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Abstract

Toll-like receptor 5 (TLRS5) play a key role in the immune response acting as an innate sensor of pathogens,
mainly in tissues maintaining close contact with microorganisms. Recently it has suggested that the occurrence
of genetic polymorphisms in innate receptors may impair the immune function, consequently increasing or
decreasing the individual susceptibility to infectious diseases. In this study, the promoter and coding sequences
of the porcine TLR5 gene were scanned with the aim of identifying mutations with potential effects on gene
expression and pathogen recognition ability. Sixteen polymorphisms (9 promoter; 7 coding sequence), including
two Indel variations in the promoter sequence, were identified in the porcine TLRS gene. The luciferase reporter
gene assay indicated that one Indel, consisting in a 23-bp insertion at the - 581 to - 559 nucleotide position of
the promoter TLR5, creates an additional STAT binding site, and it is associated with an increase of the
promoter activity. In addition, one non-synonymous SNP 1272C/T causing a Pro402Leu change at the LRR7
domain of the porcine TLRS5 resulted in a significant decrease in the receptor recognition ability. Taken
together, our results suggests that genetic variation in the porcine TLR5 gene could alter the expression and
pathogen recognition ability of TLRS, and may be used as molecular markers to define pathogen susceptibility
or resistance patterns in pigs.

Resumen

El receptor TLRS desempena un papel clave en la respuesta inmune, actuando como un sensor de patdogenos,
principalmente en aquellos tejidos que mantienen un estrecho contacto con los microorganismos.
Recientemente, se ha sugerido que la presencia de variaciones genéticas en los receptores innatos puede alterar
la respuesta inmune, incrementando o disminuyendo la susceptibilidad individual frente a enfermedades
infecciosas. En este estudio, las secuencias promotora y codificante del gen TLR5 porcino fueron analizadas con
el objetivo de identificar mutaciones con efectos potenciales sobre la expresion génica y la capacidad de
reconocimiento de patogenos. Se identificaron 16 polimorfismos (9 en el promotor; 7 en la secuencia
codificante), incluyendo dos variaciones de tipo Indel, en el gen TLR5 porcino. Los ensayos funcionales con el
gen reportero luciferasa indicaron que un Indel (insercion de 23 pb en la posicion -581 a -559, del promotor
TLRS5), crea un nuevo sitio de union al factor transcripcional STAT, asociado con un incremento de la actividad
promotora. Ademas, la presencia de un SNP no sinénimo (SNP 1272C/T = Pro402L), ubicado en el dominio
LRR7 de TLRS, resultdé en una disminucion significativa de la capacidad de reconocimiento del receptor. En
conjunto, nuestros resultados sugieren que la variaciéon genética en el gen TLR5 porcino podria alterar la
expresion génica y la capacidad de reconocimiento de patogenos de TLRS, y pueden en un futuro ser usados
como marcadores moleculares para definir los patrones de resistencia o susceptibilidad a los patdgenos en
cerdos.

Introduccion

La familia de proteinas receptoras tipo toll (TLR) desempefian un papel clave en el sistema inmune innato
debido a su capacidad para actuar como sensores de una amplia gama de microorganismos, representando la
primera linea de defensa contra los patdégenos (Akira, 2003). TLRS5 es un receptor extracelular encargado de
reconocer la flagelina de origen bacteriano y desencadenar una cascada de sefializacion intracelular que
desemboca en la induccion de la expresion de citoquinas y otros mediadores pro-inflamatorios (Kawai y Akira,
2011). TLRS es especialmente relevante en aquellos tejidos donde la actividad de otros receptores es limitada,
como en el caso del epitelio intestinal, el cual mantienen un contacto continllo con microorganismos
comensales. En el epitelio intestinal, TLR5 es expresado en la superficie basolateral, por lo que solo puede ser
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activado cuando algiin microorganismo logra penetrar la barrera epitelial, evitando de esta forma la activacion
excesiva de la respuesta inflamatoria por microorganismos comensales. Recientes estudios en humanos, han
sugerido que la presencia de variacion genética en genes del sistema inmune pueden estar asociados con
modificaciones en los patrones de resistencia o susceptibilidad a las enfermedades infecciosas (Ragnarsdottir et
al., 2010; Krasznai et al., 2011). Es por esto que en el presente trabajo se llevd a cabo la biisqueda y analisis
funcional de polimorfismos en las secuencias promotora y codificante del gen TLRS porcino, con el objetivo de
identificar marcadores potenciales de resistencia natural a las enfermedades en cerdos, que podrian en un futuro
ser utilizados para establecer planes de mejora enfocados en el control de las enfermedades infecciosas.

Material y métodos

La secuencia promotora del gen TLR5 porcino fue analizada con la herramienta bio-informdtica Genomatix
(www.genomatix.de/), con el fin de identificar los principales elementos de regulacion transcripcional ubicados
en el promotor de TLR5. La identificacion de los dominios funcionales de la proteina receptora TLRS se llevo a
cabo con la herramienta PROSITE de la plataforma Expasy (www.expasy.org). La busqueda de polimorfismos
se realiz6 mediante la técnica de PCR-SSCP, sobre un total de 10 muestras de ADN procedentes de cerdos del
cruce comercial Landrace x Large White. El analisis poblacional se llevd a cabo empleando la técnica de
minisecuenciacion, sobre un total de 128 muestras de ADN, de 5 poblaciones porcinas (40 jabalies, 15
Landrace, 25 Ibéricos, 13 Pelones Mexicanos y 35 Landrace x Large White), las cuales fueron analizadas de
forma global y divididas en dos grupos de cerdos domésticos y jabalies. Para el andlisis funcional del
polimorfismo, se realizd6 una seleccion de aquellas variaciones que afectaron sitios de uniéon a factores
transcripcionales relevantes en la expresion génica (promotor: SNP -495A/G, Indell 23pb, Indel2 5pb), o bien
afectaron algin dominio funcional relevante en la actividad del receptor (secuencia codificante: SNP 1272C/T).
Se disefiaron construcciones de ADN recombinante en vectores de expresion, y las variantes alélicas fueron
generadas mediante mutagénesis dirigida. Las construcciones fueron transfectadas de forma transitoria en
c¢lulas CHO (estudio promotor) y HEK293T (estudio secuencia codificante). En el caso del polimorfismo SNP
1272C/T, las células transfectadas fueron estimuladas con flagelina y una cepa bacteriana de Salmonella
typhimurium. Los datos funcionales de cada polimorfismo fueron obtenidos mediante ensayos con el gen
reportero luciferasa. La determinacion de diferencias estadisticas entre las variantes alélicas analizadas se
realizé mediante una prueba ANOVA de una via.

Resultados

En total se identificaron 9 polimorfismos en el promotor TLR5, siete correspondieron a variaciones de tipo SNP
(SNP1 —834A—C, SNP2 -806G—A, SNP3 —779T—G, SNP4 —674G— A, SNP5 —-673A—G, SNP6 —495A—G,
SNP7 —431G—C) y los dos restantes a variaciones de tipo Indel (Indell 23 pb, Indel2 5 pb). Las dos variaciones
Indel detectadas, ocasionaron cambios en el patron transcripcional de TLRS. En el Indell, la insercion de 23 pb
entre los nucledtidos —581 a —559, generd un sitio de unidn al factor STAT. En lo que respecta al Indel2, la
insercion de 5 pb cercanas al inicio del primer exdn, entre los nucledtidos —87 a —83, cred un nuevo sitio de
union al factor ZF02. Por otro lado, el SNP6 —495A—G afecté un posible sitio de unién al factor de
transcripcion PPAR. A nivel de secuencia codificante, se detectaron 7 SNP, tres de tipo no sinéonimos: SNP
COD2 +901T—G (H278Q), SNP COD3 +1272C—T (P402L) y SNP COD4 +1313A—T (T416S). E1 SNP
COD3, se observo dentro del dominio LRR7 de reconocimiento de patdgenos. Los resultados obtenidos en el
estudio poblacional confirmaron la eclevada variabilidad del gen TLRS5, observandose altos niveles de
polimorfismo tanto en el grupo de cerdos domésticos como en el grupo de jabalies. Los datos obtenidos en el
calculo de las frecuencias alélicas para cada locus revelaron que, con excepcion del SNP2 y el SNP7, el resto de
polimorfismos mostré frecuencias elevadas para su alelo menor, principalmente en aquellos localizados en la
region promotora (figura 1). Los valores obtenidos en el analisis funcional del polimorfismo ubicado en la
region promotora de TLR5, revelaron que en el Indell, el cual crea un nuevo sitio de union al factor
transcripcional STAT, los valores de actividad luciferasa relativa mostraron un incremento altamente
significativo (p<<0,0001) en aquellas células transfectadas con la insercion de 23 nucleodtidos (19.00 £+ 0.4661),
con respecto al valor observado en aquellas células transfectadas con la delecion de nucleodtidos (9.253 +
0.1732) (figura 2). Finalmente, el analisis funcional del SNP COD3 +1272C—T el cual provoca un cambio del
aminoacido P402 por L402 en un dominio funcional de reconocimiento de patégenos de TLRS, reveld una
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diferencia significativa (p=0,0186) en los ratios de actividad luciferasa generados por cada una de las variantes
alélicas al ser estimuladas con el ligando flagelina (figura 3A), observandose una disminucion de la actividad
luciferasa en aquellas células transfectadas con la variante TLRS 402L (80.50 + 3.522) con respecto a las células
transfectadas con la variante TLRS 402P (95.01 £ 1.404). Una tendencia similar fue observada cuando las
células transfectadas fueron estimuladas utilizando la cepa bacteriana Salmonella typhimurium DT 104
inactivada. Tal como se muestra en la figura 3B, la presencia de la variante alélica TLRS 402L (+1272T),
localizada en el dominio LRR7 del receptor TLRS5, provoca una reduccion significativa (p= 0,0224) de la
actividad luciferasa relativa (77.63 + 5.277) con respecto a la actividad generada en aquellas células
transfectadas con la variante alélica +1272C (TLRS 402L), la cual mostré un valor de 103.8 £ 4.953.
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Figura 1. Frecuencias alélicas de las variaciones genéticas identificadas en TLR5. (Allele frequencies for genetic
variations identified in TLR5). La figura muestra el resultado del analisis global del calculo de frecuencias, asi
como la comparacién entre los grupos poblacionales. Entre paréntesis se muestra el alelo menor para cada
polimorfismo.
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Figura 2. Analisis funcional del polimorfismo TLR5 Indell (Functional analysis of TLR5 Indell
polymorphism). La grafica muestra los valores de actividad luciferasa generados por cada variante alélica del
Indel 1, localizado en la region promotora del gen TLRS (***p<0,0001).
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Figura 3. Ensayos funcionales del polimorfismo TLR5 SNP COD3 +1272C—T (Functional assays of TLR5
SNP COD3 +1272C —T polymorphism). Ratios de actividad luciferasa relativa mostrados por las células
HEK?293T transfectadas con las variantes alélicas del SNP, estimuladas con flagelina (A) y con la cepa
bacteriana bacteriana Salmonella typhimurium DT 104 inactivada (B).

Conclusiones

En conclusion, nuestros datos revelan un alto nivel de variabilidad en el gen TLRS porcino. Algunas de estas
variaciones polimoérficas pueden modificar la expresion del gen o alterar la capacidad de reconocimiento e
interaccion del receptor con el ligando bacteriano, confirmando que estos polimorfismos pueden ser utilizados
como marcadores moleculares para posteriores ensayos enfocados en el estudio de la susceptibilidad o
resistencia a las enfermedades infecciosas en el ganado porcino.
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