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Regulacion epigenética del splicing alternativo mediante RNAs pequefios y argonauta 1

Los RNAs pequefios interferentes (siRNAs) son conocidos por mediar el silenciamiento post-
transcripcional de genes (PTGS) promoviendo la degradacién de mRNAs targets. Cuando son
dirigidos contra regiones promotoras, los siRNAs participan en una via alternativa conocida
como silenciamiento transcripcional de genes (TGS) que promueve la metilacién de histonas,
formacion de heterocromatina e inhibicion de la transcripcion. Mostramos aqui que los siRNAs
dirigidos contra secuencias ubicadas en cercanias al exon alternativo EDI del gen de la
fibronectina son capaces de regular su splicing alternativo en células de mamiferos. El efecto
necesita de dos proteinas claves de la via de interferencia por RNA, AGO1 y AGO2. Sin embargo,

como solo AGO1 es necesario para el TGS concluimos que ésta es la principal via involucrada.

Por otra parte, la importancia del estado de la cromatina ha sido resaltada al mostrar que los
efectos son eliminados o reducidos por factores que favorecen una estructura cromatinica mas
relajada o que aumentan la elongacion de la transcripcion. Mas aun, el mecanismo involucra la
presencia de marcas epigenéticas de heterocromatina facultativa (H3K9me2 y H3K27me3)

intragénicas en la region target y la funcion de la proteina asociada a heterocromatina HP1a.

Utilizando tecnologia genome-wide encontramos que aproximadamente el 40% de los eventos
de splicing alternativo contenidos en un panel de RT-PCR relacionado a cancer fueron afectados
tras la deplecion de AGO1 o Dicer. Mediante experimentos de ChiIP-seq hemos encontrado un
enriquecimiento de clusters de AGO1 en promotores de genes con alta expresion y en exones
ubicados en genes con baja tasa transcripcional. Adicionalmente, descubrimos un aumento del

solapamiento de marcas de histonas sobre sitios target de AGOL.

Finalmente, hemos detectado un evento de splicing alternativo endégeno del gen SYNE2 (exén

107) que podria estar siendo afectado fisiologicamente por AGOL.

Palabras clave: splicing alternativo, transcripcién, cromatina intragénica, interferencia por RNA,

siRNAs, AGO1, TGS



Epigenetic regulation of alternative splicing by means of small RNAs and argonaute 1

Small interfering RNAs (siRNAs) are known to mediate post-transcriptional gene silencing (PTGS)
by promoting degradation of target mRNAs. When targeted at promoter regions, siRNAs
participate in an alternative pathway known as transcripﬁona! gene silencing (TGS) by
promoting histone methylation, heterochromatin formation and inhibition of transcription. Here
we show that siRNAs targeting sequences located close to the alternative exon EDI from the
fibronectin gene are able to regulate its alternative pre-mRNA splicing in mammalian cells. The
effect needs both key players of RNA interference pathway AGO1 and AGO2, however since
AGOL is only needed for TGS we concluded that this should be the main pathway invoived. On
the other hand, the importance of chromatin has been highlighted showing that the effect is
abolished or reduced by factors that favor an open chromatin structure or increase
transcriptional elongation. Moreover, the mechanism involves the presence of intragenic
facultative heterochromatin epigenetic marks (H3K9me2 and H3K27me3) at the target site and

the function of heterochromatin associated protein HP1a.

Using genome-wide technology we have found that approximately 40% of alternative splicing
events from an RT-PCR cancer related panel were affected upon AGO1 or Dicer depletion. By
means of ChIP-seq experiments we have found enrichment for AGO1 clusters in highly
expressed promoters and in exons located in genes with low expression levels. Additionally, we

found enrichment of histone mark overlapping on AGO1 target sites.

Finally, we have detected an endogenous alternative splicing event from SYNE2 gene (exon 107)

that could be physiologically affected by AGO1 binding.

Keywords: Alternative splicing, transcription, intragenic chromatin, RNA interference, siRNAs,

AGO
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1 INTRODUCCION

1.1 1a transcripcion y el splicing alternativo

1.1.1 Transcripcion en los organismos eucariotas

El proceso que conocemos como transcripcién implica una serie de reacciones
biolégicas que llevan a cabo el pasaje de la informacion genética desde la secuencia de
bases del acido desoxirribonucleico (DNA) pasando primeramente por la generacion
de un transcripto primario o inmaduro de acido ribonucleico (RNA), hasta la confeccién
final de un RNA mensajero (MRNA) maduro. En este sentido, el flujo de la informacion
genética desde al DNA hasta el mRNA maduro estd finamente regulado en cada uno
de sus pasos: transcripcion y procesamiento.

A nivel general, la transcripcidn de la gran mayoria de los genes de organismos
eucariotas es llevada a cabo por la RNA polimerasa II (Pol II), mientras que la RNA
polimerasa I transcribe los RNA ribosomales 28S, 18S y 5.8S y la RNA polimerasa III
transcribe RNA de transferencia y ribosomales 5S. Hace cinco afios un grupo de
investigadores rusos descubrid una cuarta RNA polimerasa eucariota de origen
mitocondrial (RNA polimerasa 1V), involucrada en la transcripcion de algunos RNA
mensajeros nucleares (Kravchenko et al.,, 2005). 1as RNA polimerasas son reclutadas a
diferentes secuencias promotoras de la transcripcion mediante la participacién de
distintos factores auxiliares llamados factores de transcripcién.

Antiguamente se creia que este flujo de la informacién estaba “escalonado”
temporalmente, primero ocurria la transcripcion y luego el procesamiento que a su vez
estaba dividido en tres etapas (Fig. 1):

I.Capping o agregado del Cap: un nucleétido GTP modificado es agregado al
mMRNA naciente formando un “capuchon” o caperuza de 7 metil-guanosina en el
extremo 5.

II.Splicing. dado que solo una parte del gen contiene informacién para la sintesis
proteica y que ademas esta informacion esta interrumpida por muchas secuencias

internas, se produce la escisién de dichos segmentos internos por medio de reacciones



de corte y empalme. 1as regiones cortadas y eliminadas se llaman intrones, mientras
que las empalmadas se conocen como exones. Este proceso también se da en muchos
genes no codificantes como los non-coding RNAs, pseudogenes, etc.

IIl. Corte y poliadenilacion: finalmente el MRNA naciente sufre un corte en el
extremo 3"y la posterior adiciéon de varios nucledtidos de adenina, generando asi una
“cola” de poli-A; en algunos casos sufre también la modificacion de ciertos nucleétidos,

proceso denominado edicion.

Figura 1. Vision clasica del flujo de la informacion genética. Cada uno de los
procesos de la via: capping, splicing y poliadenilacion son mostrados como
eventos independientes (Orphanides y Reinberg, 2002b).

Sin embargo, esta vision ha cambiado dramaticamente durante la ultima
década. Se ha descripto con gran claridad que todos estos procesos ocurren en forma
simultanea y acoplada a la vez, donde cada uno actia como una suerte de control de

calidad antes de comenzar el paso subsiguiente (Orphanides y Reinberg, 2002b).



1a vision actual de este proceso (Fig. 2) nos muestra que la transcripcion de los
genes codificantes para proteinas comienza con la formacién del denominado
complejo de pre-iniciacion (PIC), que consiste en el reclutamiento de los factores de
transcripcion generales y la Pol II a la region promotora basal. En estas condiciones la
polimerasa todavia no es capaz de iniciar la transcripcion ya que requiere previamente
de un cambio conformacional. Este cambio es producido tras una fosforilacion de las
serinas 5 de las héptadas repetidas en el dominio carboxilo terminal (CTD) de la
subunidad mayor de la Pol II, realizado por Cdk7, la subunidad catalitica del factor de
transcripcion general TFIIH (Akoulitchev et al., 1995). Tras el cambio conformacional se
produce la liberacion de la polimerasa del promotor y el consiguiente inicio de la
transcripcion. Muchos de los factores utilizados durante todo el proceso permaneceran
alli conformando un andamiaje de factores basales (Yudkovsky et al., 2000) que, segin
se cree, es el responsable de la mayor velocidad observada en el re-inicio de la
transcripcion en rondas subsiguientes (Jiang y Gralla, 1993).

Durante esta primera fase la Pol II no sintetiza mas que 20-40 nt antes de
quedarse “pausada” y contando con una marcada tendencia a liberarse del molde
(iniciacion abortiva). Para poder salir de esa condicion de pausado (generalmente entre
las posiciones +20 y +40) y pasar a la fase de elongacion, necesita la accién de otros
factores como P-TEFb (Price, 2000), compuesto por la quinasa dependiente de ciclina 9
(Cdk9) y distintas ciclinas, como la T1, T2 o K (Mancebo et al,, 1997; Peng et al., 1998;
Yang et al, 1997) que producen un aumento en la fosforilacion en las serinas 2 de las
héptadas del CTD. Esta "marca” particular del extremo carboxilo usualmente es utilizada
para identificar RNA polimerasa II en fase de elongacién de la transcripcion.

Por ultimo, la finalizacién de la transcripcion ocurre varios nucledtidos después
de superar la sefial de corte y poli-adenilacion. Si bien existen varios modelos
propuestos para explicar este fendmeno, uno de los mas aceptados es el denominado
“torpedo”. Este modelo propone la accién de una exonucleasa 5" -> 3' encargada de
degradar “co-transcripcionalmente” al fragmento de RNA ubicado rio abajo del sitio de
corte, hasta alcanzar a la polimerasa y provocar asi su desprendimiento del DNA (West

et al., 2004) y concomitantemente la finalizacion de la transcripcion.



Figura 2. Vision moderna del flujo de la informacion genética. Cada paso que
regula la expresion genética es una subdivision de un proceso continuo que se
encuentra fisica y funcionalmente conectado entre si (Orphanides y Reinberg,
2002b).

1.1.2 Elongacion de la RNA polimerasa II

Ia Pol II transcribe los genes con una tasa de elongacién que esta determinada,
entre otras cosas, por las caracteristicas propias del molde transcripcional incluyendo la
estructura de la cromatina y por la accion de factores auxiliares que la afectan positiva
0 negativamente.

En este punto es importante diferenciar dos caracteristicas del proceso de
transcripcion que generalmente estan asociadas pero que actian de manera
independiente: tasa de elongacion y procesividad. El primero corresponde a la

definicion intrinseca de actividad catalitica de la polimerasa, medido en numero



promedio de nucleétidos anadidos por unidad de tiempo. El sequndo esta relacionado
con la capacidad de la Pol II, en este caso, de recorrer un molde de manera continua sin
desprenderse, y podria medirse como nimero promedio de nucledtidos adicionado
por evento de iniciacion. Si bien estos dos parametros estan inter-relacionados, pueden
ser afectados en forma conjunta o en forma diferencial por diversos factores (Mason y
Struhl, 2005). Aun asi, y como consecuencia de las dificultades técnicas para poder
medirlos /n-vivo 'y por separado, lo mas usual es que se los utilice como una Unica
medida de lo mismo.

Recientemente se ha desarrollado un sistema que permite, gracias a una linea
celular obtenida por modificacién genética, medir la tasa de elongacion /n-vivo en
células Unicas (Boireau et al., 2007; Mufioz et al., 2009). Sin embargo, el sistema es muy
limitado experimentalmente, ya que no permite medir la tasa de elongacion de
cualquier gen, sino Unicamente del modificado e incorporado genéticamente.

1a Pol II es considerada una enzima muy procesiva, siendo capaz de transcribir
largos genes de hasta cerca del millén de pares de bases. Sin embargo, también es una
enzima propensa a pausas y arrestos transcripcionales (Sims et al., 2004). Se cree que
muchas de estas pausas son generadas por un desalineamiento entre el extremo 3’ del
RNA naciente y el sitio activo de la polimerasa. Dichas pausas son completamente
reversibles y estan reguladas por la actividad de varios factores de elongacién, tanto
positivos como negativos. Dentro del grupo de factores positivos se destacan TFIIF,
elonguina, y Ei1, los que son considerados factores estimuladores de la elongacion
llevada a cabo por la RNA polimerasa II (Bengal et al, 1991; Bourgeois et al., 2002;
Bradsher et al., 1993; Morillon et al., 2003a; Rondon et al., 2003; Shilatifard et al., 1996);.

En la vereda de enfrente, el factor de elongacion negativo mas caracterizado es
NEI F, un complejo formado por cinco proteinas (denominadas NEi F-A/B/C/D/E) que
promueve el pausado de la Pol II (Yamaguchi et al., 1999).

En cuanto a los arrestos transcripcionales, se acepta que también son causados
por un «fuerte» desalineamiento de la polimerasa respecto del extremo 3’ del RNA
naciente, que puede deberse al llamado back-tracking (movimiento hacia atras de la

polimerasa) de la Pol II (Sims et al., 2004). A su vez, una pausa que no es resumida con



cierta celeridad puede llevar a un arresto (Gu y Reines, 1995). Para poder abandonar
este estado, la Pol II debe recurrir a un mecanismo que implica el corte del transcripto
naciente con posterior re-alineacién del extremo del RNA, el molde y el sitio activo de
la polimerasa (Fig. 3B). En este sentido, TFIIS ha sido descripto como uno de los
factores mas importantes para para superar los arrestos transcripcionales. Su estudio ha
realizado importantes contribuciones acerca del mecanismo por el cual se reasume la

transcripcién después de un arresto (Conaway et al,, 2003; Fish y Kane, 2002).
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Figura 3. Backtiracking de Pol Il
A: Esquema de pausado de la Pol
Il tras encontrar un nucleosoma.
La llegada de una segunda
polimerasa aporta un empuje a la
primera que le permite salir de su
estado de pausa para continuar
con la elongacion. Tomado de Jin
etal., 2010.
B: Mecanismo de proofreading de
la polimerasa. Una polimerasa se
detiene durante la fase de
Transferencia de  elongacién. Se produce el

FTnergie}’y backtraking y luego un corte en el
Liberacion transcripto naciente que le
g permitira a la Pol Il retomar la
_,__.—/4'_* e transcripcion. Tomado de Shaevitz
H/ﬁ et. al., 2003,

Durante la transcripcion los nucleosomas suponen una barrera importante a la
elongaciéon de las RNA polimerasas y se ha considerado que cuando varias transcriben
juntas un gen, al mismo tiempo, su paso favorece la elongacion. En estudios de
seguimiento de moléculas Unicas y utilizando la RNA polimerasa de £ coli se ha

cuantificado este pausado y descripto un backtracking de 10-15 nucledtidos cada vez



que una polimerasa se encuentra con un nucleosoma ensamblado /n-vitro (Fig. 3A). Sin
embargo, cuando dos polimerasas elongan en proximidad, se favorece la elongacién y

se reduce el backtracking aumentando la tasa de transcripcion 5 veces (Jin et al., 2010).

1.1.3 Corte y empalme de exones, el splicing

Un gen tipico de animales y plantas posee secuencias que formaran parte del
transcripto maduro, denominadas exones, y otras llamadas intrones que seran
eliminadas durante el proceso que conocemos como splicing. 1 0s limites exdn-intron
estan, en parte, definidos por secuencias denominadas “dador” y "aceptor” de splicing,
las cuales poseen un grado de conservacion variable dentro de los organismos
eucariotas (Fig. 4). Pero estos limites también estan definidos por las interacciones
directas entre estas secuencias y los factores que conformar la maquinaria basal de
splicing. Mas de 300 proteinas junto a los complejos ribonucleoprotéicos (snRNPs) U1,
U2, U4, U5 y U6 se ensamblan secuencialmente para formar dicha maquinaria (Jurica y
Moore, 2003). El sitio dador de splicing (o sitio 5°) estd formado por una Unica
secuencia de 8 nucledtidos. 1uego se encuentran tres elementos usualmente
contenidos dentro de una region de 40 nucleétidos: el sitio de “ramificacion”, un trecho
rico en pirimidinas y el sitio aceptor (también conocido como sitio 3°). Ul es el
encargado de reconocer el sitio dador, U2 el sitio de ramificacion, mientras que
factores asociados a U2 (U2AF) reconocen el trecho de polipirimidinas (U2AF65) y el
sitio aceptor (U2AF35) respectivamente (Fig. 4A).

Se ha mostrado que la relacion entre el tamafio del exon y los intrones
flanqueantes juega un rol muy importante en el reconocimiento del mismo (Marais et
al, 2005) y se han postulado dos modelos de reconocimiento de los sitios de splicing
(Berget, 1995): i) definicién intrdnica, cuando el reconocimiento es llevado a cabo a
través de la identificacion directa de los sitios intronicos 5"y 3" como una unidad de
splicing. ii) definicion exonica, cuando el reconocimiento se produce inicialmente a
través de los sitios que delimitan un exon (Fig. 4B).

I a definicidn intronica es utilizada cuando el tamafio del intron esta dentro del

rango 200-250 nucleétidos. A medida que los intrones se vuelven mas largos este tipo



de reconocimiento se vuelve ineficiente y comienza a operar preferentemente la

definicion exénica (Hertel, 2008).

A Sitio 50 Sitio de Sitio 3’0
Dador Ramificaciéon Aceptor
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de sitios de U
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Figura 4. Sitios de empalme y reconocimiento de exones.
A. Representacion de los sitios importantes para el proceso de splicing y las proteinas

encargadas de reconocerlos (cajas azules). En amarillo se observan dos exones flanqueando un
intrén. Tomado de Schor, . 2009.

B. Los sitios de empalme de intrones con un tamafio menor a 250 nucledtidos son reconocidos a
lo largo del intrén (definicion intrénica) y los componentes del spliceosoma se ensamblan sobre el
intrén. Los sitios de empalme de intrones mas largos son reconocidos a través de los exones
(definicion exdnica). Tomado y modificado de Hertel, 2008.

Independientemente de cual sea el modo de reconocimiento utilizado, el
proceso fundamental que debe producirse es la eliminacion del intron mediante el
splicing. Un mega-complejo dinamico denominado “spliceosoma” es el que realiza
esta tarea (Black, 2003; House y 1 ynch, 2008; Staley y Guthrie, 1998). Este proceso fue

descubierto por los grupos de Phillip Sharp y Richard Roberts en 1977, valiéndole a



ambos el premio Nobel de Medicina en 1993. Teniendo en cuenta la cantidad de
proteinas intervinientes y la complejidad inherente a su funcionamiento, el splicing es
comparable a la sintesis de proteinas y al inicio de la transcripcion.

Como se menciond anteriormente, durante muchos afios la transcripcion y el
procesamiento del mRNA fueron concebidos como procesos independientes que
ocurren de manera continuada en el nucleo celular, aunque separados temporalmente.
A través de evidencias bioquimicas, citologicas y funcionales se ha demostrado que las
tres reacciones de procesamiento (capping, splicing, y poliadenilacion) del RNA estan
fuertemente acopladas a la transcripcion por la RNA polimerasa II (Bentley, 1999;
Hirose y Manley, 2000; Proudfoot, 2000; Proudfoot et al., 2002). El papel central en el
acoplamiento de la transcripcion y el procesamiento del mRNA lo ocupa el dominio
inusual presente en el extremo carboxilo de la RNA polimerasa II, lamado CTD (Fig. 5).
En mamiferos este dominio consta de 52 repeticiones del heptapéptido Tyr-Ser-Pro-
Thr-Ser-Pro-Ser (Y-S-P-T-S-P-S), 45 repeticiones en moscas, y 26 en levaduras
(Palancade y Bensaude, 2003). Durante el inicio de la transcripcion el dominio es
hiperfosforilado en su serina 5 (Ser-5) por el factor de transcripcion basal TFIIH,
posteriormente se produce el arresto de la polimerasa, los factores encargados de
producir la caperuza de 7'metil guanosina se asocian al CTD (fosforilado en Ser-5) y
modifican el transcripto naciente, posteriormente la proteina pTEFb es reclutada y tras
fosforilar al CTD en Ser-2, la transcripcion prosigue (Orphanides y Reinberg, 2002b). El
splicing puede ocurrir tanto co-transcripcionalmente como post-trancripcionalmente, y
en algunos casos de ambas maneras. Un buen ejemplo es el de los genes de los anillos
de Balbiani en Chironomus tentans, donde los primeros intrones son eliminados co-
transcripcionalmente, mientras que sus intrones terminales son removidos post-
transcripcionalmente (Neugebauer, 2002).

Son numerosos los ejemplos que demuestran la co-transcripcionalidad del
splicing in vivo, desde la observacion al microscopio electronico de la formacion de
lazos intronicos en el RNA naciente durante su transcripcion (Beyer y Osheim, 1988)
hasta la co-inmunoprecipitacion de proteinas que participan en el sp/icing junto al RNA

procesado, asociados a la cromatina de genes transcripcionalmente activos



(Gornemann et al,, 2005; Kotovic et al., 2003; 1 acadie y Rosbash, 2005; 1 isterman et al.,
2006). También se ha mostrado /n vivo que la Pol II es capaz de reclutar factores de

splicing a los focos de transcripcidon (Misteli y Spector, 1999).

Complejo
ARN-Pol Il

Complejo de
unién al CAP

Complejo de
Poli-adenilacion

Me Spliceosoma

Figura 5. Acoplamiento entre la transcripcion y el splicing. El extremo carboxilo
terminal (CTD) de la Pol Il fosforilado (verde) recluta diferentes factores de
procesamiento del RNA como el factor de unién al Cap (amarillo), factores de splicing
(rojo) e incluso factores asociados con el complejo de poli-adenilacion (azul).

Curiosamente, uno de los primeros casos de splicing co-transcripcional
reportado en humanos fue descubierto en el gen mas largo de nuestro genoma (2.400
kb), el de la distrofina (Tennyson et al., 1995). En este mismo sentido, el splicing co-
transcripcional representa un marco explicativo que ayuda a entender el
reconocimiento de los exones y el splicing en genes conformados por pequefios
exones rodeados por intrones que pueden tener decenas o centenas de kb de longitud

(Goldstrohm et al., 2001).

1.1.4 El splicing alternativo y su regulacion

Hace casi diez afios se publicaba el primer borrador del Proyecto del Genoma
Humano (PGH), y sorprendia a la comunidad cientifica con el escaso nimero de genes

estimado, aproximadamente 25.000. Desde ese momento muchos trabajos se han

10



focalizado en aquellos procesos moleculares capaces de generar diversidad proteica a
partir de un nimero limitado de genes. De esta manera, las miradas se han posado
sobre otros personajes que forman parte del “disefio de la vida” mas alla del DNA. El
splicing alternativo es uno de ellos. Antiguamente se creia que este proceso era una
rareza encontrada en una docena de genes de mamifero. Sin embargo, ya para el
momento en que los resultados del PGH fueron publicados se estimaba que el 35% de
los genes humanos podia generar isoformas mediante splicing alternativo (Croft et al.,
2000). Este porcentaje ha ido creciendo paulatinamente con el correr de los afios hasta
alcanzar el sorprendente numero de 92% segun lo ha mostrado el grupo de Chris
Burge haciendo uso de la novedosa tecnologia de ultra-secuenciacion (Wang et al.,
2008).

10s exones alternativos generalmente comparten una caracteristica comun:
presencia de sitios de splicing flanqueantes pobremente definidos, es decir, que se
alejan de la secuencia consenso. Empero, la presencia de un sitio de splicing débil no
brinda ninguna informacién respecto a la tasa de inclusion/exclusién del exdn
involucrado. 1 a vision mas reduccionista acerca de como puede regularse un evento de
splicing alternativo nos muestra, por un lado, la presencia o ausencia de secuencias
reguladoras y por el otro, la presencia o ausencia de las proteinas encargadas de
reconocer dichas secuencias los que finalmente seran las efectoras de la actividad
regulatoria. Asi, la regulacién del splicing alternativo es un proceso altamente complejo
donde interviene una gran cantidad de factores y secuencias reguladoras, conformando
una red de interacciones que finalmente "decide” el destino de dicho exon (Fig. 6).

I as secuencias reguladoras pueden actuar tanto favoreciendo (enhancers) como
desfavoreciendo (silencers) la utilizacion de un sitio de splicing sub-6ptimo
determinado (Caceres y Kornblihtt, 2002). A su vez, la estructura secundaria del mRNA
naciente es capaz de favorecer o desfavorecer el reconocimiento de sitio de splicing o
una secuencia regulatoria (Blanchette y Chabot, 1997; Buratti y Baralle, 2004; Buratti et
al., 2004; Graveley, 2005; Jacquenet et al., 2001).
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Figura 6. Algunos de los componentes que regulan el splicing alternativo. E/
reconocimiento eficiente de un sitio de splicing es mediado por muchos parametros.
Entre ellos se incluye la fortaleza del sitio, la arquitectura exon/intrén, la presencia o
ausencia de sitios silenciadores o enhancers, la presencia o ausencia de estructuras
secundarias en el ARN, la cromatina y la tasa de elongacion de la Pol Il. Tomado y
adaptado de Hertel, 2008.

Por otro lado, existen numerosas proteinas que afectan el proceso de splicing
alternativo por unién directa al mRNA y/o a través de la interaccion con proteinas de la
maquinaria de splicing. Estos reguladores también son capaces de actuar favoreciendo
o desfavoreciendo la inclusidon de un exdn alternativo en el transcripto maduro (Caceres
y Kornblihtt, 2002). No es sorprendente que estas proteinas también muestren
funciones en otros pasos del metabolismo del RNA, como la transcripcion (1in et al,
2008), la exportacion (Reed y Cheng, 2005) o la traduccion (Sanford et al., 2004),
pudiendo participar en distintos pasos del metabolismo de un determinado mRNA
(Bjork et al., 2009; Blaustein et al., 2005).

Aunque se desconoce el mecanismo preciso, se sabe que el resultado de un
evento de splicing puede afectar positiva o negativamente a otro evento en el mismo

MRNA (Fededa et al., 2005; 1 enasi et al., 2006; Romano et al., 2001), y las evidencias
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indican que la influencia de un evento sobre otro se rige de una polaridad 5 -> 3"
eventos alternativos proximales al promotor ejercen mayor influencia sobre eventos
distales que viceversa (Fededa et al., 2005).

Durante los ultimos afios la investigacion se ha focalizado en dos nuevos
factores capaces de regular el splicing alternativo, los cuales seran abordados en mayor
detalle en las siguientes secciones: la tasa de elongacion de la Pol Il y el estado de la

cromatina.

1.1.5 (La “calidad” de la transcripcion es capaz de afectar el splicing

alternativo?

A fines de la década del "90 nuestro grupo inici6 el camino para intentar
responder a esta pregunta mediante la utilizacion de reporteros de splicing alternativo
(minigenes) a los cuales se les modificd la secuencia promotora que dirigia su
transcripcion alternando entre diferentes promotores. Se encontré que efectivamente
la “calidad” de la transcripcion, en este caso determinada por el tipo de promotor
utilizado, era capaz de modificar el patron de splicing alternativo del minigén en
cuestion sin afectar su tasa de sintesis. Esto fue observado en diferentes sistemas, bajo
la accion de diversos promotores (Cramer et al., 1999; Cramer et al., 1997) o por un
mismo promotor con o sin sitios de respuesta a hormonas (Auboeuf et al., 2002). De
manera relacionada, se ha encontrado que el reclutamiento diferencial de factores de
transcripcion y co-activadores a un mismo promotor genera modificaciones en el
splicing alternativo (Auboeuf et al., 2004a; Auboeuf et al., 2004b; Nogués et al., 2002).

Se han planteado dos modelos, que no son mutuamente excluyentes y que de
hecho podrian actuar en paralelo, para explicar como la transcripcion puede afectar el
splicing alternativo (Kornblihtt, 2007):

I Por un lado, el “modelo de reclutamiento” plantea que la maquinaria
transcripcional podria reclutar factores de splicing o co-activadores transcripcionales al
mRNA naciente, quienes en Ultima instancia actuarian favoreciendo o desfavoreciendo

el reconocimiento de un exéon alternativo. De acuerdo con este modelo, el
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reclutamiento diferencial llevado a cabo en diversos contextos celulares daria lugar a
una amplia variedad de eventos de spl/icing alternativo diferentes (Fig. 7B).

Se han reportado tanto co-activadores reclutados a promotores capaces de
regular el splicing alternativo (Guillouf et al., 2006; 1ai et al, 1999; Monsalve et al.,
2000), como el de factores de splicing asociados a la maquinaria transcripcional.
Posiblemente uno de los casos mejores estudiados corresponde al efecto dependiente
del CTD de la proteina SRp20 sobre el splicing alternativo del exon EDI del gen de
fibronectina (de la Mata y Kornblihtt, 2006).

Otro caso interesante ha sido publicado, mostrando que el reclutamiento
selectivo de la proteina “"adaptadora” MRG15 a sitios marcados con trimetilacion de
lisina 36 de la histona H3 (H3K36me3) preferentemente ubicados en algunos eventos
de splicing alternativo (Fig. 7B), genera el reclutamiento de uno de los represores del
splicing mejor caracterizados, el polypyrimidine tract binding protein (PTB), hacia el
transcripto naciente favoreciendo la exclusion de dichos eventos (1 uco et al., 2010).

ii. Por otro lado, el modelo cinético sostiene que la tasa de elongacién y/o
procesividad de la Pol II es capaz de brindar diferentes ventanas temporales para la
exposicion de sitios de splicing capaces de competir entre si, favoreciendo o
desfavoreciendo la inclusion de exones alternativos en el transcripto maduro. 1a idea
original fue sugerida por los trabajos de Eperon y colaboradores (Eperon et al., 1988),
quienes mostraron una influencia de la transcripcion sobre la estructura secundaria del
MRNA, lo que a su vez afectaba el splicing. Nuestro grupo ha sumado evidencias sobre
la competencia de sitios de splicing débiles contra sitios fuertes mediada por la
velocidad de sintesis del RNA (Nogués et al., 2003).

la idea subyacente es que debido a que el splicing es un proceso co-
transcripcional y dinamico, mientras el RNA precursor es sintetizado, diversas proteinas
comienzan a unirse a la vez que la maquinaria de splicing inicia su procesamiento. El
tiempo que transcurra desde que una secuencia es sintetizada y por lo tanto expuesta a
las proteinas y complejos del entorno, marcara en gran parte su destino final. Si existen

dos sitios de splicing en competencia, cuanto mayor sea el tiempo que transcurra entre
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la sintesis del primero y la sintesis del segundo, mayor sera el tiempo para que la
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Figura 7. Modelo de acoplamiento cinético vs Modelo de reclutamiento.

A. Una elevada tasa de elongacion favorece la exclusion de un evento de splicing alternativo
(naranja). Una disminucion de la tasa de elongacién o pausado brinda mas tiempo a la maquinaria
de splicing para detectar el sitio de empalme débil (rojo) favoreciendo la inclusion del exén en el

transcripto maduro.

B. Las modificaciones de las “colas” de las histonas a lo largo de un gen determinan el
reclutamiento y la unidn de factores de splicing especificos via proteinas adaptadoras encargadas
de “leer” dichas modificaciones. En este caso PTB es reclutado a través de MRG 15 favoreciendo la

exclusion del exon alternativo.
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cion en detrimento del segundo (Fig. 7A). Muchas son las evidencias que indican que la
tasa de elongacion afecta el splicing alternativo, desde las acciones de distintos
factores de transcripcidn (Kadener et al., 2001; Nogues et al., 2002), pasando por el
efecto de secuencias responsables de pausas transcripcionales (Roberts et al., 1998;
Robson-Dixon y Garcia-Blanco, 2004), siguiendo por la influencia de la estructura
cromatinica (Batsché et al., 2006; Kadener et al., 2002), hasta las pruebas mas solidas y
directas de este fendmeno obtenidas a partir de la utilizacion de RNA polimerasas
mutantes. El ejemplo mas concreto es la utilizacion de una mutante de la subunidad
mayor de la Pol II denominada "C4", la cual posee una menor tasa de elongacion y es
capaz de incrementar el reconocimiento del exén EDI del gen de la fibronectina (de la
Mata et al., 2003) mediante el mismo modelo. Anteriormente se creia que esa ventana
temporal entre la sintesis del primer y segundo sitio de empalme era aprovechada por
la maquinaria de splicing para efectivamente producir el corte del primer intréon
favoreciendo asi la inclusion del exon alternativo en lo que se conoce como “first come,
first serve”. Sin embargo un estudio reciente de nuestro grupo ha mostrado que, al
menos para este ejemplo, la Pol I le daria mas tiempo a la maquinaria de splicing para
que “marque” y comprometa al primer sitio sintetizado por sobre el segundo (de la
Mata et al,, 2010), aunque este Ultimo se procesaria en primer lugar.

El concepto de splicing co-transcripcional permitiria explicar también el ya
mencionado fendmeno de polaridad que muestra la coordinacién entre diversos
eventos de splicing alternativo en el mismo mRNA. En principio, si la transcripcion es
lenta, el resultado del primer evento en ser transcripto puede influir en el segundo,
pero cuando el segundo es transcripto el primer evento de splicing ya ha sido
completado. Efectivamente, experimentos con distintos promotores muestran que un
promotor con alta tasa de transcripcidn disminuye la polaridad del efecto (Fededa et

al., 2005).
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1.1.6 El gen de la fibronectina como modelo de estudio del splicing

alternativo

1a fibronectina es una glicoproteina de elevado peso molecular y dominios
multiples, encontrada en tejido conectivo, adherida a la superficie celular, en el plasma
u otros fluidos corporales. Interactia con una enorme variedad de macromoléculas
incluidos algunos componentes del citoesqueleto, la matriz extracelular (MEC),
receptores en la superficie celular de fibroblastos, neuronas, fagocitos y bacterias. 1a
fibronectina, ademas, puede interactuar consigo misma adquiriendo una estructura
fibrilar. Ademas ha sido reportada su union a varias moléculas pequefias como iones
Ca™™ y azUcares. En cuanto a su funcion, esta involucrada en muchos procesos celulares,
abarcando desde la reparacion de tejidos, coagulacién sanguinea, migracién vy
adhesion celular, hasta procesos tan complejos como el cancer (Akiyama et al., 1995;
Kornblihtt et al., 1996).

Basicamente existen dos formas de FN: i) insoluble dimérica formando fibrillas
en la MEC, o ii) como un dimero soluble unido por puentes disulfuro principalmente
encontrada en el plasma. 1a primera es sintetizada en los fibroblastos, condrocitos,
células endoteliales, macrofagos y algunas células epiteliales; mientras que la segunda
es sintetizada en los hepatocitos. Ambas poseen un peso molecular cercano a los 250
kDa.

I a importancia de la fibronectina en el correcto desarrollo de los mamiferos es
fundamental y ha quedado demostrada por el efecto letal en ratones Knock-out para
este gen (George et al., 1993). Ademas, Muro y colaboradores (Muro et al., 2003) han
demostrado que ratones modificados por ingenieria genética, de manera que el exon
alternativo EDA sea incluido o excluido constitutivamente, sufrieron una cicatrizacion
de heridas de la piel anormal y un tiempo de vida media de las lineas modificadas

sustancialmente menor a los ratones control.
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En cuanto a su estructura tridimensional, podria decirse es similar a un vastago,
compuesta por tres tipos diferentes de mddulos homédlogos y repetitivos,
denominados de Tipo I, II y III. Estos médulos forman parte de la misma cadena
polipeptidica y pueden ser imaginados como “cuentas en un collar”, cada una unida a
la siguiente por un pequefio conector (Fig. 8). Existen 12 repeticiones del mddulo de
tipo I, 2 del tipo II y 17 del tipo IlI. Cada mddulo constituye una unidad plegada
independiente (dominio). 1 a secuencia de aminoacidos de estos modulos se encuentra

altamente conservada.
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Figura 8. Estructura de la fibronectina y sus isoformas.

A. En |a representacion puede apreciarse la estructura primaria de la fibronectina y las 3
regiones que sufren splicing alternativo (EDA, EDB y IICS).

B. Modelo tridimensional de los mddulos de tipo I, Il'y IlI.

(+) inclusion. cFN: fibronectina celular; pFN: fibronectina plasmatica

El genoma haploide humano, al igual que muchos otros mamiferos posee una
Unica copia del gen de la fibronectina (Kornblihtt et al, 1983). Dicho gen tiene una
extension de 75 kb, 50 exones y la transcripcion es iniciada a partir de un Unico
promotor. El splicing alternativo de la fibronectina fue descubierto de manera
independiente por dos grupos de investigacion a principios de la década del '80

(Kornblihtt et al., 1984; Schwarzbauer et al,, 1983), y desde ese momento ha sido “un
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modelo clasico” de trabajo en dicha area, ademas de ser utilizado para ilustrar el valor
adaptativo del barajado de exones.

El transcripto primario de la FN puede sufrir splicing alternativo en tres regiones
independientes denominadas EDI (Extra Domain I) o EDA, EDII (Extra Domain II) o EDB y
I-CS (Type III Connecting Segment), dando lugar a 20 polipéptidos diferentes en
humanos, 8 en pollo y 12 en rata (Kornblihtt et al., 1996). 1 as tres regiones involucran
exones codificados por repeticiones de tipo Il y su regulacidn es especifica de tejidos y
esta intimamente ligada al desarrollo. Por ejemplo, en la FN del higado adulto se
encuentran ausentes las secuencias correspondientes a EDI y EDII, mientras que todos
los mMRNA embriénicos de FN los contienen. EDA es incluido en la fibronectina celular,
principalmente en fibroblastos y otros tipos celulares. En la MEC de los tejidos adultos
estd pobremente representado a diferencia de lo que ocurre en tejidos con alta

proliferacion como embriones y células cancerosas.
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1.2 Cromatinay cédigo de histonas
1.2.1 Conceptos basicos

la cromatina es un polimero que provee una plataforma dinamica capaz de
controlar los diferentes procesos involucrados en el flujo de informacion genética.
Como se ha mencionado anteriormente, la unidad basica de la cromatina esta
constituida por el nucleosoma, octamero de proteinas histonas (H2A, H2B, H3 y H4)
sobre el cual se enrollan casi 2 vueltas de DNA (Fig. 9). Diferentes disposiciones de los
nucleosomas generan, basicamente, dos tipos de cromatina: eucromatina (laxa) y

heterocromatina (compacta).

Cada histona posee un dominio globular central que media la interaccion entre
las diferentes histonas y que organiza la unién del DNA al nucleosoma. Ademas, cada
histona posee un dominio amino-terminal especialmente rico en aminoacidos basicos
que se extienden mas alla de la superficie de dicho nucleosoma. H2A posee un extremo
carboxilo terminal adicional de aproximadamente 37 aa que también protruysobresale

fuera del nucleo de histonas.

Figura 9. Estructura tridimensional del nucleosoma.

Pueden apreciarse las casi dos vueltas del DNA (doble hebra en amarillo y verde) alrededor
del “core” de histonas, simbolizadas con su estructura 3D en azul, verde, rojo y amarillo, en
el centro de la imagen de la izquierda. También pueden observarse las “colitas” de las
histonas sobresaliendo por fuera del nucleosoma.
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Estas “colas” de histonas no contribuyen demasiado en la estructura individual
del nucleosoma, pero si son muy importantes y desarrollan un papel central
controlando el plegamiento de éstos y conformando las diferentes estructuras de

orden superior de la cromatina.

1.2.2 Modificaciones post-traduccionales de las histonas: codigo de
histonas

las histonas estan sujetas a una enorme cantidad de modificaciones post-
traduccionales, que incluyen acetilacion y metilacion de lisinas (1ys, K) y argininas (Arg,
R), fosforilacion de serinas (Ser, S) y treoninas (Thr, T), ubicuitinacién, ribosilacion y
sumoilacion de lisinas. Pero ademas debemos considerar que cada residuo de 1ys
puede aceptar uno, dos o tres grupos metilo, mientras que cada Arg puede aceptar

uno o dos grupos, complejizando ain mas este fendmeno (Peterson y 1 aniel, 2004).

Hace casi una década se propuso que las combinaciones de modificaciones
podrian generar un “cédigo de histonas”, que seria leido por diversas proteinas
encargadas de transformar ese lenguaje quimico en variadas funciones bioldgicas
como la activacién o silenciamiento de la transcripcion, la diferenciacion celular, la
replicacién, el estadio del ciclo celular, recombinacién, entrada en apoptosis, etc.

(Jenuwein y Allis, 2001; Orphanides y Reinberg, 2002a; Strahl y Allis, 2000; Turner, 2000).

Ia combinacién precisa de modificaciones histonicas en un locus determinado
puede ser asignada a la combinacién de dos efectos: la direccionabilidad de las
enzimas modificadoras de las histonas (HAT, acetilasas de histonas; HDAC,
desacetilasas de histonas; HMT, metiltransferasas de histonas, etc.) hacia un locus
especifico, por un lado, y la especificidad propia (inherente al sustrato) de dicha

enzima, por otro.
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En el caso de la activacién de la transcripcion se considera de suma importancia
la interaccion de las enzimas modificadoras con reguladores transcripcionales
dependientes de secuencias del ADN, como por ejemplo el complejo la interaccion de
SAGA (un complejo HAT) con varias proteinas activadoras especificas de genes en
levaduras (Peterson y 1 aniel, 2004). Sin embargo, no puede ser descartado que muchos
de los activadores, a su vez, tengan algun tipo de actividad modificadora de las

histonas.

En cuanto al silenciamiento, normalmente es utilizada una estrategia muy
diferente que involucra a RNAs no codificantes como disparadores que son utilizados
para identificar mediante apareamiento con transcriptos nacientes las regiones a
silenciar. 1as estrategias de silenciamiento serdn abordadas con mas detalle en la

seccion siguiente (1.3).

Volviendo a la hipotesis del cédigo de histonas, puede decirse que ésta
descansa en la suposicion de que deberian existir dos tipos de actividades bioquimicas
(Fig. 10): (1) enzimas capaces de escribir el cédigo, agregando o quitando
modificaciones en aminoacidos especificos de los extremos amino-terminales de las
histonas, y (2) proteinas capaces de interpretar dicho cddigo, las cuales deberian
interactuar con histonas (portadoras de un patron de modificaciones especifico y
preciso) y con otros complejos proteicos capacitados para desencadenar diversas

funciones bioldgicas (Dutnall, 2003).

En favor del cédigo de histonas han sido descubiertas muchas enzimas capaces
realizar estas modificaciones, y por otro lado, muchas proteinas capaces de
interpretarlas (Jenuwein y Allis, 2001; 1 egube y Trouche, 2004; Morillon et al., 2003b).
Mas aun, se han reconocido diferentes dominios proteicos encargados de modificar
aminoacidos especificos de las histonas como los SET (dominios de metilacion) y los
HAT (dominios de acetilacion), y ademas, también se han identificado dominios de
reconocimiento y union a histonas con ciertas modificaciones especificas. 10s

denominados cromodominios reconocen histonas metiladas en H3K9. Por su parte los
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Figura 10. Codigo de histonas.

A. Ensamblaje de estructura de orden superior de la cromatina a partir del monémero
(nucleosoma). Se destacan el dominio globular (circulo celeste) y la cola (extremo rojo) de las
histonas, ademas de las diferentes modificaciones posibles: metilacion (rombo amarillo),
acetilacion (triangulo verde) y fosforilacion (circulo blanco).

B. Algunas de las posibles marcas sobre los extremo amino-terminales de la histona H3 y H4.
C. Las marcas y las proteinas adaptadoras que pueden reconocerlas de acuerdo a la
presencia de dominios particulares como los cromodominios (lisinas metilada) y los
bromodominios (lisinas acetiladas).

bromodominios reconocen histonas acetiladas en H3 y H4 (Jenuwein y Allis, 2001;
Richards y Elgin, 2002). Muchos bromodominios se encuentran localizados en los
complejos modificadores de la cromatina dependientes de ATP, como la familia

SWI2/SNF, ISWI'y Mi-2 (Narlikar et al., 2002).

Durante los ultimos 5 afios nuevas investigaciones en el ambito del codigo de
histonas han agregado capas de complejidad adicionales, indicando la existencia de un
lenguaje mas que un codigo (1ee et al., 2010), donde ahora las combinaciones de
marcas de histonas se asocian con diferentes funciones bioldgicas de manera
dependiente del contexto. Asi, el orden y el mecanismo por el cual se generan o
“borran” las marcas de histonas es sumamente importante para la interpretacion que la
maquinaria celular deba realizar. Un ejemplo es la fosforilacion en serina 10 de la

histona H3 (H3S10p) realizada por PIM1 en el enhancery MSK en la region promotora
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del gen FOSI1, ambas marcas son reconocidas por la proteina 14-3-3, que a su vez
recluta a la HAT MOF que consecutivamente produce la acetilacion de lisina 16 en la
histona H4 (Fig. 11). Esta acetilacion terminara reclutando a BRD4 y P-TEFb para
finalmente producir la activacion del gen (Zippo et al., 2009). Sin embargo estas
modificaciones de histonas, en teoria necesarias para la activacion de genes, han sido
agregadas artificialmente produciendo un reclutamiento de la Pol II pero siendo
insuficientes para generar la activacion transcripcional, denotando la necesidad de un
determinado contexto celular y eventos de sefalizacion ligados necesarios para emular

la actividad completa (Wang et al., 2009).

P-TEFDb

P 1433 B”_M‘. . Polll s /(NEK)

H3S10 H4K16

Enhancer (amplificador) Promotor

Figura 11. Un lenguaje de modificaciones.

La activacion del gen FOSL mediada por suero requiere de la union de PIM1 al enhancer.
Una vez alli PIM1 (una quinasa) produce la fosforilacion de serina 10 (H3S10P) creando
un sitio de unién para la proteina 14-3-3, la cual a su vez se asocia con MOF que
finalmente acetilara H4K16. A su vez, esta modificacion puede ser detectada por Brd4, a
través de su bromodominio, que reclutara a P-TEFb la quinasa encargada de fosforilar el
CTD de la Pol Il para permitir el inicio de la transcripcion. Sin embargo, rapidamente
después de la estimulacion con suero la proteina MSK fosforila serina 10 en el promotor,
aunque esta vez MOF no sera reclutado. Probablemente el momento, la ubicacioén y el
contexto definen que la misma marca durante el mismo proceso actue de manera
diferente. Mas que un cdédigo... un lenguaje. Tomado de Wang, et. al. 2009.

1.2.3 Heterocromatina y silenciamiento

Determinados patrones de modificacion particulares en las histonas han sido
asociados con distintos estados de la cromatina, tanto sea con regiones de gran
compactacion (heterocromatina) y silenciamiento génico, como con regiones laxas

donde se encuentran mayoritariamente los genes activos (eucromatina).
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Dentro de la primera categoria, las modificaciones encontradas con mas
frecuencia y amplia distribucién han sido las metilaciones en 1ys 9/1ys 27 de la histona
H3 y en1ys 20 en la histona H4 (Fischle et al., 2003; 1 achner et al., 2003; Schotta et al.,
2004).

Como ya fue mencionado, los residuos de lisina pueden ser mono, di o
trimetilados extendiendo asi del lenguaje de las histonas. De hecho, diferencias entre di
y trimetilacion en H3K4 y H3K9 han sido asignadas como relevantes para la regulacién
de la transcripcion o el silenciamiento génico mediado por el complejo Polycomb
(Grewal y Moazed, 2003; Santa Rosa et al,, 2002; Schneider et al., 2004; Schotta et al.,
2004).

tas histonas con H3K9me3, H3K27mel y H4K20me3 normalmente se
encuentran asociadas a regiones centroméricas, pericentroméricas, conjuntamente con
algunos loci heterocromaticos. Estas marcas se encuentran asociadas al silenciamiento
de retroposones, transposones y algunos genes en organismos que van desde las
levaduras hasta los mamiferos (Kirmizis et al., 2004; Schotta et al., 2004). Por otro lado,
han sido descriptas como “marcas” del /imprinting la ya mencionada H3K27me3
conjuntamente con la H3K9me2 (Okamoto et al, 2003; Plath et al., 2003; Silva et al,

2003).

En levaduras la formacion de una regién heterocromatica comienza con la unién
de Cir4 (una metiltransferasa especifica de H3K9) a centros de nucleacion, sitios donde
se inicia el “sefalizacion” de una region heterocromatica. Esta modificacion inicial es
mediada por la maquinaria de interferencia de RNA, ya que la formacién de RNA
pequefnos de doble cadena a partir de secuencias repetitivas en la regién cenH actuara
como disparador del evento. Alli comienza a realizarse la metilacién de las histonas en
H3K9. Seguidamente, Swi6 (homologo a HP1) reconoce esta marca mediante su
cromodominio y comienza a esparcir el silenciamiento del locus. Swi6 ademas se
encarga de reclutar nuevas proteinas como Cir4 (amplificando el efecto) y HDACs (Hall
et al., 2002a). 1a expansion de la zona heterocromatica se produce hasta alcanzar un

“Insulator’ o "boundary', sitios que delimitan las regiones eucromaticas/
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heterocromaticas. 1 0s /nsulators han sido caracterizados por su propiedad de bloquear
la interaccién entre promotores y enhancers de genes diferentes, evitando asi que los
genes pueden recibir sefales inapropiadas provenientes del entorno genémico que los
rodea (Bell et al., 2001; Fahrner y Baylin, 2003; West et al., 2002). Se ha propuesto que
las regiones separadas por los Jnsulators son bioquimicamente diferentes
constituyendo  compartimientos  locales de cromatina muy condensada
(heterocromatina), y dominios de expresién génica (eucromatina), donde las fibras
cromaticas se posicionan en loops por fuera de los compartimientos heterocromaticos
(1abrador y Corces, 2002). 1 0s insulators son reconocidos por proteinas denominadas
CTCF. Pueden ser modificados quimicamente, y como consecuencia CTCF dejaria de
unirse y la region heterocromatica se extenderia hasta el proximo insulator,
expandiéndose de esta manera. Mientras que cuando CTCF se encuentra unido al
boundary impide que Swi6 y otras proteinas encargadas de mantener las “marcas”
heterocromaticas avancen mas alla de dicho sitio (Grewal y Moazed, 2003; Hall et al.,

2002b; 1 abrador y Corces, 2002).

Se cree que en mamiferos el mecanismo es basicamente el mismo, pero a
diferencia de lo que ocurre en levaduras una de las principales proteinas encargadas de
esparcir el silenciamiento es HP1 (Heterochromatin Protein 1). Sin embargo lo mas
interesante, es que se han identificado muchos genes que pueden ser silenciados por
este mecanismo, donde los promotores servirian como sitios de nucleacion, y a partir
de estos se propagaria el silenciamiento (Ayyanathan et al., 2003; Bastow et al., 2004;
Fahrner y Baylin, 2003). 1a via de interferencia por RNA y el TGS también serian piezas

fundamentales de este modelo.

Finalmente, la metilacion del DNA en citosina, es otra «sefializacién» de
regiones heterocromaticas con genes silenciados, normalmente asociada con H3K9me3

(Richards y Elgin, 2002).
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1.2.4 Eucromatinay genes activos

Ciertas modificaciones también han sido asociadas a la presencia de genes
activos. Ademas de las clasicas acetilaciones, se han detectado H3K4me 2, H3K4me3,
H3K36me3 y H3K79me2.

En realidad la acetilacion fue la primera marca en ser caracterizada como
asociada a transcripcion activa, y se creia que su funcién era neutralizar las cargas
positivas de los grupo amino, debilitando la interaccion entre los nucleosomas y el
DNA y desarmando su estructura (Ito et al., 2000; Protacio et al., 2000). De acuerdo a
esta concepcidon, no importaba que residuos fueran modificados, ya que la sumatoria
de acetilaciones y cargas reprimidas era la fuente de su actividad. Evidencias
posteriores han mostrado que la acetilacion no siempre esta asociada a transcripcion
activa y que el "efecto de cargas” no explica la funcion de muchas de estas
modificaciones (Gilbert et al., 2004; Kurdistani et al., 2004). Asi, con el correr del tiempo
fue creciendo la visién segun la cual modificaciones particulares se asocian a funciones
definidas (para una revision ver Shahbazian y Grunstein, 2007). Por ejemplo, la
acetilacion en lisina 16 de histona H4 (H4K16ac) actua desorganizando las interacciones
entre distintos nucleosomas necesarias para formar estructuras cromatinicas de orden
superior (Shogren-Knaak et al., 2006).

Se ha identificado que los niveles de H3K4me2 y H3K4me3 son muy bajos en
las regiones 3' de genes activos, siendo muy altos en las regiones 5y promotores. Por
el contrario, H3K36me3 se encuentra fundamentalmente enriquecida en las regiones 3’
de genes activos (Barski et al., 2007).

Por su parte, H3K79me2 ha sido reportada como una marca asociada en forma
exclusiva a promotores de genes activos y fundamentalmente promotores
bidireccionales (Im et al., 2003; Seila et al., 2008).

También ha sido descripta la fosforilacion en H2B S33 como una marca
relacionada con genes activos. En este caso, H2B seria fosforilada por la actividad del
CTK (dominio quinasa carboxilo-terminal) de la subunidad TAF1 del factor general de la
transcripcion TFIID, en el promotor durante el inicio de la transcripcién (Maile et al,

2004).
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Durante los Ultimos afios una explosién de trabajos publicados ha mostrado
que el posicionamiento de nucleosomas al igual que algunas marcas de histonas
particulares se encuentran enriquecidos en exones como H3K36me3 o H3K27me2, pero
fundamentalmente en exones alternativos (Andersson et al., 2009; Kolasinska-Zwierz et
al., 2009; Schwartz et al, 2009; Spies et al., 2009; Tilgner et al, 2009). Un estudio
posterior ha sefialado que este panorama es aun mas complejo, donde el patron de
marcas asociado con los exones-intrones o con el proceso de splicing es dependiente

del contexto y tipo celular (Dhami et al., 2010).
1.2.5 Cromatinay splicing alternativo

Ciertas modificaciones también han sido asociadas a la presencia de genes
activos. Ademas de las clasicas acetilaciones, se han detectado H3K4me2, H3K4me3,
H3K36me3 y H3K79me2.

Una de las primeras evidencias que sugerian un rol de la cromatina sobre el
splicing alternativo fue establecida en 1991 (Adami y Babiss, 1991) cuando encontraron
que dos copias del genoma del adenovirus dentro de un mismo nucleo celular daban
lugar a RNAs con distintos patrones de splicing alternativo. Infecciones sucesivas de
dos genomas virales distinguibles resultaron en la presencia simultanea de un genoma
replicado y uno no replicado, de manera que cada uno generaba variantes de splicing
diferentes del gen Ela. Dado que la diferencia residia en las propiedades del molde del
DNA, los autores especularon que las bases moleculares del cambio debian yacer en la
organizacion cromatinica diferencial adquirida tras la replicacion del DNA. Si la
replicacion viral promoviese una estructura cromatinica mas compacta que a su vez
redujese la tasa de elongacion de la Pol II, se le daria mas tiempo a la maquinaria de
splicing para ensamblar los complejos necesarios sobre el dador de splicing ubicado rio
arriba, favoreciendo su uso en detrimento del ubicado rio abajo, generando asi una
isoforma mas corta. Afos mas tarde Manuel de la Mata demostré que efectivamente
este era el caso (de la Mata et al., 2003).

I a observacion realizada sobre el adenovirus fue una pista que posteriormente

permitié entender la influencia del contexto cromatinico sobre splicing alternativo de
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minigenes transfectados transitoriamente. Se sabe que estos minigenes ensamblan un
contexto cromatinico (Cereghini y Yaniv, 1984; Tong et al., 2006), cuya compactacion se
incrementa luego de la replicacion. En nuestro laboratorio se confirmé que la
replicacion favorece una cromatizacion mas compacta del reportero de splicing
alternativo generando una menor tasa de elongacién (Kadener et al., 2001), la cual a su
vez, ocasiond un aumento de la inclusion del exdn alternativo utilizado en dicho
estudio. 1a idea fue reforzada tras encontrar que la tricostatina A (TSA), un potente
inhibidor de desacetilasas de histonas, favorecid la exclusiéon de exones alternativos
cuya inclusién habia sido estimulada por una baja tasa de elongacion.

De todas formas, los experimentos realizados sobre minigenes eran
insuficientes para concluir un rol general de la cromatina sobre el splicing. 1a
demostracion de que cambios a nivel de la cromatina podian afectar el splicing
alternativo de un gen enddgeno fue aportada por Batsché y colaboradores (Batsché et
al., 2006) quienes estudiaron el mecanismo por el cual el factor remodelador de la
cromatina SWI/SNF es capaz de regular el splicing alternativo del gen CD44. SWI/SNF
promueve la inclusién en el mMRNA maduro de un bloque de 10 exones alternativos
ubicados en el centro del gen. 1a subunidad Brahma (Brm) de SWI/SNF interacciona
con la Pol II, los factores de splicing snRNPs U1 y U5, y la proteina de union al RNA Sam
68. Esta ultima se une a un elemento regulador del splicing presente en la region
variable del gen CD44, la cual se sabia que estimula la inclusién de dicha regidn
mediante la activacion de las quinasas de la via ERK-MAP. El complejo macromolecular
se acumula sobre el gen CD44, con un aumento marcado sobre la regién de splicing
alternativo y causando un frenado de la Pol II, lo cual favorece la inclusién de los
exones variables de acuerdo al modelo de acoplamiento cinético.

Mas recientemente y gracias a la enorme cantidad de informacién disponible
tras la realizacion de experimentos a nivel gendmico de ultrasecuenciacion de DNA
generados tras la digestion con nucleasa micrococal y posterior aislamiento de
mononucleosomas, se ha ampliado la vision del rol de la cromatina sobre la regulacién
del splicing alternativo. Asi, varios articulos publicados durante el afio 2009 han dado

cuenta del papel primordial que ejercen el posicionamiento de nucleosomas y las
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diferentes marcas de histonas asociadas con la arquitectura exdn/intron sobre la
regulacion del splicing (Andersson et al., 2009; Hon et al., 2009; Kolasinska-Zwierz et al.,
2009; Nahkuri et al., 2009; Schwartz et al., 2009; Spies et al., 2009; Tilgner et al., 2009).
la idea detrds de estos trabajos es que si el splicing ocurre co-
transcripcionalmente, el pausado de la transcripcion como consecuencia de barreras
generada por nucleosomas bien posicionados en cercanias a sitios de splicing débiles,
le daria méas tiempo a la maquinaria de splicing para poder identificarlos y favorecer su
inclusion. En el caso de exones constitutivos, esto podria ser determinante para ayudar
a detectarlos cuando estan localizados en medio de grandes “océanos” intrénicos

(Spies et al., 2009; Tilgner et al., 2009).
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1.3 Interferencia por RNA

1.3.1 10s RNA pequeiios ingresan al campo

A principios de la década del 90 Richard Jorgensen y colaboradores realizaron
una observacion curiosa. Intentando aumentar la pigmentacién de Petunias mediante
la sobre-expresién del gen de la chalcona sintasa (CSH) involucrado en la biosintesis
de antocianinas, se encontraron con el efecto opuesto: las plantas transgénicas eran
blancas (Napoli et al., 1990). Inesperadamente, observaron una inhibicién de la
expresion del gen CSH cercana a las 50 veces. Si bien no pudieron determinar el
mecanismo que conllevaba a dicho silenciamiento hipotetizaron que la metilacion del

DNA podria estar involucrada.

Cinco aflos mas tarde Kempheus y Guo intentaban silenciar el gen par-1en C.
elegans con el fin de averiguar su funcién mediante la utilizacion de una secuencia
antisentido. Tal cual esperaban, la introduccion de dicha secuencia produjo el
knockdown del gen par-1, sin embargo e inesperadamente, la secuencia sentido

también fue capaz de silenciar del gen (Guo y Kemphues, 1995).

Finalmente el gran salto en el descubrimiento de la hoy llamada “via de
interferencia por RNA” (RNAI) lo dieron Andrew Fire y Craig Mello (galardonados con
el premio Nobel de Medicina o Fisiologia en el afio 2006) en trabajos realizados
también en C elegans. En este caso los investigadores inyectaron RNA pequefios
(siRNAs) de doble cadena con secuencias del gen wnc-22. 10s siRNAs inyectados
fueron capaces de generar un silenciamiento sumamente eficiente de dicho gen, pero
s6lo cuando ambas hebras eran utilizadas al mismo tiempo. 10s investigadores
pudieron observar que ademas este efecto aun se mantenia en la siguiente generacion
de gusanos (Fire et al., 1998).

Una vez encontrado el fendmeno la comunidad cientifica se focalizé en la
busqueda de los actores principales y del mecanismo de accién.

la via de interferencia por RNA fue posteriormente encontrada en levaduras,

plantas y animales. Inicialmente se la describi6 como un mecanismo de defensa
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gendmico, una suerte de sistema inmune primitivo capaz de proteger la integridad del
genoma ante la actividad de algunos virus, transposones y otros elementos gendmicos
transponibles (Plasterk, 2002).

Durante la siguiente década cientos de articulos publicados en todo tipo de
revistas cientificas inundaron las paginas con contenidos asociados a la flamante y
novedosa via que en plantas fue llamada PTGS (por post-transcriptional gene
silencing). Alli también fueron detectados RNA pequefios, de aproximadamente 25
nucledtidos, como disparadores de una via de defensa contra RNA viral y enddégeno
(Hamilton y Baulcombe, 1999).

Por otro lado, en Drosophila melanogaster se encontré que los RNA pequefios
se asociaban a un multi-complejo efector del silenciamiento al cual se lo llamé RISC
(RNA induced silencing complex), a la vez que se identificé una enzima encargada de
producir el corte de los RNA precursores largos de doble cadena en RNAs de doble
cadena pequeiios (21-25 nucledtidos). Se la llamo Dicer (DCR), una RNA nucleasa de
tipo III con un dominio helicasa (Bernstein et al., 2001; Zamore et al., 2000).

Al mismo tiempo y en la misma especie otra nucleasa fue identificada, ésta era
capaz de degradar mRNA con secuencias homologas a los siRNAs transfectados
previamente en Drosophila (Hammond et al., 2000). En 2004, fue el grupo de Greg
Hannon el que completd este estudio identificando a esta proteina, «la» efectora del
silenciamiento llevado a cabo por RISC, se trataba de Argonauta 2 (AGO2) (1iu et al.,
2004; Song et al.,, 2004).

A su vez, se ligd al silenciamiento de secuencias repetitivas en
Schizosaccharomyces pombe mediante la via de interferencia por RNA con la presencia
de metilacion del DNA y de H3K9 y la formacion de estructuras heterocromatinicas
(Martienssen, 2003). A este proceso, que también fue encontrado en plantas, moscas y
mamiferos se lo llamo TGS (por transcripcional gene silencing). RNAs no codificantes,
junto con RNAs pequefios son capaces de direccionar y disparar la actividad de
maquinaria de silenciamiento con la presencia de dimetilacion de la histona H3 en
lisina 9 (H3K9me2) o la trimetilacion de la histona H3 en lisina 27 (H3K27me3). Estas

marcas servirian para el reclutamiento de diferentes proteinas encargadas de generar
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y/o mantener un estado de heterocromatina como HP1 alfa o proteinas del grupo
Polycomb como Suzl12 (Hall et al., 2002a; Jenuwein, 2002; Mercer et al., 2009; Ponting
et al., 2009; Richards y Elgin, 2002; Volpe et al., 2002). Mas aun, se ha demostrado que
procesos fisioldgicos tan complejos como la hibernacion en plantas estan relacionados
al silenciamiento mediado por modificaciones quimicas en las histonas (Bastow et al.,
2004). En este caso la exposicion prolongada a bajas temperaturas genera una
significativa disminucién de la transcripcion en el gen Fi C (un represor de la floracién),
producto de un silenciamiento transcripcional de genes (TGS por transcriptional gene
silencing) disparado por H3K27me2 y H3K9me2 (Bastow et al., 2004; Simpson y Dean,
2002).

Adicionalmente, en plantas se mostré que los RNA pequefios de doble cadena
eran capaces de producir el silenciamiento de genes con metilacion del DNA en

promotores (Mette et al., 2000).

1.3.2 1as diferentes vias de accion de los RNA pequeiios

Al menos tres tipos diferentes de RNA pequeios han sido descriptos
inicialmente, de acuerdo a su origen o funcion: RNA pequefios interferentes (siRNAs),
microRNAs (miRNAs) y Piwil RNAs (piRNAs). En la naturaleza los siRNAs pueden ser
producidos por la polimerizacion llevada a cabo por una RNA polimerasa dependiente
de RNA (RdRp), por ejemplo de virus, o por la hibridacion de dos moléculas de RNA
complementarias, por ejemplo en secuencias repetitivas o durante la transcripcion de
parejas de genes sense/antisense. Estas fuentes de RNA pequefos suelen originar los
siRNAs endégenamente, los cuales a su vez, podrian afectar la transcripcion de diversos
genes blanco ya sea produciendo la degradacion del mRNA con secuencia homologa o
modificando la cromatina de su entorno gendmico (Fig. 12).

Por otro lado, la mayoria de los llamados miRNA poseen sus propias unidades
transcripcionales y se encuentran localizadas en regiones intergénicas o en antisentido
a genes codificantes (1 au et al., 2001; 1 ee et al., 2004; Rodriguez et al., 2004). Cerca del
40% esta localizado en intrones e incluso algunos lo hacen en regiones codificantes

(Tay et al., 2008). Usualmente los precursores de los miRNAs generan una estructura
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secundaria en el RNA con forma de horquilla con un /oop que separa dos regiones con
alta complementariedad (entre 20-50 pb). El primer miRNA en ser descubierto fue /in-4
hace mas de 15 aflos y fue detectado como un gen capaz de controlar el tiempo
desarrollo larval en C. elegans (Bartel, 2004). Desde aquel momento y hasta la fecha se

han descubierto casi un millar de miRNAs en el genoma humano.
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Figura 12. Distintas vias de RNA pequefios en D. melanogaster.

El esquema representa las principales vias de utilizacion de RNA pequerios. A. La produccion
de un miRNA a partir de un precursor que es escindido por Drosha y luego por Dicer (DCR1)
podra unirse a distintos complejos realizando distintas actividades como represion de la
traduccion, degradacion del mRNA blanco, etc. B. RNA pequefios de doble cadena de origen
exégeno son procesados por una segunda Dicer (DCR2). C. siRNAs enddégenos generados a
partir de elementos transponibles (ET) o genes antisentido naturales (NATs) son procesados
por Dicer para finalmente unirse a complejos AGO. Tomado y modificado de Okamura y Lai
2008.

Por su lado, los piRNAs poseen un tamafio levemente mayor al de los siRNA 'y
miRNA, aproximadamente 30 nucledtidos y se asocian exclusivamente a proteinas
PIWI . Usualmente estan localizados en clusters, que pueden albergar entre 10 y
cientos de piRNAs a lo largo del genoma y su expresion estaria limitada durante la

embriogénesis y espermatogénesis. Su funcion principal también se encuentra asociada
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con el silenciamiento génico tanto a nivel transcripcional mediante cambios a nivel
epigenéticos como post-transcripcionales, controlando particularmente la actividad de
transposones (Aravin et al., 2006; Aravin y Bourc'his, 2008; Aravin et al., 2008).

En cuanto a la maduracién, los siRNAs serian directamente procesados por
Dicer, mientras que los miRNAs recorren un camino gradual que involucra a otra
RNAasa tipo III conocida como Drosha y la ya mencionada Dicer. Drosha es requerida
especificamente para el procesamiento de los precursores de los miRNAs (1 ee et al.,
2002) en el nucleo celular. Este procesamiento origina un RNA de doble cadena largo
que es exportado al citoplasma via exportina 5, donde Dicer realizara el Gltimo paso en
su procesamiento generando RNA pequefios de doble cadena de 21 nucleétidos de
longitud aproximadamente. Se sabe bastante menos de la biogénesis de los piRNAs,
aunque se cree que derivan de precursores largos asociados exclusivamente a una de
las dos hebras del DNA.

Una vez procesados, los RNA pequefios son cargados en el complejo efector
RISC en forma ATP dependiente. Se cree que este requerimiento de energia esta
asociado con la necesidad de producir la separacién de la doble hebra del RNA
pequefo ya que solo una sera cargada en el complejo de silenciamiento y se la conoce
como "hebra guia”. Mientras que la hebra restante serd degradada y se la conoce como
“hebra pasajera”.

De acuerdo a qué proteinas formen parte del ensamblaje y a la forma en que
éste se realice pueden formarse varios tipos de efectores diferentes que varian en
tamafio y que probablemente también difieran en funcion y actividad. 1a masa
molecular estimada para dichos complejos en células humanas van desde los 130 a los
160 kDa (Martinez et al., 2002; Martinez y Tuschl, 2004).

En el intento de analizar la especificidad de secuencia de los RNA pequefios
para guiar el corte del RNA mensajero complementario, se descubrié que la seleccion
de la hebra cargada en RISC no es un proceso azaroso sino que depende de la
estabilidad termodinamica de sus extremos 5". De manera tal que, la hebra que posea
el extremo 5" con menor contenido de citosina y guanina se “abrira” primero y sera

cargada, mientras que la otra sera degradada (Schwarz et al., 2003). De esta manera es

35



posible utilizar esta «regla de asimetria termodindmica» para disefar los siRNAs
favoreciendo que la hebra sense o antisense se cargue en el complejo efector.

I as moléculas de RNA pequefios de simple cadena cargadas en estos complejos
se encuentran fuertemente unidas a proteinas Argonauta (AGO). Como hemos
mencionado, estas proteinas tienen un peso aproximado de 100 kDa y dos dominios
conservados: PAZ (piwi-argonaute-zwille) y PIWI (Carmell et al., 2002). El primero se
cree que estad involucrado en la interaccion entre AGO y la doble hebra del RNA
pequefio, mientras que el dominio PIWI formaria parte de la interaccién entre AGO y
Dicer.

El nUmero de miembros de la familia argonauta varia notablemente entre
especies, siendo 1 en S. pombe, 5 en Drosophila, 8 en humanos, 10 en Arabidopsis 'y
mas de 20 en C elegans. En humanos AGO1, AGO2, AGO3 y AGO4 se asocian con
siRNAs y miRNAs, sin embargo solo AGO2 posee la actividad catalitica capaz de
producir un corte en el mRNA target de un siRNA (Meister et al., 2004).

1os RNA pequeios simple cadena cargados en RISC pueden operar de tres
formas diferentes. En el citoplasma son capaces de producir la degradacion de mRNA
maduros cuando poseen 100% de complementariedad entre la hebra guia el RNA
blanco. Esta actividad se encuentra usualmente asociada a los siRNAs. Analogamente,
cuando poseen un cierto nimero de nucledtidos no apareados (con mismatches) los
RNA pequefios provocan una inhibicién de la traduccién del mensajero blanco (Fig. 13).
Este seria el mecanismo de accion de la mayoria de los miRNAs descriptos hasta la
fecha. Sin embargo, un miRNA con complementariedad total es capaz de producir el
corte del RNA target. De manera similar un siRNA con complementariedad parcial con
su "blanco” es capaz de impedir su traduccion (Dykxhoorn et al., 2003; Hutvagner y
Zamore, 2002). Finalmente, tanto los siRNAs como los miRNAs son capaces de reclutar
maquinaria de modificacion de la cromatina en el interior del nucleo celular y alterar el
estado de la misma en la region gendémica complementaria.

Inesperadamente, se encontré6 que los mMiRNAs también eran capaces de
producir un incremento en la tasa de traduccion de algunos mRNAs. Shobha

Vasudevan descubrié que miR369-3 dirige la asociacion de AGO2, FXR1 y factores
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asociados a micro-ribonucleoproteinas produciendo un aumento de la expresion del
gen TNF-alfa. Adicionalmente han mostrado que 1 et7 y miRcxcr4 inducen un aumento
de la traduccidn de genes target durante el arresto de ciclo celular, aun cuando estos
mismos reprimen la traduccion en células proliferantes (Vasudevan y Steitz, 2007;
Vasudevan et al., 2007).

RISC produce el corte endonucleolitico del mensajero blanco sin necesidad de
gasto de energia y el corte es realizado en el medio de la region de
complementariedad, esto es, 10 nucleétidos rio arriba del sitio de apareamiento con el
extremo 5” de la hebra guia del siRNA (Elbashir et al., 2001).

El mecanismo por el cual se lleva a cabo la inhibicién de la traduccién por parte
de los miRNAs es menos conocido. 1 a mayoria de los sitios target de los miRNAs yacen
en las regiones 3" no codificantes. Tanto los miRNAs como sus targets han sido
encontrados junto a polirribosomas, lo que indicaria que el mecanismo afecta la
elongacion y/o terminacion de la traduccidn preferencialmente sin afectar la
abundancia del mRNA (Olsen y Ambros, 1999; Seggerson et al., 2002). A su vez, en
células de mamifero estos complejos también han sido encontrados asociados con
polisomas (Kim et al, 2004). Estudios mas recientes han puesto en duda estos
conceptos y la idea original acerca de que los miRNAs no afectan la tasa de
degradacién de los mensajeros blanco. Contrariamente a lo que se pensaba, estos
estudios describen un incremento en la degradacién via deadenilacion seguida por una
pérdida del cap y la concomitante degradacion del resto del RNA (Jackson y Standart,
2007), aunque esta via degradativa es completamente diferente a la endonucleolitica
disparada por los siRNAs. Por otro lado, también se ha mostrado que los miRNAs
pueden silenciar genes mediando la inhibicion del inicio de la traduccidén (Mathonnet et
al., 2007).

En medio de este gran debate, el grupo de David Bartel ha revitalizado la
polémica recientemente. Un trabajo de su grupo ha medido simultaneamente la
produccion de proteina y mRNA en genes blanco de miRNAs enddgenos y exdgenos,
concluyendo que mas del 84% de la reduccion en la produccién de una proteina por

miRNAs esta signado por la desestabilizacion del RNA mensajero (Guo et al., 2010).
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Figura 13. Las vias clasicas de silenciamiento por RNA.

A. siRNAs: un RNA pequefio de doble cadena es procesado por Dicer. Luego la “hebra guia”
(violeta) se una al complejo RISC. Este complejo “escanea” mRNA hasta encontrar una
secuencia 100% complementaria. Al hacerlo escinde el mRNA blanco.

B. miRNAs: Un RNA precursor con forma de horquilla es procesado por Dicer, la habra guia
(naranja) se une al microprocesador. Tras encontrar una secuencia parcialmente
complementaria el microprocesador inhibira la traduccién. Tomado y modificado de Dykxoorn,
et. al. 2003.

1.3.3 10s miRNAs Yy el splicing

Ha sido demostrada la existencia de un crosstalk entre maquinaria
transcripcional y de splicing con la biogénesis de ciertos miRNAs. Particularmente el
grupo de Javier Caceres en Edimburgo ha mostrado que la ribonucleoproteina
heterogénea Al (hnRNP Al) se une al pre-miR-18a antes de su procesamiento por
Drosha, favoreciéndolo. De esta manera, hnRNP Al se uniria a un /oop en dicho
precursor relajando la estructura secundaria del mismo y generando un sitio con mejor
accesibilidad para Drosha (Guil y Caceres, 2007; Michlewski et al., 2008). Pero
adicionalmente, el mismo grupo ha sefialado recientemente que la misma proteina es
capaz de generar una accién completamente opuesta en otro contexto, es decir, inhibir

el procesamiento de otro precursor. Asi, hnRNP Al ha sido caracterizada como un
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regulador negativo de la biogénesis de let-7a al unirse a un loop ubicado en la regién
terminal del pre-let-7a (Michlewski y Caceres, 2010).

Por otro lado, algunos trabajos han mostrado la importancia de algunos
miRNAs directamente sobre el splicing alternativo. Dos ejemplos sumamente
relacionados son los de miR-124 y miR-133. Este Ultimo se expresa especialmente en
tejido muscular, y durante la diferenciacion de mioblastos reprime a nPTB, un conocido
regulador del splicing alternativo, alterando asi el patron de splicing alternativo de
varios exones especificos de musculo (Boutz et al., 2007). Por su parte, miR-124 juega
un rol similar durante la diferenciacion del sistema nervioso reprimiendo a PTBP1
(PTB/hnRNPA1) otro regulador sumamente importante del splicing especifico de
tejidos, en este caso en neuronas (Makeyev et al., 2007).

Mas recientemente se ha mostrado que miR-23a/b hace lo propio durante el
desarrollo del corazdn en ratones, inhibiendo CUGBP y ETR-3-like factor (CEiF), dos
proteinas clave que regulan la mitad de los eventos de splicing alternativo regulados
durante el desarrollo del corazén (Kalsotra et al., 2010).

Finalmente, otra conexién entre estos dos procesos ha surgido del estudio de la
biogénesis de algunos miRNAs, donde se ha observado cierta dependencia con el
proceso de splicing. Estos miRNAs se alojan en intrones y también se los conoce como
mirtrons. Su biogénesis parece ser independiente de Drosha pero dependiente del
splicing del intrén que los hospeda (Kim y Kim, 2007). Aunque todavia se trata de un
area sumamente controvertida se asume que la maquinaria de splicing es capaz de
afectar al micropocesador (complejo encargado de procesar el pre-miRNA) y vice-versa

(Shomron y 1 evy, 2009).

1.3.4 siRNAs endogenos

Ia existencia de siRNAs naturales generados en forma endogena en animales
fue incierta hasta el afio 2006 cuando fueron detectados por primera vez en C. elegans
(Ruby et al., 2006). Poco tiempo después también fueron encontrados en Drosophila'y

ratones.

39



Diversos mecanismos de “defensa” han surgido evolutivamente como respuesta
a la capacidad mutagénica de los elementos transponibles (ET). En particular, durante la
formacion de gametas masculinas los piRNAs serian los encargados de mantener
silenciada la actividad de estos parasitos gendmicos, mientras que durante la formacion
de ovocitos, siRNAs endogenos llevarian a cabo esta tarea.

En ratones se han encontrado siRNAs derivados de retrotransposones capaces
de silenciar 1 INES (/ong interspersed nuclear elements) en trans (Watanabe et al., 2006;
Yang y Kazazian, 2006).

Otra fuente de generacion de siRNAs enddgenos seria la presencia de
transcriptos antisentido en c¢is, conocidos como NATs (por natural antisense transcript).
Este fendmeno es relativamente comdn y la produccion de siRNAs podria estar
enriquecida en regiones de solapamiento entre transcriptos bidireccionales, a la vez
que seria dependiente de la actividad de Dicer (Okamura y 1 ai, 2008).

Finalmente, los genomas de mamiferos poseen un gran nimero de pseudo-
genes que en principio no cumplen ninguna funcion bioldgica, sin embargo, en oocitos
de ratdn se encontraron pseudogenes que podrian tener una funcion muy particular:
generar siRNAs a partir de la hibridacion en trans con sus “progenitores” (Tam et al.,
2008). Analisis realizados por microarreglos y PCR cuantitativa en oocitos “carentes” de
Dicer han mostrado una notable activacion de genes con complementariedad para
dichos siRNAs sugiriendo que este sistema podria regular enddgenamente la expresion

de genes (Watanabe et al., 2008).

1.3.5 Otros tipos de RNA pequeios endégenos

El avance de la tecnologia de ultra-secuenciacion ha permitido detectar una
gran cantidad de nuevos tipos de RNA pequefios en células humanas en los ultimos
dos afios. Por un lado, investigadores del proyecto ENCODE (7he Encyclopedia of DNA
Elements) realizaron la secuenciacion de RNA pequeios, con tamafios menores a 200
nucledtidos, provenientes de las lineas celulares humanas Heia y HepG2 (Encode,
2009). Encontraron muchos RNA pequefios asociados a secuencias internas de genes

codificantes de proteinas y no codificantes incluyendo junturas exon-exén. También
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describieron un nuevo grupo de RNA pequefios llamado PASRs (promoter associated
small RNAs) asociados a los sitios de iniciacion de la transcripciéon (hasta 500
nucleotidos).

Por otro lado, el grupo de John Mattick describié otros dos nuevos grupos de
RNA pequefios nucleares conservados evolutivamente en metazoos: tiRNAs (por
transcription initiation RNAs) y spliRNAs (por splice-site RNAs). 1 0s primeros fueron
detectados en células humanas THP-1, poseen un tamafio menor a 22 nucleétidos y se
encuentran entre las posiciones -60 y +120 a partir del sitio de inicio de la
transcripcién, fundamentalmente en promotores activos y con transcripcion
bidireccional (Taft et al., 2009). 1 os spliRNAs fueron encontrados en la misma linea
celular y se localizan fundamentalmente en cercanias de los sitios dadores de splicing
(Taft et al., 2010). 1 a biogénesis de ambos no estaria relacionada con la de los miRNAs
y siRNAs ya que es independiente de Dicer y Drosha.

Otro mecanismo sumamente novedoso fue publicado recientemente en la
revista NMature donde muestran que la subunidad catalitica de la telomerasa humana
(TERT) se asocia con un RNA no codificante mitocondrial. Este complejo posee
actividad RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp), actividad sumamente
importante para la generacién de RNA pequefios enddgenos en otras especies y que se
creia inexistente en mamiferos. Pero ademas esta supuesta RdRp es capaz de producir

RNA pequefios de doble cadena de manera dependiente de Dicer (Maida et al., 2009).

1.3.6 TGS y argonautas

Como ya se ha mencionado los RNA pequefios pueden dirigir el reclutamiento
de maquinaria de remodelacion de la cromatina en el interior del nucleo celular. Para
hacerlo se unen a un complejo diferente a RISC, conocido como RITS (por RNA-induced
initiation of transcriptional gene silencing). Este complejo necesario para la formacion
de heterocromatina en levaduras fue purificado por primera vez en S. pombe (Verdel et
al, 2004). Contiene a Agol, Chpl (una proteina con cromodominio asociada a

heterocromatina), y Tas3. También se encontraron siRNAs producidos por Dicer
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cargados en el complejo, con secuencias homologas a las regiones repetitivas
centroméricas requeridas para la localizacion de RITS en dominios heterocromatinicos.

Inicialmente RITS se une a una secuencia repetitiva llamada cenH y que actua
como centro de nucleacién. A partir de alli RITS comienza a esparcirse a través de 20 kb
provocando la heterocromatinizacion de dicha regién (Noma et al, 2004). Una vez
establecida, la heterocromatinizacion es mantenida por la maquinaria de silenciamiento
y en especial por la proteina Swi6 (homologa a HP1, heterocrhomatin protein 1, en
humanos) que reconoce metilaciones en la lisina 9 de la histona H3 mediante sus
cromodominios.

Un fendmeno similar ha sido descripto en Drosophila, donde se ha mostrado
que la eliminacion de miembros importantes de la via de interferencia por RNA es
capaz de producir la reduccion de H3K9me3 con la subsiguiente pérdida de
localizacién de HP1 (Pal-Bhadra et al., 2004).

Se ha llamado TGS (por transcriptional gene silencing) al mecanismo
responsable del silenciamiento de genes mediante la formacion de estructuras de
cromatina cerrada. El TGS ha sido muy bien caracterizado en levaduras y moscas, sin
embargo, su universalidad y en particular su existencia en mamiferos han sido muy
discutidas.

En medio de este marco, Kevin Morris mostrd que era posible producir un TGS
dirigido contra un gen en particular mediante la introduccion de siRNAs
complementarios a la secuencia promotora de un gen determinado en células
humanas. Utilizando un reportero con un promotor del gen viral EF1A seguido de GFP
integrado en células Her a, Morris mostré que es posible silenciar dicha construccion a
nivel transcripcional mediante cambios cromatinicos que incluyen un aumento de la
metilacion del DNA en la region blanco de los RNA pequefios (Morris et al., 2004).

Estudios posteriores del mismo grupo mostraron que para que el TGS fuera
eficiente se necesitaba una transcripcién basal del promotor “blanco” de manera tal
que el siRNA cargado en el complejo de silenciamiento pudiera reconocer una

secuencia de RNA complementaria en dicho promotor por medio de una hibridaciéon
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RNA:RNA (Han et al, 2007). Estos siRNAs «escanearian» los transcriptos nacientes

cargados en la proteina AGO1 que seria la encargada de dirigir el TGS (Kim et al., 2006).

,f
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Figura 14. Modelo propuesto para el TGS en promotores.

A. Moléculas de RNA sintetizadas por la Pol Il (verde) sobre una regién promotora (pRNA) son
escaneadas por AGO1 (amarillo) que forma parte de una complejo con la DNA metiltransferasa
(DNMT3A), la desacetilasa de histonas (HDAC) y proteinas silenciadoras como Suv39 y EZH2.
B. Este complejo produciria un incremento en H3K9me2 y H3K27me3, y en dltima instancia un
mayor grado de compactacion de la cromatina (C). Tomado de Hang et. al. 2007.

Muchos trabajos de diferentes grupos han enriquecido la evidencia de que el
TGS es un proceso presente en mamiferos (Fig. 14). El mismo fendémeno de
silenciamiento dirigido por siRNAs contra promotores fue corroborado en otros genes,
conjuntamente con la presencia de dos marcas usualmente asociadas a
heterocromatina facultativa, H3K9me2 y H3K27me3, el reclutamiento de HDACL junto a
proteinas silenciadoras del grupo Polycomb como EZH2 y cambios en la accesibilidad

al DNA (Kim et al., 2008; Suzuki et al., 2008).
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Mas oscuro es el entendimiento acerca del mecanismo por el cual opera el TGS
dirigido por siRNAs. El grupo de Manuel Serrano, en Madrid, arrojo un poco de luz en
este sentido mostrando claramente que los siRNAs requieren transcripcion solapante y
que el reconocimiento RNA:RNA es sobre la hebra transcripta. Adicionalmente,
Gonzalez et al. muestran que miR17-5p y miR20a son capaces de inducir TGS en un
reportero cuyo promotor posee secuencias complementarias a la semilla (nucleétidos
1-8 del miRNA) de estos miRNAs (Gonzalez et al., 2008). Mas interesante aun fue el
aporte realizado por Kim et. al. quienes han mostrado que un miRNA muy conservado,
miR-320, que se ubica en el promotor del gen POIR3D pero en antisentido puede
regular a este gen en c¢is a nivel transcripcional reclutando AGO1, proteinas
silenciadoras de la via Polycomb (que también habian sido relacionadas previamente
con el TGS) y la presencia de H3K27me3 (Kim et al., 2008).

Paraddjicamente al menos dos reportes han sido publicados mostrando un
efecto de activacién de genes mediante la utilizacion de siRNAs (Janowski et al., 2007;
1i et al., 2006). Si bien se desconoce la amplitud del fenédmeno no debe descartarse la
posibilidad de que la via de interferencia por RNA pueda tener un rol extra en la
activacion endogena de genes. De todas formas, aun hoy éste es un campo muy poco

explorado sobre el cual existen muchas mas dudas que certezas.
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2 OBIJETIVOS

2.1 Objetivo general

Estudiar la regulacion del splicing alternativo a través de mecanismos que afecten el
estado de la cromatina, focalizando particularmente el estudio sobre modificaciones

epigenéticas intragénicas cercanas a eventos de splicing alternativo.

2.2 Objetivos especificos

Utilizar la via de interferencia por RNA con el fin de intentar modificar la

estructura cromatinica del gen de la fibronectina humana de manera dirigida.

- Poner a prueba la hipotesis de que dichas modificaciones generadas a partir de
transfecciones con siRNAs podrian ser capaces de afectar la elongacion y

consecuentemente el splicing alternativo del exdn EDI de FN1.

- Caracterizar las proteinas o complejos esenciales para el correcto

funcionamiento del mecanismo predicho.

- Investigar si el mecanismo opera en forma natural en células humanas.
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3 CAPITULO |

RNAs pequeiios capaces de afectar la estructura de la
Cromatina, la elongacion de la Polimerasa Il y el Splicing
Alternativo

Nuestro laboratorio contaba con una extensa y creciente cantidad de resultados que
aportaban evidencias convergentes sobre el papel fundamental llevado a cabo por la
tasa de elongacién de la Pol Iy el estado cromatinico del DNA molde sobre el proceso
de Splicing Alternativo (de la Mata et al., 2003; de la Mata y Kornblihtt, 2006; Kadener
et al,, 2001; Kadener et al., 2002). Sin embargo, no existia ninguna demostracién que
revelara la integracién de estos procesos en la regulacion propiamente dicha del
splicing alternativo. Es decir, que modificando uno de estos eventos podian
simultdneamente y de manera acoplada afectarse los otros como una reaccion en

cadena.

Nuestro trabajo se origind en la convergencia de estas dos disciplinas sumada la
apariciéon del reciente campo de la interferencia por RNA. Nuestra hipotesis de trabajo
puede desprenderse entonces, de la convergencia de las tres areas desarrolladas
durante la introduccion. Pensamos que podiamos utilizar los siRNAs como herramienta
para disparar la formacion de una estructura heterocromatinica intragénica en cercania
de un evento de splicing alternativo, en pos de ver si esta modificacion era capaz de
afectar la tasa de elongacién de la Pol Il y como consecuencia el nivel de inclusion del
evento involucrado. Para ello decidimos trabajar con el gen “modelo” de nuestro

laboratorio para estudiar el splicing alternativo: el gen de la fibronectina.

En este Capitulo desarrollaremos la evidencia que sugiere que dichos siRNAs son
capaces de afectar la estructura de la cromatina en la region target, a la vez que estos
cambios pueden actuar sobre la tasa de elongacién y/o procesividad de la Pol II,

alterando finalmente los niveles de inclusion del exén EDI del gen de la fibronectina.
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El efecto de los siRNAs sobre el SA depende de la presencia de maquinaria
fundamental de la via de interferencia por RNA (AGO1 y AGO2), de la proteina HP1la

involucrada en el mantenimiento de regiones heterocromaticas y la estructura de la

cromatina.
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3.1 ResultadosI

3.1.1 Diseio de los siRNAs intrénicos

En la introduccién se ha explicado el fenémeno termodinamico que subyace al
cargado de la hebra del RNA pequefio en el complejo de silenciamiento (ver 1.3.2). Se
ha mostrado que si la molécula de RNA pequefio posee una asimetria termodinamica
en sus extremos de manera tal que uno posea mayor contenido de AU y el otro de CG,
entonces el primero en desnaturalizarse sera aquel con mayor contenido de AU o
menor contenido de CG, y en consecuencia la hebra cuyo extremo 5’este localizado
sobre esta regién sera cargada en el complejo de silenciamiento. En forma contraria, la
otra hebra (con mayor contenido de CG en su extremo 5°) serd degradada (Schwarz et

al., 2003; Tomari et al., 2004).

Basandonos en este principio hemos podido disefiar diferentes oligos de siRNA,
de manera tal que la hebra “guia” estuviera localizada tanto sense como en antisense
(con respecto al transcripto de FN). Asi por ejemplo, el siRNA que hemos llamado I33as,
tiene su target en el intron 33 de fibronectina (intrén ubicado rio abajo a EDI) y
esperabamos que la hebra a cargarse en el complejo de silenciamiento estuviese en

antisentido respecto al mRNA de FN.

Dicho de otra manera, hemos disefiado los siRNAs favoreciendo su cargado por
asimetria seleccionando secuencias con menores valores de AG para el extremo 5'de la

hebra que pretendiamos que ingresara en la via de silenciamiento.

En la figura 15 se pueden apreciar las secuencias de los diferentes siRNAs
utilizados con los correspondientes valores termodinamicos de cada extremo. En todos
los casos se observa una marcada diferencia de AG entre los dos extremos de la doble
hebra.

3.1.2 Efecto de los siRNAs intronicos sobre el splicing alternativo de EDI
en células Hep3B

Para poner a prueba nuestra hipotesis original decidimos transfectar los
diferentes siRNAs en células en cultivo de hepatoma humano, Hep3B. 1uego de 72

horas purificamos el RNA y por medio de una RT-PCR cuantitativa (ya sea en tiempo
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real o radiactiva) medimos el cociente de inclusién/exclusién del exén EDI (EDI+/EDI-).

Como control, transfectamos las mismas células con un siRNA dirigido contra una

secuencia del gen de la luciferesa que no esta presente en el genoma humano (Fig.

16A).
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Figura 15. Secuencia y disefio asimétrico de los siRNAs.
A. Secuencias blanco de los siRNAs intrénicos 133s (gris), 133as (negro), 133as (ST) y
133s(ST)(naranja). Los numeros indican la distancia en pares de bases a partir del sitio de

inicio de la transcripcion.
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B. Secuencias completas de los siRNAs intronicos y exdnicos utilizados durante el
desarrollo de esta tesis. La energia libre (AG) de cada extremo 5 fue calculada utilizando

las primeras cuatro bases.
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Dos de los siRNAs que hacian blanco contra el intron ubicado rio debajo de EDI
fueron capaces de incrementar los niveles de inclusion de dicho exdn en el mRNA
maduro (Fig. 16B izquierda). Ambos (I33*as e I33as) poseen su hebra “guia” en
orientacion antisentido, es decir, capaz de aparear con el transcripto naciente de FN.
Mientras que un siRNA capaz de hacer blanco a una distancia similar respecto a EDI
(I33s) pero cuya hebra guia estaba orientada en sense fue incapaz de hacerlo. De la
misma manera un oligo dirigido contra el intron ubicado rio arriba de EDI (I32as) no
tuvo ningun efecto sobre su splicing alternativo. 10s mismos resultados fueron
observados con mediciones realizadas tanto por PCR en tiempo real (QPCR) como
radiactiva (rPCR)(Fig. 16C). A partir de este punto hemos utilizado 133as como modelo

de estudio.

Como control positivo sobre la transfeccion de siRNAs en células Hep3B y su
correcto funcionamiento en la via clasica de PTGS, utilizamos un siRNA disefiado contra
una regién exoénica (E34as) del mismo gen. 1uego de 72 hs medimos por RT-gPCR los
niveles de mRNA de fibronectina observando una significativa disminucion de mas del

80% (Fig. 16B derecha).

Aun asi, ;podia este cambio en el splicing alternativo de EDI ser causado por la
via de PTGS? Para responder esta pregunta realizamos dos experimentos en paralelo.
Por un lado, medimos por RT-gPCR la cantidad de mensajero maduro de FN
transfectando células Hep3B con situc como control e I33as, sin observar cambios
significativos entre los dos experimentos (Fig. 16D izquierda). Por otro lado y teniendo
en cuenta que quizas [33as podria ser capaz de disparar el corte del mRNA precursor
(pre-mRNA) en el intron via PTGS sin afectar los niveles del mensajero maduro, es que
realizamos otra RT-qPCR con primers ubicados a ambos lados del sitio blanco de I33as.
En este caso tampoco pudimos detectar ningin cambio en los niveles relativos del
precursor de FN siendo transfectado con siiuc o I33as, indicando que éste Ultimo no
estaba produciendo un corte en el pre-mRNA a nivel del intrén ubicado rio debajo de

EDI (Fig. 16D derecha).
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Figura 16. Efecto de los siRNAs intronicos sobre el splicing de EDI

A. Diagrama con las regiones del gen FN1 analizadas en esta tesis y ubicacion de los sitios
blancos de los siRNAs.

B. Efecto de los diferentes siRNAs intrénicos sobre el splicing alternativo de EDI en células
Hep3B. La relacion EDI+/EDI- fue calculada tras la cuantificacion realizada por medio de una
PCR en tiempo real.

C. Efecto de los siRNAs medidos por PCR radiactiva.

D. El diagrama muestra los primers utilizados para medir el mRNA maduro (P1y P2) y
precursor (P3 y P4) del gen de FN1 (arriba). 133as no cambia los niveles totales del mensajero
de fibronectina maduro (izquierda) ni del precursor (derecha).
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3.1.3 Controles de especificidad de los efectos de los siRNAs

Teniendo en cuenta que existian muy pocos casos reportados de TGS en células
de mamifero consideramos primordial realizar una serie de controles que pudieran
descartar la posibilidad de efectos indirectos e inespecificos (off-target effects)

producto de la transfeccion con siRNAs.

En primer lugar decidimos utilizar una estrategia diferente a la del disefio
asimétrico para favorecer el cargado de una de las dos hebras en el complejo de

silenciamiento. En este caso utilizamos Stealth™

(ST, Invitrogen) siRNAs comerciales,
los cuales poseen una modificacion quimica en una de las dos hebras que impide su
ingreso a la via de silenciamiento. De esta manera seleccionamos la hebra “guia” en
orientacion sense (133sST) o antisense (133asST) (Fig. 15A). Al transfectar con estos
oligos células Hep3B obtuvimos resultados comparables a los siRNAs originales, es
decir, 133asST fue capaz de afectar el splicing alternativo de EDI a diferencia de 133sST
(Fig. 17A). Este experimento es importante como control adicional, ya que si bien I33as
e I33s estan ubicados en la misma regién y poseen un alto porcentaje de solapamiento,
sus hebras guias no son totalmente complementarias, a diferencia de 133asST e 133sST
que si los son (Fig. 15A). Aunque la modificacion quimica realizada sobre los oligos
Stealth es secreta y propiedad de la firma INVITROGEN, la estrategia ha sido validada
por medio de cotransfecciones en lineas celulares de mamifero con Stealth duplexes
disefladas para favorecer el ingreso de la hebra antisense en el complejo de
silenciamiento, en forma conjunta con reporteros de expresion de 1acZ con un
promotor eucariota en orientacion forward o reverse. Bajo estas condiciones la
actividad de B-galactosidasa fue inhibida en un 90% cuando el vector fue expresado en
orientacion forward, pero sélo un 10% cuando lo hizo en orientacion reverse (K.

Wiedrholt, INVITROGEN, comunicacion personal).

En segundo lugar, probamos que un siRNA (I33asSCR) con una secuencia que
contiene las mismas bases que 133as pero ordenadas al azar (scrambled) no afecta el

splicing alternativo de EDI (Fig. 17B izquierda). Por otro lado, observamos que I33as es
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capaz de aumentar la inclusion del exdn alternativo con concentraciones tan bajas
como 5 nM (lo recomendado en el protocolo original de INVITROGEN es 10 veces
mayor) y que, ademas, su magnitud se mantiene constante hasta los 50 nM (Fig. 17B
derecha). Estudios previos habian mostrado que los efectos inespecificos e indirectos
producidos por siRNAs eran mayores al aumentar la concentracion de siRNAs y
prevalecian a concentraciones de 50 nM. El efecto que nosotros observamos fue
insensible a concentraciones crecientes de siRNAs a diferencia de los off-target effects

(Kim et al, 2005; Persengiev et al, 2004).
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Figura 17. Escpecificidad de los efectos mediados por siRNAs.

A. Relacion EDI+/EDI- medida PCR en tiempo real utilizando el siRNA intrénico con mayor
efecto (133as) y dos nuevos oligos portadores de una modificacion quimica que solo permite
que una de las dos hebras ingrese en la via de silenciamiento (Stealth TM, Invitrogen).

B. El efecto de 133as es reproducible utilizando una secuencia scrambled (ordenada al azar)
como control en lugar de siLuc.

C. Curva de concentracion de siRNAs. No hay dependencia de la concentracion de siRNAs
utilizada. Se muestra el cociente EDI+/EDI-.

Por ultimo, confirmamos la especificidad sobre la regién gendmica del efecto
mostrando que al utilizar I33as no varia el patron de splicing de otro exén alternativo
de fibronectina (IlICS) ni de otros siete eventos de splicing alternativo ubicados en

genes diferentes: Bcl-X, APAF1 (NM_001160), BCi2111 (NM_006538), BMP4
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(NM_130851), CCNE1 (NM_057182), CHEK2 (NM_007194) y PCSK6 (NM_002570). Estos
resultados fueron medidos por RT-rPCR tanto en la linea celular Hep3B como Hei a (Fig.

18).
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Figura 18. Mds pruebas de escpecificidad de los efectos mediados por siRNAs.
A. La transfeccion con 133as o 133as™ no afecta los patrones de splicing de IlICS, otro
evento de splicing alternativo de FN.
B. 133as tampoco afecta a otros 6 eventos de splicing alternativo correspondientes a
otros genes tomados al azar de un panel de 96 eventos. Todas las mediciones fueron
realizadas por PCR radiactiva.
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3.1.4 Efecto de los siRNAs en células Hela

Intentamos averiguar si los efectos observados al transfectar RNA pequefios en
células Hep3B serian reproducibles en otra linea celular, con diferentes niveles de
transcripcion de fibronectina, diferente inclusion/exclusion de EDI y diferente contexto
cromatinico. Para ello, utilizamos la linea celular humana derivada de hepatoma
cervical, Hera, donde FN1 se expresa aproximadamente 100 veces menos que en
Hep3B y el nivel de inclusion de EDI es entre 6-8 veces mayor. Al transfectar estas
células con los diferentes oligos encontramos que I33as tenia un efecto similar al
observado en Hep3B (Fig. 19A). Inesperadamente, 133s también fue capaz de aumentar
la inclusién del exdn alternativo en forma significativa. 1 os trabajos pioneros en el area
de TGS habian mostrado que para inducir este fendmeno por medio de la
incorporacion exdgena de siRNAs debia existir un apareamiento entre la hebra "guia”
cargada en el complejo de silenciamiento y un transcripto naciente complementario.
Como se ha sefalado en la introduccion, esta caracteristica es incluso necesaria cuando
los siRNAs son dirigidos contra regiones promotoras las cuales, por lo tanto, deben
tener una tasa minima de transcripcién basal o abortiva (Han et al., 2007; Weinberg et
al., 2006). Teniendo en cuenta estas consideraciones, el resultado inesperado de I33s
podia ser explicado si en células Her a existiese algun tipo de transcripcion antisentido
que pudiera ser reconocida por el complejo de silenciamiento cargado con la hebra
“guia” de I33s. Mediante la utilizaciéon de una RT-qPCR con primers especificos para la
retrotranscripcion del RNA precursor sense y antisense en la region blanco de los
siRNAs (Fig. 19B) pudimos detectar, tanto en células Her a como en Hep3B, un nivel de
transcripcion basal en antisentido. De hecho, la relacion antisense/sense del ARNm-

precursor fue 20 veces mayor en Hel a que en Hep3B (Fig. 19C).

Una busqueda bioinformatica en distintas bases de datos nos permitid
encontrar en Ensembl, la existencia de un ‘“expressed sequence tag”
(EST;ENSETTO0000078687) antisentido a FN1 (asFN1), cuyo precursor se extiende al
menos, por un tercio del gen de fibronectina incluyendo los exones alternativos EDI y

EDII, por lo tanto, la region blanco de I33as e 133s. Debido a la existencia de un
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solapamiento parcial entre el exén 2 y 3 del EST antisentido con el exon 22 y 26 de
fibronectina hemos podido amplificar por RT-rPCR ambos transcriptos maduros en
forma simultanea (Fig. 19D y E). Como se puede apreciar en la figura, en Hep3B el
producto de PCR de asFN1 es indetectable en comparacion con el de fibronectina. Sin

embargo, en Her a los dos productos son igualmente abundantes (Fig. 19D).

De esta manera, la presencia del mRNA precursor, pero ademas de transcripto
maduro antisentido sobre la region blanco de los siRNAs podria explicar el efecto de
I133s observado en células Hei a, y corroborar la necesidad de apareamiento RNA:RNA

para que se produzca el efecto sobre el splicing alternativo.

3.1.5 La maquinaria de interferencia por RNA es requerida para el efecto de los
siRNA sobre el splicing alternativo

En el afio 2004 el grupo de Thomas Tuschl demostré que la proteina AGO?2 era
la Unica de la familia argonauta necesaria para que la via de PTGS funcionara
correctamente en células humanas T47D y Hei a (Meister et al., 2004). Por otro lado, se
ha reportado que AGO1 es necesario para la via de TGS, la cual requiere de ambas

proteinas (ver seccién 1.3.6)

Teniendo en cuenta que estas dos proteinas resultaban ser claves para la via de
interferencia por RNA y mas aun, que la presencia de AGO1 era solo necesaria para el
TGS, decidimos estudiar la dependencia del efecto de I133as sobre el splicing alternativo
tras la deplecion de ambas. Para ello llevamos adelante un experimento de knockdown
de AGO1 y AGO2 en células Hep3B por medio de la utilizacién de siRNAs. Como se
puede apreciar en la figura 20, la co-transfeccion de I33as con siAGO1l o siAGO2
elimina el efecto de éste sobre el splicing alternativo de ED], indicando que ambas
proteinas son esenciales para que I33as sea capaz de aumentar la inclusion de EDI. Mas
aun, el hecho de que se pierda completamente el efecto tras la eliminacion de AGO1
nos da la posibilidad de separar ambas vias y reconocer que el mecanismo operante es

el de TGS, ya que el PTGS no requiere de la presencia de esta proteina.
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Figura 19. siRNAs intrénicos en células Hela.

A. A diferencia de Hep3B en HelLa 133s posee un efecto sobre el aumento de inclusion de EDI.
B. Esquema de primers utilizados para medir la presencia de transcripcion antisentido.

C. Relacion transcripcion antisense/sense en las dos lineas celulares. D. Comparacion de los
niveles de transcripto procesado de FN1 y del gen ubicado en antisentido en Hep3B y HelLa. E.
Diagrama del gen FN1 mostrando el transcripto antisentido solapante (arriba rojo).

3.1.6 El estado de la cromatina y el efecto de I33as
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Segun nuestra hipotesis inicial, el estado de la cromatina debia jugar un rol muy
importante para que los siRNAs fueran capaces de afectar el splicing alternativo
mediante el TGS. Para indagar sobre esta idea decidimos tratar células en cultivo con
compuestos quimicos que fueran capaces de modificar la estructura de la cromatina. En
primer lugar utilizamos TSA (tricostatina A) y 5’azadeoxicitidina (5azadC), dos drogas
comunmente usadas para alterar el estado de la cromatina ya que son inhibidores de
desacetilasas de histonas (TSA) y metil transfererasas del DNA (5azadC). Ambas son
capaces de producir una relajaciéon general de la estructura de la cromatina de manera
indiscriminada a lo largo del genoma. Al transfectar células con 133as y dejarlas durante
72 hs con 5azadC o 24 hs con TSA, o la combinacién de ambas, pudimos observar una

pérdida casi completa del efecto sobre el splicing alternativo en los tres tratamientos

(Fig. 21A).
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Figura 20. AGO1 y AGO2 son necesarias para el efecto de 133as.

El knockdown de AGOT1 asi también como el de AGO2 disminuye significativamente el
efecto de 133as sobre el splicing alternativo de EDI. Los niveles de expresion de ambas
proteinas fueron controlados mediante la cuantificacion del RNA mensajero por PCR en
tiempo real (tabla inferior).

Iuego utilizamos una nueva droga, recientemente desarrollada, llamada BIX
01294, la cual inhibe con mucha especificidad metil transferasas de histonas capaces de
modificar la lisina 9 de la histona H3 mediante el agregado de un grupo dimetilo. Es
importante recordar que la bibliografia mostraba que la transfeccién de siRNAs era

capaz de disparar TGS aumentando la presencia de dos marcas de histonas
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relacionadas a heterocromatina facultativa: H3K27me3 y H3K9me2. BIX es entonces,
capaz de inhibir la enzima que realiza esta Ultima modificacion. El tratamiento con esta

droga durante 72 hs fue capaz de eliminar el efecto del siRNA intrénico sobre el SA de

EDI (Fig. 21B).

1 0s resultados obtenidos hasta este punto con TSA, 5azadC y BIX resaltan la
posibilidad de la ocurrencia de dos fendmenos contrapuestos de manera simultanea y
en competencia. Por un lado, la utilizacion del siRNA “intentando” compactar la
cromatina en su region blanco y por otro lado, la administraciéon de drogas que inhiben

enzimas claves de la via de silenciamiento favoreciendo una relajacion del estado

cromatinico.
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Figura 21. El estado de la cromatina afecta la actividad de 133as.

A. El efecto de 133as es reducido con la utilizacion de un inhibidor de desacetilasas de
histonas (TSA) y completamente eliminado con la utilizacion de un inhibidor de metil
transferasas del DNA (5azadC).

B. Adicionalmente, un inhibidor especifico de metil transferasas de H3K9 (BIX) también
suprime el efecto de 133as.

C. El knockdown de HP1 alfa, una proteina clave en el mantenimiento de estructuras
heterocromatinicas, anula la capacidad de 133as de afectar el splicing alternativo de EDI.
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Adicionalmente llevamos a cabo el knockdown de HPlo (heterochromatin
protein 1), un componente fundamental para el mantenimiento de la heterocromatina
facultativa, y también encontramos una dependencia del efecto de I33as con respecto a

la presencia de la proteina en cuestién (Fig. 21C).

En este contexto, y de acuerdo a lo observado, el estado de la cromatina al igual
que las proteinas involucradas en su mantenimiento parecerian ser ejes fundamentales

en el mecanismo de regulacion del splicing alternativo que hemos estado estudiando.

Pero... jI33as era capaz de afectar el estado cromatinico o modificar marcas
epigenéticas en las histonas sobre su region blanco? Con la idea de poder responder a
esta pregunta realizamos una inmunoprecipitaciéon de la cromatina nativa (nChIP) con
anticuerpos capaces de reconocer H3K9me2 y H3K27me3. El nChIP es una técnica
especialmente utilizada para explorar la presencia de marcas de histonas debido a que
al no utilizar crosslinking (ver seccion 7.1.9) ni sonicacion, las colas de histonas
altamente labiles se mantienen mejor conservadas y aumentan notablemente la

eficiencia de la inmunoprecipitacién (Umlauf et al., 2004).

De esta manera, transfectamos células Hera con situc o I33as, luego de 72 hs
purificamos nucleos y llevamos a cabo el protocolo de nChIP con anticuerpos contra
H3K9me2 y H3K27me3. Medimos por PCR en tiempo real cuatro amplicones diferentes
(Fig. 22A), uno en ubicado en el exdnl (A), otro en el exon 34 (B) rio abajo de EDI en
cercanias de [33as, otro en el exon 35 (C) y el restante en el exon 36 (D). Pudimos
observar que la transicion con I33as, pero no con siluc, provoca un aumento
significativo de las dos marcas, H3K9me2 (Fig. 22B arriba) y H3K27me3 (Fig. 22B abajo)
en las regiones B y C, pero no asi en el promotor. Este incremento de marcas asociadas
a heterocromatina facultativa en la region blanco de I33as, conjuntamente con la
dependencia de maquinaria modificadora de la cromatina ilustran que no soélo es
importante el estado previo de la cromatina, sino que ademas los siRNAs intronicos por

si mismos son capaces de modificar algunas de éstas marcas epigenéticas.
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Figura 22. I133as genera marcas de silenciamiento en cercanias de la region blanco.
A.Diagrama del gen FN1 con los 4 amplicones utilizados en este experimento.
B. Analisis realizado por nChIP mostrando que la transfeccién con 133as en células HelLa
aumenta el nivel de H3K9mez2 (arriba) y H3K27me3 (abajo) en las regiones ubicadas rio

abajo del sitio blanco, pero no afectan al exdn 1 en cercanias del promotor.

3.1.7

Elongacion: el eslabén perdido

Nuestro grupo ha sido pionero en el estudio de la regulacién del splicing

alternativo por medio de la elongacion de la RNA polimerasa II. Como ya se ha

mencionado en la introduccion una polimerasa mas “lenta” le brinda mas tiempo a la

maquinaria de splicing para que ésta sea capaz de reconocer un exon alternativo y asi

aumentar su tasa de inclusiéon (ver seccidén 1.1.5). A los fines de poder indagar sobre el

rol de la elongacién en los efectos de I33as sobre el splicing alternativo de EDI

decidimos trasladarnos a un modelo de estudio cuyas herramientas ya habian sido
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utilizadas por nuestro laboratorio para tal fin: los minigenes. En primer lugar nos
aseguramos que I[33as fuera capaz de afectar el splicing alternativo de EDI en el
minigén clasico de fibronectina que contiene el promotor original del gen
conjuntamente con el exén ED], sus intrones y parte de los exones flanqueantes (-1 y
+1) ubicados sobre un "esqueleto” de globina (Fig. 23A, izquierda). Bajo estas
condiciones obtuvimos resultados equiparables a los efectos endogenos de la
utilizacién del siRNA cuando medimos la relacion inclusion/exclusién de EDI por rRT-
PCR en células Hep3B transfectadas con siiuc o I33as (Fig. 23A izquierda).
Posteriormente utilizamos un minigén de FN inducible por tetraciclina generado en
nuestro laboratorio por Manuel de la Mata (de la Mata y Kornblihtt, 2006). Este minigén
puede ser inducido por un transactivador fuerte como VP16 o uno débil como SP1. En
la figura 23A (medio) se puede ver que cuando se utiliza SP1, que solamente promueve
iniciacion, el efecto de I33as sobre el aumento de la inclusion es de aproximadamente 3
veces (panel de la izquierda), sin embargo, se ve reducido significativamente cuando el
transactivador utilizado es VP16 que promueve tanto iniciacion como elongacién de la
transcripcion (panel de la derecha). Para poder desdoblar la actividad de VP16 y
entender si la disminucién en el reconocimiento de EDI estaba dada por el aumento en
elongacion concomitante a la utilizacion de dicho transactivador, decidimos utilizar
otro sistema de minigenes inducibles de fibronectina que poseen el exén EDI bajo las
ordenes de un promotor de HIV-Gal4. Para este sistema ademas de contar con el
clasico VP16 podiamos utilizar un mutante de VP16 denominado SW6 portador de
cuatro mutaciones puntuales en residuos Phe. SW6 es capaz de estimular la iniciacién
de manera analoga a VP16, pero es incapaz de estimular elongacion. Bajo este nuevo
sistema, la transfeccion con [33as aumenté la inclusion de EDI mas de 2 veces cuando
se utiliz6 SW6 como transactivador, pero su efecto fue nulo cuando se utilizd

transactivo con VP16 salvaje (Fig. 23A derecha).
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Figura 23. La elongacion es afectada por 133as.

A. Efecto de I133as sobre minigenes reporteros del splicing alternativo de EDI, expresados bajo el
control de diversos promotores y transactivadores. Promotor de fibronectina (izquierda),
Promotor inducible por tetraciclina, transactivado por tTA-Sp1 o tTA-VP16 (centro) y Promotor
HIV-Gal4, transactivado por Gal4-VP16 o Gal4-SW6 (derecha).

B. Medicion de elongacion/procesividad de Pol Il sobre el minigén inducible por tetraciclina co-
transfectado con siLuc o 133as, utilizando tTA-Sp1 o tTA-VP16 como transactivadores.

Como se ha argumentado en el introduccion (ver seccion 1.1.2) la medicion de
cambios en la tasa de elongacion de la Pol II /nvivo es una tarea extremadamente
dificultosa. Una forma indirecta de hacerlo es mediante la mediciéon de acumulacién de
un precursor proximal (P) respecto a uno distal (D) tras un determinado estimulo. En
nuestro caso ese estimulo fue la transfeccion con siiuc o I33as utilizando el minigén
inducible por tetraciclina. 1uego utilizamos primers ubicados rio arriba (P) y rio abajo
(D) del sitio blanco de I33as y potencial lugar de pausado o disrupciéon de la elongacion
de la Pol II, para cuantificar en tiempo real por qRT-PCR la relacién Proximal/Distal
(P/D). En la figura 23B se puede apreciar un aumento de mas de 3 veces en esta
relacion entre I33as y sil uc cuando se utilizé SP1, en contraposicion con lo observado

con VP16 donde no se observa ningln cambio significativo.
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Estos resultados son sumamente consistentes con la hipdtesis original de
nuestro trabajo segun la cual la utilizacion de los siRNAs intronicos seria capaz de
afectar el estado de la cromatina en la regidén blanco y esto a su vez interferir sobre la
tasa de elongacion de la Pol II, enlenteciéndola y por ende favoreciendo la inclusién del

exon alternativo en cuestion.

3.1.8 Efecto de siRNAs con fargets en exones

Nos propusimos dilucidar si los efectos sobre el splicing alternativo via TGS de
los RNA pequefios estaban restringidos a secuencias intrénicas. Para ello, disefiamos
dos siRNAs dirigidos contra el exon 21 (E21as), lejano a EDI, y el exon 34 (E34as),
ubicado rio abajo de EDI y a menos de un centenar de bases del sitio blanco de I33as.
En la figura 24 (arriba) se observa que ambos fueron eficientes para disminuir la
cantidad de mRNA de fibronectina en mas de un 85%. Sin embargo, Unicamente E34as
fue capaz de afectar los niveles de inclusién del exon alternativo (Fig. 24, abajo),
aumentando su inclusion de manera similar a I33as. Este resultado puede ser
interpretado a la luz de que E34as esta localizado en una regién muy cercana a ED], a
diferencia de lo que ocurre con E21as, pero ademas también hace blanco en cercanias
a la region de 133as, en el cual hemos identificado y caracterizado los efectos sobre el

splicing alternativo.

10 expuesto anteriormente nos lleva a concluir que existen, al menos, dos
mecanismos que actian de manera simultanea e independiente cuando se transfectan
siRNAs dirigidos a exones en células humanas; por un lado el PTGS afectando los
niveles de mRNA en el citoplasma y por el otro, el TGS modificando la estructura de la

cromatina y en este caso el procesamiento del RNA precursor.

Un experimento adicional que agrega evidencia en pos de esta idea fue realizar
la transfeccion de siiuc y E34as en Hep3B conjuntamente con el minigén inducible de
FN1. Tras purificar el mRNA a las 48 hs y realizar una rRT-PCR (RT-PCR radiactiva)
pudimos observar un claro efecto sobre la tasa de inclusién de EDI, pero no se

apreciaron diferencias detectables en los niveles de mRNA (Fig. 25, panel de la
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izquierda). En tanto que a las 72 hs se produjo una notable disminucién de la cantidad
de RNA mensajero, pero aun asi en el mMRNA remanente pudimos observar un efecto
de I33as sobre el splicing alternativo comparable al medido a las 48 hs (Fig. 25, panel

de la derecha).
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Figura 24. Efecto de siRNAs exodnicos sobre EDI.

En la parte superior de la figura se puede observar que dos siRNAs dirigidos contra
exones (E21as y E34as) disminuyen significativamente la concentracion de mRNA
de FN1. Sin embargo, solo aquel dirigido contra una region cercana al exon EDI
(E34as) es capaz de alterar su patrdn de splicing alternativo.

Aunque la realizacion de una RT-PCR radiactiva no es cuantitativa a la hora de
medir niveles de transcripcion podemos interpretar, con cierto reparo, que a las 48 hs
predomina el efecto de TGS sobre el splicing alternativo de ED], a la vez que a las 72 hs
se suma el efecto de PTGS actuando sobre los niveles de mensajero total. El hecho de
que aun en este uUltimo caso la relacion inclusion/exclusién se mantenga equiparable

hace suponer que ambas vias actlan efectivamente de manera independiente.
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Figura 25. TGS vs PTGS

Efecto de E34as sobre el splicing alternativo y expresion del minigén
inducible por tetraciclina de EDI tras 48 y 72 hs.

A las 48 hs, panel de la izquierda, se observa principalmente el efecto
sobre el splicing alternativo. Mientras que a las 72 hs, panel de la
derecha, se puede apreciar la suma de los dos efectos: variacion en el
patron de splicing alternativo, pero también en la cantidad de mRNA.
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4 CAPITULO Il

El splicing alternativo y la via de TGS enddgena

Conociendo que los RNA pequefios introducidos en células humanas por medio de
transfecciones eran capaces de afectar la estructura de la cromatina y, dependiendo su
cercania a un evento de splicing alternativo, el reconocimiento del mismo, nuestro

trabajo se vio directamente enfocado en tratar de responder a la siguiente pregunta:

iExisten RNA pequefios enddgenos capaces de alterar el splicing alternativo mediante

la via de TGS de manera natural?

En este capitulo describiremos los experimentos realizados en la busqueda de una

respuesta para esta pregunta.

Utilizando diferentes estrategias a nivel gendmico y con la ayuda de herramientas
bioinformaticas hemos abordado esta cuestiéon. En colaboracién con el grupo de
Benoit Chabot, en Canada, hemos analizado el splicing alternativo de 96 eventos luego
de producir el knock-down de AGOL1 y Dicer para ver qué porcentaje de dichos eventos
era afectado por la eliminacion de proteinas claves de la via de TGS, arrojando luz

sobre potenciales candidatos enddgenos.

Por otro lado, y en colaboracion con los grupos de Juan Valcarcel y Eduardo Eyras en
Barcelona hemos realizado un ChIP-seq (ChIP seguido por ultrasecuenciacion) con
anticuerpos contra AGOLl y varias marcas de histonas (H3K9me2, H3K27me3 vy
H3K36me3) con el fin de poder hallar sitios de pegado de ambas proteinas a nivel
gendmico e indagar sobre la posible convergencia de estos sitios con marcas de

histonas y eventos de splicing alternativo.
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4.1 ResultadosII

4.1.1 RNA pequeiios endoégenos: ;materia prima del TGS?

I a potencial relevancia fisiolégica del proceso que hemos estudiado y descripto
en el Capitulo I de este trabajo de tesis ha sido resaltada por el hecho de que se hayan
encontrado recientemente siRNAs enddgenos y miRNAs capaces de regular la
expresion de genes de mamiferos mediante modificaciones de histonas y metilacion
del DNA (Gonzalez et al., 2008; Khraiwesh et al., 2010; Kuramochi-Miyagawa et al., 2008;
Zhang et al, 2008a; Zhang et al., 2008b). Este panorama nos hizo focalizar en los

distintos tipos de RNA pequefios enddgenos que podrian llegar a disparar esta via.

1os MmiRNA son, sin duda, los primeros candidatos a analizar debido a su
importancia bioldgica, el conocimiento que de ellos se tiene y los antecedentes que
muestran son capaces de generar silenciamiento via TGS (Gonzalez et al, 2008;
Khraiwesh et al., 2010). 1a busqueda bioinformatica nos ha revelado que 289
precursores de miRNAs (sobre un total de 689 en la base de datos de UCSC,

http://genome.ucsc.edu; tabla wgRNA de sno/miRNAs) estan alojados en intrones, de

los cuales 110 (casi el 40%) lo hacen flanqueando algun evento de splicing alternativo.
Pero este escenario podria ser dramaticamente mayor si tenemos en cuenta que los
miRNAs pueden disparar TGS aun con algunas bases mal apareadas (mismatches) con
el mRNA naciente de acuerdo a la evidencia publicada por el grupo de John Rossi (Kim

et al., 2008) en células Hera 'y 293T.

4.1.2 La depleciéon de AGO1 y Dicer afecta muchos eventos de splicing
alternativo

Debido a una imposibilidad metodoldgica y econdmica de poder estudiar uno a
uno los diferentes miRNAs y sus posibles blancos intronicos, es que decidimos ir por el
camino inverso. Si existieran RNA pequefios endogenos (miRNAs, piRNAs, siRNAs, etc.)
regulando de manera directa el splicing alternativo por TGS, entonces, la eliminacién de
la maquinaria basica de esta via deberia afectar los eventos de splicing por ellos
regulados. Asi, realizamos el “knockdown" de AGO1 (efector) y Dicer (generadora de

algunos precursores como los miRNAs y siRNAs) en células Her a y Hep3B. 1 uego de 72
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hs extrajimos el RNA y lo utilizamos en un experimento “high-throughput' por medio
de la utilizacién de un panel automatizado de RT-PCR con la capacidad de verificar 96
eventos de splicing alternativo. Estos eventos han sido seleccionados por su interés

biolodgico e importancia en procesos relacionados al cancer.

Al analizar los resultados encontramos que el 35% y 37% de los eventos de
splicing del panel cambiaban sus patrones de isoformas con el knockdown de AGOL1 en
Hep3B y Hela respectivamente (Fig. 26 y Tabla 1), siendo esta la primera evidencia
experimental de una posible regulacion enddgena por medio del TGS y la primera

demostracion de la importancia de AGOL1 sobre la regulacién del splicing alternativo.

Adicionalmente, encontramos que un 22% (Hei a) y 29% (Hep3B) de los eventos
modificados con el knockdown de AGO1l también se modificaban (y en el mismo

sentido) con e/ knockdown de Dicer (Fig. 26 y Tabla 2).

Por otro lado, el 53% (Hep3B) y 51% (Hera) de los eventos no mostraron

cambios significativos tras la deplecién de AGO1 o Dicer.

Detalladamente podemos sefialar que un 18% (Hep3B) y 27% (Heia) de los
eventos fueron afectados unicamente por siAGO1 y podrian reflejar aquellos casos de
TGS independientes de Dicer. Mientras que un 12% (Hep3B y Hei a) fueron modificados
por el knockdown de Dicer exclusivamente pudiendo reflejar el grupo de eventos que
podria estar asociado a una regulacion clasica de PTGS por medio de miRNAs, en este

caso puntual afectando el splicing alternativo de manera independiente de AGO1.

Si los cambios en splicing alternativo luego del knockdown de AGOL fuesen
debidos a un mecanismo de TGS-elongacién de Pol II, entonces podriamos esperar
encontrar alguna similitud estructural en aquellos eventos que responden a este
fenomeno. De hecho, un profundo analisis de las longitudes de los intrones
flanqueantes a los eventos de splicing alternativo afectados por la deplecién de AGO1
nos ha revelado que los intrones ubicados rio arriba de dichos eventos son

significativamente mas cortos, tanto en Hera (P=0,0268) como en Hep3B (P=0,0201),
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respecto al resto de los eventos. En contraposicion, no encontramos diferencias

significativas en los intrones ubicados rio abajo de los eventos de splicing alternativo.
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Figura 26. Efecto de la deplecion de AGO1 y Dicer sobre multiples eventos de splicing
alternativo.

Hemos utilizado una plataforma capaz de medir 96 eventos de splicing alternativos en forma
simulanea. Distribucion del AY (porcentaje de genes de la plataforma) significativamente
afectados y no afectados por la eliminacion de AGO1 y Dicer en células Hep3B (arriba) y
HelLa (abajo).La expresion de AGO1 y Dicer tras el knockdown fue contralada por medio de
PCR en tiempo real (derecha).
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Hep3B

siAGO1
p value AY
ECT2 2.E-05 41.40
DNMT3B 6.E-05 39.56
INSR 1.E-04 15.38
CHEK2 2.E-04 7.39
AKAP13 3.E-04 18.35
NUP98 4.E-04 4.62
FN1 (IICS &) 5.E-04 34.61
DRF1 7.E-04 18.59
MYO18A 9.E-04 60.91
UTRN 1.E-03 1.54
TLK1 2.E-03 3.7
CASP9 3.E-03 16.76
FANCL 4.E-03 3.10
SYNE2 4.E-03 74.81
LIG4 5.E-03 3.10
OPAl 5.E-03 21.00
FN1 (EDII) 8.E-03 0.97
FGFR2 8.E-03 21.48
TOPBP1 9.E-03 13.89
POLB 1.E-02 12.25
BCL2L11 1.E-02 8.14
APC 2.E-02 46.01
CCNE1 2.E-02 1.10
Cllorfl7 2.E-02 10.47
Clorfl6e 2.E-02 32.89
SHC1 3.E-02 2.09
PTPRB 3.E-02 8.49
C110RF4 3.E-02 3.93
MCL1 4.E-02 5.44
SDCCAGS8 4.E-02 4.55
LRDD 5.E-02 21.34
FN1 (11ICS %) 5.E-02 3.36
PCSK6 5.E-02 12.65
FN1 (EDI) 5.E-02 19.98
HeLa
siAGO1
p value AY

TIAF1 4.E-04 11.67
KITLG 6.E-04 17.11
SHC1 7.E-04 6.31
IGSF4 8.E-04 31.39
SHMT1 9.E-04 11.63
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DDR1 1.E-03 24.99

RUNX2 1.E-03 29.09
DRF1 1.E-03 13.22
BCL2L11 2.E-03 32.34
C110RF4 3.E-03 9.43
HSC20 3.E-03 6.69
TOPBP1 3.E-03 11.74
APP 4.E-03 11.10
BCL2L12 4.E-03 27.77
STIM1 5.E-03 2.03
CASC4 6.E-03 15.45
AKAP13 6.E-03 8.40
PAXIP1 6.E-03 50.33
CHEK2 7.E-03 11.18
PPP3CB 7.E-03 4.83
HNRPAB 1.E-02 8.89
LGALS9 1.E-02 27.77
Cllorfl7 1.E-02 17.92
FN1 (I11CS &) 1.E-02 27.93
HMMR 1.E-02 9.33
LIG3 2.E-02 4.93
MAPT 2.E-02 15.35
CCNE1 2.E-02 0.75
PCSK6 2.E-02 13.94
FGFR4 2.E-02 34.32
BTC 2.E-02 19.83
DSC3 3.E-02 38.20
PTPN13 4.E-02 7.78
SDCCAGS 4.E-02 5.80
CAPN3 4.E-02 36.21
FGFR10P 5.E-02 10.94

Tabla 1. Cambios en splicing alternativo tras el knockdown de AGO1

Se detectaron cambios en 36 eventos de splicing alternativo en células HelLa y 34 eventos en
Hep3B. Para cada evento de splicing se calculd el cociente entre la concentracion de la
isoforma mas larga y la suma de concentraciones del resto de las isoformas. Este cociente ha
sido expresado como un porcentaje, y con él se ha calculado un indice de porcentaje de
splicing: .
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Hela

siAGO1 siDCR
p value AY p value AY
BCL2L12 4.E-03 27.77 4.E-02 32.73
CHEK2 7.E-03 11.18 5.E-03 7.96
MAPT 2.E-02 15.35 2.E-02 47.07
PCSK6 2.E-02 13.94 2.E-03 18.63
SHMT1 9.E-04 11.63 2.E-02 8.89
MYO18A 4.E-04 11.67 3.E-02 23.54
Hep3B
siAGO1 siDCR
p value AY p value AY
C110RF4 3.E-02 3.93 8.E-04 3.04
CHEK2 2.E-04 7.39 1.E-02 6.96
DRF1 7.E-04 18.59 3.E-02 5.48
FGFR2 8.E-03 21.48 3.E-02 24.13
INSR 1.E-04 15.38 4.E-02 4.59
NUP98 4.E-04 4.62 2.E-02 4.26
PCSK6 5.E-02 12.65 3.E-02 12.15
POLB 1.E-02 12.25 3.E-02 4.89
SYNE2 4.E-03 74.81 1.E-02 64.44
MYO18A 9.E-04 60.91 2.E-03 46.53

Tabla 2. Cambios en splicing alternativo similares tras el knockdown de AGO1 y Dicer
Se muestran eventos de splicing alternativo con cambios similares en los valores de indice de
porcentaje de splicing AY.
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4.1.3 Genome-wide screening. ChIP-seq en células MCF7

Decidimos utilizar otra estrategia en la busqueda de potenciales candidatos a
regular el splicing alternativo via TGS: la realizacion de experimentos de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) sequido de ultrasecuenciacién (Barski et al.,
2007) con anticuerpos contra AGO1 y varias marcas de histonas (H3K9me2, H3K27me3
y H3K36me3) ademas de histona total. Utilizamos las dos marcas de heterocromatina
facultativa que habiamos visto que se incrementaban por medio del TGS en la regién
blanco del siRNA, conjuntamente con trimetilacién de lisina 36, una marca que ha sido
asociada al proceso de splicing (Kolasinska-Zwierz et al., 2009; 1uco et al, 2010).
Decidimos utilizar como modelo experimental células MCF7 debido a que en la
literatura contdbamos con datos en dicha linea celular de RNA-seq, esto es purificacion
de RNA y retrotranscripcion seguido de ultrasecuenciacion (Wang et al.,, 2008); ChIP-
seq de Pol II (Welboren et al, 2009) y también de RNA pequeiios por
ultrasecuenciacion (Mayr y Bartel, 2009). 1a idea general es poder cruzar toda la
informacion de sitios de pegado de AGOL a nivel gendmico con las marcas de histonas,
posibles sitios de pausado o acumulacién de Pol II y finalmente con la presencia de
algun RNA pequefio previamente descripto. 1 uego filtrar todas las convergencias para
quedarnos con aquellos sitios de unién de AGO1 que estuvieran cerca de algun evento
de splicing alternativo. Como ya hemos sefialado, el trabajo fue realizado en
colaboracion con los laboratorios de Juan Valcarcel y Eduardo Eyras, ambos ubicados

en Barcelona.

Ia secuenciacion del DNA purificado tras el ChIP fue realizada por un equipo
Solexa 1td (Illumina Inc) que normalmente produce pequenas lecturas de
aproximadamente 40 nucleotidos. En el caso de nuestro trabajo obtuvimos cerca de 10
millones de lecturas (reads) alineadas correctamente con el genoma humano, para cada
muestra con cada anticuerpo, de una longitud promedio de 36 nucledtidos. El
alineamiento fue llevado a cabo con el programa GEM

(http://gemlibrary.sourceforge.net). Una vez realizado, se eliminaron las secuencias

repetidas y nos quedamos con aquellos alineamientos perfectos, es decir, que no
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contuvieran mismatches. Posteriormente y mediante la utilizacion de herramientas
bioinformaticas analizamos la distribucion de los reads a nivel genémico para cada
muestra en la busqueda de regiones donde pudiéramos detectar un cluster o
acumulacion de reads, que nos indicara un sitio de pegado (o pico) de la proteina
detectada por el anticuerpo. Una vez determinados todos los picos y con el mismo
software bioinformatico se eliminaron los falsos positivos mediante la resta de picos en
el control realizado sin anticuerpo. Este trabajo fue llevado a cabo en paralelo por el
grupo de Eyras en Barcelona con un software propio en desarrollo y por nosotros con
la utilizacién del programa MACS (Zhang et al., 2008¢)
(http://liulab.dfci.harvard.edu/MACS/).

4.1.4 Analisis de los datos de ChIP-seq

la tabla 3 muestra la cantidad de reads y la cantidad de picos (clusters)
obtenidos para cada muestra. 1 a columna de la derecha indica los resultados obtenidos
con el programa MACS, mientras que la del medio hace referencia a los obtenidos por
el grupo de Eyras. Es importante sefialar que existe una diferencia metodolégica en la
utilizacion de los dos programas que puede llevar a diferentes niUmeros de clusters
totales y diferentes tamafios de cada cluster. Asi, un cluster de MACS puede estar

representado por dos o tres c/uster de Eyras y viceversa.

Por un lado, el software “Eyras” toma cada read alineado y lo extiende desde los
36 nucledtidos hasta el tamafio promedio del material que se utilizo al inicio de la
secuenciacion. En el caso de nuestro ChIPs ese tamafio es de 250 nucledtidos. 1 uego
procede a analizar los sitios donde existe un solapamiento parcial de los reads
extendidos y guarda unicamente aquellos clusters donde existan al menos 3 reads
solapandose, por encima del “ruido” generado por el background del control. Por el
otro lado, MACS utiliza directamente los reads de 36 nucledtidos pero con la salvedad
que analiza las lecturas de las dos hebras (sentido y antisentido) por separado, como se
supone que cada cluster deberia estar representado en promedio por la misma

cantidad de reads de cada hebra, el programa filtra de manera de quedarse
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Unicamente con aquellos clusters que cumplan con este requisito, es decir, que estén
formados tanto por reads en orientacion sense como antisense. Como MACS no realiza
una extension de los reads utiliza ventanas de 500 nucle6tidos aproximadamente para
poder detectar los clusters. En cada ventana analiza la cantidad de reads sentido y
antisentido por encima del ruido. Cuando encuentra una cantidad significativamente
superior (usando un test de Poisson) MACS modela un “pico” con una altura y

extension relacionada con la cantidad de reads y su distribucidon en ambas hebras.

Eyras MACS

AGO1 20.441 24.692
H3 7.043 64.382
K9 38.963 23.085
K27 48.767 51.517
K36 42.988 77.530

Tabla 3. Numero de clusters totales para cada IP.

En la tabla se pueden comparar la cantidad total de clusters obtenidos para cada IP
tras la utilizacion del software desarrollado por el grupo del Dr. Eduardo Eyras
(PICOS) o MACS.

4.1.5 AGO1 se encuentra enriquecido en promotores con alta actividad
transcripcional

El primer paso luego de haber generado el clustering de reads fue conocer la
distribucion de AGO1 y las marcas de histonas a nivel gendmico. Con tal fin analizamos
los datos de los clusters obtenidos por el grupo del Dr. Eyras y como se puede apreciar
en la figura 27A, encontramos que AGO1 (56%), H3K36me3 (69%) y H3 total (53%)
presentan una mayor representacion en regiones génicas. 1 uego realizamos un analisis
mas profundo de esta distribucién dividiéndola en cuatro regiones génicas
(promotores: desde el sitio de inicio de la transcripcion hasta la posicion -1.500, exones,
intrones y cola: desde el sitio de terminacion de la transcripcion hasta 1.500 nucleétidos

ubicados rio abajo) de acuerdo a la base de datos de RefSeq
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(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/refseq/) y relativizando los resultados a la cantidad de
nucledtidos totales de cada regidén (Fig. 27B). Asi descubrimos que AGO1 estaba
enriquecido fundamentalmente en promotores y en exones al igual que H3 total. Como
era esperable de acuerdo a los datos bibliograficos H3K36me3 estaba enriquecido
principalmente en exones, acompafiado de un aumento en la “cola” de los genes.
Mientras que K9me2 y K27me3 se distribuyen de manera relativamente homogénea en

nuestro experimento.
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Figura 27. Distribucion de los clusters a nivel genémico.

A. Porcentaje de clusters totales que se encuentran alojados sobre regiones génicas.
B. Distribucion de clusters dentro de genes de acuerdo a la localizacion en Promotores,
Intrones, Exones y Cola. Las proporciones han sido relativizadas de acuerdo a las
longitudes totales de cada region.
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1uego utilizamos un software llamado CEAS desarrollado por el mismo grupo

que desarrollé MACS (http://liulab.dfci.harvard.edu/CEAS/) en Harvard (Shin et al.,
2009). Esta herramienta permite caracterizar la interaccién proteinas-DNA a nivel
gendmico a partir de datos de ChIP-seq entregando informacién estadistica sobre la

distribucion de estas interacciones y el enriquecimiento en regiones puntuales.
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Figura 28. AGO1 enriquecido en promotores.

Porcentaje de clusters esperados por azar en cada una de las regiones (barra azul) y
el porcentaje obtenido en el experimento (barras rojas). En la parte superior de la
imagen se muestran el conjunto de todos los promotores de Refseq tomando 1.000,
2.000 y 3.000 pb rio arriba del inicio de la transcripcion. En la parte inferior se ha
utilizado tnicamente el subgrupo de promotores bidireccionales.

Puede apreciarse claramente el enriquecimiento de AGO1 en promotores (Fig.
28, arriba, barra rosa) tanto a 1000 pb (izquierda), a 2000 pb (centro) y 3000 pb

(derecha) de aproximadamente 7 veces respecto al valor esperado por azar de acuerdo
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al background gendmico (barras azules). 1 os valores p fueron calculados por CEAS con
un test binomial a una cola. Este resultado es aun mas notorio cuando se utiliza el
grupo de promotores bidireccionales aumentando el enriquecimiento a mas de un
orden de magnitud, es decir, siendo 10 veces mayor al valor esperado por azar (Fig. 28

abajo).
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Figura 29. AGO1 enriquecido en promotores con alta actividad transcripcional.
AGO1 se encuentra enriquecido en promotores de genes que se transcriben
activamente. A mayor actividad transcripcional, mayor es la cantidad de clusters de
AGOT1 en dicha region. Esto se puede apreciar tomando todos los promotores (arriba) o
solamente los de aquellos genes que poseen una longitud similar a 3 kb (abajo).

Por otro lado, CEAS es capaz de graficar la distribucién de los clusters a lo largo
de un alineamiento de genes que ordena a todos los genes contenidos en la base de

datos a partir de su sitio de inicio de la transcripcion (Fig. 29 arriba) o solo aquellos
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genes de una longitud comparable a 3 kb (Fig. 29 abajo). En ambos casos, se puede
observar un enriquecimiento de cl/usters de AGOL rio arriba del sitio de inicio de la
transcripcion (TSS, por transcriptional start site) e incluso esparciéndose rio abajo del
TSS. Este enriquecimiento es mayor cuanto mayor es la actividad transcripcional
(comparar linea roja vs linea verde o celeste en la figura 29) y nulo en genes que no se
expresan (Fig. 29 arriba linea violeta). 10s datos de expresion en MCF7 fueron
obtenidos, como ya se ha mencionado, a partir de experimentos de RNA-seq

publicados por el grupo de Christopher Burge (Wang et al., 2008).

Como control del analisis realizado con AGO1, hicimos el mismo anélisis con
H3K36me3 que es una marca muy estudiada en este tipo de experimentos vy
observamos el enriquecimiento de H3K36me3 descripto en la bibliografia, dependiente
de la actividad transcripcional y aumentando hacia la regién 3" de los genes (datos no
mostrados). Es importante mencionar que utilizando los clusters generados por el
programa MACS obtuvimos los mismos resultados que con los generados por el grupo

de Eyras.

4.1.6 AGO1ly H3K9me2 enriquecido en exones de genes con baja
expresion

Dado que el analisis realizado previamente indicaba que AGO1 también estaba
enriquecido en regiones exonicas decidimos en forma adicional utilizar la informacion
de MACS y el programa "sitepro” del paquete de CEAS para analizar la distribucion de

los clusters de AGO1 y las diferentes marcas de histonas sobre los exones.

De acuerdo a este analisis se puede apreciar un pico de H3K36me3 en exones
localizados en genes con alta expresion (Fig. 30, lineas solidas), que disminuye en
exones ubicados en genes con baja expresion (Fig. 30, lineas punteadas), algo que ya
ha sido reportado en varias ocasiones. El grafico nos muestra ademas un pico de AGO1
(linea roja) y en menor medida uno de H3K9me2 (linea celeste), pero

fundamentalmente en genes con baja actividad transcripcional.
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Como control utilizamos un conjunto de pseudoexones publicados por el grupo
de Guigé (Tilgner et al., 2009), los cuales poseen rasgos caracteristicos de exones pero
no son utililzados como tal. En estas circunstancias ambos picos (AGO1 y H3K9me2)
desaparecen independientemente de que el analisis se realice sobre los sitios dadores

o aceptores de splicing.
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Figura 30. AGO1 y H3K9me2 enriquecido en exones con baja expresion.

A. Utilizando el software “sitepro” detectamos un enriquecimiento de clusters de AGO1 y
H3K9me2 en exones (lineas rojas y azules) fundamentalmente localizados en genes con
baja actividad transcripcional (lineas punteadas).

B. Sin embargo, cuando utilizamos un set de pseudoexones (Tilgner et al., 2009) ambos
picos desaparecen. Estos resultados son independientes de que el grafico se realice sobre
los sitios dadores o aceptores de splicing.
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4.1.7 Aumento de convergencia de marcas de histonas en los sitios
blanco de AGO1

Mas allad de conocer la distribucion de los clusters de AGO1, nos interesamos
por saber si los mismos mostraban alguna correlacion con las marcas de histonas
independientemente de su ubicacion y contexto en el genoma. A tal efecto, analizamos
bioinformaticamente la convergencia de marcas de histonas a nivel genémico y
posteriormente la convergencia sobre los sitios blancos de AGOL. Sorprendentemente
hallamos que todas las marcas de histonas aumentan notoriamente su convergencia
sobre los target de AGOL. En la tabla 4, arriba, podemos apreciar los porcentajes de
convergencia, entre todas las marcas de histonas, a nivel genémico. Mientras que en la
misma tabla, debajo, podemos apreciar los porcentajes de dichas convergencias pero
sobre las regiones blanco de AGOL. Por ejemplo, si observamos a nivel gendmico
podemos apreciar que el 7,87% de los clusters de H3K27me3 solapan parcialmente con
al menos un cluster de H3K9me2. Sin embargo, cuando observamos esa convergencia
pero sobre los sitios blancos de AGO1 (Tabla 4 abajo) vemos que ahora el 55,37% de
los clusters de H3K27me3 solapan con algun cluster de H3K9me2. 10 mismo puede

apreciarse con todas las posibles combinaciones de convergencia de marcas.

Cabe aclarar que las tablas tienen una entrada doble debido a que un clusterde
H3K27me3 puede solapar con mas de un cluster de H3K9me2 y viceversa, por lo tanto,
no existe una relacion lineal entre las diferentes posibles convergencias. Es decir, que
los porcentajes de convergencia varian de acuerdo a qué grupo de clusters estemos

analizando.

En el mismo sentido, los porcentajes de convergencia con un solapamiento
parcial (al menos un nucleétido) entre AGOL y las diferentes marcas oscila entre un
14% y 17%. Siendo exactamente 14,43% para H3K9me2, 14,36% para H3K27me3 y
17,17% para K36me3.

82



Porcentaje de convergencia a nivel gendmico

K9me?2 K27me3 K36me3

K9me2 17,70 21,62
K27me3 7,87 8,71
K36me3 6,45 9,84

Porcentaje de convergencia sobre los targets de AGO1
K9me2 K27me3 K36me3

K9me2 55,11 49,03
K27me3 55,37 45,39
K36me3 41,01 37,97

Tabla 4. Convergencia de marcas de histonas.

Analisis de solapamiento entre marcas de histonas a nivel genémico (arriba) y sobre los
sitios target de AGOT1 (abajo). Ambas tablas muestran los porcentajes de
convergencias entre las marcas ubicadas en las filas y columnas correspondientes.

Nuestra interpretacion de los resultados sugiere la existencia de dos hipotesis
para explicar este escenario. 1 a primera hipotesis (cuantitativa) sefiala que podria existir
una acumulacion de nucleosomas en los sitios target de AGO1 y como consecuencia un
aumento en la probabilidad de encontrar convergencia de marcas de acuerdo al

contexto gendmico de cada cluster. 1a segunda (cualitativa), hace referencia a un

mayor posicionamiento de nucleosomas en dichas regiones, lo que también

aumentaria la probabilidad de hallar convergencias de marcas.

4.1.8 AGO1l y las secuencias repetitivas

Ya en sus inicios, una de las primeras funciones que se le asignaron a la via de
interferencia por RNA fue la de un sistema inmune primitivo capaz de contrarrestar la
actividad de ciertos virus con un RNA de doble cadena en alguna de sus fases y de
silenciar a diversos "parasitos” gendmicos remanentes de antiguas invasiones virales
como los transposones (Plasterk, 2002). En el genoma humano encontramos una

enorme cantidad de estos ultimos, muchos de los cuales ain hoy son activos: 21%
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1 INES (/ong interspersed nuclear elements), 13% SINES (short interspersed nuclear

elements), 8% retrovirus y 3% transposones de DNA.

Con el paso del tiempo comenz6 a encontrarse cada vez mas evidencia que
fortalece la visién de que la interferencia por RNA, a través de su via de TGS juega un
papel importante en el silenciamiento de secuencias repetitivas en grupos de seres
vivos tan diversos como levaduras, plantas, gusanos, moscas, ratones y humanos (Assis
y Kondrashov, 2009; Fagegaltier et al., 2009; Hartig et al., 2007; Kondo y Issa, 2003;
Kuramochi-Miyagawa et al., 2008; Qi et al., 2006). Se descubrieron algunos miembros
de la familia de proteinas argonauta especialmente asociados a estas funciones en
Drosophilay ratones: las ya mencionadas PIWI (Assis y Kondrashov, 2009; Hartig et al.,
2007). Por otro lado, algunas de estas investigaciones demostraban una correlacion
entre el silenciamiento epigenético de secuencias repetitivas con presencia de marcas
de histonas o metilacién del DNA y la via de interferencia por RNA (Fagegaltier et al.,

2009; Kondo y Issa, 2003; Kuramochi-Miyagawa et al., 2008).

En este contexto nos preguntamos si AGOL tenia alguna especificidad por

regiones con secuencias repetitivas y marcas de histonas.

En primer lugar describimos la distribucion de clusters de AGO1 en funcion a la
presencia de secuencias repetitivas y encontramos que el 58,3% de los clusters solapan
con secuencias repetitivas a nivel gendmico. Dentro de este grupo el 52% esta
localizado en regiones génicas y como es de esperar la mayoria (64,5%) se encuentra

localizado en intrones, seguido por exones (18,7%), promotores (14,24%) y cola (2,6%).

A nivel gendmico el 18,15% de las regiones intronicas estan cubiertas por
secuencias repetitivas (197.698.422 nucledtidos de secuencias repetitivas en intrones
sobre un total de 1.089.216.195 nucledtidos en intrones de acuerdo a los datos de
Refseq a Julio del 2010), sin embargo, si nos focalizandonos sobre los clusters de AGO1
ubicados en intrones descubrimos que el 32% de esos clusters se encuentran alojados
sobre secuencias repetitivas. Casi el doble de lo esperado por azar. Tras realizar un

profundo analisis de la distribucion gendémica de secuencias repetitivas y compararlas
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con las secuencias repetitivas blanco de AGO1 no encontramos ninguna diferencia en
lo que se refiere a preferencia por alguna familia en particular (SINE, 1INE, 1 TR, etc.),
sino mas bien una fiel representacién de una distribucion al azar de acuerdo a la

representacion gendmica de cada familia (datos no mostrados).

4.1.9 Estudio de un gen candidato

Tras realizar un filtrado de toda la informacién obtenida en el experimento de
ChIP-seq conjuntamente con la base de datos de Pol II (ChIP-seq en MCF7) y el panel
de siAGO1-siDicer hemos encontrado un candidato enddégeno potencial de modificar
el splicing alternativo mediante la via de TGS. Hemos identificado un cluster de AGO1
en el intrén ubicado rio abajo del exdn alternativo (exén 107) del gen SYNE2 humano
que posee un solapamiento parcial con un c/uster de Pol Il y con H3K9me2, H3K27me3
y H3K36me3 analizando las muestras de ChIP-seq por PCR en tiempo real la region en
cuestién (no mostrado). Es importante recordar que este evento de splicing alternativo

es afectado por el knockdown de AGOL1 y Dicer (Tabla 1y 2).

El gen SYNE2 (spectrin repeat containing nuclear envelope 2), también llamado
Nesprin-2 y NUANCE (nucleus and actin connecting element), se encuentra altamente
conservado en vertebrados, y ademas esta presente en C. elegans y D. melanogaster
sugiriendo algun rol importante en procesos celulares basicos. El gen se encuentra
localizado en el cromosoma 14 del genoma humano y codifica para una proteina
gigante de 116 exones y 796 kDa, se extiende por una longitud gendémica total de 373
Kb y su cDNA posee 21,8 Kb (Zhen et al., 2002). Se han reportado, al menos, 8
isoformas generadas a partir de splicing alternativo e iniciacion alternativa de la

transcripcion (Zhang et al., 2005)

Disefiamos una serie de siRNAs haciendo blanco dentro del cluster de AGO1
con el fin de determinar si afecta el splicing alternativo del exén 107 de SYNE2 (Fig.

31A). Utilizamos nuevamente los siRNAs Stealth™

de Invitrogen con la hebra guia en
orientacion sense (SYNEsA y SYNEsB) o antisense (SYNEasA y SYNEasB). Cuando

transfectamos estos siRNAs en células MCF7 no pudimos observar ningun efecto sobre
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el patrén de splicing alternativo del gen SYNE (Fig. 31B izquierda). Cabe recordar que
en esta linea celular habiamos identificado el c/luster endogeno de AGO1, con lo cual
era esperable que la introduccidon exdgena de siRNAs que dirigieran a AGO1 hacia un
sitio en el cual ya se “encontraba” naturalmente, no tuviera ninguna repercusion. Por lo
tanto, realizamos la misma transfeccion en paralelo en otra linea celular donde el
patron de splicing alternativo del exén 107 de SYNE2 no habia sido afectado tras la
deplecion de AGOL: Hera. Alli si pudimos encontrar un aumento significativo, de 3
veces, en la inclusidon del exdn alternativo con la transfeccion de siSYNE2asB (Fig. 31B
derecha), pero Unicamente con la hebra guia en orientacién antisentido, de manera

similar a lo observado en el Capitulo I con EDIL

Inesperadamente encontramos que el cluster de AGO1 en MCF7 solapante con
Pol II se ubica sobre un promotor alternativo que origina la isoforma denominada
Nesprin-2a2 (flecha amarilla en la Fig. 31). Dado que hemos identificado un
enriquecimiento de AGO1 en promotores con alta actividad transcripcional podemos
hipotetizar que dicho cluster se encuentra asociado a la actividad de ese promotor
interno pudiendo afectar la constitucién cromatinica de su entorno, en pos de
favorecer su utilizacion y al estar ubicado en una region intragénica en cercanias a un

evento de splicing alternativo, podria afectar su reconocimiento.

Si bien aun restan realizar muchos controles para descartar efectos indirectos o
inespecificos sobre este evento y ademas lograr identificar al RNA pequeio
responsable de la unién original de AGOL1 al intron localizado rio abajo del exén
alternativo, creemos que SYNE2 representa un serio candidato endégeno de regulacion

directa o indirecta del splicing alternativo por siRNAs.
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Figura 31. SYNE2 es afectado por siRNAs intronicos.

A. Diagrama del gen SYNEZ focalizado en la region del evento de splicing alternativo. EA: Exdn
Alternativo. Cuadro rojo: Cluster de AGO1. Cuadro celeste: Cluster de Pol Il. Se muestra también
la localizacion de la region blanco de los siRNAs.

B. En MFC7 ningun siRNA es capaz de modificar el patron de splicing de SYNEZ2 (izquierda), sin
embargo, en HeLa SYNEasB produce un incremento de 3 veces en la inclusion del exén
alterantivo. Las cuantificaciones fueron realizadas con el software GEL4PRO.
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5 DISCUSION

5.1 La convergencia de 3 areas: TGS-AS
5.1.1 ARN pequeiios, cromatina y splicing alternativo

Este trabajo de tesis se gestd en la convergencia de tres areas muy importantes
de la biologia molecular pero anteriormente inconexas. A saber, el splicing alternativo,
la epigenética y la via de interferencia por RNA. El campo del splicing ha sido el tema
de trabajo de nuestro grupo por muchos afios y nos ha brindado un marco tedrico
sobre el cual comenzar a hilvanar las ideas que finalmente llevaron a la realizaciéon de
esta tesis. El modelo de acoplamiento cinético nos ha permitido pensar en diversas
maneras de afectar el splicing alternativo a través de poder modificar cuantitativa o
cualitativamente la transcripcién. A su vez, estudios previos de nuestro grupo y en
especial un trabajo del grupo de Mark Groudine habian puesto énfasis en que la
cromatina podia afectar la tasa de elongacién de la Pol II. De hecho, en la publicacion
de Groudine (1orincz et al, 2004) muestran que metilaciones intragénicas realizadas
sobre DNA afectan la tasa de elongacién de la Pol II sin afectar su iniciacién. Ademas,
dicha metilacion del DNA conlleva a varias modificaciones en las histonas y genera una
estructura interna cerrada de la cromatina, la cual en definitiva “frenaria” el avance de la
Pol II. De esta manera, y «casi sin quererlo» se produjo el primer enlace conceptual

entre el campo del splicing alternativo y el de la cromatina.

Por otro lado, hace mucho tiempo que se sabe que las secuencias repetitivas y
otros elementos transponibles son capaces de afectar la expresiéon de genes cuando se
localizan en cercanias de promotores mediante la induccion de estados de
heterocromatinizacién. Siempre se especulé que la maquinaria celular “protegia”
mediante un silenciamiento epigenético la integridad gendmica impidiendo que estas
secuencias se movieran libremente. En ese punto nos preguntamos: ;qué ocurriria si

estos elementos méviles cayeran en intrones o exones, particularmente cerca de algun
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evento de splicing alternativo? ;Se produciria una compactacion de la cromatina
impidiendo futuras transposiciones? Y si esto ocurria... ;Esta heterocromatinizacion
seria capaz de afectar la tasa de elongacion de la Pol II de manera analoga a los
experimentos de Groudine? Y finalmente ;Esto podria afectar el splicing alternativo?
Eran muchas preguntas... Pero afortunadamente para el momento en que comenzamos
a realizarnos estos cuestionamientos, el desarrollo de la investigacion en la via de
interferencia por RNA (que se creia involucrada en este tipo de silenciamientos) se
encontraba en pleno apogeo. Fue asi que descubrimos el trabajo de Kevin Morris que
mostraba que podian inducirse cambios epigenéticos dirigidos contra secuencias
particulares mediante la introduccion de siRNAs con secuencias complementarias a la
region blanco (Morris et al,, 2004). Si bien este trabajo, al igual que los subsiguientes,
fue realizado sobre secuencias promotoras nos dio una herramienta poderosa para
intentar responder a todas estas preguntas. jSerian los siRNAs dirigidos contra
secuencias internas de un gen capaces de afectar la estructura de la cromatina de

forma similar a como lo hacian en los promotores?

5.1.2 Modificaciones cromatinicas intragénicas como motor del TGS-AS

En la seccion 3.1 de esta tesis hemos demostrado que efectivamente los siRNAs
exogenos transfectados en células de mamiferos son capaces de alterar la estructura de
la cromatina mediante la generacion de marcas epigenéticas asociadas a
heterocromatina facultativa. Estas modificaciones intragénicas, a su vez, afectan la tasa
de elongacion de la Pol II (o su procesividad) y consecuentemente el splicing
alternativo de un ex6n adyacente. En nuestro estudio lo demostramos para el exén 33
(EDI) del gen de la Fibronectina. También hemos demostrado que este mecanismo no
involucra al clasico PTGS dirigido por siRNAs, ya que no observamos degradacion del
transcripto maduro de FN y tampoco detectamos disminucion alguna en la
concentraciéon de RNA precursor en la region target utilizando cebadores alojados a
ambos lados de dicha region (ver 3.1.2). Adicionalmente mostramos que el PTGS
funciona correctamente cuando utilizamos siRNAs con secuencias complementarias a

un exoén, tanto el 21 como el 34 (ver 3.1.2). Deducimos que la via de TGS es responsable
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de los efectos observados, ya que estos desaparecen tras realizar el knockdown tanto
de AGO1 como AGO2. Esta Gltima es necesaria para las dos vias, sin embargo, AGO1
solo es necesaria para el TGS (ver 3.1.5). Podemos entonces decir que es el mecanismo
de TGS el que dirige los efectos aqui observados (Janowski et al., 2006; Kim et al., 2006;
Meister et al., 2004).

Todos los reportes anteriores de TGS dirigido en mamiferos han sido hechos
sobre regiones promotoras (Han et al., 2007; Janowski et al., 2006; Kim et al., 2008; Kim
et al, 2006; Morris et al, 2004; Suzuki et al, 2008; Weinberg et al., 2006). Nuestro
trabajo, por lo tanto, ha sido la primera demostracién de que es posible disparar
modificaciones epigenéticas internas en el cuerpo de un gen que no afectan la
actividad del promotor pero si producen una inhibicién de la elongacién/procesividad y
consecuentemente afectan la seleccion de los sitios de splicing de un exdn alternativo
cercano. Hemos llamado a este fendmeno TGS-AS por “transcriptional gene silencing

regulation of alternative splicing’.

En concordancia, otro trabajo de nuestro grupo llevado adelante por Ignacio
Schor (Schor et al,, 2009) ha demostrado que modificaciones cromatinicas intragénicas
localizadas en cercanias a un evento de splicing alternativo y generadas a partir de un
estimulo fisiolégico en neuronas (despolarizacion de la membrana), también son
capaces de afectar la tasa de elongacién de la Pol I y luego el patrédn de splicing
alternativo del exon 18 del gen NCAM (Neural Cell Adhesion Molecule).

5.1.3 Elongacion: el nexo entre la cromatina, los RNA pequeiios y el
splicing alternativo

I a verdadera conexion entre las modificaciones epigenéticas disparadas por los
RNA pequefios y la alteracion del splicing alternativo finalmente observada esta dada
por la inhibicion de la elongacion de la RNA Pol II. 1 os resultados mostrados en la
seccion 3.1.7 soportan este modelo. Como hemos sefialado en la introduccién, una de
las tareas mas dificultosas en este sentido es la medicion de la elongacion de la
transcripcion invivo. Hemos intentado abordar este problema con la utilizacion de un

procedimiento utilizado y validado por Manuel de la Mata (de la Mata et al., 2003) con
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la utilizacién de una RNA pen sus estudios de una RNA polimerasa II “lenta” conocida
como C4. Este método se basa en la medicion de la acumulacion de un precursor
proximal sobre uno distal, en nuestro caso, en células transfectadas con un siRNA
control o un siRNA intronico. 1a premisa es que si la Pol II fuera pausada entre estas
dos regiones medidas deberiamos observar un aumento de la relacién proximal/distal.
Efectivamente esto fue lo que encontramos y si bien somos conscientes de la limitacion
de utilizar un sistema de medicién de precursores proximales/distales como parametro
de acercamiento a la “elongacion”, el hecho de que los efectos de los siRNAs sobre los
minigenes inducibles solo sean observados cuando se estimula la iniciacion de la

transcripcion sin afectar a la elongacion, refuerza esta hipotesis (Fig. 23).

Por otro lado, un fenémeno similar ha sido recientemente descripto en C
elegans, un organismo modelo en las investigaciones sobre la via de interferencia por
RNA. El trabajo en cuestidon ha sido publicado este mismo afio en la revista Nature'y
describe un mecanismo de alteracion de la elongacién de la Pol II mediante TGS de
manera completamente coherente con nuestro modelo cinético (Guang et al., 2010). En
dicho trabajo los autores describen la interaccién de dos proteinas llamadas NRDE-3
(miembro de la familia Argonauta) y NRDE-2. 1a primera estaria involucrada en el
transporte de RNA pequefos desde el citoplasma hacia el nucleo. Una vez alli NRDE-3
se asociaria con NRDE-2 formando un complejo que se dirigiria hacia la region
genomica complementaria al RNA pequefio donde dispararia el TGS. Esto generaria
una acumulacion de Pol II y un aumento de H3K9me3 en la regiéon blanco.
Adicionalmente Kennedy y colaboradores han utilizado genética reversa para detectar
proteinas involucradas en este fendmeno. Dentro del “screening” realizado han
detectado a Rpb7, una de las subunidades de la RNA polimerasa II que es necesaria

para la formacién de heterocromatina mediada por siRNAs en S. pombe.

10os hallazgos realizados por el grupo de Kennedy indirectamente también
sirven de soporte a nuestro modelo segun el cual la los siRNAs afectarian la cromatina

y ésta a su vez la elongacion de la Pol II.
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5.1.4 siRNAs intronicos vs exonicos

Al iniciar nuestros estudios existia una gran controversia acerca de la
funcionalidad del PTGS en el interior del nucleo celular eucariota. Gracias a la utilizacion
de intrones como blanco, con nuestro trabajo hemos podido aportar algunos datos en
este sentido y respecto al funcionamiento y cross-talk entre las diferentes vias de la

interferencia por ARN.

Por un lado, hemos comprobado que ninguno de los siRNAs intrénicos afecta
los niveles del mRNA target y que tampoco varia la cantidad de precursor. Estos
resultados van de la mano con la hipétesis de que el mecanismo de TGS es el que
gobierna en el nucleo la actividad de estos RNA pequefios y a su vez, también
fortalecen la idea de que el proceso de PTGS no actua en el nlcleo. En mas de 10 afios
de estudio sobre esta via y cientos de trabajos publicados, solamente uno ha reportado
degradacién de un RNA nuclear mediante la utilizacién de siRNAs y se trata de un

trabajo aun hoy muy discutido (Robb et al., 2005).

Por otro lado, al utilizar los clasicos siRNAs haciendo blanco en regiones
exonicas observamos que estos efectivamente producian una significativa disminucion
en los niveles del MRNA de fibronectina. Adicionalmente, aquel siRNA dirigido contra el
exon localizado rio abajo a EDI, en cercanias al sitio blanco de I33as, fue capaz de
aumentar la inclusion de EDI (ver 3.1.8). Esto, demuestra que ambas vias funcionan
simultdaneamente y de manera independiente: el TGS alterando la estructura de la
cromatina en el nucleo y en consecuencia el splicing alternativo; y el PTGS actuando

sobre el mMRNA maduro en el citoplasma.

Entendemos que no se trata de un efecto trivial ya que todos los siRNAs
utilizados en la practica en todos los laboratorios del mundo con el fin de producir el
knockdown de algun gen, podrian estar afectando la constitucién cromatinica de dicho

geny por lo tanto alterando su transcripcién cuantitativa y cualitativamente.
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5.1.5 El mecanismo

1 a forma en que los RNA pequeiios actlian para disparar el TGS-AS es alin poco
clara. Nuestros resultados sugieren que, al igual que ocurre con aquellos dirigidos
contra promotores, los siRNAs intrénicos necesitan aparearse con un transcripto
naciente complementario enfatizando la necesidad de una hibridacién ARN::ARN. Esto
lo podemos deducir de la diferencia de efectos observada con el siRNA I33s en Hera y
Hep3B, la cual ha sido explicada por la presencia de un RNA ubicado en antisentido al
gen FN1. El balance entre la tasa de transcripcién del gen de la fibronectina y su
compafiero en antisentido, brindarian una plataforma dinamica para la actividad de los
siRNA dictando, al menos en parte, la eficiencia del proceso (ver 3.1.4). De hecho, se ha
postulado que los genes en antisentido juegan un rol central en el reconocimiento de
las secuencias promotoras mediada por siRNAs tanto para la activacion como para el

silenciamiento (Schwartz et al., 2008).

I'a utilizacién de drogas que “relajan” la estructura de la cromatina contrarresta
los efectos de los siRNAs como en una suerte de competencia (ver 3.1.6) donde éstos
dirigen el remodelado de la cromatina llevandola hacia un estado mas cerrado o
compacto. Pero ademas, estas drogas inhiben la actividad de enzimas que serian claves
en el mecanismo del TGS-AS como metil-transferasas del ADN, metil transferasas de

histonas (especificamente para H3K9me2) y desacetilasas de histonas.

En funcidn a los resultados mostrados en esta tesis hemos elaborado el

siguiente modelo explicativo para el mecanismo de TGS-AS (Fig. 32):

1. Un gen portador de un exdén alternativo (barra naranja) es transcripto
activamente por una Pol II a una elevada tasa de elongacion. 1a maquinaria
de splicing no cuenta con suficiente tiempo para reconocer los sitios débiles
que definen al exon alternativo y se favorece la exclusion del mismo en el

mMRNA maduro.

2. Se introducen siRNAs dirigidos contra el intron rio abajo del evento de

splicing alternativo.
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splicing © H3K9me2/H3K27me3 mmm Exon alternativo

Figura 32. Modelo de accion del TGS-AS.

A. La Pol Il transcribe un evento de splicing alternativo con alta tasa de elongacion
(répida). El evento no es reconocido por la maquinaria de splicing y se produce la
exclusion del mismo. siRNAs son cargados en un complejo de silenciamiento.

B. Una vez en el ntcleo el complejo “escanea” transcriptos nacientes hasta encontrar
una region complementaria. Luego recluta maquinaria de remodelacion de la cromatina
a esa misma region.

C. La maquinaria remodeladora genera una estructura heterocromatinica local con
aumento de H3K9me2 y H3K27me3 que frena el avance de la Pol Il (lenta) y le da mas
tiempo a la maquinaria de splicing para reconocer las secuencias del evento de splicing
alternativo favoreciendo su inclusion en el transcripto maduro.
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3. 1a hebra guia de los siRNAs es cargada en un complejo de silenciamiento
que estaria formado, al menos, por AGOLl. Una vez alcanzado el nucleo
celular este complejo escanearia los RNA nacientes hasta encontrar una

secuencia complementaria.

4. Tras encontrar la secuencia complementaria, el complejo provocaria el
reclutamiento de maquinaria de remodelacion de la cromatina. Entre ellos

se encontrarian HDACs, metiltransferasas de histonas y del ADN, y HP1 alfa.
5. Se genera una estructura heterocromatinica intragénica.

6. Estaisla de heterocromatina genera un impedimento estérico para el avance
de la Pol II “frenandola”, otorgandole mas tiempo a la maquinaria de
splicing para reconocer al exon alternativo y favoreciendo, de esta manera,

su inclusiéon en el transcripto maduro.

5.1.6 (Existe algun ejemplo endégeno de TGS-AS?

Sin lugar a dudas la gran pregunta que se desprende de este trabajo es si existe
algun fenédmeno de TGS-AS en la naturaleza. Realizamos dos enfoques diferentes en la

busqueda de una respuesta a este cuestionamiento.

i. En primer lugar la utilizacion del panel de PCR de splicing alternativo asociado
a cancer en células tratadas con siRNA contra AGO1 o Dicer arrojé un poco de luz en
este sentido, sefialando que aproximadamente el 37% de los eventos eran afectados
por el knockdown de AGOL o Dicer (ver 4.1.2) resaltando ademas, su importancia en el
proceso de splicing alternativo. Dicer podria estar involucrada en la biogénesis de los
RNA pequefios disparadores de un TGS-AS enddgeno, a la vez que AGO1 seria
directamente la efectora del proceso. En el mismo sentido se ha mostrado que el
knockdown de Dicer ocasiona una activacion del estado de la cromatina y de la
transcripcion en la region intergénica del locus B-Globina (Haussecker y Proudfoot,
2005). De hecho, otros trabajos han descripto que los miRNAs pueden disparar TGS

(Gonzalez et al., 2008; Kim et al., 2008), e incluso una publicacién reciente en la revista
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Cell ha revelado que miRNAs enddgenos en Physcomitrella patens (un musgo que se
utiliza en el estudio de la evolucion, el desarrollo y la fisiologia vegetal) generan un
silenciamiento transcripcional de genes mediante formacién de heterocromatina. En
dicho trabajo los autores proponen que la relacion entre las concentraciones de los
miRNAs y sus blancos regularian la iniciacién del silenciamiento epigenético (Khraiwesh
et al., 2010). No es descabellado pensar que otros miRNAs pudieran hacer lo mismo y
terminar afectando algun evento de splicing alternativo cercano al sitio blanco. Hemos
logrado obtener una lista (datos no mostrados) de potenciales sitios de unién de
miRNAs a intrones localizados en cercanias de los eventos de splicing alternativo que
se modificaban con el knockdown de AGOl y Dicer. Actualmente estamos
desarrollando en nuestro laboratorio, conjuntamente con la estudiante 1 uciana Gbmez
Acufa, un sistema para estudiar el posible efecto de los miRNAs sobre el TGS-AS y
focalizaremos nuestros esfuerzos en el andlisis de esta lista de eventos y los posibles

miRNAs disparadores.

Por otro lado, los resultados del panel sugieren que los posibles efectores del
TGS-AS no deben ser limitados a los ARNs pequefos generados por Dicer, ya que
existen varios eventos de splicing alternativo que son dependientes de AGO1 pero
independientes de Dicer. Pero, entonces... ;Qué otro tipo de mecanismo podria estar

involucrado?

Existen muchos mecanismos a través de los cuales el TGS-AS podria ejercer su
actividad /n-vivo. RNA pequefios endoégenos como los piRNAs, que son
independientes de Dicer, podrian disparar TGS utilizando la via de PIWII durante la
diferenciacion celular o incluso en células tumorales, ya que se ha mostrado que estas
proteinas retoman su expresion en varios tipos de canceres (i ee et al., 2006; Taubert et
al, 2007). En otras enfermedades como alfa-talasemia o la leucemia, la expresion de
genes en antisentido también es capaz de disparar un TGS de manera independiente a
Dicer (Tufarelli et al., 2003; Yu et al., 2008). Si esto ocurriese en cercanias de un evento
de splicing alternativo, éste podria verse afectado segun el modelo expuesto en esta

tesis, conformando otra posible via de TGS-AS.
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Todo un nuevo campo de investigacion se ha abierto en torno a los llamados
lincRNA (por el inglés large intervening non-coding RNAs), o RNA no codificantes
largos. Estos lincRNA usualmente se ubican en antisentido a genes codificantes y
suelen tener varios exones. No se conoce mucho acerca de su mecanismo, aunque si se
sabe que son capaces de generar silenciamiento de genes tanto en ¢is (Yap et al.,
2010) como en trans (Huarte et al., 2010; Rinn et al,, 2007) mediante la conformacion de
estructuras de cromatina cerrada, fundamentalmente a través de la presencia de
proteinas del grupo Polycomb (PRC2) y la trimetilacién de lisina 27 de la histona H3
(Gupta et al, 2010; Tsai et al., 2010). Se han descubierto mas de 1.000 lincRNAs vy
nosotros mismos hemos encontrado uno ubicado en antisentido al gen de fibronectina.
iPodria este lincRNA o cualquier otro afectar el splicing alternativo via TGS-AS? Al
menos desde la teoria deberiamos responder que si, aunque aun queda un largo
camino para poder demostrar que alguno de estos mecanismos independientes de

Dicer también podria estar actuando en forma endogena.

ii. En paralelo hemos utilizado una estrategia complementaria en la busqueda
de un fendmeno endogeno de TGS-AS. Mediante la ultrasecuenciacién de sitios target
de AGOL1 y diferentes marcas de histonas en células MCF7 hemos encontrado cerca de
1.000 sitios blanco de AGO1 en cercanias de eventos de splicing alternativo. Nos hemos
quedado con una serie de posibles candidatos de acuerdo a la convergencia de marcas

en la region target mas la presencia de clusters de Pol II en regiones vecinas.

El mejor candidato detectado hasta el momento ha sido el gen SYNE2 uno de
cuyos eventos de splicing alternativo (exdn 106) cambia con el knockdown de AGOL.
Hemos encontrado que cuando hacemos transfecciones con siRNAs dirigidos contra el
intron 107 de SYNE2 en la linea celular MCF7 no vemos ningun efecto sobre el splicing
alternativo del exon 107. Sin embargo, cuando estos siRNAs son transfectados en otra
linea celular (Hera) donde el knockdown de AGO1 no afecta el patron de splicing
alternativo del exon 107, si son capaces de aumentar la inclusién del exén alternativo
de manera analoga a como lo hace I33as sobre EDI (Fig. 16). Si bien restan realizar

muchos experimentos para controlar que efectivamente se trate de un caso de TGS-AS

97



creemos que se trata de un caso muy interesante cuyo estudio debemos profundizar.
Mas aun, el hecho de que exista un promotor interno caracterizado en dicha regién
solapando con el cluster de AGO1 y Pol II en la misma linea celular, abre las puertas a
un nuevo enfoque donde AGOl se puede unir a promotores internos activos
modificando su entorno cromatinico. Este entorno es a su vez intragénico si tenemos
en cuenta al promotor original ubicado rio arriba. Esto permite especular que si un
promotor interno esta localizado en cercanias de un evento de splicing alternativo

podria afectar el reconocimiento del mismo por diversos mecanismos.

Con los resultados obtenidos en la seccion 4.1.9 podemos especular que el
promotor interno que origina la isoforma proteica de SYNE2 conocida como nesprina-
202 se encuentra activo en la linea celular mamaria MCF7, por lo que observamos un
cluster de AGO1 y Pol II. Como consecuencia de la actividad de dicho promotor
podriamos imaginar la presencia de un estado cromatinico abierto o relajado sobre esa
region. Esto favoreceria una mayor tasa de elongacion dandole menos tiempo a la
maquinaria de splicing para reconocer el exdén 107 favoreciendo su exclusion del
transcripto maduro. Efectivamente esto es lo que se observa en MCF7, donde la
inclusién es sumamente baja. Al utilizar siRNAs dirigidos contra el intrén 107 el patron
de splicing del exén 107 no sufre modificaciones, ya que AGOl se encuentra
previamente unido en esa regién, probablemente involucrado con la actividad

transcripcional del promotor interno.

Por otro lado, también hemos encontrado que existe una convergencia de
distintas marcas de histonas en los sitios target de AGO1, con un aumento significativo
de todas las marcas. Hipotetizamos que esto podria reflejar un aumento de
nucleosomas en torno al target de AGO1, o un posicionamiento de los mismos. En
cualquiera de los dos casos el aumento de histonas aumentaria la probabilidad de

encontrar convergencias entre las diferentes marcas en dichas regiones.

Inesperadamente hemos detectado un enriquecimiento de clusters de AGOL1 en
promotores de genes con alta actividad transcripcional, y fundamentalmente en

promotores bidireccionales. Estos sitios de AGOl se encuentran asociados a la

98



presencia de tiRNAs, pero no muestran ninguna correlacién con las marcas de histonas
estudiadas en nuestro trabajo. Pensamos que la alta tasa de generacion de RNA
pequefos en estas regiones (Taft et al., 2009; Taft et al., 2010) podria estar involucrada
en el reclutamiento, por algin mecanismo aun no estudiado, de AGO1 que “cargaria”
estos tiRNAs o pasRNAs en los promotores de genes activos para luego actuar en ¢iso
en trans en otras regiones genomicas. Futuros trabajos podran ahondar sobre esta

hipotesis.

Finalmente, hemos hallado un enriquecimiento de AGO1 en exones localizados
en genes con baja actividad transcripcional. Algo similar hemos observado para
H3K9me2 y en ambos casos este enriquecimiento es independiente de que se trate de
exones alternativos o constitutivos. Podria tratarse de un fenédmeno mas global

asociado directamente al proceso de splicing en general.

En conclusion y de acuerdo al analisis realizado podriamos pensar que AGO1
estd vinculado al menos a dos funciones o actividades biologicas diferentes en el
nucleo celular. Por un lado se asocia a promotores con alta actividad transcripcional y

por el otro, a exones localizados en genes con baja tasa de transcripcion.

5.1.7 Conclusiones finales

En esta tesis hemos demostrado que siRNAs dirigidos contra regiones intronicas
son capaces de afectar la estructura de la cromatina en regiones intragénicas,
modificando la elongacion de la RNA Polimerasa II y en consecuencia el splicing
alternativo de eventos cercanos segun el modelo de acoplamiento cinético. Muchos de
nuestros experimentos sugieren que un mecanismo de TGS, al cual hemos llamado
TGS-AS, es el encargado de llevar adelante esta actividad. En primer lugar, el efecto
depende de la presencia de AGO1, proteina que solo es necesaria para TGS. En
segundo, el efecto es reducido o eliminado con tratamientos que promueven una
relajacién de la cromatina o que aumentan la tasa de elongacién de la Pol II. En tercer
lugar, la transfeccion de siRNAs genera un aumento de dos marcas usualmente

asociadas a heterocromatina facultativa, H3K9me2 y H3K27me3, en el gen blanco.
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Muchos tipos diferentes de RNA enddgenos podrian disparar TGS-AS en células
de mamifero desde siRNAs, miRNAs, piRNAs, lincRNAs, hasta parejas de transcripcion
sentido-antisentido. Por lo cual el fendmeno podria ser dependiente o independiente

de Dicer.

Dado que muchas mutaciones y defectos en el proceso de splicing alternativo
han sido asociados a enfermedades de diversa indole, incluyendo cancer, la utilizacion
de siRNAs podria ser una novedosa alternativa de terapia para corregir eventos de
splicing alternativos aberrantes de manera especifica de gen y de exdn.
Adicionalmente, el hecho de que existan marcas epigenéticas asociadas a este
fenédmeno podemos especular con que dichas modificaciones generen un cambio
estable y permanente a través de las sucesivas divisiones celulares, que conlleve a

tratamientos de corto plazo.
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6 CONCLUSIONES

6.1 Conclusiones finales

1. Hemos demostrado que RNAs interferentes pequefios (siRNAs) dirigidos
contra regiones intronicas son capaces de afectar la estructura cromatina intragénica
de la region target con el aumento de marcas epigenéticas asociadas a

heterocromatina facultativa como H3K9me2 y H3K27me3.

2. Estos cambios cromatinicos dirigidos contra el intron 33, ubicado rio abajo
del exon alternativo EDI del gen endogeno de fibronectina (FN1), afectaron la tasa de
elongacion/procesividad de la Pol Il y consecuentemente produjeron un aumento de la
inclusién de EDI en el mMRNA maduro de acuerdo al modelo cinético de acoplamiento

entre la transcripcion y el splicing.

3. El efecto de siRNAs intronicos sobre el splicing alternativo es abolido por
tratamientos con drogas que “abren’ la cromatina tales como tricostatina A (TSA), BIX y

5 azadC.
4. El efecto requiere de las proteinas argonauta 1 (AGO1) y HP1.

5. El efecto requiere interaccion RNA:RNA entre la hebra guia del siRNA y el

RNA enddgeno naciente.
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6. El mecanismo descubierto se asemeja al del silenciamiento génico
transcripcional (TGS) y lo hemos bautizado TGS-AS, por splicing alternativo regulado

por TGS.

7. siRNAs dirigidos contra ciertas secuencias exonicas actuan simultdneamente
en dos mecanismos: el mencionado TGS-AS y la clasica degradacién del mRNA
mensajero maduro (knockdown) conocida como silenciamiento génico post-

transcipcional (PTGS).

8. Utilizando una plataforma para medir 96 eventos de splicing alternativo en
forma simultanea describimos por primera vez que AGO1, al igual que Dicer, juegan un
papel importante sobre la regulacion del splicing alternativo de genes enddgenos,
afectando casi al 40% de los eventos medidos, y brindando de esta manera indicios de

un posible rol fisiolégico para el mecanismo estudiado durante esta tesis.

9. Mediante estudios a nivel gendmico con tecnologia de ultrasecuenciacion
encontramos que AGO1 se encuentra enriquecido en regiones promotoras de genes
con alta actividad transcripcional y en exones localizados en genes con bajos niveles de

transcripcion al igual que lo hace H3K9me?2.

10. Finalmente hemos detectado un evento de splicing alternativo en el gen
SYNE2 enddgeno cuyo patron de splicing cambia tras la deplecion de AGO1 y Dicer, y
tras la transfeccion con siRNAs dirigidos contra el intron ubicado rio abajo de dicho
evento. Adicionalmente, hemos detectado que AGOL se une a ese mismo intrén en

forma natural en la linea celular MCF7, donde coincide con una aumento de Pol Il y la
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presencia de un promotor alternativo intragénico pudiendo ser este evento el primer

ejemplo fisioldgico de regulacién del splicing alternativo mediante TGS.
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7 MATERIALES Y METODOS

7.1 Detalle de los experimentos
7.1.1 Transfeccion de células Hela y Hep3B

Se transfectaron células Heira y Hep3B con lipofectamina 2000 (Invitrogen)
siguiendo las indicaciones del fabricante. Se plaquearon aproximadamente 200.000
células en placas de plastico de 6 pocillos (cada pocillo tiene un didmetro aproximado
de 3,5 cm) el dia anterior a realizar la transfeccién. 1a cantidad de plasmido total

transfectado fue ajustada a 2 ug para una cantidad de 5 pi de lipofectamina.

Brevemente, el protocolo de transfeccion con lipofectamina 2000 que utilizamos
en nuestro laboratorio es el siguiente:

- Se colocan 2 ug totales de DNA plasmidico en un tubo eppendorf que
contiene 250 pl de OPTIMEM (Invitrogen) solo, sin suero ni antibiéticos.

- Se colocan 5 pl de lipofectamina en un tubo polipropileno de 5 ml con
tapa que contiene 250 pl de OPTIMEM solo (sin suero ni antibioticos).

- Se transfiere el contenido del tubo eppendorf al tubo con lipofectamina.

- Se incuba 15 minutos para que se formen los complejos entre el poli-
cation y el ADN.

- Se lavan con PBS 1X las células a transfectar para eliminar trazas de
suero y antibidticos que inhiban la transfeccion, y se dejan en 2 ml de OPTIMEM solo
(sin suero ni antibioticos).

- Se agregan por goteo 500 pl de los complejos en cada pocillo

- Se deja crecer las células por 48 o 72 hs, de acuerdo al experimento.

A su vez, células Hep3B fueron co-transfectadas con un transactivador
controlada por el sistema tet, ya sea tTA-Spl o tTAVP16, conjuntamente con el
reportero tet-inducible. La tetraciclina (tet) (1 pg/mL) fue agregada rapidamente

después de la transfeccion. 24 hs mas tarde se lavé las células y se le agregd un medio
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nuevo libre de tet para provocar la induccion del reportero. 1as células fueron

cosechadas 48 o 72 hs post-induccion.
7.1.2 Transfeccion con RNAs pequeiios interferentes

Se transfectaron células Hera y Hep3B con lipofectamina 2000 (Invitrogen) en
medio Optimem (Invitrogen), segun las instrucciones del fabricante. Para estas células,
se utilizdé una concentracion de siRNAs entre 5-50 nM, segun se indica en cada

experimento, por cada pocillo.

El protocolo de transfeccién es idéntico al utilizado con los plasmidos, con las
siguientes exepciones:
i Cuando se transfectaron soélo siRNAs, se colocaron 6,25 ul (de un stock
20 pM) de siRNA en lugar del DNA plasmidico.
ii. En caso de cotransfeccién de plasmido y siRNA se sumaron las dos

cantidades.

iii. Para las co-transfecciones de siRNAs (I33as, siAGO1 y siAGO2) se utilizd
una concentracion 50 nM de 133as y 10 nM de siAGO1 y siAGO?2.

7.1.3 Tratamientos de células con inhibidores farmacolégicos

la tricostatina A (Sigma) se disolvid en etanol absoluto para preparar una
solucién stock de 5 mg/ml. 1a solucidn fue agregada directamente al medio de cultivo
para alcanzar la concetraciéon indicada (300 nM), o previamente se le realizaron

diluciones seriadas en etanol para alcanzar las concentraciones mas bajas.

la 5-aza-citidina (Sigma) se disolvié en una solucién 50% acido acético glaciar
en agua hasta una concentracion de 20 mM. 1 a solucién fue agregada directamente al
medio de cultivo para alcanzar una concentracion final indicada (5 uM).

El compuesto BIX-01294 fue utilizado a una concentracion 10 uM.

El TSA fue agregado a las 48 hs post-transfeccion y 24 hs antes de cosechar las
células. Mientras que la 5 azadC y el BIX se agregaron luego de la transfeccién y se

dejaron por 72 hs.
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En todos los casos, a los controles se les agregd un volumen equivalente del

solvente de cada droga (vehiculo).
7.1.4 Extraccion de RNA total de cultivos celulares

Para obtener el RNA de las células transfectadas se utilizd el reactivo TRIZOi

(Invitrogen) de acuerdo a las indicaciones del fabricante.

En caso de ser necesario se control6 la integridad del RNA extraido corriéndolo
en un gel de agarosa 1% p/v, a un voltaje relativamente alto y por poco tiempo, para
disminuir la posible degradaciéon durante la corrida. En una correcta preparacion de
RNA, deben observarse 3 bandas correspondientes, de mayor a menor tamafio, al rRNA

28S, al rRNA 18Sy a los tRNA y RNA de 5S.
7.1.5 Evaluacion de los patrones de splicing alternativo por RT-PCR

Elegimos dos técnicas alternativas para la medicion de los patrones de splicing
alternativo que se utilizaron en paralelo en este estudio: RT-PCR radiactiva o RT-PCR en
tiempo real. Esto implica una reaccion de transcripcién reversa (RT) para producir cDNA
a partir del RNA, que servira a su vez como molde de una reaccidn posterior de
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) en la cual se amplificara el fragmento de
interés utilizando iniciadores especificos. En todos los casos, se obtienen valores
correspondientes a la presencia de la isoforma que incluye y a la que excluye un
determinado evento de splicing alternativo. 10s resultados se informan como la
relacion Inclusién/Exclusion. En algunos experimentos puntuales se han relativizado
todas las relaciones del experimento a la del tratamiento control (que entonces toma el

valor de 1).

Transcripcion reversa (RT)

Oligonucleétido iniciador (oligo dT17): 5'-TTTTTTTTTTTTTTTTT-3'

- Se desnaturalizan 5 uyl de RNA colocandolo 5 min a 65 °C.

- Se pasa el tubo inmediatamente a hielo para impedir la re-
naturalizacion.

- Se agregan 15 pl de mezcla de reaccion a cada tubo.
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I a mezcla esta compuesta de la siguiente manera:

. 4 ul de buffer de RT 5X.

. 2 yl de DTT 100 mM.

. 0,25 pl de dNTPs 25 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y
dTTP).

. 0,5 pl de inhibidor de RNasas 40 U/ul.

. 0,5 pl de oligo dT 100 uM (oligo de 12-18 nucleotidos).

. 1,5 ul de enzima M-Mi1V RT 200 U/ul.

. H20 c.s.p. 15 pl.

- Se deja 10 min a temperatura ambiente para que el oligo dT pueda
aparearse a las colas de poliA de mRNAs poli-adenilados.

- Se incuba 1h a 35 °C para que ocurra la reaccién.
- Se detiene la reaccién incubando 5 min a 95 °C.

7.1.6 Reaccion en cadena de la polimerasa semi-cuantitativa (PCR
radiactiva)

Se utilizan 2 pl de reaccién de RT que contiene el ADNc que sera el molde para
la reaccion de PCR. A este ADNCc se le agregan 48 pl de mezcla de reaccion, compuesta

de la siguiente manera (para cada muestra):

. 5 pl de buffer de PCR sin MgCl2

. 1,5 pyl de MgCl2 50 mM

. 2,5 ul de primer forward 20 yM

. 2,5 pl de primer reverse 20 uM

. 1 yl de dNTPs 10 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP)

. 0,3 a 0,6 pl de Taq polimerasa 5 U/pl

. 1uCi [0-32P]dCTP (aprox. 0,1 pl de [a-32P]dCTP 10 uCi/pl, act. esp.: 3000
Ci/mmol)

. H20 c.s.p. 48 pl

Se agrega una gota de aceite mineral a cada tubo para evitar la evaporacion.
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El analisis del SA del exén EDI de fibronectina se realiz6 como se reportd
previamente (Werbajh et al., 1998). De la misma forma se midieron el resto de los

eventos por PCR radioactiva.

Al finalizar la reaccién de PCR radiactivas, se procedioé a separar los productos
corriéndolos en un gel de poliacrilamida 6% nativo. 1 uego de la corrida, se seca el gel
sobre un papel Whatmann y se lo expone a una pelicula con orientadores para generar
una autoradiografia. De esta manera se pueden observar las bandas correspondientes
al producto de PCR que incluye el exén y al que lo excluye. Para cuantificar estos
productos, se orienta la pelicula sobre el gel utilizando los orientadores, se recortan las
bandas correspondientes a los productos de interés (con y sin exon alternativo), y se
cuenta la radiactividad que poseen utilizando un contador beta. Debido a que
utilizamos el isétopo P¥, que es un emisor beta de alta energia, podemos evitar el uso
de liquido de centelleo para amplificar la sefal, y contamos la radiactividad con el
método Cerenkov, que es en seco. | a eficiencia de este método en seco es algo menor
que utilizando un liquido de centelleo pero, por otra parte, es mas rapido y se evita el

manipuleo de tolueno.

7.1.7 Reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa

Para evaluar los patrones de splicing alternativo por PCR en tiempo real (en un
equipo Eppendorf Mastercycler Realplex, se realizaron sobre el cDNA de cada muestra
dos reacciones de PCR diferentes, una correspondiente al producto de inclusion (con
uno de los primers correspondiente a una secuencia del exdn alternativo) y otra al
producto de exclusion (ambos primers en exones constitutivos flanqueantes al exén
alternativo). En este ultimo caso el programa de PCR es llevado a cabo en forma tal
que, debido a los cortos tiempos de elongacion, no se amplifique el producto de

inclusion (que es 3 veces mas grande que el de exclusion).

Paralelamente a las muestras se prepara una curva de calibracion, obtenida por
ocho diluciones sucesivas 1:2 a partir de una diluciéon 1:4 de una mezcla de todas las
muestras a medir. Cada una de las muestras se diluye 1:50 para que entre en el rango

medio de la curva de calibracion. De estas diluciones, se utilizan 5 pl para la reaccion, a
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los cuales se agregan 20 pl de la mezcla de reaccién. 1a mezcla se compone de la

siguiente forma (para cada muestra):

. 2,5 ul de buffer de PCR sin MgCl2

. 2 pl de MgCI2 50 mM

. 1 yl de primer forward 20 yM

. 1 yl de primer reverse 20 uM

. 0,5 ul de dNTPs 10 mM

. 0,15 pl de Taq polimerasa 5 U/ul

. 0,025 ul de SYBR Green (Roche) en dilucién 1/30 en DMSO
. H20 c.s.p. 20 pl

Cada corrida fue completada con la realizacién de una curva de melting para
confirmar la especificidad de la amplificacién. En paralelo los productos amplificados
fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa.

| 0s programas utilizados fueron los siguientes:

Para las isoformas de EDI, 95°C 2', 35 ciclos de 95°C 15" y 64°C 45". Se utilizd

el mismo programa para la secuencia blanco de 133as y el housekeeping B-

actina.

- Para los niveles totales de mRNA de fibronectina humana, 95°C 2, 35 ciclos
de 95°C 15", seguido por 62°C 15"y 72°C 25".

- Para AGO1 y AGO2 mRNAs, 95°C 2', 35 ciclos de 95°C 15", seguidos por
68°C 15"y 72°C 30".

- Fibronectina sentido y antisentido, 95°C 3’, 35 ciclos de 95°C 30", seguidos
por 57°C 30" y 72°C 45",

- Para el housekeeping HSPCB, 95°C 2', 35 ciclos de 95°C 15", seguidos por

63°C 30" y 68°C 20".

- Todas los amplicones de fibronectina (A-D) utilizados en el nChIP, 95°C 2’,

35 ciclos de 95°C 15" y 66°C 45”.
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7.1.8 Evaluacion de la relacién de pre-mRNA distal/proximal

Para la evaluacidn de los niveles de pre-mRNA se partié de nucleos, obtenidos

de acuerdo al protocolo de nChIP (ver 6.1.9).

1uego, los nucleos se lisaron con el reactivo TRIZO1 (Invitrogen) y el RNA se
extrajo segun las instrucciones del fabricante. A partir del RNA de cada muestra se
realizaron cuatro reacciones de RT diferentes (una por cada PCR intronica) utilizando
iniciadores correspondientes a las junturas intrén — exon para enriquecer el cDNA en
productos provenientes de pre-mRNA. 1 as reacciones de RT se realizaron incubando
primero el RNA con el oligo iniciador y con los dNTPs, calentando 5" a 65°C pasando
inmediatamente a hielo, agregando luego todos los demas ingredientes de la mezcla
de reaccion e incubando una hora a 42°C en vez de a 37°C. Se incluy6 para cada
muestra un control sin enzima MMiV-RT para controlar la posible amplificacién de

contaminacién con DNA gendmico.

1 os cDNA resultantes fueron luego cuantificados por PCR en tiempo real con
primers correspondientes. El valor del pre-mRNA para cada region intronica fue
calculado sustrayendo los valores de los controles sin RT. 1uego, los resultados se

expresaron como relaciones Intron proximal/Intrén distal (P/D).
7.1.9 Inmunoprecipitacion de la cromatina nativa (nChIP)

Para determinar la presencia de distintas modificaciones de histonas se utilizé la
técnica de ChIP nativo (nChIP). A diferencia del ChIP tradicional, se omite el paso de
generacion de entrecruzamientos o crosslinking por medio de la incubacién con
formaldehido y el sonicado del DNA para generar fragmentos pequefios es
reemplazado por una incubacion con nucleasa micrococal (MNasa), que origina mono-

nucleosomas conteniendo fragmentos de 147 pb.

I as ventajas del método son su mayor facilidad técnica y reproducibilidad en la
generacion de fragmentos de tamafio acotado, sumado al hecho de que los
fragmentos generados son de menor tamafio que los generados por sonicado,

aumentando la resolucion espacial de la técnica. Ademas, al partir de nucleosomas, la
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cantidad de DNA disponible (Input) para cada regién en una muestra determinada es
proporcional al nimero de histona total (o sea de nucleosomas) presentes en esa
regiéon, por lo que se hace innecesario realizar un control de inmunoprecipitacion
contra histona total.

la preparacion de mononucleosomas y la precipitacion de cromatina fueron
realizadas a partir de la técnica descripta por Umlauf y colaboradores (Umlauf et al.,
2004). A continuacién, describimos el protocolo:

Preparacion de nucleos

- Se utilizan 1 o 2 placas de 14 cm semi-confluentes por cada tratamiento.

- Se lava una vez con PBS 1X, se agregan 1,5 de tripsina 0,25% y se deja
incubar unos minutos a 37°C.

- Se agregan 6,5 ml de medio completo y se pasa la suspensién de células
a un tubo conico de 15 ml por cada placa original.

- Se centrifuga 5" a 1000 rpm (4°C) y se descarta el sobrenadante. De acé
en adelante se trabaja siempre en hielo con las soluciones frias.

- Se resuspenden las células de cada tubo en 2 ml de buffer I (0,3 M
sacarosa; 60 mM KCl; 15 mM NaCl; 5 mM MgCl2; 0,1 mM EGTA; 15 mM Tris-HCl pH 7,5;
0,5 mM DTT; inhibidor de proteasas — Complete Protesase Inhibitor, Roche).

- Se agregan 2 ml de buffer II (buffer I + 0,4% IGEPAI CA-630 o NP40) a
cada tubo y se incuba 10’ en hielo.

- Se van preparando por cada placa dos tubos cénicos de 15 ml
conteniendo 8 ml de buffer III (buffer I con 1,2 M sacarosa).

- Pasados los 10’, se depositan cuidadosamente 2 ml de cada suspension
de células sobre el colchdn de buffer III, se tapa el tubo y se centrifuga inmediatamente
por 20" a maxima velocidad (4°C).

- Se descarta el sobrenadante con pipeta pasteur de plastico, tomando
cuidadosamente desde arriba y cambiando la pipeta dos veces durante el
procedimiento para evitar el que los nucleos en el fondo entren en contacto con el

detergente.

111



- Se resuspenden cuidadosamente los nucleos en 1 ml de buffer de
MNasa (0,32 M sacarosa; 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 4 mM MgCl2; 1 mM CaCl2; inhibidor
de proteasas). 1a integridad de los nucleos puede ser evaluada por observacion al
microscopio.

Fraccionamiento de la cromatina

Se mezclan todos los nucleos correspondientes a una misma muestra y se
alicuota 500 pl de los mismos en un eppendorf de 1,5 ml. Se agrega la nucleasa
micrococal (MNasa) a cada tubo y se incuba a 37°C. 1 a cantidad de enzima y el tiempo
de incubacién son variables. En nuestras manos, 8 a 10 minutos de incubacion con 30 a
50 unidades de MNasa (Amersham, solucién de trabajo 10 U/ul en 50% glicerol) da
como resultado una importante cantidad de mono-nucleosomas con una proporcion
menor de di-nucleosomas, lo cual puede ser controlado tomando 9 pl de la muestra,
agregando 1 pl de 10% SDS y sembrandola en un gel de 1,5 a 2% agarosa con un
marcador de peso molecular (Fig. 6.4). 1a reaccién se detiene por el agregado de 20 pl
de 20 mM EDTA pH 8, mezclado suave e incubaciéon en hielo. 1 uego se centrifugan los
tubos por 10" a 10000 g (4°C), pasando el sobrenadante a un eppendorf nuevo,
pudiéndose juntar las distintas digestiones correspondientes a una misma muestra.
Para cuantificar la cantidad de DNA en cada muestra se toma una alicuota, se diluye
1:50 en buffer de elucidn y se cuantifica la cantidad de DNA por fluorometria utilizando
el detector Qubit y el kit Quant-iT dsDNA BR (Invitrogen).

Inmunoprecipitacion y purificacion

Como cromatina inicial para las inmunoprecipitaciones se utilizé el volumen
equivalente a 15 pg de DNA. El volumen se lleva a 1 ml final con buffer de incubacion
(50 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 5 mM EDTA; inhibidor de proteasas). Como
anticuerpos primarios se utilizaron: 10 ug de anti-H3K9me2 (Upstate 07-441), 10 ug de
anti-H3K27me3 (Upstate 07-449) y IgG de conejo control (Santa Cruz Biotechnology sc-
10801). El protocolo se desarrolla de la siguiente forma:

- Se agrega a cada tubo con la cromatina las cantidades necesarias de
anticuerpo, se cierran los tubos (pueden sellarse con parafilm) y se dejan incubando

toda la noche en rotacion a 4°C.
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- Se agrega 50 pl de proteina A/G acoplada a agarosa (Santa Cruz sc-
2003). Es recomendable usar un tip con la punta cortada para tomar mas facilmente la
suspension de agarosa.

- Se deja rotando a 4°C por otras 4 horas, se centrifuga 3' a 1500 g para
decantar la agarosa.

- Se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo, constituyendo la fraccion
no unida.

- Se resuspenden las bolitas de agarosa en 1 ml de buffer de lavado A (50
mM Tris-HCI pH7,5; 10 mM EDTA; 75 mM NacCl) frio y se incuba en rotor por 3’ a
temperatura ambiente.

- Se centrifuga 3" a 1500 g para decantar la agarosa y se descarta el
sobrenadante.

- Se repite el procedimiento con buffer de lavado B (50 mM Tris-HCl
pH7,5; 10 mM EDTA; 125 mM Nadl) frio.

- Se repite el procedimiento con buffer de lavado C (50 mM Tris-HCl
pH7,5; 10 mM EDTA; 175 mM Nadl) frio.

- Se eluye la cromatina agregando resuspendiendo las bolitas en 250 pl
de buffer de elucion (50 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 5 mM EDTA; 1% SDS) e
incubando 30’ con rotacion a temperatura ambiente.

- Se centrifuga 3" a 250 g y transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo,
constituyendo la fraccion unida.

- Se purifica el DNA de las fracciones unidas y no unidas (primer
sobrenadante). En este caso se utilizo el kit comercial QIAquick PCR Purification Kit
(QIAgen) siguiendo las instrucciones del fabricante

Analisis del DNA

El analisis se realizdé por PCR en tiempo real a partir de 2 pl de las muestras
(generalmente en diluciones entre 1:4 y 1:10). Se utilizd una mezcla de las fracciones no
unidas para preparar la curva de calibracion. Debido al reducido tamafo de los
fragamentos de DNA obtenidos, se utilizaron iniciadores cuyo producto (amplicon)

fuera de una longitud de alrededor de 100 pb.
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10s enriquecimientos relativos fueron calculados dividiendo el cociente
unido/no unido para el anticuerpo especifico por el cociente unido/no unido para el
anticuerpo control (IgG control o suero normal). Para comparar entre tratamientos y
poder juntar distintos experimentos, los valores de cada amplicon fueron relativizados

a los valores correspondientes al exon 1.

7.1.10 Medicion del transcripto antisentido

Se purificd el RNA de células transfectadas con siiuc o 133as y se realiz6 una
retrotranscripcion por 50 minutos a 42°C usando 2 pM de cebadores especificos:
RTFN1sense RTasFN1 (antisentido) and RTHP1 (inespecifico) con (+RT) y sin (-RT) M-
MiV. 1as cantidades relativas fueron calculadas por PCR en tiempo real con los
cebadores P3 y P4 (I33as secuencia blanco) haciendo: [FN1sense (+RT) — FN1sense (-
RT)] — RTHP1 (retrotranscripcion inespecifica). El mismo calculo fue realizado con asFN1

y finalmente medimos la relacién antisentido/sentido para cada linea celular.

7.1.11 Panel de RT-PCR y electroforesis capilar

El disefio, la ejecucion y el analisis de los eventos de splicing alternativos
seleccionados fue llevada a cabo segun ha sido publicado (Klinck et al., 2008; Venables
et al., 2008). Resumidamente, se disefiaron primers flanqueando eventos de splicing
alternativo con el fin de poder detector las diferentes isoformas asociadas a cada
evento. 10s primers fueron sintetizados por Integrated DNA Technologies (IDT,
Coralville, IA USA). 1a RT (Omniscript reverse transcriptase, Qiagen Inc, Canada) fue
realizada con 2 pg de RNA total en presencia de un inhibidor de RNAsas (Porcine
RNAguard RNase inhibitor, Amersham Biosciences, Canada) segun instrucciones del
fabricante. Se utilizaron tanto (OligodT)21 y “random hexamers” a una concentracion
final de 1 pM y 0.9 uM respectivamente. 1a PCR fue hecha con 20 ng de cDNA en 10 pl
de volumen final conteniendo 0.2 mM de cada dNTP, 1.5 mM MgClI2, 0.6 uM de cada
primers y 0.2 unidades de Taq DNA polymerase (Platihnum Taq DNA polymerase,

Invitrogen, Canada). El programa utilizado fue el siguiente: 95°C 2’, seguido por 35
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ciclos de 94°C 30s, 55°C 30s, y 72°C 60s. 10s productos de amplificacion de la PCR
fueron analizados por un “automated chip-based microcapillary electrophoresis on

Caliper 1 C-90 instruments” (Caliper 1 ifeSciences, Hopkinton, MA).

7.1.12 ChIP-seq de células MCF7

Se plaguean 18 placas de 15 cm con 5 millones de células.

- 1uego de 72 hs se lavan una vez con PBS y luego se le agregan 13 ml de
solucion de crosslinking (50mM HEPES pHS8; 0,1ml de NaCl; 1mM EDTA pHS;
0,5mM EGTA; 11% final de Formaldehido) diluido en medio de manera que
quede una solucion final 1% formaldehido en placa.

- Seincuba por 10 minutos a 37°C.

- Se agregan 900ul de Solucién STOP (glicina 2M) y se incuba por 5 minutos a
temperatura ambiente.

- Se realizan dos lavados con PBS frio y luego se agregan 2 ml de PBS con
inhibidores de proteasas (PIC, Complete Protease Inhibitor Cocktail, Roche).

- Se colectan las células (dos placas a un facén de 15 ml) con la utilizacién de
un scraper y se incuba por 5 minutos en hielo.

- Se centrifuga 5 minutos a 1200 rpm a 4°C

- Se descarta el sobrenadante y se resuspende el pellet en 5 ml de Buffer de
lisis I con inhibidores (5mM Pipes pH 8; 85mM KCl; 0.5% NP40; 1X PIC)

- Seincuba 10 minutos en hielo y se centrifuga 5 minutos a 1200 rpm a 4°C

SONICADO

- Se resuspende el pellet en 800 ul de Buffer de 1isis II (1% SDS; 10mM EDTA;
50mM Tris-HCi pH8,1; 1X PIC) y se incuba 10 minutos en hielo.

- Se sonica a 4°C usando el equipo Bioruptor de DIAGENODE, utilizando 7
pulsos 30 segundos a maxima potencia con 30 segundos de pausa.

- Se deja toda la noche en hielo.
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Se centrifuga por 10 minutos a maxima velocidad a 4 °C.

Se toma el sobrenadante

CHEQUEO Y CUANTIFICACION

Se toman el 30ul del volumen sonicado por duplicado y se lleva a 400 pl con
Buffer de lisis IL

Se le agregan 10 pl de proteinasa K (20 ug/ul) y se deja toda la noche a 65°C
para revertir el crosslinking.

Se purifica el DNA con la utilizacion del "PCR purification Kit" de QIAGEN y
se cuantifica.

Se siembran entre 300 y 500 ng de DNA en un gel de agarosa 1%, se corre 'y

se chequea el tamafo.

BLOQUEO DE BEADS, PRECLAREADO E INCUBACION

Se colocan 200 pl de beads (Proteina A, DIAGENODE) por
inmunoprecipitacién en un falcon de 15 ml y se agregan 10,5 ml de Buffer IP
(DIAGENODE) frio. Luego se mezcla por inversion.

Se centrifuga 3 minutos a 3000 rpm.

Se saca el sobrenadante con cuidado de no mover las beadsy se agregan 5
ml de Buffer IP y 50 pl de BSA 5%.

Se deja rotando a 4°C por 15 min y luego se centrifuga 2 minutos a 3.000
rpm

Se resuspenden las beads en 525 pl de Buffer IP por IP.

Se pasan 500 pl de beads aun tubo Eppendorf nuevo. Se utilizan tantos
tubos como IP hubiese.

Se centrifuga por 2 minutos a 3.000 rpm y se quita todo el sobrenadante.

Al mismo tiempo se centrifuga la cromatina a velocidad maxima por 5
minutos a 4°C y se rescata sobrenadante.

Se agrega a cada tubo con bead’s Buffer IP con inhibidores de proteasas de
manera que el volumen final sea de 1,2 ml incluyendo el posterior agregado

de cromatina.
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Se agrega el volumen de cromatina correspondiente a 200 pg y se rota en
frio 1 h.

Se centrifuga por 2 minutos a 3.000 rpm

Se toman 1.050 pl de cromatina preclareada para cada IP.

Se agrega el anticuerpo y se deja rotar a 4°C toda la noche.

BLOQUEO DE BEADS E IP

Se colocan 400 ul de beads por IP y se lleva a 15 ml de volumen final
agregando Buffer IP.

Se mezcla por inversién y se centrifuga 3 minutos a 3.000 rpm.

Se descarta el sobrenadante con cuidado de no mover las beads y se
agregan 5 ml de Buffer IP y 50 ul de BSA 5%.

Se deja rotando a 4°C por 15 minutos.

Se centrifuga durante 2 minutos a 3.000 rpm.

Se resuspenden las beads en Buffer IP (525 pl por IP).

Se agregan 500 ul de beads a cada tubo de IP y se mezcla por inversién.

Se deja rotando a 4°C por 3 horas.

LAVADOS

Se centrifuga por 5 minutos a 3.500 rpm a 4°C.

Se resuspenden las beads en 1 ml de Buffer IP y se pasan a un tubo
eppendorf de 1,5 ml.

Se realizan 4 lavados de los pellets con 1 ml de Buffer de IP (con 5 minutos

de rotacion a 4°C).

ELUCION

Centrifugar por 2 minutos a 3.000 rpm.

Descartar el sobrenadante, agregar 500 pl de Buffer de elucion (1% SDS y
0.1M NaHCO3) y dejar rotando a temperatura ambiente por 30 minutos.
Centrifugar por 5 minutos a 3.000 rpm

Transferir 470 pl del sobrenadante (eluido) a un nuevo Eppendorf.

Agregar 30 ul de Buffer de elucién y agregar 20ul de NaCl (5M).

Se deja toda la noche a 65°C para revertir el crosslinking.
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- Se agregan 10 pl de 500mM EDTA, 20 pl de Tris 1M pH=6,5y 2 pl de
proteinasa K (20mg/ml).
- Seincuba por 1 hora a 45°C.
EXTRACION DE DNA
La extraccién se realiza utilizando el “PCR purification Kit” de QIAGEN. Cada
tubo de IP se divide en 2 tubos con 250 pl aproximadamente y a partir de alli se

continda siguiendo las instrucciones del Kit.
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7.2 Oligonucledtidos utilizados
7.2.1 Primers para PCR

Evaluacion del splicing por PCR radiactiva y en tiempo real

Fibronectina total: GCTCATCCGTGGTTGTATCAGG Forward (P1)

TGGTCTGCTTGTCAAAGTGTCC Reverse (P2)

(Rev)

EDI Exclusion: TGACTATTGAAGGCTTGCAG (For)
AGTTGGTGCAGGAATAGTGG (Rev)
EDI Inclusion: CCGGGTTCTGAGTACACAGTC (For) AGTTGGTGCAGGAATAGCTG

I33as secuencia blanco: CCTAGCCCAACAAGAACAATCC (P3)

GGTGTGACCTGAGTGAACTTC (P4)

(Rev)

AGO1: GCCAGATCCCTGTTCCCTTG (For)

GTGAAAGCCGAACCAGACCTC (Rev)

AGO2: GCGAGACCACCAAGCACTG (For)

GCTGGCTGTCACGGAAGG (Rev)

HSPCB: CCAAAAAGCACCTGGAGATCA (For)

TGTCGGCCTCAGCCTTCT (Rev)

EDI radioactivo: AGCCCCGCAAGCAGCAAGCC (For)

GTAGCATCTGTCACACGAG (Rev)

Minigen EDI: CACTGCCTGCTGGTGACTCGA (For) GCGGCCAGGGGTCACGAT

IIICS: GGCTACTATTACTGGCCTGG (For) CTGAGAGAGAGCTTCTTGTCC (Rev)
Bcl-X: AGCTGGAGTCAGTTTAGTGATGTG (For)
TGAAGAGTGAGCCCAGCAGAAC (Rev)

APAF1: GTGAAGTGTTGTTCGTGGTCTG (For)

CATCACACCATGAACCCAAC (Rev)

BCL2L11: TACCTCCCTACAGACAGAG (For)

CCTCCTTGCATAGTAAGCGT (Rev)

BMP4: CGAGAAGGCAGAGGAGGAG (For)
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CAAACTTGCTGGAAAGGCTC (Rev)

CCNE1: CACAGGGAGACCTTTTACTTGG (For)
TCAAGGCAGTCAACATCCAG (Rev)

CHEK2: CAGCTCTCAATGTTGAAACAGAA (For)
TCTGGCTTTAAGTCACGGTGT (Rev)

PCSK6: GCCCTTTACTTCAACGACCC (For)
TCATTGCTGGCATCATATCG (Rev)
FN1sentido/antisentido: ACTGCTTACTTGTTAAGACCACTG (P7)
AGGAGAGGCACCACGAGAAG (P8)

HP1: GGAGCACAATACTTGGGA(For)
CGGCACTGTTTGAGAAAT(Rev)

Proximal: CAGGGCAGAGGATCAACG (For)
GAGGCTGACTCTCTCCGCTTGGAT (Rev)
Distal: TTGGAACTACGTTTATTTTCC (For)
GCGGCCAGGGGTCACGAT (Rev)

Regiones del nChIP:

A: AAGAGGCAGGCTCAGCAAATG (For)
TCGGCTTTAGGGTCCCATCC (Rev)

B: CACTCAGGTCACACCCACAAG (For)
CTGTCAGGAGCAAGGTTGATTTC (Rev)

C: TGGTCTGCTTGTCAAAGTGTCC (Rev)
ATGCTGTAGTGAAACTCCTTGGG (For)

D: AATGAGTTCCCTGACCTGTGATG (Rev)
GCTTCCAAGTTGATGCCGTTC (For)

7.2.2 Primers para RT

RTasFN1: TTCTTCTTACGCCGCATTACAG (P5)
RTFN1sense: CTGTCAGGAGCAAGGTTGATTTC (P6)

Oligo dT (oligo dT17): 5'-TTTTTTTTTTTTTTTITT-3’
RT Proximal: ACCAACAAGTTCACTTTCCCTATG
RT Distal: CACCTTAACGGTATTTGGAGGCT
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7.2.3 Oligonucleétidos de siRNAs

SiRNAs Intronicos:

I32as 5'-CUGCUUUGCAUGUUAUAAAAACTAT-3’

I33*as 5'-CCGCAUUACAGAGAGAACGUCAAAUCTAT-3’

I33as 5'-CCCCCAUUUCCUAUAAGAUAAdTAT-3'

I33s 5'-ACUUUAUUUUCCUUUUCCCCCATdT-3'

siRNAs exonicos:

E21as 5'- GCCUGCUCCAAGAAUUGGUUUCTT-3'

E34as 5'-GCCCAGUGGACACCACCCAAUCTAT-3'

Control siRNAs:

I33as(ST) 5'- CCAUUUCCUAUAAGAUAACCUCUAA-3' (S code)
I33as(ST) 5'- UUAGAGGUUAUCUUAUAGGAAAUGG-3' (AS code)
133s(ST) 5'- CCAUUUCCUAUAAGAUAACCUCUAA-3' (AS code)
I33s(ST) 5'- UUAGAGGUUAUCUUAUAGGAAAUGG-3’ (S code)
siSCR 5'- GUCAAACCCUACACUAUCUUACTAT-3'

1107s* 5'- AUGGUGGGUCGGGGAGAGCCCUGAG-3'

I107as* 5'- AUGGUGGGUCGGGGAGAGCCCUGAG-3'

1107s 5'- AUCCUCAACCUCGCUCCCAUGUCGU-3'

I107as 5'- AUCCUCAACCUCGCUCCCAUGUCGU-3'

Oftros:

siAGO1 5'-GAGAAGAGGUGCUCAAGAAUU-3'
3’-UUCUUGAGCACCUCUUCUCUU-5P

siAGO2 (stealth) 5'-UGGAACACAUGGUCCAGCACUUUAA-3’
siHP1o 5'-CCUGAGAAAAACUUGGAUUdTAT-3’

siLuc 5'-CUUACGCUGAGUACUUCGAdTT-3'
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