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Resumenes




Efectos del Receptor de Progesterona sobre la elongacién
transcripcional del gen bc/-x humano

Los Receptores de Esteroides (SRs) regulan la expresién génica mediante su interaccién con Elementos
de Respueta a Hormona (HREs) ubicados en las regiones promotoras de sus genes blanco. Segtn el
modelo clasico de activacion transcripcional, los SRs reclutan complejos que relajan el estado de la
cromatina favoreciendo, asi, los pasos tempranos de la transcripcién. Sin embargo, a partir del uso de la
técnica de inmunoprecipitacion de cromatina seguida de secuenciacién masiva (ChIP-seq), se encontr6
que una gran parte de los sitios de unién de los SRs al ADN se encuentra ubicada en regiones
intragénicas. Adicionalmente, algunos de los complejos modificadores de la cromatina asociados a los
efectos de los SRs en las regiones promotoras de sus genes blanco, también fueron encontraron
favoreciendo la elongacién transcripcional a lo largo de las regiones transcribibles. El objetivo de esta
tesis es estudiar el posible efecto de los SRs unidos a las regiones intragénicas sobre la elongacién de la
Pol IT en genes enddgenos. Para ésto se utilizaron células humanas T47D tratadas con el progestageno
sintético R5020 y al gen bc/-x como modelo de estudio. Los resultados mostraron que el Receptor de
Progesterona (PR) se recluta tnicamente a sitios intragénicos, conjuntamente con las histonas
acetiltransferasas CBP y GCN5 vy el factor positivo de elongacién P-TEFb. El reclutamiento de estos
factores correlaciona con un aumento en la acetilacién de las histonas, el desplazamiento parcial de los
nucleosomas, un aumento en la abundancia de la Pol II principalmente en el extremo 3 "del gen y una
mayor procesividad de la Pol II a lo largo del mismo. En su conjunto los resultados presentados en este
trabajo sugieren que la modulacién de elongacién de la Pol II en bc/-x humano supondria un nuevo

mecanismo de regulacién de la expresiéon génica mediada por el PR.

Palabras clave: ARN Polimerasa II, Receptor de Progesterona, bc/-x, elongacién, CBP, GCN5, P-TEFb,

nucleosoma



Effects of the Progesterone Receptor on transcriptional
elongation of human bc/-x gene

Steroid Receptors (SRs) regulate gene expression througth their interaction with the Hormone
Response Elements (HREs) located in the promoter regions of their target genes. The classical
mechanism of SR transcriptional activation explains that the SRs recruit modifying complexes to these
regions, which in turn open the target chromatin thus, favoring the first steps of gene transcription.
However, recently developed genome wide technologies, as ChIP-seq, revealed that a main part of SRs
binding sites are located in intragenic regions. Additionaly, some chromatin modifying complexes
classically found in the promoter regions of the SRs target genes were also found favoring the
elongation process. In this sense, it was propossed that changes in the chromatin context in intragenic
regions would affect Pol I elongation. The aim of this thesis is to analyze the putative effect of the SRs
bound to their intragenic sites on Pol II elongation in hormone-regulated endogenous genes. To tackle
this, we used T47D human breast cancer cell line treated with the synthetic progestin R5020 and bc/-x
as a gene model. The results showed that, after the progestin addition, the Progesterone Receptor (PR)
is recruited together with the acetyltransferases CBP and GCN5 and with the elongation factor P-
TEFb to different binding sites distributed along the intragenic region of bc/-x gene. The recruitment
of these factors correlates with an increase of histone acetylation levels, the pantial decrease in
nucleosome occupancy and the improvement of Pol II processivity along this gene. All together, these

results suggest a new mechanism which involves the PR control of endogenous Pol II elongation.

Palabras clave: RNA Polimerase II, Progesterone Receptor, bc/-x, elongation, CBP, GCN5, P-TEFb,

nucleosome
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para contestar mis preguntas. Por confiar en mi. Por ser una persona tan interesante y
compartir cada una de las cosas que te hacen asi. Por ser mi compaferito de “Doc Pecci” y
bancarme con todas mis cosas. Por cada mail que mandaste y que guardo en una carpeta
aparte. Por tu creatividad, por tus intereses, por tu sencillez en tantas cosas. Por nuestros

tantos mates.

Chocha, por haber sido mi mentora en el labo, por recibirme en Barcelona con la mejor de las
buenas ondas y facilitarme mi primera reunién con Guille, que no fue facil. Por estar siempre
atenta a mis cosas, por ofrecer una mano cada vez que la necesité, por haberte incorporado en
mi trabajo con todas las pilas, jpor haber traido al mundo a mis amigotas Larita y Cami! Por

mis tappers, jque los adoro! |Y que pienso llevar conmigo! jPor ocuparte de todo!
Diego, por escucharme y darme tu opinién, por tu enorme ayuda con las estadisticas!

Marto, jjjGroso!!!! Sos lo mds, ya lo sabés. Aunque no hayas querido venir a trabajar conmigo
en mi tema “super molecularoso”, sabés que es un placer tenerte en el labo. Responsable,
divertido, inteligente, compaiiero, bien predispuesto, “chiquito”, las tenés todas, aprovechalo.

Por compartir con el Equipo los secretos mds femeninos y no quejarte, jeje.

Dieguito, pibin, sabes que te quiero mucho. Gracias por tus preguntas, por tu buena onda, por
ponerle la cuota de alegria y silvatina al labo. Por los abrazos del ttimo tiempo. Suerte en tus

proyectos. Es una alegria que hayas decidido quedarte con nosotros para el doctorado.

Lautaro, dado que ahora nos llevamos super bien y ya no nos “peleamos” hace mucho, quiero
agradecerte por haberme incorporado en tu proyecto de los A-homos, fue muy lindo hacer

algo con ustedes.
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Solcito, por abrirnos las puertas de tu casa una y mil veces. Por los ping pong, las carreras de
autitos, las picadas y la fondue. Por haber sumado tanto a nuestros encuentros extra labo. Por

tu predisposicion constante para ayudar. Sos una persona hermosa.

Nati R., jLoca linda! A vos te escribo poco porque no nos despedimos, nos vamos a ver pronto
del otro lado del océano. Pero, queria agradecerte por las charlas compartidas, por tratar de
hacer del labo un lugar mejor y con mas recursos. Por tu fuerza, tu empuje, tus ideas, tus

intereses diversos. Por compartir la lectura.

Caro, por preguntarme siempre por mis cosas y por esas deliciosas tortas con las que nos

deleitaste cada dia.

Nadi, por incentivarme a aprender alemdn, jahora no me queda otra! Por tu tranquilidad, por

adaptarte a nosotros y aguantarnos.
Juli, por las largas y divertidas charlas que tuvimos mientras pipeteaba y jme distraias!

Pau, mi nuevo amigo! Por todas las muchisimas horas compartidas en “La pecera”, por

nuestras charlas.

Mariela, por cuidar a mis bebitas cuando no estaba. Por ayudarnos, por tu buena

predisposicion.

José, a vos también gracias por la paciencia, por haberte bancado que te eche de mi mesada
muchas veces : ) Por sacarnos trabajo, jse necesitaba! Por todas las cosas que escuchaste en el

labo jejeej jPobre Jose! Qué manera de aguantar a las cotorras (jque incluyen a AJO!)

Edith, por la relacién que pudimos armar, a pesar de tantas diferencias que tuvimos. Gracias
por saber disculparme por las cosas que no hice bien y por tratar de acercarte. Por nuestro
proyecto “mamas involucionadas” compartido, por las discusiones productivas, por tus

consejos y nuestras charlas con tinte “filoséfico”.

16



LLos otros labos de Bs.As.

Labo ARK. Les tengo que agradecer a cada uno de ustedes por las millones de veces que les
pedi cosas, por las mil veces que les pedi ayuda, por las cientos de veces que les hice
preguntas, que les pedi un cosejo, una opinién o un protocolo. Siempre bien predispuestos y
con la mejor de las buenas ondas. Petry, por tus chistes, tu ingenio, tu buena onda, tu empuje,
los momentos compartidos, las cenas, las pelis. Nachis, porque todavia te agradezco cuando
me llevaste de los pelos a rendir aquel final, te debo una enorme. Por cada vez que me
acerqué a preguntarte o a pedirte algo y tuviste la mejor de las buenas ondas para ayudarme.
Po los momentos que compartiremos en Heidelberg. A Lu, por ser tan dulce, por haberle
aportado al labo una enorme cuota de buena onda y generosidad que se siente cada vez que
voy de visita. A Vale, por todo, jsos una diosa! jQué harian todos sin vos! Por ayudarme cada
vez que necesité, por ponernos de acuerdo sin problemas en este trabajo en el que ambas
formamos parte. Por prestarnos tu hermosa casa, por prestarme a Jackito, por ser una divina.
Te adoro. Celi, por estar siempre predispuesta a dar una mano. ARK, por ser un modelo a
seguir, por tu generosidad, por tu tiempo, por tu valoracién. Por cada charla que diste y que

disfruté. Por tu enorme ayuda con mi doctorado, en todos los sentidos, (GRACIAS!

Labo Vazquez-de Siervi y Labo Correa-Bermudez, chicos, jgracias a todos! Geral, por estar
siempre presente y preocuparte por mi, por valorarme siempre y haberme cumplido un suefio
tan lindo. Pao, Belén, Flor y Mechi (Por toda la ayuda y buena predisposicién de simpre. Por
la buena onda, las charlas por preguntarme por mis cosas y ponerse contentas cuando me
salen bien). Sabri, Cris, Javi, Felipe, Chino, Charli, Elba, Adriana, Susi y Marian. Por la buena
onda, por el esfuerzo diario, por adaptarnos a los pocos espacios. Por las charlas, los mates, los

seminarios. Por cada cosa que me prestaron, por cada cosa compartida.
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Labo Fede, Martin, Lu, Gime, a todos gracias por haber estado cada vez que fui a romper por
alguna cosa. Fede, por tratar de optimizar todo lo que se te pasa por adelante, por hacerme
sentir acompafiada en el intento de tener un labo mejor. Por tus pilas, por tratar de
contagiarnos el amor por lo que hacemos, por empujarnos, por las charlas y los mates. Por tu
infinita ayuda con los clonados, por tu genuina alegria por cada cosa que sale bien, por tu

empuje.

Labo Dante, Lucas, Carola, a todos gracias por cada vez que subi por laburo, por mates o a
charlar. Por hacerme sentir siper cémoda. Por la ayuda y la buena onda. Andrea Pozzi,
iiGaby!! {iSos tan linda!! Por todos los proyectos juntas, por confiar en mi, por ayudarme y
poner todas las pilas. Por estar siempre atenta, por ser tan divertida y dispuesta. {Un placer

trabajar con vos y tenerte cerca! {Te quiero mucho local

Labo Coso, gracias a todos por cada cosa en la que me ayudaron. Dai, por ser lo mas! Por
nuestras charlas y por estar siempre atenta. Omar, ante todo gracias por tu sinceridad y tu

coherencia. Por nuestra charla en el avidn.

Barcelona

Silvinita, [Tengo tantas cosas que agradecerte! Por haberme compartido cada una de tus
soluciones, tus pipetas, jlas 317! Por ayudarme una y mil veces, por pasarme cada protocolo,
por bancarte mis millones de preguntas. Por abrirme las puertas de tu casa, por las charlas
compartidas, los almuerzos juntas. Por ser divertida, sencilla, compaiiera. Por ser una mujer
super fuerte, entera y completa. Por los experimentos que hiciste para ayudarme, por

hacerme todo mas facil y ser una parte tan importante de este proyecto.
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Cecita, jte volvi loca! Y siempre estuviste con la mejor predisposicién. Por ayudarme, por

facilitarme tantas cosas. Por ser una persona sencillamente genial.

Labo Miguel, A Miguel, por haberme dado la posibilidad de ir a su laboratorio. A los chicos
por haberme hecho sentir tan pero tan cémoda, por aguantarme mil horas ahi metida, en SU
labo. Por ayudarme, por responderme mis mil dudas, por haberle puesto la mejor de las ondas
a mis estadias. Jofre y Lauri, por toda la ayuda que me dieron, por aguantar el genio y
hacerme reir. Diana y Ale, por nuestras charlas, por ser tan calidas y hacerme sentir como en
casa. A Francois y a Roni, por haberme tenido tanta paciencia. A Mijael, por ser el mas
simpdtico, por acercarte e hablar conmigo cuando estaba timida por mi inglés, por hacerme

sentir comoda cada vez que voy. Roser! Por ser alguien tan especial, por irradiarlo.

Juan Valcarcel, por ser un modelo de persona y reconciliarme con el ambiente cientifico. Por
tu generosidad, por tu idea de la ciencia, que tanto tiene para ensefiarle a todos. Por abrirme
las puertras de tu laboratorio con la mayor de las libertades. Por haberme dedicado tiempo,
por haberme escuchado y ayudado con mi proyecto. Por tu empuje pata ir al EMBL, por tu

carta de recomendacién, te lo voy a agradecer para siempre. Con toda mi admiracién,

iINFINITAS GRACIAS!

Labo Juan, a cada uno de los chicos que me hizo sentir parte, por ser tan generosos, por
prestarme todo, por contestar todas mis dudas, por ponerle tanta onda, por cada bienvenida y
cada despedida que nos hicieron, por ser tan lindas personas. Cami, por tu dulzura y tu
naturalidad. Elias, por nuestras charlas, por escucharme y hacerme sentir tan cémoda. MP,
por tus consejos, tus pilas y tu buena onda. Joao, por ser una de las personas mas divertidas e
inteligentes que conozco. Ramén, por tu infinita amabilidad, por tu paciencia y tu buena

predisposicion. Belén, por ayudarme una y mil veces.
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Aquellos que también me ayudaron tanto

Jorge y Anabel, dificilmente encuentre un caso como el de ustedes. Se ocuparon de mi,
respondieron cada uno de mis mails y estuvieron firmes, ocupandose de un asunto totalmente
ajeno. Es imposible agradecerles lo suficiente, fueron un sostén enormisimo para mi y una
ayuda invaluable en un momento complicado. Por el acto de mayor bondad, de la forma mas

genuina, les estoy enormemente agradecida.

Marcelo Rubinstein, mi primer director y mi tutor. Por tu forma de pensar, por tu
enormisima e interminable inteligencia. Por tu tiempo, nuestras charlas, por ayudarme,

aconsejarme y escucharme. Por ir a mi poster en cada congreso compartido.

Manu de la Mata, {Manu! jTe volvi loco! Gracias por tus respuestas kilométricas a mis

preguntas kilométricas. Gracias por recibirnos en tu casa cada afio (a vos, a Albi y a Justi).

Abel, por tu interminable paciencia. Por tu genuina ayuda con el Triplex, por responderme

los muchos mails, por juntarte conmigo para ayudarme. {Muchisimas gracias!

A Martin Monte, por prestarme, muy gentilmente, los plasmidos de HDACs.

Mi familia

Mama4, jCudntas cosas! Por escucharme, por preocuparte por mi, por tratar de acercarte. Por
estar orgullosa de quien soy y por hacérmelo saber. Por haber estado firme conmigo en cada
situacién que te necesité, con ese enorme amor de madre. Por los miles de mimos. Por
nuestras caminatas, almuerzos, meriendas y cenas, por las horas y horas de charlas y de gym
compartidas. Por estar siempre pensando la manera de ir a visitarme cuando esté afuera. |Te

voy a estar esperando para recorrer el mundo juntas! {Te quiero muchisimo!
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Papd, por ser la persona que durante todos estos largos afios me puso adelante de si mismo,
por su generosidad, por su honestidad, por compartir conmigo cada paso de este doctorado,
por estar al tanto, por hacer posible cada uno de mis viajes. Por ser mi Rudi, mi Rudilfo, mi
Rudolf, mi médico personal. Por entenderme, quererme tal y cual soy, por valorarme y
hacermelo sentir. Papi, gracias por la contencién y aguante de los dltimos meses, por tu
paciencia, por darme mis espacios y respetar mis tiempos. Gracias por apoyarme y ponerte
feliz por mi, por dejar tu felicidad de lado, para disfrutar de la mia. No sabés cudnto te quiero

y te agradezco cada cosa que hiciste y hacés por mi.

Yayos, sin palabras para mis yayos. Son mi vida, los amo, los necesito y siempre estin
conmigo. Cada almuerzo, cada cena preparada con amor, cada visita, cada rato juntos. Por
criarme, por amarme, por enseflarme y tenerme paciencia. Por preocuparse siempre por mi,
por sufrir cuando sufro y estar felices cuando estoy contenta. Por cada favor que me hicieron,
por contar siempre con ustedes. Por acompafiarme toda la vida, agarrindome de la mano.

Porque van a vivir conmigo para siempre.

Julidn, hermanito mio. Siempre admirado con la vida, siempre preguntandote cosas, siempre
queriendo saber el por qué e inventando experimentos imposibles, dudando, pensando. Por
cada momento que pasamos juntos, por nuestras discusiones, nuestros reencuentros, nuestras
muchas horas de estudio. jPor acompafiarme al labo tantas veces y portarte tan bien! Sos mi

solcito, te adoro y te extrafio cada dia.

Tiu, jpor cada vez que me rompi y me arregalste! Por estar siempre pendiente, por creer que
soy la persona mas inteligente del mundo (Tiu, definitivamente no lo soy) y contarselo a
todos. Por sentirte orgullosa de mi, por disfrutar de mis logros. Por haberme llevado por el

camino del Pilates, que tan bien me hace dia a dia para sentirme bien.
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Yoli, por una vida compartida, por nuestros espacios, nuestras escapadas, nuestras charlas,
nuestras visitas al palacio de Aysa, por nuestras miles de vacaciones juntas, por tu paciencia,

por tu amor, por cuidar a mi papa. Por prestarnos el Gesellino que tan bien le hizo al Equipo!

Dani, jqué hubiera sido mi vida sin vos! Por tu ayuda, tus energias, por tu resiliencia, por tus
ganas, por tu estilo de hacer las cosas bien, por confiar en mi para contarme tus cosas, {por ser

un ejemplo de mujer! Por tu fuerza.

Perli, por estar SIEMPRE. Por acompafiarme en cada momento importante de mi vida. Por

cuidar a mi mama y a Juli.

Anita, por estar siempre pendiente de cada uno de nuestros pasos, por estar cerca. Por

acompafiarme en cada paso de mi doctorado, a pesar de las distancias.

Carli, por haberme abierto las puertas de tu casa y de tu vida, por darme un espacio, por

hacerme sentir tan bien. Por estar atenta a mi y a cada una de mis cosas. jTe quiero hermosal

Agus, Celu, Lucho y flia, por cada uno de los momentos compartidos. Por ser todos unos

dulces y acompafiarme en esta etapa de tantas maneras.

Mis amigos “de afuera”

Naty F, Qu y Pu, por haberme acompafiado en todo momento, por saber que cuento con
ustedes para cada cosa que necesito. Por todos los momentos compartidos: Arecos, Burelas,
Bucarellis, Besares, facu, cumpleafios, cenas, charlas, pelis, mates, etc. Por las miles de veces
que me empujaron en los momentos de mayores dudas, por escucharme y darme alternativas,
por bancarme en todo. Porque las adoro. Natin, por haber estado absolutamente siempre

dispuesta a ayudarme y haber sido un enorme ejemplo, de muchas cosas. Por haber

22



compartido los momentos mas dificiles y también las charlas mas superfluas. Por cada abrazo
de contencidén. Por abrirme las puertas de tu casa una y mil veces. Qu, Por haber estado tan
cerca mio cada vez que te necesité. Por nuestras largas charlas, por escucharme. Porque para
mi sos un sol, es dificil que puedas saber cuanto te quiero. Pupin, por ser una persona tan
hermosa, dulce y brillante. Por esa manito que estuvo conmigo en un momento tan raro para
mi. Por haber hecho siempre el comentario indicado para abrirme los ojos, por hacerme tan

pero tan bien.

Mauge, jjjjamigota hermosal!!!! Uff, jtantas cosas! Por escuchar mis mil historias, por contarme
las tuyas. Pos cada salida, cada visita, cada momento juntas. jCuantos afios! Por tus
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amiqui.
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mas Mel hermosal!
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aconsejarme mil veces, por todas las cosas que vivimos, por todo. Te quiero amiga.
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Abreviaturas




ADN
AP-1
AR
ARNm
ARN
ATP
BrEt
BSA
CTD
CKD7
CDK9
DBD
DRB
DMSO
EGF
ER
ERK1/2
ES
FACT
FT
FGT
GR
H2A
H2A.Z
H2B
H3

H4
HAT
HP1
HRE
Hsp
LBD
LUC
Lys
MAPK
MMTV
MR

Acido desoxirribonucleico

Proteina activadora 1

Receptor de andrégenos

Acido ribonucleico mensajero

Acido ribonucleico

Adenocin tri-fosfato

Bromuro de etidio

Seroalbimina bovina

Dominio carboxilo terminal

Quinasa Dependiente de la Ciclina 7
Quinasa Dependiente de la Ciclina 9
Dominio de unién al ADN
5,6-dicloro-1-beta-D-ribofuranosylbenzimidazol
Dimetilsulféxido

Factor de crecimiento epidermal
Receptor de Estréogenos

Quinasa regulada por seflales extracelulares
Error estandar

Factor facilitador de la transcripcién
Factor de transcripciéon

Factor general de transcripcién
Receptor de Glucocorticoides

Histona candnica H2A

Variante de la histona candnica H2A
Histona candnica H2B

Histona candnica H3

Histona candénica H4

Histonas Acetiltransferasas

Proteina de heterocromatina 1
Elemento de respuesta a hormona
Proteinas del shock térmico

Dominio de unién al ligando

Luciferasa

Lisina

Proteina quinasa activada por mitégenos
Promotor del virus de tumor mamario de ratén

Receptor de Mineralocorticoides
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SDS
SDS-PAGE
SFB
siARNs
SR
STAT
TATA
TFIIA
TFIIB
TFIID
TFIIE
TFIIF
TFIIS

Factor nuclear kappa-B

Receptores nucleares

Reaccién en cadena de la polimerasa

Pausado proximal al regién promotor
Complejo de pre-iniciaciéon

ARN Polimerasa II

Senal de poliadenilacién

Receptor de Progesterona

Factor Positivo de Elongacién Transcripcional b
Progestdgeno sintético

Receptor de Acido Retinoico

Revoluciones por minuto

Serina

Dodecil sulfato de sodio

Electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS
Suero fetal bovino

ARN de interferencia

Receptor de hormonas esteroides

Activadores de la transcripcién y transductores de sefales
Caja TATA

Factor General de Transcripcién II A

Factor General de Transcripcion II B

Factor General de Transcripcion II D

Factor General de Transcripcién II E

Factor General de Transcripcion II F

Factor General de Transcripcion II S
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Introduccion




1. La transcripcion génica en organismos eucariotas

La informacioén necesaria para la sintesis de todas las proteinas celulares se encuentra
almacenada en la secuencia del acido desoxirribonucleico (ADN), particularmente, en
regiones que denominamos genes. La expresion de cada uno de estos genes ocurre como
consecuencia de diversos procesos bioquimicos que se encuentran sumamente regulados y
conservados en todos los dominios de la vida, lo cual ha dado lugar al llamado “dogma” de la
biologia molecular. Este dogma propone que la informacién genética, presente en la molécula
heredable y replicable del ADN, es transmitida a moléculas de ARN mensajeros
(transcripcién) y que esta informacién es luego traducida en proteinas (traduccién). Por lo
tanto, la regulacion de la expresion de los genes es fundamental para el correcto desarrollo,
crecimiento y supervivencia de todos los organismos, ya que determina qué proteinas y en
qué cantidades van a estar presentes en cada tipo celular en un momento determinado.

La transcripcion de los genes codificantes para proteinas, en células eucariotas, es
llevada a cabo por la ARN Polimerasa II (Pol II) mediante un proceso complejo que presenta
diferentes etapas: la iniciacidn, la elongacién y el procesamiento de los pre-ARN mensajeros.
Esta enzima presenta un dominio conservado en su subunidad mayor, el dominio carboxilo
terminal (CTD) que esta compuesto por la repeticiéon de una determinada secuencia de siete
amino 4cidos: Tyrosina-Serina-Prolina-Threonina-Serina-Prolina-Serina (Y-S-P-T-S-P-S).
En mamiferos la Pol II contiene 52 repeticiones de esta secuencia, en moscas 45 y en
levaduras 26 [15]. Las modificaciones postraduccionales del CTD juegan un rol esencial en la
regulacién de su actividad y, como consecuencia, son indispensables en cada una de estas

etapas de la transcripcion génica.
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1.1. La iniciacién transcripcional

El primer paso en la transcripcién génica ocurre mediante el reconocimiento de una
determinada regién promotora y la formacién del complejo de pre-iniciacién (PIC), el cual se
encuentra compuesto por los factores generales de la transcripcién (FGTs), la Pol II y por
diversos co-factores [16, 17]. Los factores generales de la transcripciéon TFIIA, TFIIB y TFIID
reconocen secuencias especificas del ADN, proximales al promotor, como son la caja TATA
(TATA), el elemento de respuesta a TFIIB, el elemento iniciador y el elemento promotor.
TFIIF se une a la ARN Polimerasa II y ayuda al reclutamiento de esta enzima a la region
promotora. TFIIE se une al factor TFIIH y favorece su reclutamiento a la regién promotora. A

su vez, TFIIH abre el ADN y permite el acceso de la Pol II a este templado [18] (Figura 1).

Pol Il
core complex

Figura 1: Formacién del PIC en células eucariotas. La formacién del PIC comienza con el reconocimiento de
secuencias especificas del ADN de la regién promotora por los factores generales de la transcripciéon TFIIA, TFIIB y TFIID.
Estas secuencias son la caja TATA (TATA), el elemento de respuesta a TFIIB (BRE), el elemento iniciador (INR) y el
elemento promotor (DPE). Una vez reclutados estos factores, el factor general de la transcripcién TFIIF favorece la unién

de la ARN Polimerasa I a esta regién (Imagen obtenida de 4).
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La Pol II que conforma el PIC no es transcripcionalmente activa y para activarse
requiere de un cambio conformacional que se produce como consecuencia de la fosforilacién
de los residuos Serina (Ser) 5 de su dominio CTD (Figura 2). Esta fosforilacion es catalizada
por la quinasa dependiente de la Ciclina 7 (CKD7), que es la subunidad catalitica de TFIIH
[19]. Una vez que la Pol II estd fosforilada en sus residuos Ser 5 se produce la iniciacién de la
transcripcion y el escape de la Pol II de la de la regién promotora. En estas condiciones, la
Pol II transcribe entre 20 y 40 nucleétidos y se pausa [20]. Esta pausa, que se conoce como el
pausado de la elongacién proximal al promotor, se encuentra regulada por factores negativos
de la elongacién como por ejemplo, el Factor Negativo de la Elongacién (NELF) y el Factor
Inductor de la Sensibilidad a DRB (DSIF) que impiden que la Pol II continte transcribiendo.
Este paso de pausado es limitante en regulacién de la elongacién transcripcional in vivo 'y
funciona como un punto de control previo al comienzo de la elongacién productiva [21-23].
La transicién entre la fase de pausado y de elongacién productiva de la Pol II es consecuencia
del reclutamiento del Factor positivo de la Elongacién Transcripcional b (P-TEFb), que se
encuentra compuesto por la quinasa dependiente de ciclina 9 (CDKD9) y las ciclinas T1, T2 o
K, entre otras [24, 25]. P-TEFb fosforila a los complejos negativos de la elongaciéon NELF y
DSIF, produciendo su liberacion del templado de ADN y fosforila también a los residuos Ser
2 del CTD de la Pol II [25, 26]. Esta fosforilacién de la Pol II produce un cambio
conformacional que la libera del estado de pausado y le permite entrar en la fase de

elongacién transcripcional productiva (Figura 2).
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Figura 2: Las etapas transcripcionales asociadas a la Pol II. La Pol II presenta cambios en el grado de fosforilacién del
dominio CTD durante las etapas de iniciacién, elongacién y terminacién de la transcripcién. Durante la formacién del PIC
la Pol IT se encuentra desfosforilada. Luego, por fosforilacién de las Ser 5 del CTD, por el factor general de transcripcién
TFIIH, se inicia la transcripcién, pausdndose 20-40 nucleétidos rio abajo del sitio de inicio de la transcripcién (TSS). La

etapa de elongacién productiva ocurre tras el reclutamiento del factor P-TEFb, que fosforila a las Ser 2 del CTD [12].

1.2. La elongacién transcripcional

La eficiencia de la elongacién productiva esta caracteriza por la modulacién de los dos
parametros que la determinan: la tasa de elongacién y la procesividad.

La tasa de elongacion corresponde a la velocidad media con la que la Pol II lleva a
cabo el proceso catalitico de polimerizacién de nucledtidos, medido en nimero promedio de
nucledtidos afladidos por unidad de tiempo (kb/min). La tasa de elongacion es un pardmetro
dificil de determinar en genes enddgenos, sin embargo, mediante la utilizaciéon de diversas
técnicas [27-30] se estimé que la velocidad de la Pol II oscila en el rango de 1.1 and 6 kb/min.
Sin embargo, en un estudio reciente, Marcello y colaboradores encontraron que la velocidad
de esta enzima puede llegar a valores de 100 kb/min [31].

La procesividad, por su parte, estd relacionada con la capacidad de la Pol IT de recorrer
un molde de ADN en forma continua, sin disociarse del mismo, y se mide como el nimero
promedio de nucleétidos afiadidos por evento de iniciacion. La procesividad de la Pol II se ve
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afectada a lo largo de los genes por pausas y arrestos transcripcionales [24] que afectan su
capacidad de translocar rio abajo y, en consecuencia, de transcribir los genes enteros
favoreciendo su disociacién del molde de ADN.

A pesar de que el papel de los factores negativos de la elongacion estd muy bien
caracterizado durante la etapa de transicidn entre el pausado y la elongacion productiva de la
Pol II [22, 23, 32], experimentos in vitro mostraron que la presencia de NELF/DSIF también
conlleva al pausado de la Pol II en distintos puntos a lo largo de los genes. En estos casos, al
igual que ocurre en la regién de pausado de la Pol II proximal al promotor, el pausado en las
regiones internas de los genes seria revertido por la presencia del factor positivo de
elongacion P-TEFb [21-23, 33, 34]. Otro mecanismo que regula las pausas transcripcionales
estd asociado con la modificacién de la cromatina por factores remodeladores dependientes
de ATP y modificadores covalentes de histonas que abren o relajan la estructura de la
cromatina e, indirectamente, favorecen el pasaje de la Pol II a lo largo de los genes [35-40].

Mason y Kevin Struhl encontraron en levaduras que una baja tasa de elongacion
genera la disociacién prematura de la Pol II del templado de ADN, reduciendo la
procesividad de la misma. Por lo tanto, propusieron que existe una correlacién positiva entre
el tiempo en que la Pol II esta asociada al ADN en un determinado lugar del gen y su
tendencia a disociarse del mismo [41]. De esta manera, los parametros que determinan la
eficiencia de la elongacién transcripcional estdn asociados, ya que una reducida tasa de
elongacién puede traer como consecuencia una reducida procesividad. Sin embargo, estos
mismos autores demostraron que ambos parametros son funcionalmente distintos y, al
menos, parcialmente separables in vivo. Por ejemplo, demostraron que el complejo nuclear
involucrado en la elongacién transcripcional THO y el complejo Spt4, que presenta diversos
roles durante transcripcién y recluta factores de elongacién co-transcripcionalmente, son
relevantes en el control de la procesividad de la Pol II pero no en la regulacién de su tasa de

elongacion. Estos datos sugeririan que ambos complejos participan en la estabilidad de la Pol
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IT unida al ADN pero no en su habilidad de translocar rio abajo a lo largo del gen. De hecho
estos autores no encontraron ningun factor involucrado en la modulacién de la velocidad de
esta enzima y propusieron que este parametro seria determinado intrinsecamente por la

actividad enzimatica de la Pol II.

1.3. Procesamiento de los pre-ARNms

El procesamiento de los pre-ARNm incluye los pasos de: Capping, Corte y empalme
(Splicing) y Corte y poliadenilacion.

Capping

El capping es un proceso por el cual se produce la adicién de un capuchén o caperuza

al extremo 5 "del pre-ARN mensajero, que los protege de su degradacion. Este capuchdn es,

en realidad, un nucledtido GTP modificado (7 metil-guanosina) [42] que es adicionado al

pre-ARN por una enzima especifica que se asocia a la CTD de la Pol II durante los pasos

tempranos de la transcripcion [12].

Splicingy Splicing alternativo

La transcripcién de los pre-ARNm genera transcriptos que contienen tanto regiones
exonicas como intrdnicas. Las regiones exdnicas son aquellas que quedan contenidas en el
ARNm maduro, mientras que las intrénicas deben ser removidas mediante el proceso de
splicing.

La maquinaria de splicing reconoce cuatro secuencias bdsicas que estdn presentes en
los pre-ARNm, se ensambla sobre ellas secuencialmente y asi, produce la eliminacién de los
intrones y la siguiente unién entre exones [43]. Estos cuatro sitios son: el sitio dador de
splicing (o sitio 57), el sitio de “ramificacién”, un trecho rico en pirimidinas y el sitio aceptor

de splicing (o sitio 3”).
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Una variante muy comun del splicing es el splicing alternativo, que ocurre cuando
sélo algunos exones o regiones exdnicas son incluidas en los ARNm maduros. Lo que permite
que a partir de un mismo gen, se produzcan mds de un transcripto maduro y, en
consecuencia, mas de de una isoforma proteica. Se estima que el 92% de los genes humanos
pueden generar isoformas proteicas como producto del splicing alternativo [11].

Existen diversos tipos de sp/icing alternativo, dependiendo de cuadl es la regién que es
retenida o eliminada en el ARNm maduro. En algunos casos, existen exones enteros que son
incluidos o excluidos del ARNm maduro, en otros casos sdlo ciertas regiones exénicas son las
que pueden quedar o no representadas en el ARN maduro (Sitio 5 alternativo y Sitio

3 "alternativo) y a veces, una regién intrdénica puede ser retenida.

Corte y poliadenilaciéon

Una vez que la Pol II llega la extremo 3 de los genes, transcribe la sefial de corte y
poliademilacién lo cual induce el corte del pre-ARNm y la adicién secuencial de nucleétidos
de adenina a su extremo 3’ OH por la enzima Poli A Polimerasa (PAP). Esta “cola de poli A”,
al igual que la caperuza adicionada al extremo 5" del mensajero, protege al transcripto

maduro de su degradacién.

2. Cromatina y transcripcion génica

El ADN no se encuentra desnudo dentro del ntcleo sino que forma parte de
complejos nticleo-proteicos que constituyen la cromatina. Esta acttia como una plataforma
dindmica de control de los diferentes procesos involucrados en el flujo de la informacién

genética.
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La unidad basica de la cromatina es el nucleosoma que se encuentra constituido por
octameros de proteinas especificas denominadas Histonas. Un nucleosoma “tipico” esta
constituido por dos dimeros de las histonas candnicas H2A-H2B y dos dimeros H3-H4 sobre
los cuales se enrollan 147 pares de bases de ADN (Figura 3). Cada histona posee un dominio
globular central que participa en la interaccién entre las diferentes histonas y de éstas con el
ADN. El conjunto de las ocho regiones globulares forma el core del nucleosoma por sobre el
cual protruyen los dominios amino-terminales de estas proteinas, ricos en amino 4cidos
basicos. En particular, la histona H2A posee un extremo carboxilo-terminal, de
aproximadamente 37 amino acidos, que también se extiende por fuera del core del
nucleosoma. Estos extremos protruyentes o “colas” de histonas no contribuyen con la
estructura individual del nucleosoma, pero son determinantes en el control de la expresion

génica.

Figura 3: Estructura del nucleosoma. A. En rojo se esquematiza el ADN que se enrolla sobre el core del nucleosoma
formado por dos histonas H3 (representadas en azul), dos histonas H4 (representadas en verde), por dos histonas H2A
(representadas en amarillo) y por dos histonas H2B (representadas en lila). B. Representacién de un nucleosoma en tres
dimensiones. Las histonas se representan en azul, verde, rojo y amarillo y el ADN en verde oscuro y ocre. Se observan los

extremos amino-terminales de las histonas que protruyen por fuera del nucleosoma.
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2.1. Mecanismos de modificacidn del contexto cromatinico

En las células eucariotas, la estructura de la cromatina juega un papel clave como
regulador de la transcripcién génica. Hasta el momento, hay descriptos tres mecanismos
involucrados en su regulacién: i) la modificacién post-traduccional de las “colas” de las
histonas, mediante enzimas modificadoras covalentes de histonas; ii) el reposicionamiento de
los nucleosomas o su disociacién parcial o total mediado por complejos remodeladores de la
cromatina dependientes de ATP vy iii) la desestabilizacién de los dimeros H2A-H2B o de los

nucleosomas por chaperonas de histonas.

2.1.1. Enzimas modificadoras de las histonas

Las modificaciones post-traduccionales de las colas protruyentes de las histonas,
descriptas hasta el momento, incluyen: la acetilacién o metilacion en residuos lisinas (Lys, K)
y argininas (Arg, R), la fosforilacién en serinas (Ser, S) y treoninas (Thr, T) y la biotinilacién,

ubiquitinacidn, ribosilacién y sumoilacién en Lys, entre otras (Figura 4)
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Figura 4: Modificaciones post-traduccionales de los residuos de las histonas [4]
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Cada una de estas modificaciones post-traduccionales de las histonas es catalizada por
una determinada familia de enzimas, por ejemplo: la acetilacién es mediada por las
Acetiltransferasas de histonas (HATs), la metilaciéon por metiltransferasas de histonas y la
fosforilacién por ciertas quinasas. Sin embargo, la especificidad de estas marcas es ain mayor,
ya que se requieren enzimas diferentes para la misma modificacién post-traduccional de
distintos residuos, por ejemplo, la histona H3 es acetilada en el residuo Lys 14 por la HAT
GCN5 y la H4 en su residuo Lys 16 por la HAT MOF pero no a la inversa.

Hace una década se propuso que las combinaciones de modificaciones de histonas
podrian generar un “cddigo de histonas”, que seria leido por diversas proteinas encargadas de
transformar ese lenguaje quimico en variadas funciones bioldgicas [7, 45, 46]. En este sentido,
se describieron numerosos factores y complejos que presentan dominios de reconocimiento
especificos involucrados en la “lectura” de ese cddigo, como es el caso de los factores que
presentan dominios de reconocimiento de histonas metiladas (cromodominios) como es el
caso de la Proteina de Heterocromatina 1 (HP1) que reconoce la H3K9me3 y de los factores
que presentan dominios que reconocen y se unen a histonas acetiladas (bromodominios)

como es el caso de la ATPasa BRG1 [45, 47].

Acetilacién de histonas
La acetilacion de las histonas es regulada por la accién contrapuesta de dos tipos de
enzimas: las HATs que producen la acetilacién de las histonas y las desacetilasas de histonas
(HDACs) que revierten esta modificacion. El equilibrio dindmico entre estas dos actividades
determina el nivel de acetilacién de la cromatina en las regiones génicas y como
consecuencia, regula los niveles de la expresion génica.
La acetilaciéon de las histonas genera la disminucién de la carga positiva de los
aminodacidos bésicos de las colas de las histonas, desfavoreciendo su afinidad por la molécula
del ADN que se encuentra cargada negativamente. Por lo tanto, como consecuencia de esta

modificacién post-traduccional se genera una estructura de la cromatina mas relajada o
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abierta que favorece el acceso de la maquinaria transcripcional a las regiones génicas. A su
vez, la acetilacién de las histonas también genera una plataforma de unién que favorece el
reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP que
presentan bromodominios [48-50]. Estos remodeladores, ejercen un efecto directo sobre los
nucleosomas, produciendo la apertura de la estructura de la cromatina y el consecuente
reclutamiento de mds HATs [51]. De esta manera, el efecto de los remodeladores de la
cromatina, reclutados mediante la acetilacién de histonas, genera una retroalimentacion
positiva sobre el efecto inductor de la transcripcién. A su vez, la propia acetilacién de las
histonas también favorece el reclutamiento de HATs, ya que algunas de estas enzimas, como
GCN5 y PCAF, presentan bromodominios de reconocimiento de las colas de las histonas
acetiladas [49, 52]. Por lo tanto, la acetilacién de las colas de las histonas estd generalmente
asociada a los cambios que se producen en el estado de la cromatina de genes que se inducen
en respuesta a un estimulo.

Las HDACs también son reclutadas a los genes durante la modulacién de la expresion
génica, formando parte de complejos represores de la transcripcién [53] que actian
contrarrestando el efecto de la acetilacién y cerrando el contexto cromatinico. Sin embargo,
se encontré que muchos genes requieren de un equilibrio dinamico entre acetilacién y des-
acetilacidn, por lo que la accion de las HDACs puede ser también requerido para la activacion

transcripcional [54].

Metilacién de histonas

La metilacién de las colas de las histonas en sus lisinas o argininas por las enzimas

metil transferasas es otra de las marcas mejor caracterizadas hasta el momento. Esta
ampliamente descripto que las Lisinas de las histonas H3 y H4 puede ser metiladas una, dos o
tres veces (mono-, di- o tri-metilacién) afectando al proceso transcripcional de distintas
maneras. Por ejemplo, la di-metilacién en lisina 9 y la tri-metilacién de lisina 27 de la H3

(H3K9me2 y H3K27me3) han sido encontradas principalmente asociadas al silenciamiento
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transcripcional [55] mientras que genes activos presentan di- y tri-metilacién en lisina 4 de
histona H3 (H3K4me3) en las regiones promotoras y regiones cercanas junto a la di- y tri-
metilacion en lisina K36 de histona H3 (H3K36me2 y H3K36me3, respectivamente) presente

mayoritariamente en las regiones 3 "de los genes [9] (Figura 5).

Acetilacion de H3y H [T
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Figura 5: Patrén tipico de las marcas de las histonas en un gen activo. Las regiones promotoras de los genes activos,
presentan generalmente a las histonas H3 y H4 acetiladas y a la H3 metilada en su Lisina 4 (en verde). En la regién interna

de estos genes, en cambio, la H3 se encuentra di-metilada en su Lisina 4 (en amarillo) y di- y tri-metilada en su lisina 36

(en turquesa y lila, respectivamente), aunque la primera se encuantra representada a lo largo de toda la regién intragénica,

la trimetilacién lo hace en forma creciente en el desde el 5“al 3 "del gen [9].

2.1.2. Complejos remodeladores de la cromatina

dependientes de ATP

Los Complejos Remodeladores de la Cromatina dependientes de ATP presentan una
subunidad ATPasa conservada, perteneciente a la super-familia de proteinas SNF2, que es la
responsable de utilizar la energia almacenada en las moléculas de ATP en la modificacién de

la estructura de la cromatina.

En los organismos eucariotas, existen cinco familias de remodeladores dependientes

de ATP descriptas hasta el momento: SWI/SNF, Iswi, NURD/Mi-2/CHD, INO80 y Swrl [56].
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Estas familias de complejos remodeladores de la cromatina pueden actuar mediante tres
mecanismos de accién diferentes: i) la movilizacién de los nucleosomas sobre el ADN
(desplazamiento); 1ii) su disociacién parcial (de los dimeros H2A-H2B) o total de los
nucleosomas del ADN v iii) el cambio en la composicién de histonas de los nucleosomas que
ocurre, generalmente, durante la replicacion celular. Este tultimo caso incluye la reposiciéon
de las histonas candnicas (H2A, H2B, H3 y H4) por variantes de histonas que se depositan

independientemente de la replicacién celular (por ejemplo H2AZ y H3.3) [57, 58] (Figura 6).
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Figura 6: Modos de remodelado de los nucleosomas. Los complejos remodeladores de la cromatina dependientes de
ATP pueden favorecer la accesibilidad del ADN mediante el desplazamiento o disiciacién de los nucleosomas enteros,

mediante la disiciacién de los dimeros H2A-H2B o bien por el reemplazo de las histonas candnicas por sus variantes [8].
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Las subunidades cataliticas de los complejos remodeladores dependientes de ATP
presentan, en sus extremos carboxilo terminales, dominios Unicos de reconocimiento de
marcas o regiones especificas de las histonas. Por ejemplo, los miembros de la familia de
remodeladores SWI/SNF contienen uno o mds bromodominios y por lo tanto, se encuentran
asociados a contextos cromatinicos en los que las histonas estdn acetiladas [49, 59]. Por su
parte, los remodeladores CDH presentan un cromodominio que reconoce histonas metiladas
y los ISWI, un dominio Sant que reconoce las colas de las histonas, independientemente de
sus modificaciones y al ADN /inker, que es el ADN separa a un nucleosoma del siguiente [6]

(Figura 7).
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Figura 7: Remodeladores de la cromatina dependientes de ATP. Las tres familias de remodeladores de la cromatina
dependientes de ATP SWI/SNF, CHD y ISWI contienen un unico tipo de dominio de reconocimiento de histonas:
bromodominio, cromodominio o dominio Sant, respectivamente. A la derecha de cada familia de remodeladores se grafican

los dominios ATPasa caracteristicos de cada una de ellas [6]
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2.1.3. Chaperonas de histonas

Las chaperonas de Histonas estan involucradas en la dindmica de ensamblaje/
desensamblaje de las Histonas, principalmente, asociada a la replicacién celular [60]. Sin
embargo, numerosas evidencias revelaron que estas chaperonas se encuentran también
involucradas en los cambios en el contexto cromatinico asociados a la transcripcion [61, 62]
mediante la desestabilizacién de los dimeros H2A-H2B, como consecuencia de la acetilacién
de las histonas [63, 64] o bien actuando en combinacién con los complejos remodeladores de
la cromatina dependientes de ATP [62]. Se sabe también que estas chaperonas pueden

desestabilizar los nucleosomas produciendo su disociaciéon del ADN.

Durante muchos afios la transcripcién y el procesamiento de los pre-ARNm fueron
concebidos como procesos independientes que ocurren de manera continuada en el ntcleo
celular. Sin embargo, numerosas evidencias demostraron que las reacciones de capping,
splicing, splicing alternativo y poliadenilacién estdn fuertemente acopladas a la transcripcién
[65-69]. El papel central en el acoplamiento entre la transcripciéon y el procesamiento del
ARNm lo ocupa el dominio CTD de la Pol II, que actia como una plataforma de
reclutamiento de factores reguladores de ambos procesos. Durante el inicio de la
transcripcion, la Pol II fosforilada en los residuos Ser 5, recluta a los factores involucrados en
la adicién de la caperuza de 7’metil guanosina que producen el capping del transcripto

naciente [7]. Posteriormente, tras la accion del factor P-TEFb, el cambio en el estado de

45



forforilacién de la Pol II genera su disociacién de estos factores y la asociacién con factores
de splicing que actian en forma co-transcripcional [70-73]. Finalmente, en la regién de corte
y poliadenilaciéon, se pruducen nuevos cambios en la composicion del complejo

transcripcional, favoreciendo el reclutamiento de factores involucrados en este proceso

(Figura 8).
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Figura 8: Acoplamiento entre los pasos del procesamiento del ARN. Numerosos factores involucrados en el
procesamiento del pre-ARN son reclutados co-transcripcionalmente por la Pol II, especificamente, mediante la unién de
éstos con el CTD [14].

Sin embargo, como se menciond previamente, los genes se encuentran inmersos en un
determinado contexto cromatinico, el cual participa como un actor mas en el acoplamiento
en la transcripcién génica.

La influencia de la estructura de la cromatina sobre la regulaciéon de los pasos
tempranos de la transcripcion es, hasta el momento, el efecto mejor caracterizado [56]. Se

demostr6 que, ante un determinado estimulo, la maquinaria modificadora de la cromatina es
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reclutada a las regiones promotoras de los genes blanco, en donde favorece el desplazamiento
de los nucleosomas, la exposicién de ciertas secuencias reguladoras del ADN y genera marcas

de histonas asociadas a la activacion transcripcional (Figura 9).
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(cerrada) (abierta)
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Figura 9: Los complejos modificadores de la cromatina favoreciendo la formacién del PIC. Cuando la regién
promotora de un gen se encuentra inmersa en un estado cromatinico “cerrado” las secuencias de reconocimiento para los
FGT quedan inaccesibles. Por lo tanto, la apertura de la cromatina por enzimas modificadoras de ésta favorecen la
exposicidn de las secuencias de reconocimiento para los FGT vy, asi, se favorece la formacién del PIC y la iniciacién de la

transcripcidn génica [5].

No obstante, existe un creciente numero de evidencias que muestran que estas
maquinarias también juegan un rol relevante en el control del proceso de elongacién de la
Pol IT en las regiones intragénicas [39, 63, 76-79]. Se demostré que el complejo de acetilacion
de histonas KAT y las HATs GCN5, PCAF y Nua4 estimulan el pasaje de la Pol II a lo largo
de los genes durante la elongacidén transcripcional, alterando los contactos entre el ADN y las
histonas [80-83] y favoreciendo el reclutamiento de otros factores remodeladores de la

cromatina [84]. En este sentido se describid tanto in vitro [84, 85] como in vivo [85] que el
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complejo remodelador de la cromatina SWI-SNF y las chaperonas Asfl y FACT (facilitates
chromatin transcription) estan implicados en el desensamblado de los nucleosomas durante

la elongacién transcripcional [32, 61, 86].

La estructura de la cromatina también afecta los pasos del procesamiento del pre-
ARNm modulando, por ejemplo, el splicing alternativo de dos formas distintas: i) mediante el
reclutamiento de factores reguladores del splicing, como por ejemplo, el del regulador de
splicing PTB causado por la tri-metilacién de la lisina 36 de la histona H3 (modelo de
reclutamiento) [74] y ii) mediante la modulacién de la tasa de elongacién y/o la procesividad
de la Pol II, como consecuencia del estado del templado de cromatina, lo cual otorga
diferentes ventanas temporales para la exposicién de sitios de splicing, capaces de competir
entre si, y el reconocimiento de los mismos por el spliceosoma (modelo de acoplamiento
cinético) [87]. Por ejemplo, se demostr6 que los cambios en la estructura de la cromatina en
el gen cd44, causados por el factor remodelador SWI/SNF, regulan el splicing alternativo de
este gen, de acuerdo al modelo de acoplamiento cinético. En este mismo sentido,
recientemente se demostrd que la reduccién de la tasa de elongacion de la Pol II producida
por la transfecciéon de ARNs interferentes (siRNAs), dirigidos contra regiones intrénicas del
gen fibronectina humano, provoca marcas de heterocromatina intragénicas que afectan el
splicing alternativo de manera opuesta al tratamiento con agentes que promueven la hiper-
acetilacién de las histonas (Figura 10) [88, 89]. Adicionalmente, varios trabajos pusieron en
relevancia el papel primordial que ejercen el posicionamiento de nucleosomas y las

diferentes marcas de histonas sobre la regulacién del sp/icing [74, 90-92]
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Figura 10: Acomplamiento del contexto cromatinico, la elongacién de la Pol II y el splicing alternativo segtin el
modelo cinético. A. Una baja densidad de nucleosomas favorece la elongacién de la Pol II y por lo tanto, la exclusién del
exén alternativo (en amarillo) del gen fibronectina humano. B. Una mayor densidad nucleosomal genera un
enlentecimiento de la Pol I y, por lo tanto, mayor tiempo para que el exdn alternativo sea reconocido por la maquinaria de
splicingy, asi, se produzca la inclusién del mismo en el ARN. C. La despolarizacién de células neuronales por el tratamiento
con TSA dispara la acetilacién de las histonas, en regiones intragénicas y la descompactacién de la cromatina, favoreciendo
la elongacién de la Pol II y, como consecuencia, la exclusién del exon alternativo. D. La transfeccién de siARNs dirigidos
contra regiones intrénicas, rio abajo de un exon alternativo, promueve la condensacién de la cromatina, desfavoreciendo la

elongacién de la Pol Il y, como consecuencia, favoreciendo la inclusién del exon alternativo [13].

Nuevas evidencias en el campo del acomplamiento transcripcional mostraron que

ciertos factores de splicing también son capaces de favorecer el reclutamiento de factores
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generales de la transcripcién in vivo [93] y la elongacién transcripcional [94] y que el proceso
de terminacidn transcripcional favorece la iniciacién de la transcripcion [95] completdndose,

asi, un ciclo de retroalimentacién positiva sobre la induccién de la expresion génica.

4. La regulacion de la transcripcion génica

Los estimulos externos son recibidos por las células mediante la activaciéon de
determinadas cascadas de sefiales que involucran la activacién de ciertos factores de
transcripcién (FT) y como consecuencia, la modulacién del patréon de expresion génica.

El mecanismo clésico de accién de los FTs propone que, una vez activados, se unen a
secuencias especificas presentes en las regiones promotoras y enhancers de sus genes blanco
y, desde alli, regulan su expresién génica mediante el reclutamiento de una diversidad de co-
factores asociados. En términos generales, los co-factores son enzimas que participan en la
reorganizacion de la cromatina y que forman un puente entre los FT's unidos al ADN y la
maquinaria basal de transcripcién. Estos se clasifican, dependiendo de la accién que ejercen
sobre el proceso transcripcional como co-activadores o co-represores. Los co-activadores son
un grupo de proteinas estructural y funcionalmente muy diversas que estimulan la
transcripcién génica mediante la apertura de la estructura de la cromatina. Algunas de las
actividades enzimdticas que se encontraron asociadas a estos factores son la actividad acetil y
metiltranferasa de histonas y la de remodelacién de la cromatina dependiente de ATP [96,
97], previamente descripta. Por su parte, los co-represores son proteinas que generalmente
poseen actividades opuestas a la de los co-activadores, como el caso de la desacetilacién de las
histonas, resultando en una compactacion de la cromatina, con la consecuente inhibicién de
la transcripcion [96].

La mayoria de los co-factores no son especificos sino que pueden regular la actividad
de diversos factores de transcripcién [98]. Sin embargo, el nivel de expresion y de actividad
de los mismos es altamente dependiente del tipo de tejido y del contexto celular [97], siendo
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entonces, elementos fundamentales de la regulacién de la expresién génica. En ese sentido, el
control espacio-temporal de los niveles de co-moduladores activos forma parte del

mecanismo de regulacion “fina” de respuesta especifica a los FTs.

4.1. Los receptores de esteroides (SRs)

Las hormonas esteroides son compuestos lipofilicos derivados de colesterol que
conforman una estructura de cuatro anillos correspondientes al nucleo esteroideo y actuan
como mensajeros quimicos regulados por el sistema nervioso central. Estas hormonas se
dividen en cinco grupos de acuerdo a su funcién bioldgica (Figura 11): los glucocorticoides
que controlan el metabolismo de energia (hidratos de carbono, proteinas y lipidos), la
respuesta al estrés y tienen efectos sobre el sistema inmune, la funcién cerebral y el sistema
cardiovascular; los mineralocorticoides que regulan el balance de agua y electrolitos en el
organismo; los progestdgenos, cuya principal funcién es el mantenimiento de la prefiéz; los
andrdgenos que determinan las caracteristicas sexuales masculinas y los estrégenos cuya

funcién es determinar las caracteristicas sexuales femeninas.

Los receptores de esteroides (SRs) son una familia de FTs regulados por la la unién a
las hormonas esteroides. Estos receptores pertenecen a la superfamilia de los Receptores
Nucleares (NRs), que incluye también al Receptor de Vitamina C y al PPAR, por ejemplo. En
los vertebrados, la familia de los SRs estd formada por seis miembros: el Receptor de
Progesterona (PR), el Receptor de Estrégenos (ER), el Receptor de Andrégenos (AR), el
Receptor de Glucocorticoides (GR) y el Receptor de Mineralocorticoides (MR) [99].
Dependiendo del tipo de receptor, su localizacién en el estado de equilibrio (en ausencia de
ligando) puede llegar a ser mayoritariamente citoplasmatica o predominantemente nuclear
[100]. En este sentido, mientras que el ER y el PR son preponderantemente nucleares [101,

102] el GR, MR y AR se localizan mayormente en el citoplasma [103, 104].
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El mecanismo de activacién de los SRs involucra la interaccién con el ligando y la
disociaciéon de chaperonas que los mantienen en estado inactivo [Bresnick et al., 1989;
Scherrer et al., 1990]. Luego, una vez activados y en el nicleo, los complejos ligando-receptor
regulan la transcripciéon de sus genes blanco. Uno de los mecanismos involucrados en la
regulaciéon de la expresidn génica mediada por los SRs involucra la unién directa de éstos los
elementos de respuesta a hormona (HREs) en el ADN.

Dado que los SRs favorecen, mayoritariamente, cambios en los patrones de expresion
génica, sus efectos han sido histéricamente denominados como efectos genomicos [105]. Sin
embargo, hace algtin tiempo se encontré que los SRs también son capaces de regular vias de
seflalizacion celular, independientemente de la modulacién de la expresion génica, efectos a

los cuales se los denomind efectos no genomicos.

4.1.1. Efectos no genédmicos de los SRs

Las hormonas esteroides son capaces de inducir efectos no transcripcionales mediante
la interacciéon directa con proteinas de membrana o incluso a través de su receptor,
independientemente de la funcién de éste como factor de transcripciéon [106-108]. Por
ejemplo, los estrégenos activan las vias de sefializacién de Src/P21ras/ERK y PI3K/Akt, por
interaccion directa del ER con Src y con la subunidad regulatoria pl10 de PI3K,
respectivamente [109, 110], siendo la activacidon de estas quinasas un paso esencial para la
induccidén de la proliferacion dependiente de estrégenos en células tumorales humanas. Los
progestagenos también tienen la capacidad de activar estas cascadas de sefializacién por la
interaccion del PR con Scr asi como a través de la formacién de un complejo ternario entre
PR, ER y Src [111, 112]. La relevancia de la activacién del camino Scr/MAPKs para la

funcién proliferativa de los progestagenos en células epiteliales mamarias, se demostr6 con la

52



utilizacién de un mutante del PR que carece de la capacidad de activar esta via de
senalizacién [113].

Los SRs también interactian con otras vias de seflalizacién como son las de:
CiclinaA/CKD2, JAK/STAT vy la via activada por el Receptor de EGF. La activacién de la via
CiclinaA/CKD2, por ejemplo, potencia la actividad transcripcional del ER [114] y aumenta la
expresion de los genes blanco de progestagenos [115-118].

Desde hace varios afios se sabe que la activacién de quinasas, a través de los efectos no
genomicos, de los SRs es sumamente relevante en la regulacion de los procesos
transcripcionales mediados por estos receptores. Por ejemplo, en células tumorales mamarias
humanas T47D se demostr6 que la activacién de la quinasa ERK, luego del tratamiento de las
células con progestdgenos, produce la activacién del PR por la fosforilacién de su residuo
Serina 294 (Figura 11) [119]. El rol de esta fosforilacién del PR sobre su accién como FT fue
principalmante estudiado durante la induccién del promotor del virus del tumor mamario
murino (MMTYV), en respuesta al tratamiento con el progestageno R5020. En este modelo se
demostrd que la utilizacién de un inhibidor de la via de sefializacién de ERK, que afecta la
fosforilacién en la Serina 294 del PR, bloquea la activaciéon del promotor del MMTYV, aun,
cuando el PR es capaz de unirse a los HREs ubicados en esta regién. Por lo tanto, se propuso
que la inhibicién de la induccién transcripcional del MMTV estaria asociada a la unién
improductiva del PR a sus sitios blanco de unién, siendo incapaz de inducir la desrepresién
de ese promotor [120]. El mecanismo de accién involucrado en este efecto se encontr6 a
partir del descubrimento de que una vez fosforilado, el PR forma un complejo activo con
otras quinasas como son MSK y CDK2, las cuales también son reclutadas a la region
promotora del MMTYV, produciendo la fosforilacion especifica de las histonas que es un pre-
requisito para el remodelado del contexto cromatinico y la consecuente induccién de la

transcripcién del gen [120]. Por lo tanto, en vista de estas evidencias que demostraron la
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necesidad de los efectos no genomicos del PR sobre su capacidad de llevar a cabo sus efectos

genomicos como FT, esta clasificacién estd empezando a caer en desuso [10].

Sefializacién por PI3K CITOPLASMA
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Figura 11: Mecanismo de accién no gendmico de los SRs. Se describe el PR, como ejemplo. Los progestigenos se unen
a sus receptores citoplasmaticos que estdn anclados a la membrana plasmadtica y unidos al ER, activan la via Src/Ras/ERK vy,
como consecuencia, se produce la acumulacién de pERK en el nicleo celular. A su vez, los progestdgenos se unen al PR, se
produce la disociacién de las chaperonas a las que estd unido y la fosforilacién de una fraccién del PR por pERK. pERK,

ademas, fosforila a la quinasa MSK y la activa, formandose el complejo pPR/pERK/pMSK [10].

4.1.2. Efectos genomicos de los SRs

Seguin el mecanismo clasico de regulacion de la expresién génica mediada por los SRs,
estos receptores, una vez activados por ligando, homodimerizan y se unen especificamente a

los HREs ubicados en las regiones promotoras y enhancers de sus genes blanco [121]. La
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unidén directa de los SRs a los HREs provoca el reclutamiento secuencial de co-factores de la
transcripciéon a estas regiones como son, por ejemplo, las HATs CBP y p300, los co-
activadores SRC-1, SCR-2 y SRC-3, los co-represores NCoR y el SMRT [122] y la subunidad
BRG-1 del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF [14, 123-125]. Dependiendo de
los co-factores reclutados tras la unién de los SRs a los HREs el resultado es la induccién o la

represion de la expresién de sus genes blanco (Figura 12).
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Figura 12: Mecanismo clisico de accién gendmico de los SRs. La regulacién transcripcional mediada por los SRs
requiere la participacién de numerosos co-factores con diversas funciones y actividades enzimadticas. Los co-activadores (en
verde) incluyen remodeladores de la cromatina dependientes de ATP, HATs y factores involucrados en el procesamiento del
pre-ARNm, que median la interaccién con la Pol II. Los co-represores (en rojo) incluyen complejos remodeladores de la

cromatina dependientes de ATP, Histonas deacetilasas y co-represores especificos como por ejemplo LCoR y RIP140.
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Cuando los SRs inducen la activacién de la transcripciéon de un determinado gen, se
produce el reclutamiento de HATs que afectan el contacto entre las histonas y el ADN y el
reclutamiento de complejos remodeladores de la cromatina dependientes de ATP que abren
el contexto cromainico en las regiones promotoras y enhancers de sus genes blanco. Por lo
tanto, se produce la exposicién de ciertas secuencias reguladoras del ADN, favoreciéndose la

formacidn del PIC, la iniciacidn vy, asi, la induccién transcripcional.

Sin embargo, cada vez mds evidencias muestran que esta visién clasica de la
regulacién transcripcional mediada por los SRs es insuficiente para explicar los cambios en la
expresiéon de numerosos genes blanco de estas hormonas que no presentan HREs en las
regiones promotoras y/o enhancers. En este sentido, durante la dltima década, una enorme
cantidad de estudios realizados a nivel genémico (genome wide) permitieron ampliar, en
profundidad, nuestro conocimiento acerca de la verdadera distribuciéon de los sitios de unién

de distintos FTs a lo largo del genoma.

4.1.3. Distribucidén de los HREs a lo largo del genoma

El uso de las nuevas tecnologias genome wide permitié ampliar enormemente nuestro
conocimiento acerca de los mecanismos de accién de los receptores de esteroides y conocer la
distribucién real de sus sitios de respuesta en el genoma. Sorprendentemente, se observo que
s6lo una pequefia proporciéon de los genes directamente regulados por los receptores de
esteroides poseen secuencias especificas de unidn a sus regiones promotoras o enhancers [1,
126-130]. Por ejemplo, Welboren et al. encontraron, en células estimuladas con estrégenos,
que so6lo el 7 % de los sitios de unién al ER se encuentran en la regiéon promotora de sus
genes blanco, mientras que alrededor de un 46% de ellos se ubican en regiones intragénicas

[1] (Figura 13).
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Figura 13: Distribucién gendmica de los sitios de unién al ADN del ER. La mayoria de los sitios de unién del ER an
ADN son intragénicos (41% intrénicos y 5% en exoénicos) o distantes a regions génicas (23%), mientras que so6lo el 7% se

encuentra ubicado en regiones promotoras [1]

Resultados similares se obtuvieron analizando otros NRs como son el AR, el GR y el
PPAR [1, 128-130]. Estos resultados sugieren que la gran mayoria de los genes blanco de
accioén de los SRs podrian responder a otros tipos de mecanismos regulatorios, distintos a los
clasicos mecanismos genémicos descriptos previamente [133]. Por lo tanto, este conjunto de
evidencias abrié un nuevo campo de investigacién en el tema donde las grandes preguntas
son: jqué funcién cumplen estos sitios de unién de los SRs intragénicos? jActian como
enhancers tradicionales? ;Tienen alguna otra funcién que atn desconocemos? Hasta el
momento, se asocid a estos sitios interagénicos con la formacién de bucles de cromatina o
loopings transcripcionales [134] que se producen por la interaccién de los SRs unidos a estos
sitios distantes y los factores generales de la transcripcién unidos a las regiones promotoras

12,3].
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4.1.4. Nuevos mecanismos de accidon de los SRs

Nuevas evidencias describen que existen multiples niveles de accién de los SRs [10].
Hace ya mas de una década, Lee y colaboradores sugirieron que el Receptor de Andrégenos,
unido a la region promotora del gen del antigeno prostatico especifico (PSA) interactuaria
con los factores TFIIH y P-TEFb y favorececia la elongacién transcripcional [135]. Sin
embargo, recién hace 4 afios se describié el mecanismo mediante el cual los SRs unidos a las
regiones promotoras de sus genes blanco son capaces de favorecer la elongacién de la Pol II.
Estos hallazgos surgieron de un trabajo realizado por Kininis y colaboradores en el que
analizaron los cambios en los patrones de expresién génica asociados a la unién del ER a las
regiones promotoras de sus genes blanco, luego del tratamiento de las células con estrégenos.
Estos autores encontraron que la induccién transcripcional de estos genes, que se encuentran
basalmente silenciados, ocurre en un 59% de los casos mediante la activacion de la Pol II
precargada y pausada (proximal al promotor) mas que al reclutamiento de la misma a estas
regiones. Este proceso involucra el reclutamiento dependiente de estrégenos de la subunidad
quinasa CDK9 del factor positivo de la elongacién P-TEFb, la fosforilacién en las Ser 2 de la
Pol II precargada y fosforilada en sus Ser 5 (Figura 14) y el desplazamiento de los complejos
inhibitorios de la elongaciéon NELF y DSIF, favoreciendo la elongacién temprana [136].

Estos autores sugirieron que el control de la elongaciéon mediada por los SRs unidos a
los promotores de sus genes blanco seria un mecanismo predominante por sobre el clasico
mecanismo de accién mediante el cual facilitan el ensamblado del PIC y la iniciacién de la
transcripciéon en estas regiones. Estos resultados revelaron un nuevo mecanismo de
regulacién de la expresion génica dependiente de sefales extracelulares que podria ser

aplicable a una diversidad de caminos de sefializaciéon celular [136].
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Figura 14: El ER favorece la elongacién temprana. Una vez unido al ligando, el ER se une como dimero a los HREs
ubicados en las regiones promotoras de sus genes blanco. Desde alli, no solo favorece el ensamblado del PIC sino también
la elongacién temprana de genes que presentan acumulacién de la Pol II pausada proximalmente a la regién promotora.
Este mecanismo involucra el reclutamiento de P-TEFb, el consecuente desplazamiento de factores inhibitorios de la

elongacién y la fosforilacién de la Ser2 del CTD.

5. El gen bc/-x como modelo de estudio

El gen bcl2-11, mas conocido como bcl-x, pertenece a la familia de proteinas Bcl-2 de
la cual, hasta el momento, se han identificado 24 miembros. Algunos miembros tienen
funciones pro-apoptéticas y otros anti-apoptdticas, desempefiando un papel central en la
regulacién de la via intrinseca de apoptosis. Los miembros pro-apoptdticos favorecen la
permeabilidad de la membrana mitocondrial y, asi, la liberacién del citocromo C y de
proteinas mitocondriales pro-apoptoticas que inducen la muerte de las células [137, 138]. Por
su parte, los miembros anti-apoptdticos antagonizan este efecto, protegiendo a las células de

la muerte.

En humanos, el gen bc/-x se encuentra ubicado en el cromosoma 20, estd regulado por

tres promotores alternativos: el promotor 1B (P1B), el promotor 1A (P1A) y el Promotor 2
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(P2) y contiene, unicamente, dos exones (exén 1 y exén 2) separados por un largo intrdén de
55 Kb (Figura 15). Este gen codifica para, al menos, dos isoformas de splicing alternativo
generadas a partir de dos sitios donores de sp/icing: la isoforma larga Bcl-xL que protege a las
células de apoptosis y la isoforma corta Bcl-xC que la induce de manera tal que pequefios
cambios en la relacion entre la expresién de estas isoformas resultan determinantes en el

destino celular hacia la vida o la muerte.
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Figura 15: Esquema del gen bc/-x humano. Los tres promotores se esquematizan con flechas celestes (P1B, P1A y P2),
incluidos en la regién promotora que presenta 1,8 Kb. Los exones se esquematizan con rectingulos negros (exénl: 0.73 Kb y

ex6n2: 1,6 Kb) y el intrén con una linea negra (Intrén: 55 Kb).

Se sabe que el gen bc/-x murino estd regulado por hormonas esteroideas en distintas
lineas celulares. Por ejemplo, en células mamarias normales de ratdn, el tratamiento con
glucocorticoides tiene un efecto anti-apoptoético, al menos en parte, mediante la induccion de
este gen y el cambio en la relacién de abundancia de ambas isoformas, a favor de la
antiapoptotica [139]. Por su parte, en células tumorales mamarias humanas T47D, los
progestagenos tienen un efecto anti-apoptdtico en el que la regulacién de bc/-x juega un
papel clave [140]. En esta linea celular, bc/-x presenta una alta actividad basal como se
detecté mediante un ensayo de secuenciaciéon profunda del ARN (ARN-Seq) de esta linea

celular sin tratamiento hormonal, publicado por el laboratorio de Christopher Burge [11].
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A partir de los datos obtenidos de un ensayo de inmunoprecipitaciéon de la cromatina
seguido de sequenciacién profunda (ChIP-Seq) contra el Receptor de Progesterona, también
realizado en células T47D tratadas con el progestageno sintético R5020 (realizado por el
grupo del Dr. Miguel Beato, en el Céntro de Regulaciéon Gendmica de Barcelona, Espafia) se
localizaron los sitios de unién del PR en bc/-x, todos ellos exclusivamente ubicados en la

regién intragénica del gen (Ver en resultados).
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Objetivos e
hipotesis de trabajo




Teniendo en cuenta que:

® Los SRs son capaces inducir cambios en el contexto cromatinico de las regiones
promotoras de sus genes blanco mediante el reclutamiento local de complejos modificadores
de la estructura de la cromatina.

® Los SRs pueden reclutar al factor de elongacién P-TEFb a las regiones promotoras de
sus genes blanco y favorecer la elongacién temprana.

L Una gran proporcién de los sitios de unién de los SRs se encuentran ubicados en
regiones intragénicas, desconociéndose atin su funcién.

® Las mismas HATs y complejos remodeladores de la cromatina dependiente de ATP
involucrados en la apertura del contexto cromatinico en las regiones promotoras, favorecen la
elongacién transcripcional de la Pol II a lo largo de los genes activos.

® Los cambios intragénicos en el contexto cromatinico modulan la elongacién

transcripcional de la Pol II.

OBJETIVO GENERAL:

Estudiar la relevancia de los sitios de unién del PR, ubicados en regiones intragénicas del gen

bcl-x, durante la regulaciéon de su expresion en respuesta al tratamiento con progestagenos.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

* Caracterizar el efecto del tratamiento con progestigenos sobre la expresién del gen
bcl-x enddgeno en células T47D.

® Caracterizar los sitios de unién del PR internos de este gen.

L Analizar el reclutamiento de maquinaria modificadora de la cromatina a los sitios
intragénicos de unién del PR.

® Estudiar los cambios en el contexto cromatinico en estas regiones.

® Estudiar los posibles efectos del reclutamiento del PR a sus sitios intragénicos sobre la

elongacion de la Pol II.
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Materiales y
Métodos




1. Progestageno

1.1. Agonista del PR

El progestageno comercial R5020 (St Louis, MO, USA) se disolvié en etanol absoluto

(Merck, Argentina) para generar la solucion madre (102 M), que se conservo a -20°C.

2. Cultivo de células

2.1. Materiales para el cultivo de células

RPMI 1640 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)

Tripsina (Invitrogen Carlsbad, CA, USA)

Suero fetal bovino (SFB) (Internegocios S.A., Bs.As., Argentina)

Insulina (100 U/ml) Aspartica cedida gentilmente por Novo Nordisk Pharma Argentina S.A.
Antibiético-Antimicético de (Invitrogen #15240, Carlsbad, CA, USA)

2.2. Linea celular

T47D: linea celular proveniente de adenocarcinoma humano de epitelio glandular mamario,
cultivada en medio RPMI (Invitrogen 42401), suplementado con 10% SFB, 5 ng/ml Insulina y

penicilina/streptomicina (1%).

2.3. Protocolo de tratamientos de la linea celular

Las células fueron plaqueadas en medio completo y en la densidad necesaria para cada
experimento. Luego de 48 hs de crecimiento se aspir6 el medio, se las lavé con PBS 1X, se les
agreg6 medio fresco sin SFB y se las dejo, en estas condiciones, durante 14 a 16 horas. El

R5020 fue utilizado en la concentracién final de 10 M. En todos los casos, los tratamientos
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fueron asignados al azar a cada placa de células, y cada tratamiento se realizd, cada vez, por

triplicado (3 réplicas independientes).

3. Plasmidos utilizados

pCMV-LacZ: vector conteniendo el gen de la P-galactosidasa bajo el promotor del
citomegalovirus.
pGL3-Promoter (Promega): vector conteniendo el gen reportero luciferasa bajo el promotor

del SV40. Utilizado para clonar secuencias enhancer.

3.1. Sub-clonados

Los fragmentos conteniendo cada uno de los sitios de unién del PR a bc/l-x se
obtuvieron de Invirtrogen como oligonucleétidos simple cadena desalados, se aparearon y se

sub-clonaron en un vector reportero pGL3 para el analisis de secuencias enhancers.

3.1.1. HIBRIDIZACION DE LOS OLIGONUCLEOTIDOS

Se disolvieron los oligonucleédticos en solucién STE (Tris-HCl 10 mM pH 8.0, NaCl 50
mM, EDTA 1 mM) en una concentracién de 500nM. Se tomé 1pl de cada oligoligonucldtido a
hibridizar (entre 9 y 10 pg), se mezclaron y se llevaron a un volumen final de 20pl con 8 pl de
agua y 10 pl de solucién STE. La mezcla se desnaturaliz6 a 95-100°C seguido de enfriamiento
en baflo a temperatura ambiente. El fragmento de doble cadena resultante (de

aproximadamente 1 pg/pl) se fosforil6 para permitir la futura ligacién con el vector.
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3.1.2. FOSFORILACION DEL INSERTO

La reaccién de fosforilacion se realizdé segin las instrucciones del fabricante
(Promega). Los insertos se diluyeron 1:1000. Se tomaron 8 pl de la dilucidn, se les agreg6 1 pl
de la enzima T4 quinasa en la solucion correspondiente, dejandose la reaccién en un volumen

final de 10 pl durante 15-18 horas a 37°C.

3.2. Preparacién del vector

3.2.1. APERTURA DEL PLASMIDO

3pg de plasmido pGL3 fueron incubados con 1.5 pl de las enzimas de restriccién Sacl y

Xhol, en la solucién correspondiente en un volumen final de 30 pl por 15-18 horas a 37°C .

3.2.2. DESFOSFORILACION DEL VECTOR

Para disminuir la religacién del vector, se procedié a la hidrdlisis de sus extremos

fosforilados mediante la adicién de 1 pl de SAP (fosfatasa alcalina), por 1 hora a 37°C.

3.2.3. PURIFICACION DEL PLASMIDO

El plasmido linealizado se purific6 mediante electroforesis en un gel de agarosa 0,8%
teflido con Bromuro de Etidio. Luego de la electroforesis se recortd la banda correspondiente
al vector lineal, visualizandola en un transiluminador UV. La fraccién del gel se coloc en un
tubo limpio y se extrajo el plasmido con un kit de extracciéon (QIAquick PCR Purification Kit
de Quiagen), segun las instrucciones del fabricante. Se agregaron 3 volumenes de solucion
QG por volumen de gel (100 mg = 100 pl) y se incubd durante 10 minutos a 50°C, en bloque
térmico, agitando cada 2 o 3 minutos, hasta que la agarosa estuvo disuelta. Se agreg6 1
volumen de isoproponol, se mezcl6 y se coloco la mezcla en una columna. Se centrifugé 1
minuto a maxima velocidad, se lavé con 750 pl la solucién correspondiente, se centrifugd 1

minuto a maxima velocidad y se descartd el eluido. Posteriormente se agregaron 50 pl de
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agua a 37°C libre de ADNsas y se colect6 el eluido en un tubo limpio por centrifugacion. Se

utilizaron 30-50 ng de plasmido para la reaccién de ligacién.

3.3. Ligacion

Se prepararon tubos de reaccién en solucién de ligacién en presencia de ATP, 1 pl de
Ligasa, 250 pg de inserto (proveviente de la dilucién 1:1000) y 50 pg de vector lineal (en una
relacién de 5:1 a favor del inserto), llevindose a 10 pl finales con agua libre de ADNsas. La

mezcla de reaccidn se incubd por 4 horas a 14°C.

En paralelo se prepararon un control de religacién (vector sin inserto) y un control sin

Ligasa.

3.4. Analisis de los sub-clonados

3.4.1. PREPARACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Bacterias de la especie Escherichia coli, cepa DH5a fueron cultivadas en medio LB (10
g/l peptona; 5 g/l Extracto de levadura; 5 g/l NaCl) a 37°C hasta alcanzar una densidad ptica
(OD) de 0.3. U.A. a 5 ml de ese cultivo se le agregaron 100 ml de LB y se crecié hasta una OD
de 0.5 U.A. Posteriormente, el cultivo se mantuvo durante 10 minutos a 0°C y se centrifugd
por 10 minutos a 3000g a 4°C. El sobrenadante fue descartado y el pellet bacteriano se
resuspendié en 40 ml de solucién TFBI (Acetato de potasio 30 mM; KCI 100 mM; CaCl2 10
mM; MnCl: 50 mM; Glicerol 15% pH 5.2). Luego, se dejé en hielo por 5 minutos y se
centrifugd nuevamente por 10 minutos a 3000g a 4°C. Se descart6 el sobrenadante y el pellet
bacteriano se resuspendié en 4 ml de TFB II (MOPS 10 mM; CaCl: 75 mM; KCI 10 mM;
Glicerol 15% pH 6.5). A continuacidn, las células se dejaron reposar en hielo durante 15
minutos para luego guardarlas a -70°C en alicuotas de 200 pl. Las bacterias se utilizaron a

partir de las 48 horas de haber realizado este procedimiento.
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3.4.2. TRANSFORMACION DE BACTERIAS COMPETENTES

Se utilizaron 50 pl de bacterias Escherichia coli competentes por producto de ligacion.
Las bacterias competentes se descongelaron en hielo durante 10 minutos y posteriormente,
en condiciones de esterilidad, se adicionaron 5 pl del producto de ligacién. Las bacterias se
incubaron 30 minutos en hielo y se les dio un shock térmico de 60 segundos a 42°C. Luego se
incubaron nuevamente 10 minutos en hielo y luego se les agregd 1ml de medio LB sin
antibidtico. Las bacterias se incubaro 30 minutos a 37°C en agitacién y se centrifugaron por 2
minutos a 3000 rpm. Finalmente las bacterias se plaquearon en placas de agar-LB (LB + 15 g/L

de Agar) con ampicilina 100 pg/ml y se incubaron durante 15-18 horas en la estufa, a 37°C.

3.4.3. PURIFICACION DE LOS PLASMIDOS POR MINI-PREP

Se picaron colonias de las placas de de LB-Agar-Ampicilina, se colocaron en 5 ml de
medio LB-ampicilina liquido y se incubaron durante 15-18 horas a 37°C en agitacién. 1 ml de
las bacterias se centrifugd y se resuspendié en 100pl de solucion I (TrisHcl 25mM pHS8, EDTA
10mM pHS8). Las muetras se agitaron por 2 minutos y se incubaron por 5 minutos en hielo,
luego se adicionaron 200pl de Solucion II (NaOH 0,2M y SDS 1% p/v, preparada en el
momento) y se incubaron por 5 minutos en hielo. Posteriormente, se adicionaron 150 pl de
solucién III a 0 C (Acetato de potasio 3 M; Acético glacial 11.5 %). Se incubaron nuevamente
por 5 minutos en hielo, se centrifugaron 15 minutos a 13.000 rpm, se transfirieron los
sobrenadantes a tubos limpios y se les agregé 1 pl de RNAsa H. Luego, se incubaron por 30
minutos a temperatura ambiente y se purificaron los plasmidos mediante una extraccién de
Fenol (saturado enTris-HCl pH=8:Cloroformo (1:1), precipitandolos con 2 volimenes de
EtOH 100%. Los pellet se lavaron con EtOH 70% y se resuspendieron en 50 pl de agua libre
de ADNsas.
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3.4.4. CHEQUEO DE LOS INSERTOS Y SECUENCIACION

Los plasmidos obtenidos fueron digeridos con las enzimas de restriccion Sacl y Xhol a
fin de corroborar la presencia de los insertos. Posteriormente, aquellos que resultaron

positivos se secuanciaron en la empresa Macrogen.

3.5. Amplificacién de los pldsmidos por maxi-preparacion

Los minicultivos obtenidos fueron cultivados durante 36-48 horas en 400 ml de
Terrific Solucién (Peptona 1.33 % p/v; extracto de lavadura 2.675 % p/v; Glicerol 0.4 %;
KH2POs 0.26 % p/v; KekHPO4 1.39 % p/v) con 100 pg/ml de Ampicilina (Bagd). Se
centrifugaron las bacterias 15 minutos a 4000 rpm y se descarto el sobrenadante. Las bacterias
fueron resuspendidas en 10 ml de Solucién I (Tris-HCl 25 mM; EDTA 10 mM pH 8), se
agitaron durante 5 minutos y se les agregé 20 ml de Solucién II (NaOH 0.2 M; SDS 1 % p/v).
Luego se mezclé por inversion y se dejé a 0°C por 20 minutos. Posteriormente se colocaron
15 ml de Solucién III (Acetato de potasio 3 M; Acético glacial 11.5 %), se mezclé por
inversién por 5 minutos a 0°C, y se centrifugé por 30 minutos a 10000 rpm a 4°C. Al
sobrenadante se le agregaron 0.6 volumenes de isopropanol, se mezcld, y dejé 20 min a 20°C.
Se centrifugé 1 hora a 5000 rpm a 4°C y se descarté el sobrenadante. El pellet fue
resuspendido en 3 ml de TE (Tris-HCl 10 mM; EDTA 1 mM pH 8), se agregé igual volumen
de LiCl 5 M (0°C), se mezclé por inversién y centrifugé a 10000 rpm por 5 minutos en frio. Se
colectd el sobrenadante, se le agregé igual volumen de isopropanol, se mezcld y centrifugd 5
min a 10000 rpm a 4°C. El sobrenadante se descarto, el pellet fue resuspendido en 0.5 ml de
TE y se agregé 1 pl de ARNsa A 20 mg/ml incubdndolo durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Posteriormente se agregd igual volumen de polietilenglicol 13 % (PEG) en NaCl
1.6 M, se mezcld y se centrifugé 5 minutos a 13000 rpm. El pellet obtenido se resuspendid en
400 ml de TE y se dejo resuspender por 15-18 horas a 4°C. Se realizaron extracciones con 1

volumen de fenol saturado en TE (una vez), 1 volumen fenol (saturado en TE):cloroformo
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(1:1) (2 veces) y 1 volumen cloroformo (una vez). Se agregé 0.1 volumen de Acetato de sodio
3 M pH 5.2 y 2.5 volumenes de ETOH 100 %. Se dejé 20 min a -20°C. Por ultimo, se
centrifugd 15 minutos a 13000 rpm, se lavé con 70 % ETOH vy se resuspendid el pellet en
200-500 pl de TE. La concentracién de ADN obtenida se cuantifico, a partir de una alicuota,

con el espectrofotémetro Gene Quant pro.

4. Transfecciones transientes por
lipofeccion

Las células T47D fueron transfectadas en forma transitoria mediante el método de
Lipofeccién (lipidos catidnicos). Se utilizé Lipofectamina 2000 (Invitrogen) siguiendo las
instrucciones del fabricante. Se plaquearon 6.10* células en placas de 6 pocillos y se las dejé
crecer en medio sin antibiético, por 14-16 horas. Por un lado cada pocillo se lavé con PBS y
se le agregaron 2 ml de RPMI sin SFB y sin antibidtico. Por otro lado, se prepararon dos
tubos: en el tubo 1 la Lipofectamina 2000 se resuspendi6 en medio Optimem. En el tubo 2 se
colocéd medio optimem junto con 2.5 pg del plasmido correspondiente y 2.5 pg pRSV-LacZ.
Luego de 5 minutos se mezclaron en igual proporcidén los tubos (el tubo 1 en el tubo 2), se
esperaron 20 minutos y se agregd la mezcla, gota a gota, en cada pocillo de células a
transfectar. Las ceélulas se incubaron 6 hs a 37°C en atmdsfera humeda conteniendo CO: 4.5
%. A continuacioén, se reemplazd el medio por RPMI completo (con 10 % de SFB y
antibiodtico-antimicdtico) y se dejaron en la estufa gaseada por 36 horas. Posteriormente, las
células se lavaron con PBS y se les agregé medio sin SFB y se las dejé por 14-16 horas en estas
condiciones hasta que fueron tratadas con vehiculo o con R5020 10® M. Luego de los
tratamientos, las células fueron lavadas con PBS y se lisaron con 150 pl de Solucién de Lisis

(Cell Culture Lysis Reagent E153A, Promega). A continuacion los lisados se transfirieron a
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tubos Eppendorf limpios, se centrifugaron 15 minutos a 4°C a 13000 rpm y se trasvasaron los

sobrenadantes (extractos) a un tubo limpio.

5. Determinacion de las actividades
enzimaticas

Los extractos se utilizaron para enzayar las distintas actividades enzimaticas:

5.1. Determinacion de la actividad de la enzima -

Galactosidasa

Esta determinacidn se realiz6 mediante un método colorimétrico. A 25 pl provenientes
de cada muestra, se le agregaron 350 pl de Solucién Z (Na:HPO460 mM; NaH2POs 40 mM,;
KCl 10 mM; MgSOs+ 1 mM; B-Mercaptoetanol 0.27%). Luego de 5 minutos a temperatura
ambiente se le agregaron 75 pl de orto-nitro-fenil-galactopiranésido (ONPG 4 mg/ml, Sigma)
y se incubaron a 37°C hasta observar la apariciéon de color amarillo (entre 30 y 120 minutos,
aproximadamente). La reaccién se detuvo (en todas la muestras al mismo tiempo) con 187.5
pl de Na2CO3 1 M y se determind la absorbancia a 415 nm con un espectrofotémetro DU serie
500 (Beckman). Cada muestra se determiné por duplicado y se utilizd, como blanco de

reaccion, la solucién de ensayo.

5.2. Determinacion de la actividad Luciferasa

Se realizé utilizando el kit Luciferase Assay System (Promega, E1501); entre 20 y 30 pl
de extracto fueron incubados con igual volumen del Solucién de ensayo (Luciferase assay
Solucion, Promega), en oscuridad parcial, y se cuantificé la actividad de luciferasa durante

30-60 segundos, en un luminémetro Glucomax Multi (Detection System) Promega.
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6. Knock Downs mediante ARNs pequenos
interferentes

Se transfectaron células T47D con lipofectamina 2000 (Invitrogen) en medio
Optimem (Invitrogen), segun las instrucciones del fabricante. Se plaquearon 6.10* células en

placas de 6 pocillos y se las dejo crecer en 2 ml de medio sin antibiético, por 14-16 horas.

Se prepararon dos tubos: en el tubo 1 se agregé6 el OPTIMEM junto con la
Lipofectamina 2000. En el tubo 2 se colocé medio OPTIMEM junto con los si ARNs (50 nM)
a transfectar. Luego de 5 minutos se mezclaron en igual proporcién los tubos (el tubo 1 en el
tubo 2), se esperaron 20 minutos y se agregd la mezcla, gota a gota, en cada pocillo de células
a transfectar. Las células se incubaron a una concentracién de si ARNs de 50 nM por 48 hs a
37°C en atmosfera humeda conteniendo CO: 4.5 %. Posteriormente, se aspird el medio de
transfeccidn, se lavaron las células con PBS y se les agregd medio sin SFB y se las dejé por 14-
16 horas en estas condiciones hasta que fueron tratadas con vehiculo o con R5020 10-# M por
el tiempo correspondiente para cada experimento. Luego de los tratamientos, las células
fueron lavadas con PBS y se colectaron las soluciones correspondientes, dependiendo del

ensayo a realizar.

7. Tratamientos con inhibidores
farmacologicos

7.1. TSA

La tricostatina A (TSA, Sigma) se disolvié en etanol absoluto para preparar una

soluciéon madre de 5 mg/ml. La solucién fue agregada directamente al medio de cultivo para
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alcanzar la concentracién final de 165 a 500 nM. A las placas de células control se les agregd

un volumen equivalente de etanol absoluto (vehiculo).

7.2. DRB

El analogo al ATP 5,6-dicloro-1-B-D-ribofuranosylbenzimidazol DRB (Calbiochem,
287891) se disolvio en DMSO para preparar una soluciéon madre 30 mM. La solucién fue
agregada directamente al medio de cultivo para alcanzar la concetracion final de 50-100 uM.

A las placas de células control se les agregé un volumen equivalente de DMSO (vehiculo).

7.3. Cicloheximida

La Cicloheximida se disolvié en agua para preparar una solucién madre de 10 mg/ml.
La solucién fue agregada directamente al medio de cultivo para alcanzar la concentraciéon
final de 10 ug/ml. A las placas de células control se les agregd un volumen equivalente de

etanol absoluto (vehiculo).

7.4. o-amanitina

La o-amanitina (Sigma, A2263) se disolvid en etanol absoluto para preparar una
soluciéon madre de 1 mg/ml. La solucién fue agregada directamente al medio de cultivo para
alcanzar la concetracién final (2,5 pg/ml). A las placas de células control se les agregé un

volumen equivalente de etanol absoluto (vehiculo).

7.5. PD98059

El PD98059 (Calbiochem, 513000) se disolvié en DMSO para preparar una solucion
madre de 20 mM. La solucidén fue agregada directamente al medio de cultivo para alcanzar la
concetracion final (5 uM). A las placas de células control se les agregé un volumen

equivalente de etanol absoluto (vehiculo).
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8. Extraccion del ARN total de los cultivos
celulares

8.1. Trizol

Para obtener el ARN de las células T47D se utilizé el reactivo TRIZOL (Invitrogen) de
acuerdo a las indicaciones del fabricante. Brevemente, las células fueron colectadas en 1 ml
de Trizol (por pocillo de placa de 6 pocillos). Luego de 5 minutos de incubacién a
temperatura ambiente, se agregaron 0.2 ml de cloroformo por ml de trizol utilizado y se
mezcldé vigorosamente por 15 segundos. Posteriormente se incubd a temperatura ambiente
por 2-3 minutos y se centrifugé durante 15 minutos a 12000 rpm a 4°C. La fase acuosa se
transfirié a un tubo nuevo para luego precipitar el ARN. Esto se logré agregando 0.5 ml de
isopropanol por ml de trizol inicial, las muestras se mezclaron y se incubaron 10 minutos a
temperatura ambiente. Luego, se centrifugd por 15 minutos a 12000 rpm y el pellet resultante
se lavé con 1 ml de EtOH 75 % y se centrifugd por 5 minutos a 7500 rpm a 4°C. E1 ARN se
resuspendié en 50 pl de agua libre de ARNsas. La concentraciéon de ARN obtenido se
determiné mediante la cuantificaciéon de una alicuota de la muestra, en un espectrofotémetro
Gene Quant pro. Se verificé también que la relacidn OD260/OD2s0 comprendiese el rango 1,7 —

2, lo que indica una buena pureza del ARN total obtenido.

En caso de ser necesario se controlé la integridad del ARN extraido mediante

electroforesis en gel de agarosa 1% p/v.

8.2. Kit RNeasy Plus

Para determinados experimentos fue necesario obtener un ARN total de mejor pureza
(libre de ADN gendmico). Para ello se utilizé el Kit RNaesy Plus (QUIAGEN) de acuerdo a las
indicaciones del fabricante. Las células provenientes de cada pocillo de placa de 6 pocillos, se
colectaron con 350 pl de Solucién de lisis RLT (B-Mercapto Etanol 1%) con ayuda de un
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rastrillo. Los lisados se transfirieron a un tubo limpio, se los homogeneiz6 con jeringa (con
aguja 19G) y se los agit6 por 1 minuto. Luego, se los transfirié a una columna de gDNA
Eliminator, que retiene el ADN de la muestra, mientras que permite la elucién del ARN. Se
centrifugd por 30 segundos a 10000 rpm a temperatura ambiente y se agregé igual volumen
de etanol 70%. Luego de mezclar la muetra, se transfiri6 a una columna RNeasy y se
centrifugd por 30 segundos a 10000 rpm a temperatura ambiente, reteniéndose el ARN en la
columna. Posteriormente se realizaron lavados con las soluciones de lavado indicadas por el
fabricante y se eluyé el ARN con 40 pl de agua libre de ARNsas. La concentracién de ARN
obtenido se determiné mediante la cuantificacion de una alicuota de la muestra, en un
espectrofotometro Gene Quant pro. Se verifico también que la relacién ODa26/OD2so

comprendiese el rango 1,7 — 2, lo que indica una buena pureza del ARN obtenido.

9. Reaccion de retro-transcripcion

Para obtener ADNc a partir del ARN obtenido se realizaron ensayos de retro-
transcripcién (RT). Para esto los ARNs fueron incubados por 5 minutos a 50-55°C y
posteriormente se tomaron entre 1 y 1,5 ug de ARN total. Se les agregaron 25 ng/ml de
oligonucledtidos al azar (Random primers) (Invitrogen), dNTPs 1mM (Invitrogen),
transcriptasa reversa MMLV (Promega) 200 U e inhibidor de ARNasas RNasin (Promega,
N2511) 40 U, siguiendo el protocolo indicado por el fabricante. Brevemente, se llevd la
muestra de ARN a un volumen final de 7 pl con agua destilada libre de ARNasas y los
oligonucledtidos al azar. Las muestras se desnaturalizaron por calentamiento a 70°C durante 5
minutos en termocicladora. Luego, para evitar la renaturalizacién, la muestra se colocd
inmediatamente en hielo y se esperd hasta que se enfrie. Finalmente se agregaron 10 pl de la

mezcla conteniendo el resto de los reactivos y se llevéd a cabo la reaccién utilizando el
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siguiente programa en termocicladora: 60 minutos a 37°C para que ocurra la retro-

transcripcién y 5 minutos a 95°C con el fin de inactivar la enzima.

10.Reaccidén en cadena de la polimerasa en
tiempo real

Las qPCRs en tiempo real se realizaron en los cicladores Eppendorf Mastercycler
Realplex y ADN Engine Opticon (M] Research). Las muestras de ADNc fueron diluidas (1/5 a
1/200), segun el producto a amplificar. Paralelamente a las muestras se prepararon curvas de
calibracion, obtenidas por ocho diluciones seriadas 1:2 a partir de una dilucién 1:4 de una
mezcla de todas las muestras a medir. De estas diluciones, se utilizaron 5 pl para la reaccién
de PCR, a los cuales se les agregrego6 la mezcla de reaccién conteniendo MgCl 3, 4 0 5 mM 2
(Invitrogen), dNTPs 0,25 mM (Invitrogen), Taq polimerasa (Invitrogen) 1,25 U y 1 uM de
cada oligonucledtido especifico para la secuencia a amplificar. A fin de visualizar los
productos formados, a cada reaccién se le agregaron 0,025 pl de SYBR Green (Roche) en

dilucién 1/30 en DMSO y agua para llevar a volumen.

En cada PCR se evalud la curva de melting para confirmar la especificidad de la
amplificacién y, ademas, los productos amplificados fueron analizados por electroforesis en

gel de agarosa.

Para todas las qPCRs se utilizaron programas que comenzaron con: 2 minutos de
desnaturalizacién a 95°C, seguidos por ciclos repetidos segin se indican en la tabla I y

finalizando con 5 minutos de extensidn final de 72°C.
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10.1. Primersy programas utilizados

Primers Ciclos Mg (mM)

95°C 15”

Fw: GGTATTGGTGAGTCGGATCG
66°C 20”

Rev: TTCCACAAAAGTATCCCAGC 4
72°C 25”
95°C 15”

Fw: CAGAGCTTTGAACAGGAT
58°C 20”

Rev: GGTCATTTCCGACTGAAG 3
72°C 25”
95°C 15”

Fw: CAGGGACAGCATATCAGAGC
58°C 20”

Rev: TTCCGACTGAAGAGTGAG 4
72°C 25”7
95°C 15”

Fw: GAGTCAACGGATTTGGTC

58-68°C 20”

Rev: TTGATTTTGGAGGGATCTCG 4

72°C 25”

Tabla I: Detalle de los oligonucleétidos utilizados en las distintas gPCR. Se indican secuencia, temperatura y

tiempo de cada ciclo y concentraciones de Mg utilizados.

11.Evaluacion de la transcripcion proximal y
distal

Se plaquearon 3.10* células en placas de 6 pocillos y se las dejé crecer en medio RPMI
completo por 48 horas. Luego, se lavaron las células con PBS y se les agregaron 2 ml de medio
RPMI sin SFB. Luego, se incubaron por 14-16 horas a 37°C en atmoésfera humeda
conteniendo CO2 4.5 % hasta que fueron tratadas con vehiculo o con R5020 10® M por

distintos tiempos (0, 15, 30 60 minutos).
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Finalizados los tratamientos, el ARN se extrajo con el Kit de extraccién de ARN Kit
RNaesy Plus (QUIAGEN), segin el protocolo detallado anteriormente (en la seccién
Extraccion de ARN total de cultivos celulares, sub-seccion Con Kit). A partir del ARN
proveniente de cada muestra se realizaron los ensayos de RT (detallados en la secciéon Ensayo
de retro-transcripcion). Se incluyd, para cada muestra, un control sin enzima MMLYV, para
controlar la posible amplificacién de contaminacién con ADN genémico.

Los ADNc resultantes fueron luego amplificados por PCR en tiempo real con los
primers correspondientes a regiones proximal y distal (Tabla II), tnicamente presentes en
mensajeros inmaduros. El valor del pre-ARNm para cada amplicén fue calculado sustrayendo
los valores de los controles sin RT y los resultados se expresaron como relaciones Amplicon
Proximal/Amplicén distal (P/D). A su vez, cada uno fue normalizado contra el gen gapdh

para analizar su tendencia individual.

11.1. Primersy programas utilizados

Ciclos

95°C 20”

Fw: GGAAAGCGTAGACAAGGAGATG
Proximal 63°C 20”
Rev: TCACCCAACACAACAGAAAGAG 4
72°C 10”

95°C 20”
Fw: CCACCCTTAGCCCTTTACC
Distal 63°C 20” 4
Rev: GCATTGTTCCCATAGAGTTCC

72°C 10”
95°C 20”
Fw: GCAACAGGGAGTAAGGAC
Proximal 63°C 20”
Rev: CATTTGAGGTTCTGAAGCG 4
72°C 10”
95°C 20”

Fw: CCAATCTCAGGCGACTTTAC
Distal 63°C 20” 4
Rev: AGGCTTATGTATCCAAGAATCC
72°C 10”
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95°C 20”
Fw: GAGTGGAGAGAAGCGAGTAGTC
Proximal 63°C 20”
Rev: CAGGTAAGCAGGTAGGTGTAGG 4
72°C 107

95°C 20”
Fw: AGTGGCTCTGTGCTTGTGG
Distal 63°C 207 4
Rev: CCTTCCTCCCTACCCTCTCC

72°C 107
95°C 20”
Fw: AGGGCTCTGGGATGGTCTC
Proximal 63°C 20”
Rev: TGAGGCGGCGACTACACC 4
72°C 107
95°C 20”

Fw: GCTCCTTCCTCCACTCCTACC
Distal 63°C 207 4
Rev: CTGAACCTCTGCTACACCAACC

72°C 107
95°C 20”
Fw: ACGGAATCTCACTCTGTCAC
Proximal 68°C 20”
Rev: CCGAGGTCAGGAGTTCAAG 4
72°C 107
95°C 20”

Fw: AGGCTGGAGTGTAGTGGTGTG
Distal 68°C 207 4
Rev: GAGGTGGGAGGACTGCTTGAG
72°C 107

Fw: GAGTCAACGGATTTGGTC 95°C 15”
Rev: TTGATTTTGGAGGGATCTCG | 62.6°C 20”
72°C 25~

Tabla II: Detalle de los oligonucleétidos utilizados en las distintas qPCR. Se indican secuencia, temperatura y

tiempo de cada ciclo y concentraciones de Mg utilizados.
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12.Evaluacion de la tasa de la elongacion
transcripcional

Para esta determinacién se utilizé la técnica de Singh y colaboradores [27]. Se
plaquearon 3.10* células en placas de 6 pocillos y se las dejé crecer en medio RPMI completo
por 48 horas. Luego, se lavaron las células con PBS, se les agregaron 2 ml de medio RPMI sin
SFB y se incubaron por 14-16 horas a 37°C en atmosfera humeda conteniendo CO2 4.5 %.
Posteriormente, se sacd el medio de las placas y se les se les agregaron 2 ml de medio RPMI
sin SFB con DRB 100 uM por tres horas. Cumplido este tiempo, se retird el medio, se lavaron
las células con PBS 1 X y se les volvié a adicionar medio RPMI sin SFB trantdndolas con con

vehiculo o con R5020 10#M por distintos tiempos.

Finalizados los tratamientos se se extrajo el ARN con el Kit de extraccién de ARN Kit
RNaesy Plus (QUIAGEN) segin el protocolo detallado anteriormente (en la seccién
Extraccion de ARN total de cultivos celulares, sub-seccion Con Kit). A partir del ARN
proveniente de cada muestra se realizaron los ensayos de RT (en la seccién Ensayo de retro-
transcripcion). Se incluyd, para cada muestra, un control sin enzima MMLYV para controlar la
posible amplificacién de contaminacién con ADN gendmico.

Los ADNc resultantes fueron luego cuantificados por PCR en tiempo real con los
primers utilizados para el ensayo de evaluacién de la transcripcion proximal y distal. El valor
del pre-ARNm para cada amplicén fue calculado sustrayendo los valores de los controles sin

RT y se normalizd contra la expresion basal, previa al tratamiento con DRB.
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13. Co-inmunoprecipitaciones

Se plaquearon 5.10° células en placas de 15 cm y se las dejé crecer en medio RPMI
completo por 48 horas. Luego, se lavaron las células con PBS, se les agregaron 15 ml de medio
RPMI sin SFB y se incubaron por 14-16 horas a 37°C en atmoésfera himeda conteniendo 4.5

% CO2. Posteriormente, se trataron con vehiculo o con R5020 108 M por 60 minutos.

Las células se colectaron mediante rastrillado en PBS frio y se centrifugaron por 5
minutos a 1500 rpm. El pellet de células se lisé con 200 pl de CytoBufer® (Novagen, cat. No.
71009) [141]; suplementado con inhibidores de proteasas (Protease inhibitor cocktail set I,
Calbiochem, San Diego, CA, USA). Luego de 5 minutos de incubacién a temperatura
ambiente las muestras se centrifugaron nuevamente por 5 minutos a 13000 rpm a 4°C y se

colectd el sobrenadante.

Posteriormente, se tomé 1 mg de proteinas totales y se llevé a un volumen de 200 pl
con la solucién de inmuno precipitacion. En un primer paso, se realizé un pre-clareado de la
muestra con el agregado de 15 pl de una solucién de Proteina A/G plus agarosa (Santa Cruz,
cat # sc-2003) en solucién HEM (relacién 2:1 respectivamente) y se mezclé por rotacién
durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, se centrifugd por 3 minutos a 13000 rpm y se colectd el
sobrenadante. A continuacion, se realizé la inmunoprecipitacién con 30 pl de la solucién de
Proteina A/G plus agarosa en la solucién crorrespondiente y el anticuerpo correspondiente.
Al sobrenadante se le agregd solucién de siembra para ser luego analizado mediente ensayos
de Western Blot. Por otro lado, el inmunoprecipitado (IP) fue lavado con TEGM (HEPES 10
mM pH 7.5; EDTA 1 mM; Molibdato de sodio 20 mM; Glicerol 5%; NaCl 50 mM), agitado y
centrifugado por 3 minutos a 13000 rpm. Este procedimiento se repitié 3 veces. Por tltimo, el
inmuno precipitado se resuspendié en solucién de siembra también sometido a los ensayos de

Western blot.
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14.Ensayos de Western Blot

14.1. Preparacién y cuantificacién de las muestras

Los extractos de proteinas totales fueron obtenidos de células T47D plaqueadas en
placas de 6 pocillos, utilizando 150 pl de la solucién de extraccién de proteinas RIPA (Tris
HCI 20 mM pH 7,4, EDTA 2 mM, NaCl 137 mM, Glicerol 10 %, SDS 0,1 % p/v, deoxicolato
de sodio 0,5 % p/v y tritén X100 1 %) suplementado con inhibidores de proteasas (Protease
inhibitor cocktail set I, Calbiochem, San Diego, CA, USA). Las muestras se congelaron a -
70°C y se descongelaron en hielo, 3 veces consecutivas y luego se centrifugaron 30 minutos a

4°C a 13000 rpm.

Las proteinas presentes en el sobrenadante se cuantificaron por el método de Bradford
[142], usando una curva de calibracién hecha con concentraciones de albumina sérica bovina
(BSA, Sigma) que comprenden el rango 0.2-5 pg/pl. El reactivo de Bradford estd compuesto
por 4 % p/v Coomasie blue G-250; 5 % Etanol y 8,5 % 4cido fosférico. A 30-50 pg de
proteinas totales o de las muestras inmunoprecipitadas se les agregd solucién de
desnaturalizacién (Tris-HCl 40 mM pH 6.8; Glicerol 6 %; azul de bromofenol 0.006 % p/v;
SDS 1 % p/v; B-Mercaptoetanol 1 %) y se las incubd 5 minutos a 100 °C, para completar el

proceso de desnaturalizaciéon proteica.

14.2. Electroforesis y transferencia a membrana de PVDF

Las proteinas se concentraron en un gel concentrador (Acrilamida-bisacrilamida 3.9%
(proporcion 29:1); Tris-HCL 0,25 M pH 6.8; SDS 0.1 % p/v; persulfato de amonio 0.2 %;
TEMED 0.075 %) y separaron en un gel separador (Acrilamida-bisacrilamida 6-12 % 29:1
(BioRad catalogo # 161-0156); Tris-HCI 375 mM pH 8.8; SDS 0.2 % p/v; persulfato de amonio
0.2 %; TEMED 0.075 %) por SDS-PAGE en un gel de 6-12 %, segtn el peso molecular de la
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proteina a estudiar, durante 1.5 a 3 horas a voltaje constante de 80-150 Volts en Solucién de
corrida (Tris-HCl 25 mM pH 8.3; glicina 192 mM; SDS 0.1% p/v). Luego, las muestras se
electrotransfirieron a una membrana de PVDF (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) durante 1.5-3
horas a 300 mA constantes en Solucién de transferencia (Tris-HCl 25 mM pH 8.3; glicina 192
mM; SDS 0.1 % p/v; Metanol 20 %). Se realizé una tincién de proteinas durante 5 minutos
con rojo Ponceau-S al 0,1 % en acido acético 5 % para verificar la eficiencia de la
transferencia y facilitar el corte de las membranas para someterlas al revelado con diversos

anticuerpos.

14.3. Incubacién con anticuerpos y revelado

Luego de la transferencia, las membranas se bloquearon durante 1 hora a temperatura
ambiente con PBS 0,1 % 7ween 20 (PBS-T) conteniendo 5 % de leche descremada (Molico o
Purisima). Se incubd durante toda la noche a 4°C con los anticuerpos primarios especificos,
preparados en PBS-T conteniendo 3 % de leche descremada. Posteriormente, se realizaron:
un lavado de 20 minutos y dos lavados de 5 minutos en PBS-T para luego incubar la
membrana con el anticuerpo secundario, preparado en PBS-T conteniendo 3 % de leche
descremada durante 1 hora a temperatura ambiente. A continuacidén se realizaron
nuevamente un lavado de 20 minutos y 2 lavados de 5 minutos con la misma solucién.
Finalmente, se reveld por quimioluminiscencia utilizando el reactivo ECL+Plus System (GE
Health Care, Little Chalfont, Buckinghamshire, UK) en el detector FujiFilm ImageReader LAS-
1000.

14.3.1. Anticuerpos utilizados:

PRIMARIOS

B Anti-PR: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-7208, H190)

B Anti-Bcl-x: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, SC S-18)
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B Anti-CPB: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-369, A-22)

B Anti-GCNB5: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-20698, H-75)
B Anti-bTub: Santa Cruz (Santa Cruz Biotechnology, sc-9104, H235)

B Anti-CDK9: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-484, C-20)

SECUNDARIOS

B Anti-ratén acoplado a peroxidasa (SIGMA, cat # A-4416, dilucién 1/3000)

B Anti-conejo acoplado a peroxidasa (Bio-rad, dilucién 1/5000)

15. Inmuno Precipitacion de la Cromatina
(ChIP)

Se plaquearon 5.10° células en placas de 150 mm y se las dejé crecer en medio RPMI
completo por 48 horas. Luego, se lavaron las células con PBS y se les agregéd medio RPMI sin
SFB. Luego, se incubaron por 14-16 horas a 37°C en atmésfera humeda conteniendo 4.5 %

CO:z hasta que fueron tratadas con vehiculo o con R5020 10* M por distintos tiempos.

15.1. Crosslinking

Se preparé el medio de crosslinking (RPMI sin SFB, 1 % Formaldehido), a partir de una
solucién de crosslinking (Hepes 50 mM pH 8, NaCl 0,1 M, EDTA 1 mM, EGTA 0,5 mM,
formaldehido 11 %).
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Las placas de células fueron retiradas de la estufa, se les quité el medio de cultivo, se
agreg6 el medio de crosslinking y se sellaron con parafilm. Se incubaron 10 minutos a 37°C y
se interrumpio el crosslinking por agregado de la Solucién Szop (Glicina 2 M). Las muestras se
incubaron 5 minutos temperatura ambiente, se aspird el medio de crosslinking, se lavé dos
veces con PBS frio y se colocaron rapidamente, las placas sobre hielo. A cada placa se le
agregregaron 2 ml PBS con inhibidores de proteasas (Coktel PIC, Roche). Se colectaron las
células y se las pasé a un falcon de 15 ml. Se incubaron por 5 minutos en hielo, se

centrifugaron 5 minutos a 5000 rpm a 4°C y se descarté el sobrenadante.

15.2. Extraccidon de la cromatina

Se agregaron, a cada pellet celular, 2,5 ml de solucién de Lisis I (Pipes 5mM pH 8, KCl
85mM, NP40 0.5%) con inhibidores de proteasas (Coktel PIC, Roche). Se incubaron por 10
minutos en hielo y se centrifugaron 5 min a 5000 rpm a 4°C. Se descarté el sobrenadante.
Posteriormente se agregaron 400 pl de solucién de Lisis II (SDS 1 % p/v, EDTA 10 mM, Tris-

HC1 50 mM pH 8,1) y se incubaron en hielo por 10 minutos, antes de sonicar.

15.3. Sonicacidon

Las muestras se sonicaron por 7 minutos (30 segundos encendido y 30 segundos de
apagado) a potencia mdaxima a 4°C, en el sonicador de bafio Bioruptor (Diagenode).
Posteriormente se dejaron un minimo de 5 horas en hielo, para favorecer la precipitacién del
SDS y se centrifugaron por 10 minutos a maxima velocidad en frio. Los sobrenadantes se

pasaron a tubos limpios.
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15.4. Evaluacién de la calidad de los fragmentos de

cromatina

Se tomaron 30 pl de cada sonicado, por duplicado (el resto guardé en hielo a 4°C) y se
los llevé a un volumen de 400 pl con Solucién de Lisis II. Se agregaron 4 pl de Proteinasa K
(20 pg/pl) y se los incub6 por 14-18 horas a 65°C en un bloque térmico. Posteriormente se
realizé una extraccién con igual volumen de Fenol-Cloroformo-Alcohol Isoamilico (25:24:1)
(Invitrogen) y se precipité con el 10% de volumen de AcONa 5,2 pH 3M y 1ml de ETOH
durante 30 minutos a -70°C. Luego de una centrifugacién de 15 minutos de centrifugaciéon a
12000 rpm a 4°C, se lavo el pellet con EtOH 70 %. El pellet se resuspendié en 30 pl de agua
libre de ADNsas y se cuentificd en el espectrofotémetro Gene Quant pro. Para analizar el
tamafio del ADN sonicado se llevo a cabo una electroforesis en gen de agarosa 1% tefiido con

Bromuro de Etidio.

15.5. Preclareado de la cromatina

Se tom¢ el volumen correspondiente a 30 pg de cromatina de cada muestra y se las
llevé a 1,2 ml con Solucién de Inmuno-Precipitacion (Solucion IP) (del Kit One day ChIP,
Diagenode) con inhibidores de proteasas (PIC, Roche), considerando que la cromatina
quedara diluida, como minimo, en 10 vol de Solucién IP.

Mientras tanto, se lavaron las bolitas de proteina A-agarosa con solucién IP (Proteina
A, Diagenode) y se bloquearon con BSA 0,05 % en rotacién a 4°C, durante 15 minutos.
Luego, las bolitas se distribuyeron en tubos limpios, a los cuales se les agregaron los 1,2 ml de
cromatina en solucién de IP. La cromatina se preclared a 4°C en rotacién durante 1 hora, se
descartaron las bolitas luego de una centrifugacién y los sobrenadantes se pasaron a tubos
nuevos. Se tomaron 50 pl para extraer los INPUTs y 1,1 ml para realizar la IP. A cada tubo de

IP se le agregaron 2.5-5 pg de anticuerpo especifico, simpre utilizando un tubo control de la
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IP con IgG control (agregando la misma cantidad de pg que de anticuerpo especifico). Los

tubos se incubaron en rotacion, a 4°C, por 14-16 horas.

15.6. Inmuno-Precipitacion (IP)

A las bolitas de proteina A-agarosa previamente bloqueadas se les agregd la cromatina

incubada con los anticuerpos. Se incubd en rotacién a 4°C por 3 hs. Luego de centrifugar, se

realizaron 4 lavados con solucién IP y uno con TE.

15.6.1. Anticuerpos utilizados:

Anti-PR: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-7208, H190)
Anti-CPB: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-369, A-22)
Anti-GCNB5: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-20698, H-75)
Anti-H2A: policlonal de conejo (este anticuerpo es proviene de una colaboracion

con el Dr Stefan Dimitrov, Grenoble, France)

B Anti-H3: policlonal de conejo (Abcam, ab1791)

B Anti-H4: policlonal de conejo (este anticuerpo es proviene de una colaboracion

con el Dr Stefan Dimitrov, Grenoble, France)

Anti-H4PanAc: (Upstate, 06-866)

Anti-Pol IItot: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-899, N-20)
Anti-CDK9: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-484, C-20)
Anti-Cyc T1: policlonal de conejo (Santa Cruz Biotechnology, sc-10750, H-245)
Anti-SWI/SNF: policlonal de conejo (Bethyl, A301-018A)

IgG: Diagenode, kch-504-250
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15.7. Elucion

A cada tubo se le agreg6 500 pl de solucién de elucién (SDS 1 % p/v, NaHCO30.1 M) y
se rotaron a temperatura ambiente durante 30 minutos. Luego se centrifugaron y se pasaron

los sobrenadantes a tubos limpios.

15.8. Descrosslinking

Se tomaron los INPUTs y se los llevé a 500 pl con solucién de elucidn. Se agregaron, a
todos los tubos (INPUTs y a los IPs), NaCl 20ul 5 M y se los incubé 14-18 horas 65°C. Luego,
se agregaron 10 pl de EDTA 500 mM, 20 pl de Tris 1 M pH=6,5 y 3 pl de Proteinasa K 20

mg/ml, se incubaron por 1 hora a 45°C.

15.9. Extraccién del ADN

Para extraer los ADNs se utilizé fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (25:24:1) y se
precipito por el agregado de 1 pl de glucégeno + 0.1 volumenes de acetato de amonio5M y 1
volumen de EtOH 100 %, durante 30 minutos a -70°C. Se centrifugd a velocidad maxima
durante 15 minutos y se lavaron los pellets con EtOH 70%. Luego, las IPs se resuspendieron

en 20 pl y los INPUTS en 50 pl de agua libre de ADNasas.

15.10. qPCR

Se utilizaron 2 pl de los INPUTs e IPs para realizar las qPCR. Se detallan en la Tabla

IIT los programas y oligonucledtidos utilizados.

89



15.10.1. Primersy programas de qPCR utilizados

Promotor 1B

Promotor 1A

Primers Ciclos Mg (mM)
95°C 10”
Fw: TGCTAGGGACAACAGGTGTATGCC
58°C 20” 4
Rev: CGGAAAGATGCTTGAGCCCAGGAG
72°C 10”
95°C 10”
Fw: GCTGGACGCAATGGCTCAC
58°C 20” 4
Rev: GGCACAACCTCGGCTTACTG
72°C 10”
95°C 10”
Fw: CTGGTGCTATTTGATGTGCTGCTC
58°C 20” 4
Rev: TGCTTGGGTGAGAAAGGATGTAGG
72°C 107
95°C 10”
Fw: CGCACCACCGCACTCCAG
58°C 20” 4
Rev: GGCTCGCACCTCCACACC
72°C 107
95°C 10”
Fw: ATCCACCACCCTCCAAAGAAAGAC
58°C 20” 4
Rev: GGCAGCAGACTCGCTTACAGG
72°C 107
95°C 15”
Fw: GGTCCTGATGCCAGTCACTCAAG
60°C 40” 4
Rev: GCTTGTTCGGGAGAGACGGC
72°C 207
95°C 10”
Fw: CGGTGGCTCGGCGGGTAC
58°C 20” 4
Rev: ACAAAGACTGGGTGAGGGTGAGG
72°C 107
95°C 15”
Fw: GGGGTAAACTGGGGTCGCATTG
58°C 40” 4
Rev: GGGGTAAACTGGGGTCGCATTG
72°C 207
Promotor 2 Fw: CCTGAAGCTCTTTCTCTCCCTTCAG 95°C 15” 4
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Pico C2

Pico C1

Pico B1

Rev: TCTCAGAGCAACCGGGAGCTGGTGGTTG  60°C 40”
72°C 207
95°C 157
Fw: GGGGTAAACTGGGGTCGCATTG

60°C 40”

Rev: CAAGGCTCTAGGTGGTCATTCAGG
72°C 207
95°C 15”

Fw: CATTGAGATTTAGTAACAGACTTCACATGC
60°C 40”
Rev: AGTGAAAGAAACTAAGCCTCAAGAAAGT

72°C 20”
95°C 15”

Fw: TAGGGAGAGAATGTGTGCTCAGAAATG
60°C 40”

Rev: TAAGAATCATCAGAGCCTGTTGGACA
72°C 207
95°C 157

Fw: AATTTAACATGCTGTGAAGTTGAATGC
60°C 40”

Rev: CAAGTAGGTGCTGTTCCCATTTTACCAA
72°C 207
95°C 15”

Fw: CCCACCCACCTACATCACTCTC
60°C 40”
Rev: CCAGCGGTTGAAGCGTTCC
72°C 207
95°C 15”
Fw: GCCTGAATTTATCCACCTGTACG
60°C 20”
Rev: CTGTGTCTCCCACTAGAATGTCAGC

72°C 25”

Tabla III: Detalle de los oligonucleétidos utilizados en las distintas QPCR. Se indican secuencia, temperatura y

tiempo de cada ciclo y concentraciones de Mg utilizados.
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16. Analisis estadistico de los datos

Los datos se expresaron como como la media + error estandar (ES).

Los analisis estadisticos de los datos se hicieron con el software STATISTICA 10.0
(StatSoft, Inc.). Primero se corroboré que los datos cumplieran con los supuestos de

normalidad y homocedacia usando las pruebas de Lilliefors y Bartlett respectivamente v,

posteriormente se realizaron estudios de
® ANOVA de uno o dos factores, seguidas de pruebas post hoc de Tukey.

@ Test r-student.

Las diferencias fueron consideradas estadisticamente significativas si p<0,05. En todos los

casos, los tratamientos con letras distintas (a,b,c y d) son significativamente distintos entre si.
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Resultados




1. Caracterizacion del efecto del R5020
sobre la expresion del gen bcl-x

1.1. Efecto del R5020 sobre la transcripcién de bc/-x en células T47D.

Estudios previos mostraron que el tratamiento con progestagenos modula la expresion
del gen bcl-x tanto en células mamarias humanas [140]. Por lo tanto, como primer medida,
se evalud el efecto del progestageno sintético R5020 sobre la expresion total de este gen en
células tumorales mamarias humanas T47D. Para ésto las células fueron tratadas por 6 horas
con R5020 10¥ M o vehiculo (EtOH), se extrajo el ARN total y se analizd la expresion del gen
bcl-x mediante RT-PCR en tiempo real, utilizando primers especificos. Los resultados
muestran que la expresidn total de bc/-x aumenta significativamente luego del tratamiento

hormonal (Figura 16A).

Dado que los progestigenos tienen un efecto anti-apoptético en la linea celular
utilizada, nos preguntamos si el tratamiento hormonal podria modular no sélo la
transcripcién total de este gen sino también la expresidn y abundancia relativa de sus
isoformas de splicing alternativo. Para esto se analizé la expresién de ambas isoformas
mediante RT-qPCR en las mismas condiciones experimentales. Los resultados muestran que
tanto bc/-xL como bc/-xC son inducidas luego de 6 horas de tratamiento con R5020 (Figura
16B), pero que su relaciéon de abundancias cambia significativamente en favor de la isoforma
antiapoptdtica (Figura 16C). El aumento de bc/-xL es también detectado a nivel proteico, lo
cual concuerda con el efecto anti-apoptético de los progestigenos en la linea celular T47D

(Figura 16D) y el rol de bc/-xen este efecto [140].
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Figura 16: El tratamiento con R5020 induce la expresién total de bc/-x y cambia la relacién de abundancias
entre sus isoformas de splicing. Se muestran los resultados del analisis de la expresién total (A.) y de las
isoformas de splicing alternativo (B.) del gen bc/-x, mediante RT-qPCR, normalizada contra la expresién del
gen gapdh en los tratamientos control y con R5020 por 6 horas. El grafico muestra la media + ES para los
niveles de bcl-x/gapdh (relativizados al control) de tres experimentos independientes. Las barras con diferentes
letras (a, b o c) son significativamente diferentes entre si (p<0.05). C. Se muestran los resultados del andlisis de
la expresién de las isoformas de splicing del gen bcl-x graficados como la relacién de abundancias entre ambas
isoformas (bcl-xL/ bcl-xC), analizadas por RT-qPCR luego de 6 horas de tratamiento con R5020 o con vehiculo.
El grifico muestra la media + ES para los niveles de bc/-x L/bcl-xC (relativizados al control) de tres
experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a o b) son significativamente diferentes entre si
(p<0.05). D. Resultado de un Western Blot en el que se reveld la proteina Bcl-xL y f-Tubulina, como control de
carga, a partir de células T47D tratadas con R5020 o vehiculo por 18 horas.

1.2. El efecto del R5020 sobre la transcripcién de bc/-x es a nivel

transcripcional.

Con el fin de descartar posibles efectos del tratamiento hormonal a nivel de la
estabilidad del ARNm, el paso siguiente fue analizar si el efecto inductor de bc/-x luego del
tratamiento con R5020 se produce a nivel transcripcional. Para ésto las células se pre-trataron
con el inhibidor de la transcripcién a-amanitina y luego con R5020 por 6 horas, en presencia
del inhibidor. Previamente se eligi6 la concentracién de o-amanitina a utilizar como la

menor concentraciéon que tuviera un mayor efecto sobre la transcripcién basal de bc/-x
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(Figura 17A), resultando ser de 2,5 pg/ml. Los resultados de la Figura 17B muestran que el
pre-tratamiento con este inhibidor bloquea completamente la induccién de bc/-x causada por
el R5020, lo cual descarta un efecto hormonal sobre la estabilidad del ARN mensajero de este

gen.

1.3. Lainduccidn transcripcional es independiente de la sintesis

proteica.

Muchos de los efectos de las hormonas esteroides sobre la transcripcién génica son
indirectos, o sea que requieren de la regulacién de la expresion de ciertos genes que, luego,
afectan la expresién de otros. Como la hipétesis de este trabajo se basa en la capacidad del PR
de modular directamente la elongacién de la Pol 11, la siguiente pregunta que nos hicimos fue
si la induccidén transcripcional de bc/-x se debe a un efecto directo del PR o si este efecto es
dependiente de la traduccién proteica. Para responder a esta pregunta, las células se pre-
trataron con el inhibidor de la traduccién Cicloheximida y luego con R5020 durante 6 horas.
En la Figura 17C podemos ver que el aumento en los niveles de expresién de bc/-x por el
tratamiento hormonal es independiente de la sintesis proteica, por lo que proponemos que el

PR estaria actuando directamente sobre la transcripcion de este gen.
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Figura 17: E1 R5020 produce cambios en la expresién de bc/-x en forma transcripcional e independiente de la
sintesis proteica. A. Se evaluaron distintas concentraciones de ot-amanitina (0t-am) sobre la expresién total
del gen bcl-x. por RT-qPCR. B. Resultados correspondientes a la expresién de bc/-xtot en células control y
pre-tratadas con a-amanitina (2,5 pg/ml) C. Resultados correspondientes a la expresién de bc/-xtot en células
control y pre-tratadas con Cicloheximida (10 pg/ml). En B. y C. los datos se relativizaron al control. En todos
los casos se se muestra la media + ES de tres experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a,

b o ¢) son significativamente diferentes entre si (p<0.05).

2. Caracterizacion de los sitios de unién
del PR en bc/-x

2.1. Sitios de union del PR en bAc/-x en células T47D

A partir de los datos obtenidos del ChIP-Seq contra el Receptor de Progesterona en
células T47D tratadas con R5020 por 60 minutos, el cual se realizé en el laboratorio del Dr.
Beato (CGR, Barcelona, Espana), se localizaron 12 sitios de unién del PR al gen bc/-x que son
dependientes del tratamiento hormonal. Llamativamente, todos estos sitios estan localizados
en las regiones internas de este gen, 11 de ellos en la regién intrénica y uno posicionado

sobre el final del ultimo exén (ex6n 2). Estos sitios de unién intragénicos serian los
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mediadores de la induccién transcripcional de bc/-x en esta linea celular, luego del
tratamiento hormonal, ya que el PR no se encontré unido en las regiones promotora ni
enhancer de este gen (ubicadas hasta los 10 Kb rio arriba de la regién promotora) (Ballaré, C.

et al., manuscrito en revision).

De todos los sitios encontrados, cinco de ellos presentan un reclutamiento mucho
mayor del PR. Los mismos se denominaron segtn su posicién en el gen (en Kilo-bases -Kb-)
respecto al promotor 1A (P1A), que es el mas utilizado en esta linea celular, como los sitios
+2.2, +3.5, +42, +42.1 y +58; los cuatro primeros se encuentran ubicados en el intrén y el sitio
+58, que es el que presenta mayor unién del PR luego de 60 minutos de tratamiento

hormonal, es el que se encuentra ubicado sobre el final del dltimo ex6n (Figura 18A).

Con el objetivo de confirmar estos resultados, realizamos ChIPs en células T47D
tratadas con R5020 por 0 y 60 minutos con el mismo anticuerpo que reconoce
especificamente al PR utilizado para el ChIP-Seq. E1 ADN precipitado se purificé y se analiz6
mediante PCR cuantitativa en diversas regiones de bc/-x que incluyen cuatro de los cinco
sitios de mayor unién del PR (+2.2, +3.5, +42 y +58), los distintos promotores y 3500 pb
correspondientes a la regidn enhancer, analizada cada 500 pb (Figura 18B). El sitio +42 se
tomd como representativo también del sitio +42.1 ya que se encuentran ubicados a menos de
200 pb el uno del otro y por lo tanto, no pueden ser resueltos con la sensibilidad de los
ensayos de inmunoprecipitacién de la cromatina. Mediante este experimento confirmamos
que el PR no presenta unién basal en este gen y que, luego de 60 minutos de tratamiento
hormonal, es reclutado diferencialmente a cada uno de los sitios analizados (Figura 18C),
presentando mayores niveles de unién cuanto mas cerca del 3 "del gen se encuentre el sitio. A
su vez, corroboramos que el PR no presenta unién a ninguno de los promotores que regulan

este gen ni tampoco a la regién enhancer analizada.
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Figura 18: Sitios de uni6én del PR en bcl-x.: A. Se muestran los resultados del ChIP-Seq correspondientes a los
sitios de unién del PR en el gen bc/-x en células T47D tratadas por 0 y 60 minutos con R5020. B. Esquema
representativo del gen bc/-x humano en el que se detallan las regiones amplificadas por qPCR en la region
enhancer hasta 3500 pb de la regién promotora (R1-R5), en la regién promotora (P1B, AB, P1A y P2) y en los
sitios principales de unién del receptor (+2.2, +3.5, +42, +42.1 y +58). C. Grafico correspondiente a los
resultados del ChIP contra el Receptor de Progesterona realizado sobre las regiones marcadas en el punto B. El

grafico representa la media + ES de tres experimentos independientes.
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2.2. Lossitios intragénicos de unién del PR en bc/-x responden al

tratamiento hormonal fuera de su contexto enddgeno.

Como parte de la caracterizacién de los sitios de unién intragénicos del PR en bc/-x,
decidimos analizar la capacidad de estos sitios de responder al tratamiento hormonal fuera de
su contexto endogeno. Para ésto, cada uno de ellos se clon6 en un vector reportero (pGL3
Promoter), rio arriba del gen de la Luciferasa (LUC) (Figura 19A). Luego, se realizaron co-
transfecciones transientes de estos vectores y un vector de expresién de la enzima -
Galactosidasa que se utilizé6 como control de transfeccidén. Las células transfectadas se
trataron con vehiculo o con R5020 por 36 horas, posteriormente se realizd una extraccién
proteica con la solucién de lisis adecuada y se analizé el grado de activacién de la Luciferasa.
La actividad de ambas enzimas se midié mediante los ensayos de actividad correspondientes y
los niveles de actividad de LUC se normalizaron contra los de la enzima pB-Galactosidasa. Los
resultados muestran que todos los sitios de union del PR analizados son capaces de responder
al tratamiento hormonal fuera de su contexto enddgeno (Figura 19B), sugiriendo que dichas

secuencias podrian ser bona fide HREs.

Asimismo, de este experimetno también puede observarse que el grado de respuesta al
tratamiento con progestdgenos detectado, es similar entre los cuatro HREs analizados. Por lo
tanto, la afinidad PR-ADN no seria, al menos completamente, la causa de las diferencias
observadas por ChIP en los niveles de reclutamiento del PR a los distintos sitios. Estas
diferencias podrian deberse a otros factores, por ejemplo, a diferencias en el contexto

cromatinico basal presentes en cada uno de ellos.
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Figura 19: Capacidad de respuesta al tratamiento con progestdgenos de los sitios de mayor unién del PR en
bcl-x fuera de su contexto endégeno. A. Esquema representativo de las secuencias clonadas en vectores pGL3
correspondientes a los sitios de unién del PR a bc/-x (representadas con un rectdangulo verde), rio arriba del
promotor del Sv40 y del gen LUC. Las letras en mayuscula muestran las bases conservadas respecto al HRE
consenso (TGTTCTnnnAGAACA). B. Se muestran los resultados del anilisis de la actividad de LUC,
relativizada a la de B-gal (actividad de LUC/actividad de B-gal: Actividad LUC) en células tratadas con R5020 o
vehiculo por 36 horas. El grafico muestra la media + ES de tres experimentos independientes. Las barras con

diferentes letras (a, b o ¢) son significativamente diferentes entre si (p<0.05).

2.3. Activacidén y cinéticas de reclutamiento del PR

Para que el PR tenga la capacidad de activar la transcripcién mediante su mecanismo
clasico de accién en las regiones promotoras de sus genes blanco, debe ser previamente
activado por la fosforilacidn en su Ser 294 por las quinasas ERK1/2 [120]. Esta fosforilacion es
indispensable para que el PR sea capaz de reclutar los co-factores necesarios que produce la
apertura del contexto cromatinico en estas regiones. Teniendo en cuenta estos datos, nos
preguntamos si la activacién del PR por las quinasas ERK1/2 también seria relevante en la
induccién transcripcional de bc/-x como consecuencia de la unién del PR a sus sitios de

unidén intragénicos.

Para contestar esta pregunta, en primer lugar, analizamos el efecto del pre-

tratamiento de las células con el inhibidor de la via de sefializacién de ERK1/2 PD98059
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sobre la espresiéon de bc/-x mediada por el progestidgeno. Los resultados indican que la
presencia del inhibidor de esta via de sefializacién afecta significativamente la induccién de
este gen como consecuencia del tratamiento hormonal, sugiriendo que la accién de estas

quinasas estaria involucrada en su efecto sobre la transcripcién de bc/-x (Figura 20A).

Dado que el tratamiento con PD98059 podria tener efectos indirectos sobre la
induccién de bcl-x, no asociados a la actividad del PR, decidimos analizar si los receptores
reclutados a los sitios intragénicos de unién del PR en bc/-x estarian activados por la
fosforilacion en su Ser 294. Para ésto, realizamos ChIPs utilizando un anticuerpo especifico
que reconoce al PR fosforilado en la Serina 294 y analizamos por qPCR el sitio +3.5, como
representativo de los dos sitios mds cercanos a las regiéon promotora, el sitio +42 y el +58. A
partir de este experimento, encontramos que el PR que se recluta a los sitios internos de
uniéon en bc/-x estaria activado, al menos en parte, por esta fosforilacion (Figura 20B).
Ademads, el PR fosforilado presenta un patrén similar de unién al PR total, con un mayor
reclutamiento cuanto mas hacia el 3 "del gen se encuentra el sitio. Por lo tanto, el PR unido a
estos sitios serfa capaz de reclutar maquinaria modificadora de la cromatina, al igual que lo

hace en las regiones promotoras.

Dado que los niveles de reclutamiento del PR total y activado a los 60 minutos de
tratamiento con R5020 son diferentes entre sus sitios de unién, nos preguntamos si estos
también podrian presentar diferentes cinéticas de reclutamiento del PR. Para ésto analizamos
por ChIP el reclutamiento de este receptor a los sitios +3.5, +42 y +58 a partir de células
tratadas con R5020 por 0, 1, 5, 30 y 60 minutos. Como control negativo, analizamos la regién
promotora 1A, que no presenta unién de este receptor (Figura 20C). Los resultados de este
experimento muestran que, a pesar de que el PR se encuentra unido desde el primer minuto
luego de la adicién de la hormona en los tres sitios analizados, cada uno de los ellos presenta

una cinética de reclutamiento diferencial. El sitio +3.5 presenta un maximo transiente de
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union del PR a los 5 minutos de tratamiento al igual que el del sitio +42, con la diferencia de
que este ultimo mantiene sus niveles de PR unido hasta los 30 minutos de tratamiento
hormonal, con una leve disminucién en sus niveles de unién a los 60 minutos. El sitio +58, en
cambio, presenta un aumento constante de la unién del PR, al menos, hasta a los 60 minutos

de tratamiento hormonal.
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Figura 20: Activaci6n y cinéticas de reclutamiento del PR en bc/-x: A. Se muestran los resultados del andlisis de
la expresién de bc/-xtor normalizada contra la expresion del gen gapdh en los tratamientos control y R5020 por
6 horas, en presencia o ausencia del inhibidor de la actividad de ERK (PD 98059 o Veh). El grafico muestra la
media + ES de tres experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b o ¢) son
significativamente diferentes entre si (p<0.05). B. Niveles de unién del PR fosforilado en su Serina 294 a los
sitios +3.5, +42 y +58 de bcl-x, determinados por ChIP en células T47D tratadas con R5020 por 60 minutos. Se
muestra un experimento representativo. C. Cinéticas de reclutamiento del PR total en el promotor 1A y a los
sitios +3.5, +42 y +58 de bcl-x obtenidas por ChIP realizados a partir de células tratadas por 0, 1, 5, 30 o 60

minutos con R5020. El grafico muestra la media + ES de tres experimentos independientes.
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Hasta el momento, sabemos que, en células T47D, el gen bc/-x se encuentra
basalmente activo [11] y que es inducido a nivel transcripcional e independientemente de la
sintesis proteica por el tratamiento con R5020. Esta induccién de la expresion génica de bcl-x
estaria mediada por la unién del PR a los sitios intragénicos presentes en este gen, ya que no
se detect6 union del PR a las regiones promotora ni a enhancers (localizadas hasta 10 Kb) del
mismo. Ademads, encontramos que el efecto de tratamiento hormonal sobre la expresion de
bcl-x es dependiente de la actividad de la quinasa ERK y que el PR que es reclutado a estos
sitios se encuentra, al menos parcialmente, fosforilado en su Ser 294, por lo cual podria tener

efectos sobre el contexto cromatinico similares a los descriptos en las regiones promotoras.

3. Participacion de las HATs en la
induccion de bcl-x por el tratamiento
hormonal

Durante la induccién transcripcional mediada por los SRs, estos receptores producen
el reclutamiento de diversas HATs a las regiones promotoras de sus genes blanco. Alli estas
enzimas acetilan las histonas, favoreciendo la relajacién de la cromatina de dos formas:
directamente mediante la modificiacién del contacto entre el ADN y las histonas e,
indirectamente, creando una plataforma de anclaje para los complejos remodeladores de la
cromatina dependientes de ATP. Como consecuencia, se produce el desplazamiento o la

disociacion parcial o total de los nucleosomas en estas regiones.
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3.1. Acetilacién de histonas

Con el fin de analizar si la acetilaciéon de las histonas podria estar involucrada en el
efecto inductor del PR sobre la expresiéon de bc/-x decidimos determinar el grado de
acetilacidn de la histona H4 en los sitios de unién del PR. Para ésto, realizamos ChIPs con un
anticuerpo especifico que reconoce la multiple acetilacién de esta histona y amplificamos por
qPCR las regiones correspondientes al promotor 1A y a los sitios +3.5, +42 y +58 (Figura 21).
Los resultados indican que luego de 60 minutos de tratamiento con R5020, los niveles de
acetilacién de esta histona se ven incrementados en los sitios internos de unién del PR en

bcl-x, pero no en la regién promotora analizada.
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Figura 21: Grado de acetilacién de H4: Resultado correspondiente a un ChIP realizado contra la pan-
acetilacion de la histona H4 en células tratadas por 60 minutos con R5020, normalizadas contra el control sin

tratamiento. Se muestra un experimento representativo.
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3.2. Participacion de HATSs

La acetilacion de las histonas que se produce como consecuencia de la unién de los
SRs a las regiones promotoras de sus genes blanco es catalizada por HATs como son, por
ejemplo, CBP, GCN5 y PCAF. Por lo tanto, decidimos analizar si algunas de esas HATSs
estarian involucradas en el efecto del PR sobre la transcripciéon en bc/-x. Para abordar esta
hipétesis, en primer lugar, realizamos knock downs mediante la utilizacién de siARNs
especificos de las HATs CBP y GCN5 y evaluamos su efecto sobre la induccién de la
expresion de bc/-x por RT-qPCR, luego de 6 horas de tratamiento con R5020 (Figura 22A).
Los resultados nos indican que tanto el knock down de CBP como el de GCN5 disminuyen
significativamente el efecto del R5020 sobre la expresién de bc/-x. En este mismo sentido, se
encontré que la sobre-expresién de las HDACs: HDAC1 y HDAC2 también perjudica, en
forma significativa, la induccién de la exprsidn de este gen, luego del tratamiento hormonal
(Figura 22B).

Estos resultados en su conjunto, sugieren que la regulacion de la acetilacion por HATs
y HDAC:s participaria en el efecto inductor del PR sobre bc/-x siendo CBP y GCN5 necesarias
para este efecto. Sin embargo, no podemos descartar que otras HATs esten involucradas en la

activacion de bc/-xen esta linea celular.
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Figura 22: Efecto de HATs y HDACs sobre la induccién transcripcional de bc/-x por el R5020. A. Efecto de los
siARNs especificos de GCN5 y CBP sobre la induccién de la expresion del gen bc/-x luego de 6 horas de

tratamiento hormonal medido por RT-qPCR. Se utilizé como control un siARN inespecifico (siCont). El

grafico muestra la media + ES de tres experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c o

d) son significativamente diferentes entre si (p<0.05). B. Resultado de los Western Blots que muestran la

disminucién de GCN5 y CBP causada por el tratamiento con los siARNs especificos respecto al control. C.

Efecto de la sobreexpresién de HDAC1 y HDAC2 sobre la induccién de la expresion del gen bcl-x luego de 6

horas de tratamiento hormonal medido por RT-qPCR. Se utilizé como control el plismido vacio (Cont). El

grafico muestra la media + ES de tres experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c o

d) son significativamente diferentes entre si (p<0.05). D. Resultado de los Western Blots que muestran el

aumento de HDAC1 y HDAC2 respecto al caso control.
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3.3. Reclutamiento de HATSs

El efecto inhibitorio del knock down de CBP y GCN5 sobre la induccién del gen bcl-
x, que ocurre luego del tratamiento con R5020, podria deberse a un efecto indirecto de la
disminucién de la abundancia de estas proteinas en las células. Por lo tanto, teniendo en
cuenta esta posibilidad y la hipédtesis principal del trabajo, en la que proponemos que el PR
podria reclutar maquinaria modificadora de la cromatina a sus sitios internos de union,
continuamos analizando si las HATs CBP y GCN5 podrian ser reclutadas a bc/-x, luego de la
adicién del R5020. Con este objetivo, realizamos ChIPs con anticuerpos especificos contra
estas HATs seguidos de PCRs cuantitativas en distintas regiones del gen (ver esquema en la
Figura 23A). Los resultados muestran que luego de 60 minutos de tratamiento hormonal,
tanto CBP como GCNS5 son reclutadas al gen bc/-x inicamente a los HREs intragénicos de
unioén del PR (Figura 23B). Ademas, se encontré que GCN5 se encuentra unida basalmente a
lo largo de este gen, no siendo el caso de CBP. Es importante notar que ambas HATSs se
reclutan a los sitios internos analizados con un patrén de unién similar al encontrado

previamente para el PR (Figura 18C).
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Figura 23: CBP y GCNS son reclutadas al gen bc/-x a los sitios de unién del PR. A. Esquema del gen bc/-x
donde se marcan las regiones amplificadas por gPCR. B. Resultado de los ChIPs realizados con anticuerpos
especificos contra las HATs CBP (Panel superior) y GCN5 (Panel inferior). Los graficos muestran la media +

ES de tres experimentos independientes.
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Dado que la Pol II interacciona fisicamente con las HATs [35] nos preguntamos si el
reclutamiento de CBP y GCN5 a los HREs de bc/-x estaria asociado al reclutamiento del PR o
bien si podria ser consecuencia de una mayor abundancia de la Pol II en esas regiones
asociada al aumento transcripcional de este gen, post-tratamiento hormonal. Para contestar
esta pregunta se planed la realizacién de los ChIPs de CBP y GCN5 en células pre-tratadas
con un inhibidor de la elongacién. El inhibidor utilizado fue el 5,6-dichloro-1-beta-D-
ribofuranosylbenzimidazole (DRB) que actda sobre la quinasa CDK?9 del factor positivo de la
elongacion P-TEFb, desfavoreciendo la fosforilacion de la Ser 2 del dominio CTD de la Pol 11
e inhibiendo, asi, la elongacién transcripcional [145]. Sin embargo, dado que el
requerimiento de P-TEFb para la elongacion de la Pol II es especifico de cada gen [144], en
primer lugar, se evalud si la induccién de la expresion de bc/-x por el tratamiento con R5020
es dependiente de este factor. Para ello se pre-trataron células T47D con el DRB a
concentraciones crecientes (25, 50 y 100 uM), luego se trataron con R5020 o vehiculo por 6
horas, en presencia del inhibidor, y se realizaron RT-qPCR con primers especificos para
analizar la expresion total de este gen. Los resultados obtenidos indican que el tratamiento
con el DRB inhibe significativamente el efecto del R5020 sobre la expresién de bc/-x en
forma dosis-dependiente (Figura 24A). Para continuar los experimentos se decidié utilizar el
DRB a una concentracién de 50 pM, correspondiente a la minima concentracién a la cual se

observé el efecto inhibitorio de la induccién de este gen.

Como control del tratamiento con DRB, analizamos por Western Blot los niveles
totales del PR en las células pre-tratadas con este inhibidor y comprobamos que no se ven
afectados por la presencia del inhibidor (Figura 24B). Ademads, realizamos el analisis de las
cinéticas de reclutamiento del PR a los HREs bajo estas mismas condiciones. Como puede
observarse en la Figura 24C, el PR es reclutado en presencia del inhibidor de la elongacion

con las misma cinética de reclutamiento a cada uno de sus sitios de uniéon que en el caso
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control, con un maximo de reclutamiento a los 5 minutos para los sitios +3.5 y +42 y a los 60

minutos en el sitio +58 (Comparar la Figura 24B con la Figura 19C).

Finalmente, del analisis del ChIP de CBP y GCN5 en presencia de DRB, se encontré
que ambas HATs se unen con el mismo patrén de unién a los sitios +3.5, +42 y +58,
independientemente del proceso del elongacién, luego de 60 minutos de tratamiento
hormonal (Comparar Figura 24C y D con la Figura 23B). Estos resultados sugieren que tanto
CBP como GCNS5 estarian siendo reclutadas al gen por el propio Receptor de Progesterona y
no como consecuencia de un aumento en la abundancia de la maquinaria de elongacién en

estas regiones.
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Figura 24: CBP y GCNS5 son reclutadas a los sitios internos de unién del PR en bc/-x independientemente de la
elongacién transcripcional. A. Resultados obtenidos de la medicién de los niveles totales de expresién del gen
bcl-x en células pretratadas por 90 minutos con el inhibidor de la elongacién DRB (25, 50 y 100 uM) y luego
con vehiculo o R5020, en presencia del inhibidor. Los graficos muestran la media + ES de tres experimentos
independientes. Las barras con diferentes letras (a, b o c) son significativamente diferentes entre si (p<0.05) B.
Western Blot revelado contra el PR total en células tratadas con DRB (50 uM). C. Anadlisis de las cinéticas de
reclutamiento del PR en los HREs +3.5, +42 y +58 en presencia de DRB (50 pM). Los graficos muestran la
media + ES de tres experimentos independientes. D. E. Resultados de los ChIPs contra CBP y GCN5 en células
T47D pre-tratadas con DRB (50 uM) y con R5020 por 60 minutos, en presencia del inhibidor. En D. se muestra

la media + ES de tres experimentos independientes y en E. se muestra un experimento representativo.
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3.4. Interaccion PR-HATSs

Para sumar evidencias acerca del reclutamiento de CBP y GCN5 por el PR a los sitios
de unién del PR en bc/-x, decidimos analizar la existencia de interaccién fisica entre este
estas HATs y el PR. Para ésto, realizamos ensayos de co-inmunoprecipitacién contra CBP y
GCNS5 en células tratadas con R5020 o con vehiculo por 60 minutos, seguidas de Western
Blots revelados con un anticuerpo especifico del PR total. En al Figura 25A se observa que
mientras CBP co-precipita con el PR, mayoritariamente, en células tratadas con R5020
mientras que GCN5 lo hace de manera independiente de la presencia del progestigeno
(Figura 25B). Estos resultados sugieren que el PR es capaz de formar un complejo con estas

dos acetil transferasas.
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Figura 25: Andlisis de co-inmunoprecupitacién de CBP y GCN5 con el PR. Se muestra el resultado de un
ensayo de inmunoprecipitaciéon de CBP (A) y otro de GCN5 (B) en células T47D tratadas con vehiculo o con
R5020 y posterior Western Blots revelado contra el PR. Como control de carga se analiz6 la abundancia de CBP
y GCN5, respectivamente. Se muestra el control de la IP realizada con un anticuerpo inespecifico (IgG) y un
extraxto proteico total (Ext tot) de estas células. Los INPUTs correspondientes a cada uno de los tratamientos

presentaban niveles comparables de las proteinas analizadas.
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3.5. Densidad de nucleosomas

La maquinaria modificadora de la cromatina reclutada por los SRs a las regiones
promotoras de sus genes blanco favorece el desplazamiento de los nucleosomas en estas
regiones. Teniendo en cuenta que los nucleosomas se presentan como una barrera para la
elongacion transcripcional desfavoreciendo el pasaje de la Pol II a lo largo de los genes y que
ciertas HATs fueron encontradas favoreciendo la elongacién transcripcional, nos
preguntamos si la unién del PR al ADN podria favorecer la apertura o relajaciéon de la
estructura de la cromatina concomitantemente con el reclutamiento de CBP y GCN5. Para
ello, se realizaron ChIPs contra las histonas H2A, H3 y H4 a partir de células tratadas durante
0 y 60 miunutos con R5020. En la Figura 26 podemos observar que luego de la adicién de la
hormona se produce una disminucién parcial (30-40%) en la presencia de los tres tipos de
histonas analizadas en los sitios +3.5, +42 y +58, mientras que no se detectan cambios en la

region P1A de este gen.

Estos resultados sugieren que el tratamiento con el progestigeno provocaria un
desplazamiento parcial de los nucleosomas enteros en las regiones internas de bc/-x, teniendo

en cuenta que el desplazamiento de las histonas H3 y H4 es similar al observado para la

histona H2A.
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Figura 26: Abundancia de las histonas en los sitios de unién del PR luego del tratamiento con R5020. Analisis
de la abundancia de las histonas H2A, H3 y H4 en los sitios de unién del PR +3.5, +42, +58 y en el promotor
1A medidos por ChIP-qPCR a partir de células tratadas con R5020. Los graficos muestran la media + ES de
tres experimentos independientes. Las barras con diferentes letras (a, b o c) son significativamente diferentes
entre si (p<0.05).
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4. Reclutamiento de factores de elongacion

4.1. Reclutamiento de P-TEFb

Como se mencioné en la introduccién, en una publicacién reciente, Keninis y
colaboradores demostraron que el receptor de estrégenos es reclutado a los promotores de sus
genes blanco en donde, no sélo favorece el ensamblado del PIC, como explica el modelo
clasico de accién de los SRs, sino que tabién es capaz de favorecer la elongacién temprana
mediante el reclutamiento del factor de elongacién P-TEFb y el consecuente desplazamiento
de los complejos negativos de la elongacién NELF y DSIF [136, 146]. Sin embargo, nada se
sabe sobre el reclutamiento de factores de elongacién mediados por PR vy, por lo tanto, nos
preguntamos si el PR podria ser capaz de reclutar a P-TEFD a sus sitios de unién intragénicos
en bcl-x. El primer andlisis que realizamos fue un ChIP contra la subunidad quinasa CDK9 de
este factor y cuantificamos su abundancia en los sitios +3.5, +42 y +58, antes y después de la
adiciéon de la hormona. En la Figura 27A puede observarse que, luego de 60 minutos de
tratamiento con R5020, el reclutamietno de CDK9 aumenta en los tres sitios de union del PR.
En este caso, al igual que se observa en los ChIPs de CBP y GCN5, CDK9 se une a estos sitios
con un patrén similar de abundancias relativas que en el caso del PR, con mayores niveles de

reclutamiento cuanto mas cercano se encuentre el sitio a la regién 3 "del gen.

Se sabe que el factor P-TEFDb viaja lo largo de los genes generalmente unido a la Pol II
[147]. Por lo tanto, decidimos evaluar si el reclutamiento de este factor seria consecuencia de
la unién del PR a estos sitios o si su reclutamiento es causado, indirectamente, por un
aumento en la abundancia de la Pol II en estas regiones, luego de la adicién de la hormona.
Para ello, realizamos ChIPs contra CDK9 en células pre-incubadas con el inhibidor de la
elongacion DRB (50 uM) y determinamos el grado de reclutamiento de este factor en las

regiones correspondientes a los sitios +3.5, +42 y +58. Los resultados muestran que CDK9 se
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une a estos tres HREs en forma independiente de la elongacién de la Pol II (Figura 27B). Por
lo tanto, esta quinasa, componente del factor P-TEFb podria estar siendo reclutada a bc/-x

por el PR y no por la Pol I elongadora.
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Figura 27: CDK9 es reclutada a los sitios de unién del PR en bc/-x independientemente de la Pol II elongadora.
A. Reclutamiento de CDK9 a los sitios +3.5, +42 y +58 de bc/-x analizado por ChIP de células T47D tratadas a 0
y 60 minutos con R5020. El grafico muestra la media + ES de tres experimentos independientes. B.
Reclutamiento de CDK9 a los sitios +3.5, +42 y +58 de bc/-x analizado por ChIP de células T47D pre-tratadas
con el inhibidor de la elongacién DRB (50 puM) y posteriomente tratadas a 0 y 60 minutos con R5020, en

presencia del inhibidor. Se muestra un experimento representativo.
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4.2. Interaccién P-TEFb-PR

Finalmente, para sumar evidencias de que el reclutamiento de P-TEFb seria mediado
por el PR, analizamos la posible interaccidn fisica entre estos dos factores en la linea celular
utilizada. Para esto realizamos ensayos de co-inmunoprecipitaciéon del PR, seguidos de
Western Blot contra la subunidad CDK9 de este factor de la elongacién en células tratadas
con R5020 por 0 y 60 minutos. Los resultados de la Figura 28 muestran que, en esta linea
celular, el PR se encuentra basalmente unido a la quinasa CDK9 y que esta interaccién se ve

incrementada a los 60 minutos de tratamiento con R5020.
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Figura 28: CDK9 interactiia con el PR en células T47D. Resultado de la co-inmunoprecipitacién del PR y
Western Blot de CDK9 en células tratadas por 0 y 60 minutos con R5020. Como control de carga se analizé la
abundancia del PR total. Se muestran los Inputs (I) de cada tratamiento y el control de la IP realizada con un

anticuerpo inespecifico (IgG).
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5. Efecto del PR sobre la elongacion
transcripcional

5.1. Distribucién de la ARN Pol 11

Si la unién del PR a sus sitios intragénicos en bc/-x favoreciera la elongacién
transcripcional, podriamos esperar un cambio en la distribucién y abundancia de la Pol IT a lo
largo del gen. Por lo tanto, con el objetivo de conocer la distribucién de la Pol II en bcl-x
antes y después del tratamiento de las células con R5020, como primer medida, se analiz6 el
perfil de esta enzima obtenido mediante ChIP-Seq realizado con un anticuerpo especifico que
reconoce su forma total (Ballaré, C. er al, manuscrito en revisién). En la Figura 29A puede
observarse que el patréon de distribucién de la Pol IT en células tratadas con R5020 por 0 y 60
minutos se produce un evidente aumento en la abundancia y cobertura de esta enzima,
principalmente en la mitad 3" del mismo. En este sentido, mediante el analisis
bioinformatico de estos datos detectamos que la abundancia de la Pol II aumenta
significativamente en la regién 3 "del gen (ex6n 2) pero no en la regién 5 “del mismo (exén 1),

luego de 60 minutos de tratamiento hormonal (Figura 29B).

Posteriormente corroboramos estos datos de ChIP-Seq mediante ChIP seguido de
qPCR con el mismo anticuerpo especifico que reconoce a la Pol II total. Se trataron las células
con R5020 por 60 minutos y se analiz6 la abundancia de la Pol II en tres sitios de union del
PR, ubicados en distintas regiones del gen. A partir de estos resultados, se observa que, luego
de 60 minutos de tratamiento con R5020, se produce un aumento en la abundancia de la Pol
II, principalmente, en los sitios +42 y +58, ubicados mads cercanos al 3 "del gen pero no en la

region promotora ni en el sitio +3.5, ubicado hacia el extremo 5 "del mismo (Figura 29C).
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Figura 29: La distribucioén de la Pol I en bcl-x se ve afectada por el tratamiento con R5020. A. Distribucién de

la ARN Pol II a lo largo de todo el gen, antes y después de 60 minutos de tratramiento con R5020 detectada por

ChIP-Seq (Ballaré er al, manuscrito en revisién). Se recuadra la regién que presenta el mayor cambio en la

abundancia de esta enzima, luego del tratamiento hormonal. B. Andlisis bioinformatico de la abundancia de la

Pol II en las regiones correspondientes al exén 1 y exén 2, antes y después el tratamiento con R5020. El

asterisco corresponde a una diferecncia significativa (p<0.05) (Andlisis realzado por Giancarlo Castellano, CRG,

Barcelona). C. Abundancia de la ARN Pol II antes y después de 60 minutos de tratramiento con R5020

analizada por ChIP, seguida de qPCR en la regién promotora (P1A) y en los sitios +3.5, +42 y +58. El gréfico
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5.2. Transcripcién proximal y distal

La determinacién de los cambios en la tasa de elongacién de la Pol II enddgena,
producida por un determinado estimulo es una tarea técnicamente dificil. Una forma
indirecta de medir la actividad de la Pol II es comparando la relacién de abundancias de los
transcriptos proximales y distales del pre-ARNm [148]. Por lo tanto, decidimos analizar si el
tratamiento con R5020 tiene un efecto sobre la relacién de la transcripcién en una region
proximal a los promotores y en otra distal en bc/-x, para lo que se diseflaron dos pares de
primers especificos como se muestra en el esquema de la Figura 30A. Las células se trataron
con R5020 por 0, 15, 30 y 60 minutos, se extrajo el ARN total y se analiz¢ la transcripcién del
pre-ARNm por RT-PCR cuantitativa, graficindose como la relacién entre ambos amplicones
(Proximal/Distal). A partir de los resultados se observa que el tratamiento con el R5020
produce una disminucién de ese cociente, sugiriendo que el tratamiento hormonal podria
estar afectando la elongacién de la Pol II (Figura 30B). Del anélisis de ambos amplicones por
separado, normalizados contra la expresiéon del gen gapdh podemos inferir que tanto la
transcripcién proximal como la distal aumentan luego del tratamiento con R5020, pero que la
transcripcién distal aumenta significativamente mas que lo que lo hace la transcripcion

proximal (Figura 30C).

Estos resultados, junto con los cambios detectados en la distribucién de la Pol II, luego
del tratamiento con R5020, sugieren que el agregado de la hormona favorece la elongacién de

la Pol I a lo largo del gen bcl-x.
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Figura 30: El tratamiento con R5020 afecta la relacién entre la transcripcién proximal y distal. A. Esquema del
gen bcl-x en donde se muestran las regiones amplificadas por qPRC (Proximal y Distal) B. Se grafica la
relacién de abundancias de la transcripcién proximal y distal (Proximal /Distal) de células tratadas con R5020
por 0, 15, 30 y 60 minutos, relativas el tiempo cero. El grafico muestra la media + ES de tres experimentos
independientes. Las barras con diferentes letras (a, b, c o d) son significativamente diferentes entre si (p<0.05).
C. Se muestran los resultados de ambas regiones analizadas por separado, normalizadas contra la expresién del
gen gapdh. El gréfico muestra la media + ES de tres experimentos independientes. Las barras con diferentes

letras (a, b o c) son significativamente diferentes entre si (p<0.05).

5.3. Analisis de la velocidad de la Pol II

Hasta el momento nuestros resultados indican que el tratamiento con R5020 de las
células T47D y la consecuente unién del PR a los HREs intragénicos de bc/-x podria estar
favoreciendo la elongacién transcripcional de la Pol II. Sin embargo, con estos resultados no
podemos discernir si este efecto es producto de un cambio en la actividad catalitica de esta
enzima (tasa de elongacién) o en su procesividad, siendo ambos pardmetros suceptibles a ser

regulados independientemente el uno del otro [41].
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Recientemente se ha publicado una estrategia experimental que permite analizar la
tasa de elongacién de la Polimerasa II en genes endégenos [27]. La técnica consiste en el
bloqueo de la elongacién con el inhibidor de la elongacién DRB por 3 horas, y la posterior
recuperacion de la elongacién en un medio libre de este inhibidor. Luego se extrae el ARN
total a distintos tiempos y se analizan los niveles de transcripcién en regiones proximales y
distales correspondientes al pre-ARNm, separadas entre si por una determinada distancia en
Kb. De esta manera, conociendo la distancia entre los amplicones y el tiempo de recuperacion
de la transcripcién de cada region, desde el lavado del DRB, puede calcularse la tasa de

elongacién.

Con el objetivo de analizar este pardmetro de la elongacion transcripcional, realizamos
un experimento en células T47D a los 0, 5, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 60 minutos pos-retiro del
DRB y agregado del R5020 o vehiculo. El nivel de los pre-ARNs mensajeros se analizé por
RT-qPCR vy, a partir de estos datos, se estim¢ la velocidad de elongacién expresada en AKb/At,
siendo AKb la distancia en Kb entre los dos amplicones analizados y At el tiempo transcurrido
para que cada uno de ellos recupere su expresion basal. Los resultados se grafican como los
valores de cada muestra relativos a los valores detectados en las células control, sin pre-
tratamiento con DRB (a los cuales se les asigné un valor de 1). En la Figura 31 se observa que,
independientemente de la presencia del R5020, el transcripto proximal comienza a recuperar
su expresion a partir de los 5 minutos del reemplazo del medio con DRB por medio fresco,
mientras que el distal lo hace a partir de, aproximadamente, 50 minutos. Dado que la
distancia entre ambos aplicones es de 55,3 Kb, la velocidad de la Pol II calculada es de 1,22
Kb por minuto, en forma independiente del tratamiento hormonal. Dado que en genes
enddgenos se estimé que la velocidad de la Pol II oscila entre 1.1 and 6 kb/min [27-30], el
valor determinado mediante esta técnica en el gen bc/-x se encuentra dentro del rango de

valores esperados.
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Figura 31: Andlisis de la velocidad de la elongacién transcripcional. Se grafican los niveles de transcripcién
proximal (Prox) y distal (Dist) de células pre-tratadas con el inhibidor de la elongacién DRB 100 pM, lavadas
con PBS y posteriormente tratadas por 0, 5, 15, 20, 25, 30, 35, 40 y 60 con R5020 (Prox y Dist R5020) o
vehiculo (Prox y Dist Cont). El valor de la expresién de los pre-ARNm para cada amplicén fue calculado
sustrayendo los valores de los controles sin RT y normalizado contra la expresion basal, previa al tratamiento
con DRB. Los datos En el grifico se representan la media + ES de tres experimentos independientes para

cada tiempo.

6. Transcripcion Proximal y Distal de
otros genes

En este trabajo encontramos que el PR activado se une a los HREs intragénicos
presentes en el gen bc/-x, donde es capaz de reclutar a las HATs CBP y GCN5, con las cuales

forma un complejo en esta linea celular, y de favorecer la acetilacién de las histonas y el
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desplazamiento de los nucleosomas. Ademads, encontramos que el PR recluta a sus sitios
internos de unién al factor positivo de la elongacién P-TEFb, con el cual también
interaccionaria fisicamente en esta linea celular. En estas condiciones, el PR induce la
transcripcién de bc/-x generando un cambio en la abundancia relativa entre sus isoformas de
splicing alternativo, mediante un mecanismo que involucra, al menos en parte, la modulacién

de la elongacién transcripcional.

Finalmente nos preguntamos si este efecto del PR sobre la elongacion de la Pol II
podria ser un mecanismo de accidn general, o bien, dependiente de cada gen. Para contestar a
esta pregunta seleccionamos tres genes blanco de accién del PR: igflr (insulin-like growth
factor 1 receptor), tgfa (transforming growth factor alpha) y ernl (endoplasmic reticulum to
nucleus signaling I). Todos ellos son genes de mas de 50Kb de longitud, que poseen
unicamente sitios intragénicos de unién al PR (Figura 32A, C, E), presentan actividad basal
en células T47D (Figura 32B, D, F) y se inducen por el tratamiento con R5020 (Figura 33A, B,
C), de la misma forma que bc/-x. Para los tres genes disefiamos dos pares de primers, uno para
la regién proximal y otro para la region distal y analizamos los niveles de transcripcién en
cada region, antes y después del tratamiento con R5020, mediante RT-qPCR y graficamos los
datos como la relacién Proximal/Distal. Para nuestra sorpresa, cada uno de los genes se
comporté de una manera distinta ante el tratamiento hormonal (Figura 33D, E, F). La
relacién entre la transcripcién proximal y distal del gen 7gf7r aumenta significativamente,
luego de 60 minutos de tratamiento con R5020, sugiriendo un efecto del PR unido a sus sitios
intragénicos, principalmente, sobre la iniciacién de la transcripcién. Por su parte, esta
relacién se mantiene constante para el gen zg7a, a pesar del aumento transcripcional causado
por el tratamiento, mientras que ernl se comporta como el gen bc/-x, produciéndose la

disminucién de la relacién entre la transcripcion proximal y distal.
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Discusion




Los SRs son factores de transcripcién que median las funciones bioldgicas de las
hormonas esteroideas produciendo cambios en los patrones de la expresiéon génica. La
mayoria de los estudios realizados para comprender el mecanismo de accién de estos
receptores se focalizaron en el efecto de su union especifica a los HREs ubicados en las
regiones promotoras y enhancers de sus genes blanco, en donde reclutan complejos
modificadores de la cromatina, favoreciendo la formacién del PIC y la iniciacién de la
transcripcién. Recientemente se describié que el ER, unido a sus sitios de unién localizados
en promotores, también es capaz de favorecer la elongacién temprana mediante el
reclutamiento del factor positivo de la elongacién P-TEFb y el desplazamiento de factores
inhibitorios de este proceso [136]. Sin embargo, este modelo de accién de los SRs, actuando
sobre las regiones proximales a los promotores, no seria el mas frecuente ya que cada vez son
mas las evidencias que demuestran la gran proporcion de sitios de unién de los SRs que se
encuentran ubicados en las regiones intragénicas de sus genes blanco [1, 128-131]. Estas
evidencias, abren un nuevo e interesante campo de estudio en el que el principal objetivo es
determinar la funcién de los sitios de unién intragénicos de los SRs y los mecanismos de
accion involucrados en sus efectos sobre la expresion genica.

En este trabajo de tesis encontramos que el Receptor de Progesterona, unido a sus
sitios intragénicos en el gen bc/-x enddgeno, induce su transcripcidn favoreciendo, al menos
en parte, el proceso de elongacion transcripcional. Este efecto estaria mediado por el
reclutamiento local de factores modificadores de la cromatina y del factor positivo de la

elongaciéon P-TEFb. Discutiremos estos resultados en la siguiente seccién.
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1. Distribucidén de los HREs y Joopings transcripcionales

A partir del ChIP-Seq realizado contra el Receptor de Estrégenos en las células MCF7
tratadas con 178-Estradiol 10nM, Welboren y colaboradores demostraron que el 41% de los
sitios de unién al ADN para este receptor estan posicionados en intrones, el 5% en exones y
s6lo el 7% en regiones promotoras y enhancers [1]. Por su parte, el mismo analisis realizado
con el Receptor de Progesterona en células T47D tratadas con el progestageno sintético
R5020 por 60 minutos mostr6 que el 31% de los sitios de unién al ADN del este receptor se
encuentran en intrones, el 4% en exones y sélo el 3% en regiones promotoras y enhancers
(Ballare er al, manuscrito en revisién). Resultados similares también se describieron para
otros receptores nucleares [1, 128-131]; sin embargo, hasta el momento, no se ha encontrado
ninguna correlacién entre la ubicacién de los elementos de respuesta a hormonas y sus
funciones sobre el control de la transcripcién génica.

En la actualidad, se postula que el mecanismo de acciéon de los FTs unidos a las
regiones distantes de los promotores sobre la transcripcién de sus genes blanco involucra un
efecto a “larga distancia”. Este efecto estd asociado a la formacién de bucles o Joopings
transcripcionales [134] que se producen por la interacciéon de regiones de la cromatina
alejadas entre si, como consecuencia de la flexibilidad de las fibras de cromatina. Durante los
ultimos afios, se desarrollaron nuevas técnicas para estudiar estos Joopings, como la captura
de la conformacion de los cromosomas (3C) y sus técnicas derivadas, que se basan en la
asuncién de que las regiones gendmicas distales se encuentran interconectadas entre si a
traves complejos proteicos que son quimicamente “cross/inkeables” [149]. Mediante la
utilizaciéon de estas técnicas, se encontrd que los Joopings transcripcionales estan
involucrados tanto en la represién [150] como en la activacién génica [151] en respuesta a un
determinado estimulo.

La asociacion entre los Joopings transcripcionales y la accion de los SRs fue analizada

por el grupo de Palvimo en dos trabajos recientes en los que estudiaron el mecanismo
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mediante el cual los andrdgenos y los glucocorticoides inducen la transcripciéon del gen
fkbp5, en células humanas VCaP y LNCaP, derivadas de cancer de prostata y de epitelio de
pulmoén A549, respectivamente [2, 3]. En estos trabajos los autores demostraron que existe
una interaccién entre la maquinaria general de la transcripcion y el AR o el GR, que se unen
a sitios distantes de la regiéon promotora de este gen, luego del tratamiento hormonal.
También propusieron un modelo espacial de formacién de /oopings transcripcionales en el
que estos receptores estarian interactuando con el complejo transcripcional mediante co-

activadores (Figura 34).

115 kbp

Figura 34:. Modelo espacial de la formacién de Joopingstranscripcionales mediados por el AR y el GR.

A. Una vez activado por ligando, el AR es reclutado a cuatro sitios de unién distales de la regién promotora del
gen fkbp51, produciendo bucles transcripcionales mediados por co-reguladores, como SWI/SNF. B. Luego del
tratamiento de las células con Dexametasona, el GR es reclutado a tres sitios de unién distales de la region
promotora del gen fkbp5] y a uno en la regiéon enhancer. Como conscuencia, se producen bucles
transcripcionales mediados por co-reguladores y por la proteina de boundaries CTCF [2, 3].
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Dado que cada vez son mads las evidencias que demuestran la relevancia del efecto a
“larga distancia” de los SRs sobre la regién promotora de sus genes blanco, se propone que el
foco de los estudios sobre la accién de estos receptores sobre la transcripcion génica estaria
cambiando de un paradigma basado en una visién “lineal” al de una arquitectura tri-
dimensional [2]. Sin embargo, y a pesar de que no podemos descartar la posibilidad de la
formacién de ciertos Joopings transcripcionales generados por el PR durante la induccién de
la expresién de bcl-x post-tratamiento con el R5020, creemos que este no seria el mecanismo
principal de accién. En primer lugar, la técnica de ChIP, mediante la cual analizamos el
reclutamiento del PR, es una técnica que detecta tanto la unién directa como indirecta de
una proteina al ADN. La ausencia de este receptor unido en las regiones promotoras y
enhancers de bcl-x, detectada por ChIP y ChIP-Seq (Ballaré, C. er al, manuscrito en
revision), sugiere que el PR unido a sus sitios intragénicos no estaria en contacto con esas
regiones via Joopings. Si este fuera el caso deberia observarse, al menos, un pequefio
enriquecimiento del receptor en alguna regién cercana al TSS. Mds aun, a partir de los datos
obtenidos del ChIP-Seq contra el PR (Ballaré, C. et al, manuscrito en revisién) encontramos
que los sitios de unién del PR rio arriba de bc/-x, mas cercanos al gen, se encuentran ubicados
en la regién promotora del gen TPX2, a mas de 10 kb (regién enhancer) del promotor de bcl-

x (Figura 35).
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Figura 35: Sitios de unién del PR rio arriba del promotor de bc/-x: Se muestran los resultados del ChIP-Seq
correspondientes a los sitios de unién del PR +2.2 y +3.5 en el gen bc/-xy en la regidén promotora del gen tpx2,

en células T47D tratadas por 0 y 60 minutos con R5020. (Ballare et a/, manuscrito en revision)

Otra de las evidencias que el grupo de Jorma J. Palvimo encontr6 sugestiva de la
formacién de loopings entre los enhancers distales del GR y la regién promotora de fkbp5 fue
el enriquecimiento de la Pol II total, principalmente, en la regiones 5’y 3"de este gen [2].
Nuestros resultados del andlisis de la abundancia de la Pol II total a lo largo de bc/-x, en
cambio, no mostraron el mismo patrén de enriquecimiento. En este caso, el aumento de la
Pol II resulté ser significativo en la region 3 "del gen (exdn 1), mientras que no se detectaron

cambios significativos en la region 5 “del mismo (exén 2). Estos datos aportan un indicio mas
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en contra un efecto de “larga distancia” del PR sobre la regién promotora de bc/-xy a favor
de un efecto mas local de este receptor sobre la transcripcién de este gen.

A pesar de que no descartamos la posibilidad de que se produzcan Joopings
transcripcionales mediados por el PR en el gen bc/-x luego de la adicién del R5020,
proponemos que el efecto de este receptor unido a los sitios internos de unién presentes en
este gen involucraria, al menos en parte, un mecanismo similar al que presentan los SRs en
las regiones promotoras de sus genes blanco. Este mecanismo estaria asociado a la unién del
PR activado por la fosforilacion en su Ser 294 y al reclutamiento local de co-factores que
modifican la estructura de la cromatina pero, en este caso, afectando la elongacién de la Pol II
en las regiones internas de bc/-x, mas que el reclutamiento de esta enzima a las regiones

promotoras.

2. Las pausas transcripcionales y el remodelado de la cromatina

A lo largo de los genes, y mds aun en genes largos como es el caso de bc/-x (57 Kb), la
presencia de nucleosomas en toda la regién codificante afecta la elongacién de la Pol II. Los
nucleosomas desestabilizan la unién de esta enzima con el templado de ADN disminuyendo,
asi, su eficiencia de elongacién y favoreciendo las pausas y arrestos transcripcionales [155,
156]. Por lo tanto, el reclutamiento de co-factores que modifican relajan la estructura de la
cromatina como CBP y GCNS5 a los sitios intragénicos de unién de bc/-x mediado por el PR
generaria un molde cromatinico mas accesible para el pasaje de la Pol II.

Dado que la acetilacién de las histonas no sélo afecta el contacto entre el ADN vy las
histonas, sino que también actia como una plataforma de reclutamiento de maquinaria
remodeladora de la cromatina dependiente de ATP, el efecto del PR sobre la abundancia de
los nucleosomas en estas regiones podria también estar asociado al reclutamiento de este tipo
de complejos (Figura 36). En este sentido, el complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF

posee uno o mas bromodominios capaces de unirse a las histonas acetiladas [157] y se sabe
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que algunos SRs, como es el caso del PR, requieren de su actividad para ser capaces de
inducir la transcripcién de sus genes blanco [158-161]. Este complejo tiene la capacidad de
remodelar los nucleosomas tanto por el deslizamiento de los dimeros de H2A/H2B como por
el desplazamiento o disociaciéon del ADN de los nucleosomas enteros, caracteristicas que
podrian sugerirlo como un posible candidato involucrado en el efecto del PR sobre la
transcripcion de bc/-x. En este sentido, resultados asociados a este trabajo de tesis (Vicent et
al, datos no publicados) indicaron que la subunidad ATPasa BRG1 de este complejo
remodelador se recluta en los sitios intragénicos de este gen, luego de 60 minutos de
tratamiento con el R5020. Por lo tanto, proponemos que esta familia de remodeladores de la
cromatina dependientes de ATP podria ser, al menos, uno de los mecanismos responsables de
la disminucién en los niveles de histonas observado en los sitios de unién internos de unién
del PR en bcl-x, luego de la adicién de la hormona. En forma similar, Paakinaho y
colaboradores encontraron que BRG1 y Bhrama, que es la otra las subunidad ATPasa del
complejo SWI/SNF, son reclutadas en los sitios de unién del GR ubicados en forma distal de
las regiones promotoras del gen fkbp57 humano, luego del tratamiento con Dexametasona.
Al igual que ocurre en bcl-x, en este caso, el reclutamiento de este complejo remodelador de
la cromatina correlaciona con el desplazamiento de la histona H3 en esos sitios de unién del
GR [2].

Otros modificadores de la cromatina como son las chaperonas Asfl y FACT fueron
encontrados favoreciendo la elongacién mediante el desensamblado de los nucleosomas a lo
largo de los genes [32, 61, 86, 162], por lo que también podrian estar involucradas en el
efecto del PR sobre la transcripcion del gen bc/-x. Sin embargo, resultados relacionados con
este trabajo de tesis (Vicent et al, datos no publicados), mostraron que la chaperona FACT
no se recluta a los HREs internos de bc/-x. Estas evidencias, sumadas a que el mecanismo por
el cual FACT favorece la elongacién de la Pol II involucra el desensamblado y posterior re-

ensamblado de los dimeros H2A-H2B y que, en los sitios de unién del PR en bc/-x
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observamos el desplazamiento parcial de los nucleosomas enteros, creemos que esta
chaperona no estarfa involucrada en la induccién transcripcional de este gen luego del
tratamiento con R5020. En este sentido, se encontré que FACT no es igualmente requerido
para la transcripcién de todos los genes y que esta diferencia esta relacionada con la
estructura de la cromatina en las regiones transcribibles [163].

Por lo tanto, creemos que una diversidad de factores como son otras chaperonas de
histonas, otros complejos remodeladores de la cromatina dependiente de ATP, asi como
también otras HATs, como PCAF, que fue encontrada favoreciendo la elongacién de la Pol II,

puedan también participar de efecto del PR sobre la transcripcion de bc/-x.

3.  Acetilacion de SRs

El estudio del papel que juegan la acetilacién y des-acetilacién de proteinas en la
regulacion de la expresiéon génica esta focalizado, principalmente, en su efecto sobre la
estructura de la cromatina y su correlacién con los niveles de expresién génica [164]. Sin
embargo, se sabe que las histonas no son los tnicos blancos moleculares de la accién de las
HATs/HDAGs, sino que éstas presentan un amplio rango de sustratos entre los que se
incluyen distintos factores de transcripcién [165]. Por ejemplo, se demostrd que los SRs son
modificados post-traduccionalmente por las HATs, lo cual afecta sus funciones como factores
de transcripcién. Por ejemplo, el ER es acetilado por la HAT p300 disminuyendo su actividad
transcripcional, mientras que la acetilacién del PR, el AR y el GR favorece su actividad
inducida por ligando [166]. Por lo tanto, ademads de afectar la acetilacién de las histonas, las
HATs CBP y GCN5, podrian estar también modulando la actividad del PR en esta linea
celular.

Experimentos asociados a este trabajo de tesis mostraron que el PR se acetila en las
células T47D luego de 30 y 60 minutos de tratamiento con R5020. Por lo tanto, dado que la

interaccion del PR y CBP es dependiente de ligando, mientras que su interaccién con GCN5
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no lo es, creemos que CBP podria ser, al menos, una de las HATs responsables de esta
acetilaciéon dependiente de ligando del receptor de progesterona. En este sentido, se estdn

realizando mas estudios para poder confirmar esta hipétesis.

4. Modulacién de la elongacion transcripcional de la Pol 11

Se sabe que la abundancia de los nucleosomas suele ser inversamente proporcional a la
densidad de Pol II en las regiones génicas [35]. En este mismo sentido, los resultados
obtenidos en este trabajo muestran que, luego del tratamiento con R5020 y de la unién del
PR a los sitios internos en bc/-x, el desplazamiento de nucleosomas correlaciona con una
mayor abundancia de la Pol II, principalmente en los sitios +42 y +58 y en el exén 2, ubicados
en la regién 3 del gen. Sin embargo, a partir de nuestros resultados no podemos descartar la
posibilidad de que la disminucién parcial de nucleosomas detectada en los HREs de bc/-x sea
una consecuencia del mayor pasaje de la Pol II por estas regiones, causada por un mecanismo
diferente de accién del PR sobre este proceso transcripcional. Para evaluar esta posibilidad,
estamos realizando experimentos de ChIP con anticuerpos especificos que reconocen los
distintos tipos de histonas en células T47D tratadas con vehiculo o R5020, en presencia del
inhibidor de la elongacién DRB. Si el PR y la maquinaria modificadora de la cromatina que
este receptor recluta a los HREs intragénicos de bc/-x son capaces, por si mismos, de
reorganizar los nucleosomas, la inhibicién de la elongacién de la Pol II por el tratamiento con
este inhibidor no deberia afectar el desplazamiento parcial de los nucleosomas detectado
luego del tratamiento hormonal. En este sentido, creemos que tanto el PR como la Pol II
elongadora estarian afectando la abundancia de los nucleosomas en las regiones internas de
bcl-x. El PR podria generar la apertura de la estructura de la cromatina mediante el
reclutamiento local de modificadores de la cromatina vy, asi, favorecer el pasaje de la Pol II la

cual, a su vez, también favorece el desplazamiento de los nucleosomas; generandose un efecto
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de retroalimentacidén positiva sobre la elongacién transcripcional entre la accién del PR y de
la Pol II.

El efecto de los SRs sobre la elongacién transcripcional fue previamente estudiado, por
Welboren y colaboradores. Ellos observaron que existen genes blanco del ER que presentan
una acumulacién de Pol II precargada y pausada rio abajo de la regién promotora, con una
ocupacién minima dentro del cuerpo del gen, fendmeno que se denomind enriquecimiento
de la Pol II pausada proximalmente al promotor (PPEP). En su trabajo, estos autores
encontraron que el ER, unido a sus elementos de respuesta especificos presentes en las
regiones promotoras de estos genes, es capaz de reclutar al factor positivo de la elongacion P-
TEFb. Este factor favorece la elongacién mediante la fosforilacién y el consecuente
desplazamiento del complejo negativo de la elongacién NELF/DSIF y la fosforilacién de la Pol
IT en las Ser 2 de su CTD, induciendo el cambio de su estado de “pausado” al de elongacién
productiva [1]. De esta manera, el ER favorece la elongaciéon temprana y la consecuente
activacion de la expresion génica sin necesidad del reconocimiento previo de la region
promotora por la Pol II, la formacién del PIC y la iniciacién de la transcripcién. Estos
descubrimientos generaron un cambio en la perspectiva del estudio de los mecanismos de
accion de los SRs sobre la activacién de la expresion génica, pasando de la visién cladsica que
describe que el mecanismo principal acciéon de estos receptores implica la regulacién de la
iniciacién de la transcripcién a una vision en la que se propone un efecto directo sobre la
iniciacion de la elongacién productiva. De esta manera, el control de la elongacién jugaria un
papel tan o mas relevante que la modulacién de la iniciacién transcripcional, sobre todo en
genes que responden rapidamente a ciertas sefiales celulares [167-169].

En el caso del PPEP, el reclutamiento del factor P-TEFb y el consecuente efecto sobre
la elongacién temprana, ocurre mediante la unién del ER a las regiones promotoras de sus
genes blanco que se encuentran basalmente silenciados o que presentan una actividad basal

muy baja. En este trabajo, en cambio, encontramos que P-TEFb es también reclutado al ADN
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por el PR pero, en este caso, a regiones internas del gen bc/-x que se encuentra
transcripcionalmente muy activo en esta linea celular. En este sentido, a pesar de que la
funcién de los factores negativos de la elongaciéon NELF/DSIF esta muy bien caracterizada a
nivel de la transcripcién temprana, también se demostré que su presencia en las regiones
internas de los genes lleva a una disminucién de la tasa de elongacién y al pausado de la Pol IT
en distintos puntos a lo largo de los mismos [170]. Estas pausas transcripcionales son
revertidas por el factor P-TEFb que favorece la liberacién de la Pol II pausada o arrestada y la
reanudacién de la elongacién. Mds atn, en un trabajo muy reciente realizado en células
tumorales mamarias MCF7, se demostré que P-TEFb es reclutado por el ER a una regién de
pausado de la Pol II en el gen myb, localizada a 1,7 Kb de sitio de inicio de la transcripcién.
Alli, P-TEFb favorece la fosforilacion de la Ser 2 de la Pol II (alrededor de 5 a 6 veces),
producuendo la reanudacién de la elongacién transcripcional luego del tratamiento con
estrogenos [171].

Por lo tanto, el reclutamiento de P-TEFb a bc/-x mediado por el PR podria tener un
efecto sobre la elongacién transcripcional de dos formas: tanto desfavoreciendo las pausas
transcipcionales a lo largo del gen, por el desplazamiento de factores negativos de la
elongacion como NELF/DSIF como manteniendo el estado de fosforilaciéon de la Pol II
durante la elongacién productiva (Figura 36). A su vez, estos efectos podrian estar actuando
en paralelo con la apertura del contexto cromatinico asociada al reclutamiento de maquinaria

modificadora de la cromatina mediado por el PR.
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DESFAVORECE PAUSAS TRANSCRIPCIONALES

Desplazamiento de factores “Apertura” de la estructura
negativos de la elongacion de la cromatina

Fosforilacién del CTD “Apertura” de la estructura
de la Pol Il de la cromatina

FAVORECE LA ELONGACION TRANSCRIPCIONAL PRODUCTIVA

Figura 36: Posible efecto del PR sobre la elongacién transcripcional. El PR puede desfavorecer el pausado de la
Pol II a lo largo de los genes mediante el reclutamiento de P-TEFb, que favorece el desplazamiento de
complejos de pausado como NELF y DSIF, y mediante el desplazamiento parcial de nucleosomas que acopafia
el reclutamiento de las HATs CBP y GCNb5. Este desplazamiento de nucleosomas también puede afectar la
elongacioén productiva, asi cdmo también puede hacerlo el factor P-TEFb mediante la fosforilacién de las Ser 2
del CTD.

La distribucion de la Pol II a lo largo del gen bc/-x (detectada por ChIP-Seq) muestra
que, en ausencia de estimulo, su abundancia es mayor en el exén 1 (en donde la densidad
media de la Pol IT es de 10 tag/10bp) que en el ex6n 2 (en donde la densidad media de la Pol

IT es de aproximadamente 7,5 tag/10bp) mientras que, luego del tratamiento hormonal,
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ambos exones presentan una densidad media de aproximadamente 10 tag/10bp. De la misma
manera, Kininis y colaboradores encontraron que los niveles basales de ocupancia de la Pol II
en diversos genes que presentan PPEP, y que se inducen en respuesta al tratamiento con
estrogenos, es significativamente menor 1Kb rio abajo del inicio de la transcipcién (TSS) que
en el propio TSS. En cambio, luego del tratamiento hormonal, la ocupancia de esta enzima se
incrementa en estas regiones a niveles similares a los detectados en los TSS. Estos resultados,
podrian sugerir que el mecanismo de accién del PR sobre la elongacién de bc/-x podria
involucrar una efecto a “larga distancia” sobre la elongacién temprana, favoreciendo la
transicion entre el estado de “pausado” de la Pol II y la elongacién productiva. Sin embargo,
nuestros resultados del analisis de la transcripcion proximal y distal de bc/-x, nos indican que,
al menos en parte, este no serfa el mecanismo involucrado. En este caso, el amplicon
proximal analizado se encuentra ubicado a casi 700 pb rio abajo de la regién de pausado de la
Pol II proximal al promotor y, por lo tanto, si el efecto del PR sobre la elongacién fuera
unicamente favoreciendo la elongacién temprana, no hubiéramos detectado cambios en la
relaciéon de los niveles de transcripcion proximal y distal de este gen antes y después del
tratamiento con R5020.

Al igual que lo descripto por Kininis y colaboradores, nuestros resulados indican que
el control de la expresién de bc/-x mediado por el PR involucraria, mayoritariamente, la
regulacion de la actividad de la Pol II mds que el reclutamiento de la misma a las regiones
promotoras. La diferencia seria que, en este caso, el efecto del PR seria sobre la elongacién
transcripcional productiva a lo largo de bc/-x mas que sobre la iniciacién de la elongacion a
partir de la activacién de la Pol II pausada en la regién proximal al promotor.

Los SRs tanto como la Pol II elongadora se encontraron asociados a los complejos
modificadores de la cromatina [83, 124, 125, 173-175] y al factor de la elongacién P-TEFb
[135, 170-171, 175], siendo capaces de reclutarlos a las regiones génicas de sus genes blanco.

Por lo tanto, creemos que el reclutamiento detectado de CBP, GCN5 y P-TEFb a los sitios de
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union del PR en bc/-x en forma independiente de la elongaciéon de la Pol II, aporta la
evidencia necesaria para proponer que el reclutamiento de estos factores al ADN seria, al
menos, parte del mecanismo por el cual el PR favorece la elongacién de la Pol II.

Maés alla de la caracterizada interaccion de los complejos modificadores de la
cromatina y los SRs, hasta el momento, la interaccién de estos receptores con el factor de la
elongaciéon P-TEFb, en forma enddgena, fue descripta para el AR [135]y el ER [171, 176]. En
el caso del ER, mientras que Wittmann y colaboradores demostraron que esta interaccion es
dependiente de ligando, Mirta y colaboradores encontraron que no lo es [171, 176]. Nuestros
resultados de las co-inmunoprrecipitaciones muestran que el PR también es capaz de
interaccionar con P-TEFDb, en células T47D, y que, al igual que encontraroron Witmann et a/
para el ER, el PR se encuentra unido basalmente a este factor regulador de la elongacién pero
esta unién se ve favorecida por la presencia de ligando. Por lo tanto, la interaccién fisica
entre el PR y P-TEFb, detectada en esta linea celular, suma una evidencia mds a favor de que
este factor positivo de la elongacién estaria involucrado en los mecanismos de accién de los
SRs sobre la transcripcién de sus genes blanco.

La regulacion de la Pol II se da mediante la modulacién la tasa de elongacién y/o de la
procesividad de esta enzima, no obstante, en nuestras condiciones experimentales, no
detectamos cambios en la velocidad de la Pol II en presencia del R5020. Por lo tanto, creemos
que los cambios en la elongacién de bc/-x, luego de la unién del PR a sus HREs internos,
estarfa afectando la procesividad de esta enzima, mas que su tasa de elongacién. En este
sentido, Mason y Kevin Struhl demostraron que a pesar de que la tasa de elongacién y la
procesividad de la Pol II son parametros asociados in vivo, también son afectados en forma
independiente el uno del otro. Ademads, estos autores no encontraron ningun factor
involucrado en la modulacién de la velocidad de esta enzima y propusieron que este
parametro seria determinado intrinsecamente por la actividad enzimatica de la Pol II [41].

Sin embargo, para poder concluir que la tasa de elongacién transcripcional no se encuentra
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afectada por el tratamiento hormonal creemos que es necesario realizar nuevos experimentos
de aproximacidn de este parametro, con una mayor resolucién temporal.

En resumen, a partir de los resultados presentados en esta tesis y los antescedentes del
tema, proponemos que, luego de la adicion del R5020 a las células T47D, el PR se une a los
elementos de respuesta a hormona ubicados en regiones intragénicas del gen bc/-x. Este
receptror reclutaria a las HATs CBP y GCN5 a estos sitios, las cuales catalizan la acetilacién
de las histonas y la consecuente desestabilizacion de la unién entre éstas y el ADN. Ademas,
el desplazamiento parcial de los nucleosomas podria también estar asociado al reclutamiento
del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF, favoreciendo en conjunto, la relajacién
de la cromatina. A su vez, el PR recluta el factor positivo de la elongacién P-TEFb a estos
sitios, el cual es el principal responsable de la fosforilacién de las serinas 2 del dominio CTD
de la Pol II, asi como también, induce el desplazamiento de factores negativos de este proceso

(Ver modelo en la Figura 37).
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=» procesividad de la Pol Il “

Figura 37: Modelo de los efectos del PR unido a un HRE intragénico. E1 PR unido a un HREs intragénico
recluta a las HATs CBP y GCN5 que podrian estar involucradas en la acetilaciéon de las histonas y el
consecuente remodelado de los nucleosomas en el cual, también podria participar el complejo remodelador de
la cromatina dependiente de ATP SWI/SNF. A su vez, el PR recluta al factor positivo de la elongacién P-TEFb
que podria estar desfavoreciendo las pausas transcripcionales y/o manteniendo los niveles de fosforilacién de la
Pol II.
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El efecto conjunto del PR unido a los distintos HREs de bc/-x podria explicar el
aumento de la abundancia de la Pol II hacia la regiéon 3°del gen y los cambios en la

procesividad de esta enzima, luego del tratamiento con R5020 (Ver modelo en la Figura 38).

Figura 38: Modelo del efecto del PR sobre la elongacién transcipcional de bcl-x. El1 gen bcl-x se encuentra

basalmente activo. En esta condicién, algunas ARN Polimerasas II transcriben el gen completo mientras que

otras se desprenden del templado de ADN una vez iniciada la elongacién productiva. Luego del tratamiento con
R5020, el PR se une a los distintos HREs intragénicos, recluta a las HATs CBP y GCN5 vy al factor de elongacién
P-TEFb y favorece la procesividad de la Pol II. De esta forma, un mayor numero de Pol II que inician la
transcripcion de este gen, lo hacen en forma completa, disminuyéndo el niumero de Pol I que se desprenden del

molde de cromatina antes de llegar a la regién de corte y poli A.

145



En este sentido, el PR unido a los demas sitios menores de unién presentes a lo largo
del intrén de bcl-x, que no fueron analizados en este trabajo, podria estar actuando de la
misma manera, generalizando este efecto a gran parte de la regién interna de este gen. Estos
HREs actuarfan como posibles almacenes de servicio ubicados a lo largo de la extensa

carretera que recorre la Pol I (Pecci dixit).

5. Regulacion de la elongacion en otros genes

La modulacién de la elongacién mediada por el PR podria ser un mecanismo comun
de regulacion de la transcripcion de todos los genes blanco de este receptor que posean sitios
de union en sus regiones intragénicas, que presenten una cierta actividad basal y que se
induzcan mediante el tratamiento con R5020. Sin embargo, en este trabajo mostramos que
existen respuestas transcripcionales diferentes asociadas a la induccién de la expresién génica
por la accién del R5020, en células T47D, sobre algunos genes con estas caracteristicas. En
efecto, el tratamiento hormonal no produce cambios en la relacién de la transcripcién
proximal y distal en el gen tzgfa mientras que si lo hace en los genes igfir, a favor de la
transcripcién proximal y en el gen ernl, a favor de la distal, como es el caso del efecto sobre
el gen bcl-x. Estos datos nos indican que la accién del PR unido a sus sitios intragénicos
puede también afectar las etapas tempranas de la transcripcién, lo cual podria depender de
otros factores como el contexto cromatinico pre-existente, la presencia basal de complejos y
factores reguladores de la transcripcién en cada uno de estos genes o la presencia de Joopings
transcripcionales asociados a la unién del PR a sus sitios intragénicos. Las diferencias
encontradas también podrian deberse a la “calidad” del PR reclutado a sus sitios de unién, o
sea, si este PR estd activado o no y si presenta otras modificacions post-traduccioneles que
favorezcan o perjudiquen su actividad y su capacidad de reclutar maquinaria modificadora de
la cromatina y/o de factores de elongacién, como por ejemplo, P-TEFb. Por lo tanto, es

necesario un estudio exhaustivo de una diversidad de genes blanco de accién del PR para
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poder profubdizar nuestro conocimiento acerca de los distintos mecanismos de accién y las
causas de las diferencias encontradas en los cambios de la transcripcién proximal y distal de
estos genes.

Ademais, dado que los SRs también tienen la capacidad de reclutar maquinaria
modificadora que “cierra” la estructura de la cromatina a sus sitios de unién al ADN, podria
resultar muy interesante estudiar si este efecto del PR sobre la elongacién podria estar
involucrado también en la modulacién negativa de la transcripcién génica. El reclutamiento
local de esta maquinaria mediado al PR podria suponer un nuevo mecanismo por el cual la
compactacion parcial de la cromatina en las regiones intragénicas modulara la procesividad
de la Pol Il y asi la transcripcién completa de los pre-ARNm, disminuyendo su expresién, sin
necesidad del silenciamiento completo del gen.

Los demas factores de transcripcién actian generalmente sobre las regiones
promotoras y enhancer de sus genes blanco, en forma similar al mecanismo clasico de accién
de los SRs [177]. Hace algunos afios también se demostré que una diversidad de FTs, como
por ejemplo NFkB, tienen la capacidad de reclutar al factor P-TEFb a sus sitios de unién en
sus genes blanco [Revisado en 21]. Finalmente, el analisis genémico de los sitios de unién de
algunos de estos FT's mostrd, al igual que para los SRs y demas NRs, que una gran parte o la
mayoria de sus sitios de unién al ADN se encuentran en regiones intragénicas [178-180]. Por
lo tanto, los resultados obtenidos en esta tesis podrian abrir un nuevo campo de estudio en el
andlisis del efecto de otros factores de transcripcién unidos a regiones intragénicas sobre la

elongacion de la Pol II.

6.  Posibles efectos asociados a la regulacién de la elongacion

transcripcional

Durante los tultimos afios, los estudios realizados a nivel genémico generaron un
nuevo campo de estudio sobre el efecto de los SRs sobre la regulacién transcripcional. El
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primer gran descubrimiento fue que la mayor parte de los sitios de unién de estos receptores
al ADN se encuentran en regiones intragénicas y no en las regiones promotoras y enhancer
de sus genes blanco, como se creia anteriormente. El segundo gran aporte vino del
descubrimiento de que los SRs son capaces de afectar la elongacién transcripcional temprana
como mecanismo rapido de accién ante un determinado estimulo hormonal. Los resultados
presentados en este trabajo de tesis provienen del analisis conjunto de estos dos
descubrimientos y podrian abrir ain mads el campo de investigacién sobre el efecto de los SRs
sobre la transcripcién génica. Algunas de las preguntas que surgen de este trabajo son: ;Cudl
es la funcién del reclutamiento local del factor de la elongacién P-TEFb a los sitios
intragénicos de unién de los SRs? ;Qué otra maquinaria transcripcional estard siendo
reclutada a estos sitios? jPodran los SRs unidos a estas regiones internas de sus genes blanco
reclutar también maquinaria involucrada en el procesamiento de los pre-ARNm? ;O bien
afectar indirectamente dicho procesamiento?

En este sentido, se sabe que la modulacién de la elongacién de la Pol II regula el
splicing alternativo de una diversidad de genes (de la Mata et al., 2003). Por ejemplo, el
tratamiento de las células con agentes que promueven la hiper-acetilacién de las histonas o
con siARNs interferentes (siARNs), dirigidos contra regiones intrdnicas del gen fibronectina
humano, afectan el estado de la cromatina en regiones intragénicas y, como consecuencia, el
splicing alternativo de este gen [88, 89]. Asi también, se encontré que el posicionamiento de
los nucleosomas en cercanias a los sitios de splicing alternativo actia como un modulador del
reconocimiento de estos sitios durante el procesamiento co-transcripcional del pre-ARNm
[181]. Por lo tanto, creemos que el efecto del PR sobre el estado de la cromatina en las
regiones internas de sus genes banco podria también modular la seleccién de los sitios de
splicing alternativo de algunos genes.

En el caso particular de bc/-x, el efecto del PR sobre la elongacién de la Pol II, luego

del tratamiento con R5020 en las células T47D, se ve acompaiiado por un cambio en la
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relacién de la expresién de ambas isoformas de este gen, a favor de la anti-apoptdtica (bcl-
xL). Este cambio en la expresién relativa de las isoformas sugiere un efecto del PR sobre la
seleccion del sitio 5 “alternativo de splicing que podria ser consecuencia de la mayor o mas
eficiente elongaciéon de la Pol II, como consecuencia del tratamiento hormonal. En este
mismo sentido, recientemente se demostr6 que el tratamiento de las células con UV reduce la
eficiencia de la elongacién de la Pol II y, como consecuencia, incrementa la proporcién del
ARN mensajero de la isoforma pro-apoptética de bcl-x (bcl-xC) [182]. Por lo tanto, la
eficiencia de elongacién de la Pol II podria estar directamente asociada a la seleccién del sitio
de splicing de este gen.

Sin embargo, ademas de afectar el procesamiento del pre-ARNm mediante cambios en
el contexto cromatinico y en la elongacién transcripcional, el PR podria estar reclutando
maquinaria especifica involucrada en dicho procesamiento. En este sentido, se demostr6 que
el tratamiento con hormonas esteroides puede afectar el splicing alternativo y la
poliadenilacién de los pre-ARNm de varios genes blanco de su accién mediante el
reclutamiento de maquinaria involucrada en dichos procesos [183]. Hace algunos afios se
encontrd que las proteinas CAPER, que funcionan como co-activadores de la transcripcion
de los SRs [184] también actian como factores de sp/icing asociados a estos receptores [185].
El reclutamiento de esta maquinaria especifica a las regiones intragénicas de los genes blanco
de los SRs, podria adicionar un nivel de control de la expresién génica que actie en conjunto
a la modulacién de la elongacién y sus posibles efectos sobre el procesamiento del pre-
ARNm.

Mas atn, dado que todos los pasos de la transcripcion se encuentran acoplados, los
efectos de los SRs reclutados a sus sitios internos de unién podrian también afectar el proceso
de capping y poliadenilacién y como consecuencia, también tener un efecto sobre la
reiniciacién de la transcripcion [95]. En este mismo sentido, el reclutamiento del factor P-

TEFb podria regular y favorecer la afinidad de los factores de capping, splicing y
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poliadenilacién por la Pol IT al aumentar o mantener la fosforilacién de las Ser 2 de su CTD,

regulando, asi, el procesamiento del pre-ARNm [21].

» -

Factores de | l Factores de
procesamiento Modificadores de Elongacion
del pre-ARNm ~ lacromatina  ~ l

l POL II
CROMATINA
Iniciacion Elongacion

Procesamiento
del pre-ARNm

Figura 39: Modelo del acoplamiento entre el PR, los factores de elongacién, procesamiento del pre-ARN
mensajero y los demas pasos transcripcionales. Esquema del acoplamiento existente entre los distintos factores

y procesos transcripcionales. En negro se resaltan los efectos del PR estudiados en este trajabo de tesis.
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En este trabajo de tesis proponemos que la modulacion de la elongaciéon
transcripcional como consecuencia del reclutamiento local de co-factores a las regiones
internas del gen bc/-x supondria un nuevo mecanismo de regulacién de la expresion génica
mediada por el PR. Estos resultados aportan una nueva evidencia a favor del efecto de los SRs
sobre la elongacion de la Pol II y abren nuevas preguntas asociadas a este reciente campo de
investigaciéon. Por lo tanto, son necesarios realizar una diversidad de experimentos
adicionales, en distintos modelos de estudio, para seguir profundizando nuestro

conocimiento sobre este nuevo mecanismo de accién.
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Resumen de resultados
y conclusiones




® Lainduccidn de la transcripcién del gen bc/-x en celulas T47D por progestagenos (R5020)

es a nivel transcripcional e independiente de la sintesis proteica.

® FEsta induccion transcripcional es mediada por la unién del Receptor de Progesterona
activado, mediante la fosforilaciéon via ERK de su Serina 294, a elementos de respuesta a
hormona especificos que se encuentran localizados inicamente en regiones internas del

gen bcl-x.

® F] PR es capaz de reclutar maquinaria modificadora de la cromatina, como CBP y GCN5,
y al factor positivo de la elongaciéon P-TEFb , con los cuales interacciona en la linea

celular T47D, a los HREs de bc/-x en forma independiente de la elongacién de la Pol II.

® La union del PR a estos sitios produce un aumento localizado en la acetilacidn de histonas

y el desplazamiento parcial de nucleosomas.

® FEstos efectos a nivel cromatinico estin acompafiados por un aumento en la abundancia de
la Pol IT hacia la regién 3" del gen y por el cambio de la abundancia de la transcripciéon

proximal y distal.

En su conjunto los resultado presentados en este trabajo sugieren que el PR es capaz
de modular el proceso de elongacién transcripcional, en forma endégena, mediante su unién
directa a los HREs intragénicos ubicados en el gen bc/-x humano, luego del tratamietno con
R5020. Este efecto seria debido a dos mecanismos complementarios que incluyen: i) la
relajacion del contexto cromatinico en la regién interna del gen, mediada por el
reclutamiento local de maquinaria modificadora de la cromatina y ii) el reclutamiento del
factor positivo de la elongacién P-TEFb a estas regiones. Por lo tanto, la modulacién de
elongacién de la Pol II a lo largo de los genes podria suponer un nuevo mecanismo de

regulacién de la expresion génica mediada por el PR.
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