTPRG Hs ENS®00000144724

MRRLLEPCOWAY LFLKI TSSVLHYVWCFPAL TEGYVGAL HENRHGSAVQl RRRKASGDPYVAYSGAYGPEHW/TSSVSCGG
RHQSPI DI LDQYARVGEEYQEL QL DGFDNESSNKTWWKNTGKTVAI L L KDDYFVSGAGL PGRFKAEKVEFHWGHSNGSAG
SEHSI NGRRFPVEMQ FFYNPDDFDSFQTAI SENRI | GAVAI FFQVSPRDNSALDPI | HGL KGVWWHHEKETFLDPFVLRD
LLPASLGSYYRYTGSLTTPPCSEl VEW VFRRPVPI SYHQLEAFYS! FTTEQQDHVKSVEYL RNNFRPQQRL HDRVVSKS
AVRDSWNHDMT DFL ENPL GTEASKVCSSPPI HVKVQPLNGTAL QVSWSQPETI YHPPI MNYM SYSWIKNEDEKEKTFTK
DSDKDLKATI SHVSPDSL YL FRVQAVCRNDVRSDFSQTM.FQANTTRI FQGTRI VKTGVPTASPASSADVAP| SSGSSTW
TSSG PFSFVSMATGVGPSSSGSQATVASWITSTLLAGLGFGEGE SSFPSTVIPTRLPTAASASKQAARPVLATTEALA
SPGPDGDSSPTKDGEGT EEGEKDEK SESEDGEREHEEDGEKDSEKKEKSGV THAAEERNQTEPSPTPSSPNRTAEGEHQT
| PGHEQDHT AVPT DQT GGRRDAGPGL DPDMWTSTQVPPTATEEQYAGSDPKRPEMPSKKPVBRGDRFSEDSRFI TVNPAE
KNTSGM SRPAPGRVEV I - GCNK| KSKGFPRRFREVPSSGERGEKGSRKCFQTAHF
YVEDSSSPRVWPNES! Pl | Pl PDDVEAI PVKQFVKHI GEL YSNNQHGFSEDFEEVQRCTADMNI TAEHSNHPENKHKNRY
I NI LAYDHSRVKL RPLPGKDSKHSDY! NANYVDGYNKAKAY! ATQGPLKSTFEDFVWRM VEQNTG | VM TNLVEKGRRK
CDQYWPTENSEEYGNI | VTLKSTKI HACYTVRRFS| RNTKVKKGQKGNPKGRQNERWI QYHYTQAPDMGVPEYALPVLT
FVRRSSAARVPETGPVLVHCSAGVGRTGTY! VI DSM.QQl KDKSTVNVLGFLKHI RTQRNYLVQTEEQY! FI HDALLEAI
LGKETEVSSNQLHSYVNSI LI PGVGEKTRLEKQFKLVTQCNAKYVECF SAKECNKEKNRNSSVVPSERARVGLAPL PGM
KGTDYI NASY! MGYYRSNEF! | TQHPLPHTTKDFVRM WDHNAQ! | VML PDNQSL AEDEFVYWPSREESMNCEAFTVTLI
SKDRLCLSNEEQ | | HDFI LEATQDDYVL EVRHFQCPKWPNPDAPI SSTFELI NVI KEEAL TRDGPTI VHDEYGAVSAGM
LCAL TTLSQQLENENAVDVFQVAKM NLMRPGVFTDI EQVQFI YKAM. SLVSTKENGNGPMTVDKNGAVL | ADESDPAES
MESLV

PTPRF. Hs ENSG00000142949

MAPEPAPGRTM/PLVPAL VML GLVAGAHGDSKPVFI KVPEDQT GL SGGVASFVCQATGEPKPRI TWWKKGKKVSSQRFEV
| EFDDGAGSVLRI QPLRVQRDEAI YECTATNSLGEI NTSAKL SVLEEEQL PPGFPS| DVMGPQLKVVEKARTATM. CAAGG
NPDPEI SWEKDFLPVDPATSNGRI KQLRSGALQl ESSEESDQGKYECVATNSAGTRYSAPANL YVRVRRVAPRFS| PPSS
QEVMPGGSVNL TCVAVGAPMPYVKWWVGAEEL TKEDEMPVGRNVL EL SNVVRSANYTCVAI SSLGM EATAQUTVKALPK
PPI DLWTETTATSVTLTWDSGNSEPVTYYG QYRAAGTEGPFQEVDGVATTRYS| GGLSPFSEYAFRVLAVNS| GRGPP
SEAVRARTGEQAPSSPPRRVQARM. SASTMLVQAEPPEEPNGL VRGYRVY Y TPDSRRPPNAWHKHNTDAGL L TTVGSLL P
G TYSLRVLAFTAVGDGPPSPTI QVKTQQGVPAQPADFQAEVESDTRI QLSW.LPPQERI | MYELVYWAAEDEDQQHKVT
FDPTSSYTLEDLKPDTLYRFQLAARSDMGVGVFTPTI EARTAQSTPSAPPQKVVCVSMGSTTVRVSWPPPADSRNGVI T
QYSVAYEAVDGEDRGRHVWDG SREHSSVIDL VGL EKWTEYRVWIWRAHT DVGPGPESSPVL VRTDEDVPSGPPRKVEVEPL
NSTAVHVYWKL PVPSKQHGQ RGYQVTYVRLENGEPRGLPI | QDVM_AEAQARPEESEDYETTI SGLTPETTYSVTVAAY
TTKGDGARSKPKI VTTTGAVPGRPTMM STTAMNTAL L QWHPPKEL PGEL L GYRL QYCRADEARPNTI DFGKDDQHFTVT
GLHKGTTYI FRLAAKNRAGL GEEFEKEI RTPEDL PSGFPQNLHVTGLTTSTTELAVDPPVLAERNGR! | SYTVWWFRDI NS
QQELQNI TTDTRFTLTGLKPDTTYDI KVRAWTSKGSGPLSPSI QSRTMPVEQVFAKNFRVAAANKTSVL L SWEVPDSYKS
AVPFKI LYNGQSVEVDGHSVRKLI ADLQPNTEYSFVLMNRGSSAGGL QHLVS| RTAPDLLPHKPLPASAY! EDGRFDLSM
PHVQDPSLVRWEY! VWVPI DRVGGSM. TPRWSTPEEL EL DEL LEAI EQGGEEQRRRRRQAERL KPYVAAQLDVLPETFTL
GDKKNYRGFYNRPL SPDL SYQCFVLASL KEPVDQKRYASSPYSDE! WQVTPAQQQEEPEM_W/T

B <RKRTHSPSSKDEQS! GLKDSL L AHSSDPVENMRRLNYQTPGVRDHPPI Pl TDLADNI ERLKANDGLKFSQEYESI D
PGQOFTVIENSNL EVNKPKNRYANVI AYDHSRVI LTSI DGVPGSDY! NANYI DGYRKQNAY! ATQGPLPETMEDFWRMAME
QRTATVWWMVITRL EEKSRVKCDQYWPARGTETCGLI QUTLLDTVELATYTVRTFAL HKSGSSEKREL RQFQEMAVWPDHGVP
EYPTPI LAFL RRVKACNPL DAGPM/VHCSAGVGRTGCFI VI DAMLERVKHEKTVDI YGHVTCVRSQRNYM/QTEDQYVF

HEAL L EAATCGHTEVPARNL YAHI QKL GQVPPGESVTANVEL EFKLLASSKAHTSRFI SANLPCNKFKNRLVNI MPYELTR
VCLQPI RGVEGSDY! NASFLDGYRQQKAYI ATQGPLAESTEDFWRM.VEHNSTI | VM TKL REMGREKCHQYWPAERSAR
YQYFVWDPMAEYNVPQYI LREFKVTDARDGQSRTI RQFQFTDWPEQGVPKTGEGE! DFI GQVHKTKEQFEGQDGPI TVHCS
AGVGRTGVFI TLSI VLERVRYEGVWDVFQTVKTL RTQRPAMGTEDQYQL CYRAAL EYL GSFDHYAT
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Figura Suplementaria 2: Alineamiento de secuencias representativas de UPK2a, UPK3a,
UPK3b, PTPRQ y PTPRB. Grupo de secuencias representativas de UPK2a, UPK3a, UPK3b,
PTPRQ y PTPRB se alinearon utilizando el servidor MAFFT. Las secuencias abarcaron desde
el segundo exdn hasta el final del cuarto exén. Las fases de los intrones estan marcadas de
color rojo o azul si corresponden a las fases 1 o 2 respectivamente. Las Cys (Ci.4) estan
subrayadas de color amarillo y el sitio de corte de furina esta representado con una flecha
vertical roja. En las secuencias donde se llega a producir el corte por parte de la furina, se ha
representado una barra vertical de color rojo.
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Figura Suplementaria 3: Arboles filogenéticos de la parte de la secuencia que alberga

las regiones similares (dominio urofibrina y DTM) de las secuencias proteicas de PTPRs

R3 y UPK2/3s usando anlisis de parsimonia y Bayesian. (a.) Arboles generados a partir
de la protein y de la matriz MM utilizando méxima parsimonia. El arbol de la izquierda es el
arbol de méaxima parsimonia y el de la derecha es el andlisis de bootstrap utilizando méaxima
parsimonia. (b.) Arboles generados solamente a partir de la matriz de MM. El arbol de la
izquierda es el arbol de méaxima parsimonia y el de la derecha es el andlisis de bootstrap
utilizando méaxima parsimonia. (c.) Arboles generados solamente a partir de la proteina. El
arbol de la izquierda es el arbol de méaxima parsimonia y el de la derecha es el analisis de
bootstrap utilizando méxima parsimonia. (d.) Arboles generados utilizando inferencia
Bayesiana. El arbol de la izquierda es solamente la inferencia Bayesiana de la proteina y el de

la derecha es el arbol de la inferencia Bayesiana de la proteina y de MM.
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Figura Suplementaria 4: Conservacion de los extremos DS2 y 7pl13 en los grandes

primates. Alineamiento generado con el servidor MAFFT y los parametros establecidos de
serie de las zonas de union de DS2 y 7pl13 donde se observa su conservacion. Las
secuencias resaltadas de color rojo y verde corresponden al fragmento A y B de RASA 4
respectivamente. Las letras resaltadas de azul clarito reflejan las 13 pb afiadidas, las de color
rosa la zona de microhomologia y la flecha roja la zona donde se produjo la rotura. La

identidad viene reflejada en la tltima linea como idéntico (*), similar (.) o sin identidad ().

ZONADE UNION EN EXTREMO5 ENTREDS2Y 7P13

Human tgaagttacaaagttatactcctatgcaaa---------- agaggtactttcaatttttce
Chimpanzee = ---------- agcctgattggttgtggaaagggaccaatcagaggtactttcaattttte
Gorilla = = ---------- agcctgattggttgtggaaagggaccaatcagaggtactttcaattttte
Orangutan = = ---------- agcctgattggttgtgggaagggaccaatcagaggtactttcaatttttc
* % ** % %k ke k k ok ok ok ok ok ko ok ok k ok ok ok ok ok
Human atctaccatgcagaaaaaggt-tgggggtgggggttgcaaaggaagtagccaaacaaactc
Chimpanzee atctaccatgcagaaaaaggt-tgggggtgggggttgcaaaggaagtagccaaacaaacte
Gorilla atctaccatgcagaaaaaggt-tgggggtgggggttgcaaaggaagtagccaaacaaacte
Orangutan atctaccatgcagaaaaaggtgtgggggtgggggttgcaaaagaagtagec----------

hkkkhkkkhkhkhhkhhhhhhkx *hkkkhhhhhhhhkhhhhkh Fhhkhkkhkk

Human 4+ CtacaaACagagItCCCagtggqtaggsggetgggacasagett ttagggagagay
Chimpanzee = Ctacaaacagaggtocaagtaggtagggggetgggacaaagettttaggggagagss
Gorilla yictacaaacagaggteccagtogctagagagctaggacanagct tttgggagagagad
Orangutan  mm o s oo oo oo
Human aggacagaggacettygggctaggggatet
4 sperse aggacagaggaccttggggetgggggatct
Gorilla aggacagaggacet tggggctagaggatet
Orangutan = =  -----------mmmmmem oo

ZONADE UNION EN EXTREMO3'ENTREDS2Y 7P13

Human
Chimpanzee
Gorilla

Orangutan = = - - ——————— - -
Human tggtcttttgttacttggtcataag
Chimpanzee tggtcttttgttacttggtcataag
Gorilla tggtcttttgttacttggtcataag
Orangutan = =  —---------m-mmmmmmmmmmm—m oo tgtggtccttttgttacttggtcataag
*kk K .*********************
Human taggcgttttecttttgatttggttctaggaggttagtgtgecattggegttetgttgect
Chimpanzee taggcgttttecttttgatttggttctaggaggttagtgtgcattggegttetgtteect
Gorilla taggcgttttecttttgatttggttctaggaggttagtgtgecattggegttetgtteect
Orangutan taggagttttcecttttggtttggttctaggaggttagtgtgaattggegttctgttcecct
* %k ok ************.*********************** khkkkhkkkhkkhkhkhkhkhkk *kk
Human gcttccagcccectattetee
Chimpanzee gcttccagccectattcetee
Gorilla gcttccagccectattcetece
Orangutan gcttccagccectattcetee

dkkkkkkkkkkkkhkkkkkkk
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Figura Suplementaria 5: Elementos Alu postulados como posibles responsables del

cierre del IC estan conservados en los grandes primates. Representacion de la
localizacion de los elementos Alu que podrian dar lugar al cierre del IC en una DS de 7g22.1
de humanos y alineamiento del elemento Alu quimérico en 7p13 de humanos (Hs) con los
elementos Alu gue lo originan en humano, chimpancé (Pt), gorila (Gg) y orangutan (Pa). Las
letras rojas representan la posible regién del heteroduplex para la recombinacion, las letras
resaltadas de naranja la parte del elemento Alu quimérico que corresponde al elemento Alu
del extremo 3’ y las resaltadas de morado del extremo 5'. Las letras resaltadas de amarillo
corresponden a aquellas pb que son idénticas en todos los grandes primates en el elemento
Alu que le corresponde. La identidad viene reflejada como: idénticos (*) y sin identidad (). La

linea de identidad superior es con 5’ y la inferior con 3'.

80.6 Kb

UPK3c SPDYB2 POLR2J HSPC047 € RASA4

:
i

Elemento Alu quimérico
H KRR RRARARRARKRRARARRARE RAE K RRRRARRRR RARRARE Ak HEE RRRRR RRRK KRR
5'Pa tttttttctttttttttttttgagacggagtctcacte--tggcccaggetggagtgcaacggtgcaatcteggectcaatgecagectecg
5’ Gg --tttttttttttttttttttgagacggagtctcactetgtggeccaggctggagtgecaatggegeagtettggetcaatgecagecttea
5" Pt ------ tttttttttttttttgagacggagtctcactctgtggecccaggectggagtgcaatggegecagtettggectcaatgecagecttea
5’ Hs -ttttttttttttttttttttgagacggagtctcactectgtggeccaggectggagtgcaatggegecagtettggectcaatgecagecttca
7p13 g
3’ Pa tt--atttattttatttttttgagacggagtctcgctctgtcgeccaggctagagtgcagtggegteatcteggetcactgcaacctetg
3’ Gg tttattttattttatttttttgagatggagtctcgctctgtcgecccaggctagagtgcagtggegtcatcteggectcactgcaacctetg
3’ Pt tttattttattttatttttttgagacggagtctcgectctgtegeccaggetagagtgecagtggegteatcecteggetecactgcaacctetg

3’ Hs tttattttattttatttttttgagacggagtctcgctctgtecgeccaggetagagtgcagtggegteateteggetcactgcaacctetg
P T T TR

tgcagtggeg ctcag ct tg

HREKRE RRKRARAKE RARKR RAKRKRRARRR KRK RARRRRAREARE Kk KR %k AARKAR HRKK KAKRKR
5'Pa cctcccaggttcaagcgattct-cctgectcagectceccgagtagectgggactacaggca-ccaccaccagtectgectaatttttgtat
5’ Gg cctcececgegttcaagegattet-cctgectcagectectgagtagectgggactacaggcacccaccaccaggectggectaatttttgtat
5’ Pt cctcececgggttcaagecgattct-cctgectcagectecctgagtagectgggactacaggcacccaccaccaggcctggctaatttttgtat
5’ Hs cctcccgggttcaagecgattct-cctgectcagecteccgagtagetgggactataggcacccaccaccaggectggetaatttttgtat
7pl3 -ttttgtca
3’ Pa cctceccaggttcaagcaattctecctgectecagettectgagtagetgggattacagacgectgecaccacgeccagcectaa-ttttgtea
3’ Gg cctcccaggttcaagcaattctccctgectcagettcctgagtagectgggattacagacgectgeccaccacgeccagetaa-ttttgtea
3’ Pt cctcccaggttcaagcaattctecctgectcagettecctgagtagectgggattacagacgectgeccaccatgececcgetaa-ttttgtea

3’ Hs cctcccaggttcaagcaattctecctgectcagettectgagtagectgggattacagacgectgeccaccacgeccagctaa-ttttgtea
Fkk ok k Rk kR kR kR kR ko kR kR kR kR kR kR kR kR Rk Rk Rk kR kR Rk Rk k Rk kk Rk kkk Rk Rk kAR

KEKKKKRKKRKKR  KKRKIKN L
5’'Pa ttttagtagagacagggttttgccatgttggccaggctggtctcaaactectgacctcaagtgatcegectcececcttggecteccaaa
5’ Gg ttttagtagagaaagggttttgccatgttggccaggctggtctcgaactectgacctcaagtgatccacteectttggecteccaaa
5’ Pt ttttagtagagacagggttttgccatgttggccaggctggtctcaaactectgacctcaagtgatcegeteeccttggecteccaaa
5/ Hs ttttagtagagacggggtttcaatatgttggccaggetggtcetegaactectgaccteaagtgateegetececttggecteccaaa
7pl3 g tgttgg ggcetg tcctgacctcaagtgat
3’ Pa ttttagtagagacagggtttcaccectgttggccaggctgetctcgaactectgacctecaggtgatctgececgecteggecttecaaa
3’ Gg ttttagtagagacagggtttcaccectgttggccaggetg-------- ctcectgacctcaggtgatctgecccgecteggacttecaaa
3’ Pt  ttttagtagagacagggtttcaccctgttggccaggetgetctegaactectgaccteaggtgatetgecegecteggacttecaaa
3’ Hs ttttcgtagagacagggtttcaccetgttggecaggetgetetegaactectgaccteaggtgatetgeccaccteggacttccaaa

B T T T T KERKRKRRKRRE KRKRKK Kk Kk KRK Kk Kk KRk
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Figura Suplementaria 6: La DS2 se insert6 en la regién U3 de un MER51A. Alinemiento
del MER51A del locus genético 7p13 de orangutan y de la secuencia consenso de MER51A
DF000809. Las letras resaltadas de rojo, amarillo y verde reflejan las regiones U3, Ry U5 del
MERS51A respectivamente. Las letras resaltadas de rosa, extremos terminales, las resaltadas
de color azul la caja TATA, las resaltadas de verde claro el fragmento LTR12 tipico del
MERS51A y las naranjas la sefial de poliadenilizacion. La flecha indica el lugar donde es
insertado el IC y las letras subrayadas de gris oscuro, los 2 pb perdidos durante la insercion y
las de gris clarito las de la microhomologia.
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