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Regulacion desplicing alternativo por la elongacion de la ARN polimerasa |l

El splicing alternativo amplia las posibilidades de expresién génica a partir de un numero
limitado de genes. Edplicing esta funcionalmente acoplado a la transcripcion, y la velocidad de
elongacion de la ARN Polimera#a(Pol 1) regula algunos eventos giglicing alternativo.Se postula
gue una menor velocidad de elongacioén favorece el reconocimiento de sitios débdangaquiharia
de splicing antes de la sintesis de sitios fuertes competidores rio abajo. El exbatialteEDI de
fibronectina esta rio abajo dm sitio 3’ suboptimo y su inclusibn aumenta en situaciones de baja
elongacion; esto puede deberse a que el reconocimiento del sitio débil antes deidadsinséfo
fuerte en el intrén siguiente lleva a la escision del intron con el sitio débil, fortmmulsterior
inclusion. Aplicamos una estrategia para estudiar del orden de remocion de los introneeanie r
un exoén determinado. Estudiamos un exdén con inclusién reprimida por elongacion (EDI), un exén que
baja su inclusion a emor elongacion (CFTR9), un exoén alternativo que no responde a elongacién
(EDI) y un exén constitutivo (E28). El orden de remocion de intrones se modifiGa sedinea
celular, la presencia de mutacionex&o la abundancia diferencial de factores reguladores, pero no
se modifica por cambios en la elongacioén asociados a cambios en la inclusion de EDI. lan®sesu
sugieren un nuevo mecanismo de regulacion de la inclusion de CFTR9 y nos ablgdentearnos
nuestro modelo de regulacién cinética de EDI. Aplicamos un método para medir la elongacibn de Po
Il in vivoen genes particulares, y comprobamoslguamptotecina baja la velocidad de transcripciéon
de fibronectina. Medimos el reclutamiento de U2AF65 al sitio débil de EDs#i@lfuerte rio abajo
en células tratadas con camptotecina y en células control y observamos un aumentadeda un
U2AF65 al sitio débil con respecto a la unién al sitio fuerte en las células tra@adasrobamos asi
gue una menor elongacién favorece el reconocimiento por la maquinadiaieg del sitio débil a
expensas del sitio fuerte, y la posterior inclusién del exén independientemente détita aa

remocioén de intrones.

Palabras clave:SPLICING ALTERNATIVO - ARN POLIMERASA Il — ELONGACION
TRANSCRIPCIONAL- ORDEN DE REMOCION DE INTRONES U2AF65



Alternative splicing regulation by RNA Polymerase Il elongation

Alternative splicing broadens the scope of genic expression from a limiteaf getnes
Splicing is functionally coupled to transcription, and the rate of RNA Polymerase Il (Pol Ilagtong
modifies the outcome of some alternative splicing evehtsypothesis holds that slower elongation
favours the recruitment of the splicing machinery to weak regulattay before the synthesis of
strong competing sites downstream of them. Human fibronectin alternative exon &Bl st
downstream of a suboptimal 3’ splite site, and its inclusion is enhanced under slow elongation; this
may be due to an enhanced recognition of the weak site before the strong site isagintbatling
to the excision of the upstream intron harbouring the weak splice site andalititoadxon inclusion.

We have used a strategy for determining the order of intron removal arquandicallar exon. We

have studied an exon with a level of inclusion inversely proportional to elongation (EDI), an exon with
lower inclusion in slow elongation (CFTR9), an alternative exon unresponsive to &landzdll)

and a constitutive exon (FN E28). The order of intron removal changes with cell dimeyteitions or
regulatory factor abundance, but it is not modified by changes in elongation ratatasisain EDI
inclusion enhancement. Our intron removal experiments have suggested the existence of a new
mechanism for CFTR9 inclusion and they have also made us rethink our model of ER kinet
regulation. We have successfully applied a method for measuring Pol Il elongation ratesim any
endogenous gene, and we have found that, as it was expected, camptothecin treatment slows
transcription rate on the fibronectin gene. We have measured U2AF65 recruitrtfentmeak splice

site upstream of EDI in camptothecin treated versus control cells and we haveddatemcrease of
U2AF65 binding to the weak site compared to the strong site in camptothecin treated teiswhy

we have ascertained that slower elongation favours the recognition of the weaksdpgliat the
expense of the strong splice site, thereby favouring exon inclusion independently ofentiaal

kinetics.

Key words: ALTERNATIVE SPLICING — RNA POLYMERASE Il -TRANSCRIPTIONAL
ELONGATION - ORDEN OF INTRON REMOMAL — U2AF65



Abreviaturas

ADNc
ARNmM
CPT
DRB
DMSO
ESE
ESS
ETR3
hnRNP
ISE
ISS
kDa
pb
PBS
Pol 1l
PTB
pY
RRM
RS
SC35
SF2
SiRNA
SnRNA
SNRNP
TDP43
TIA1
TSA
U2AF

Acido dexoxiribonucléico copia

ARN mensajero

camptotecina
5,6-dicloro-1-b-D-ribofuranosilbenzimidazol
dimetilsulfoxido

Exonic Splicing Enhancer

Exonic Splicing Silencer

Elav-type RNA-binding protein 3
heterogeneous nuclear ribonucleoprotein
Intronic Splicing Enhancer

Intronic Splicing Silencer

kiloDalton

pares de bases

Phosphate Buffered Saline

ARN Polimerasa |l

Polypyrimidine tract Binding Protein
polipirimidina

Rna Recognition Motif

Arginina Serina

Splicing Component, 35 kDa

Splicing Factor 2

small interfering RNA

small nuclear RNA

small nuclear ribonucleoprotein
transactive response DNA binding protein 43 kDa
T-Cell-Restricted Intracellular Antigen-1
Tricostatina A

U2 Auxiliary Factor



indice

IpTigoTo [UTelol o] o I PR PP RPN 1
11 EISPHCINGAIEINAITIVO ... 1
1.2 Proteinas SR Y hNRNP ...t e e 5
1.3  Rol de Pol Il en la regulacion del procesamiento del pre-ARNM .........coooiiiiiiiniiiieeeiiieeeens 7
1.4  Acoplamiento entre transcripCiOBRlCING......cccoeeiieei i, 7
15 El modelo cinético de regulacion delicingalternativo............ccccceeeeiieeiiiiiiiiee e, 9
1.6 Regulacién cinética dsplicingalternativo en el gen de fibronectina ............ccccccvvvvvvvnvninnn. 9

(@] 0 T=] 1)/ 1PN 12
% R O 1 o TT= (1Y o C1=T =T - | PP 12
2.2 ODJetiVOS ESPECIICOS ...ceiiuiiiiie ittt e eas 12

Y= = SIS A 1Y =3 (o To [0 PSPPSR 13
I A o =T 1 1o o PP 13

Minigenes reporteroS BDIICING ... ..eueeei ittt e e e e e e e s reeeaeeeas 13

3.2

3.3

Vectores para la sobreexpresion de factoresplieing o para la expresion de polimerasas

0010121 £ TP 14
Preparacion de plasmidOos ............ooooiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e ——————————————————————— 15
Cuantificacion de [0S PIASMIAOS .........iiiiieiiicee e, 15
Transformacion e DACIEIIAS.........uuiiiiie et e e e e e s e s e e aeeeeeas 15
(O 11}V T o= ] = PP EEEUPR 16
LINEAS CEIUIAIES ....veeeiieee ettt e e et et e e e e e e e et e e e e e e e e e s sasssanaaeeeeaeeeaaanes 16
TranSfECCIONES COM ADN .....uiiiiiiiiiiii e r e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaaaaaaeeeeeeeees 16
TranSfeCCIONES COM ARN .. ...uuiiiiiiiiiiii s aar e e e e e e e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaaaeaaeeees 17
Ensayos dsplicingy orden de remocidn de intrones con MiNIgeNES...........ccccuvvvveeeeeeeeeieiinns 17
ANALISIS AEI ARN . ...t e e e e e e e e e et eeeaeee e e e s aabaeeeeeeeaeeeeaaaans 19
0T o= Yol o] I e [ A N SRR 19
TransCrPCION FEVEISA (RT) ..uuuiiiiiieee ittt e e e e e e e e ettt e e e e e e e s s s eeaaeeeeessnsnsseeeneeeeeeaesaanns 20



Andlisis de la inclusion de distintos exones por RT-PCR ..........uiiiiiiiiiiiiiie e 21

Analisis del orden de remociON e INTONES.........coiiuiiiiiiiiiiiee e 23
3.4 Medida de la elongacion de POl ... 26
3.5 EXPErimentoS ABNA IP..... ... it e e e e e e e s 27
Creacion de entrecruzamientos y lisado de las CEIUIas ...........cccuvvvvviiieee i 27
Fragmentacion del ARN ..........oii it e e e e e et e e e nnb e e e e nnees 28
TTaaT0 o] o] g=Tod] o]] ¢= Tox o] o DO UPPPRTRRPPPPRR 28
CUBNTITICACION. ...ttt e et e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e ennes 29
Constatacion de la inmunoprecipitacidon @éestern Blat................cce, 29
RESUITATOS ...ttt e e okttt e oot e e oo a bbbt e e o e bt e e e e s e e e e e ab e e e e 30
4.1  Orden de remocion de iNtronNes: EDI.........coociiiiiiiiiiiciee e 30

El orden de remocion de intrones alrededor de EDI se modifica en en minigenes con

mutaciones que aumentan [a INCIUSION. .............eiiiiiiiiiiiii s 32
La posicién de EDI en el minigén no modifica el orden de remocion de intrones................... 33

El orden de remocién de intrones alrededor de EDI se modifica por la sobreexpresion o el

silenciamiento de distintas ProteiNas SR ..........ccuiiiiiiiiiiie e 35

Distintos tratamientos que modifican la elongacién de Pol Il modifican el orden de dgamoci

de intrones independientemente del efecto solsplieingde EDI ...........coooveeiiiiiiiiiiiiiennnen. 37

La transcripcién por una RNA polimerasa lenta aumenta la inclusiéon de EDI sar alter

orden de remMOCION AE INLIONES. ...t e e e e e e e e e e aean 39
4.2  Orden de remocion de intrones en un exon alternativo insensible a la elongacion: EDII..... 41
4.3 Orden de remocion de intrones en un exon constitutivo: FN E28........cooovevveiveviieeieiiieeeeenn, 44

4.4  Orden de remocién de intrones en un exon alternativo de regulacion cinética inversa:
L0 I 46

El orden de remocion de intrones se modifica en las distintas variantes del pstiorf

La sobreexpresion de distintos reguladores de la inclusién de CFTR9 modifica el orden de

FEMOCION AE INITOMNES .....eeiiie ettt ettt e e ettt e e e ekt e e e e e ekt e e e e e e sbe e e e e e aanbe e e e e e ansnneeeeane 47
4.5 Medida de la elongacion de POIIVIVO.............ooeiiiiiiiiiiiiiee e 51
La camptotecina disminuye la elongacion de Pol Il en el gen de fibronectina ........................ 54

Vi



La velocidad de transcripcion en el gen de fibronectina es similar en las lineaseselul

[ [T 20T = I o T 1 5 PP 56

4.6 Elongacion de Pol Il y Reclutamiento de U2AFB5 .............ooevvviiiiieviieiiiiiiiiiiiiiineiinnennnnnnnnns 58
DISCUSION ...ttt e o4kt e e 4 sttt e 4o R b et e 4o R bttt e e ek e et e e e e et e e e e e e e e s 66
5.1 Medida de la elongacion de POl ... 66
5.2 Orden de remoCiON A€ INTONES. ......couiuuuiiieiiiiiiae ettt e e et e e e e e e anbe e e e s asbb e e e e s aneneeas 67

Orden de remocion de intrones segun la linea celular, la mutacién de secuencias reguladoras

encisy la expresion de distintos factoreSSPHCING.........cceiiirriiiiiiiiiie e 68
Orden de remocion de intrones y elongacion de RNA Polimerasa ll.........ccccccoviiiiiiiniiiienenns 72

5.3 Reclutamiento de U2AF65 alisiB’ rio arriba de EDI en distintas condiciones de

€loNQgaciON traNSCHPCIONAL..........uiiiiiiiiiee ettt e et e e e et et e e e e st b e e e e enbbe e e e s anbreaaeenns

211 0] ToTo =1 = VPP

Vii



Introduccioén

1.1 El Splicingalternativo

La expresién de los genes que codifican proteinas es un proceso complejo y regulado en
multiples niveles. En las células eucariotas los genes codificadores de prateitraascriptos por la
erzima ARN Polimerasa Il (Pol Il), y los transcriptos primarios o pre-ARMten ser procesados
antes de ser exportados al citoplasma y traducidos. El extremo 5° de la molécula naciente es
modificado por la adicion de una caperuza que la protege de la degradacion por exonudiehsas, y
mismo modo el extremo 3’ es protegido por una cola de poliA que es sintetizada rio abajo de un sitio
de corte. La maduracion del pre-ARNm incluye también la eliminacion de determinadas sscuenci
intercaladas en la molécula precursora, llamadas intrones, y el empalme de los trarcosrigase
gue formaran el mensajero final, llamados exones. Este proceso de corte y empalmespéaiago
ocurre a través de dos reacciones de transesterificacion: en la primeranldosfodiéster entre el
ultimo nucledtido del exdn precedente y el primero del intron es atacadagoopelhidroxilo2’ de
una adenosina particular en el intrén, generando un lazo en el intrén y un extreran 8bexon rio
arriba; en la segunda el grupo hidroxdloque forma el nuevo extremo libre de este exén ataca la
union fosfodiéster que marca el extremo 3’ del intrén, uniendo ambos exones y liberando el intrén en

forma de lazo (figura I1).

C —_ OH
S/SS BF 3’83

+
CE ) —— — ooz —> —EEm > CE

Figura I1. Reaccion dgplicing Los rectangulos E1 y E2 representan exones y la linea que lospuesenta el
intrén entre amboss’SS: sitio 5° o dador; 3’ SS: sitio 3” o aceptor; BP: sitio de ramificacion; A: residuo de
adenosina; p: fosfato. La adenosina ataca nucleofilicamente el fosfato entre el ex@nrifn, dando lugar a
una estructura de lazo en el intrén y un extremo 3’-OH en el exdn rio arriba (centro), que a su vez ataca
nucleofilicamente el fosfato entre el intron y el exdn rio abajo, liberando det pntwniendo ambos exones por
un nuevo enlace fosfodiéster (derecha). Tomado de Will y Lihrmarin 201



Los dos pasos que llevan a la escision del intrén y unién de los exones son catalizados por un
megacomplejo en el que participan distintas proteinas y snRN®gliceosoma”. Cada uno de los
snRNPs es a su vez un complejo de siete proteinas y un ARN nuclear pequefio o shRNA. E
spliceosoma no forma una organela estable, sino que los distintos modulos que lo componen se
ensamblan siguiendo una serie de pasos a medida que reconocen distintas secuencias reguladoras en
los intrones: el sitio 5° o dador, el sitio de ramificacion, que contiene la adenosina que forma enlace
con el primer nucleotido del intrén cerrando el lagel sitio 3’ o aceptor, que incluye el trecho de
polipirimidinas y el dinucleétido AG (figura 12 A).

El primer paso en el ensamblado del spliceosoma es el reconocimiento del sitio 5° por el
snRNP U1: el snRNA U1 forma pares de bases con la sec@dBAGU que marca el comienzo de
cada intrén y la unién es estabilizada por las proteinas del subcorpkegoiormente el sitio 3’ es
reconocido por el heterodimero proteico U2AR @Auxiliary Facto): la subunidad U2AF35 se une al
dinucleotido AG que marca el extremo 3’ del intron y la subunidad U2AF65 se une a la secuencia rica
en polipirimidinas rio arriba. Al mismo tiempo el sitio de ramificaciérrexonocido por la proteina
SF1 cuya unién al ARN es estabilizada por interacciones con U2AF65. Todas estaiotes
definen el complejo E (pararly. temprano), en el cual logiss 5’ y 3’ ya estan yuxtapuestos (Kent y
MacMillan 2002). El siguiente paso es la unién estable del snRNP U2 al sitio decaeidn
desplazando a SF1; este paso es dependiente de ATP y marca la formacién del éorbpégjo se
incorpora el snRNP U4/U6, anico snRNP con dos moléculas de ARN, unido al snRNR U5. E
complejo B resultante es cataliticamente inactivo y sufre rearreglos queesmtdugérdida de U4 y
U1; el complejo B* asi modificado cataliza la primera reaccion de trandiescion y se transforma
en el complejo C. Nuevas modificaciones son necesarias para reposicionar los exoekesguando
ataque nucleofilico; una vez completada la reaccion el complejo C se disociadbibenas
componentes. Estos pasos estan esquematizados en la figura 12 B, tomada de Will y Liihrmann 2010.

Existen modelos alternativos para las etapas iniciales de ensamblado del splicedsoma. E
intron promedio de&S. cerevisiagonda los 100 nucleétidos de largo (Spingola et al. 1999), y ademas
las secuencias reguladoras gjdicing estan altamente conservadas; de esta manera se facilita el
reconocimiento de los extremos de un mismo intron por la maquinasplidimg En contrasteel
intron promedio de los vertebrados esta en el orden de las kilobases (GelfalaR0dR2) y esta
definido por secuencias reguladoras altamente degenglasl@®mponentes del spliceosoma tienen
que reconocer sefiales cortas y poco conservadas dentro de una larga secuencia en la que abundan los
sitios cripticos (Wieringa et al. 1983l mecanismo de definicion exdnica, por el cual la maquinaria
desplicingreconoce los limites de un exén, permite sortear esta dificultad (Robberson ed)alEh98
los vertebrados los exones son generalmente muy cefriespnocimiento del extremo 3’de un exon
(el sitio 5” del intrén rio abajo) por Ul promueve la asociacion de U2AF erigb 3’ del intron rio
arriba mediante interacciones con proteinas de la familia SR unidas a secuencias.edénicas

aumento del largo del ex6n anula estas interaccipdé&minuye la utilizacion del sitio 3’ rio arriba.



De esta manera se favorece el reconocimiento de un subconjunto de los posibles sittdizesgida
splicing a través de interacciones entre la maquinarigptieing a ambos extremos de un exon. Una
vez reconocidos los sitios se establecen las relaciones entre Udnub2nismo intron; este paso de

la definicion exdnica a la definicion intrénica no esta bien comprendido.

Poly Y
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3’ splice site
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A 5 splice s Branch
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Figura 2. A: secuencias reguladoras siglicing para un intrén de vertebradds splice site sitio 5’ o dador;
branch site sitio de ramificaciénpoly Y tract trecho de polipirimidinas3’ splice site: sitio 3’ o aceptor. B:
ciclo de ensamblado del spliceosoma y catalisispliding Los distintos pasos se explican en la pagina previa

Tomado de Will y Lihrmann 2011.



Aunque en su mayor parte los exones son incluidos en el ARNm de forma constitutiva,
algunos exones en particular pueden ser excluidos, en su totalidad o parcialeerée delruso de
sitios 5” o 3’ alternativos, en algunas de las moléculas de ARNm; del mismo modo algunos intrones
pueden ser retenidos en el producto final (figura 13). Estas vias alternatigpdicitey producen
distintas especies de ARNm que se traducen en proteinas con diferenciagni@aquotencialmente
afectando su localizacion celular, estabilidad o funcion biol6gica; adém@licang alternativo puede
originar diferentes secuencias 5° o 3’ no traducidas, que afectan la estabilidad o localizacion de las
moléculas de ARNm en si mismas, o causar un corrimiento del marco de lectundy c@dones de
stop prematuros que determireindegradacidn por la via NMINbnsense Mediated Dedayna via
que elimina especificamente mensajeros con codones de stop rio arriba del exdn tenarigadt @l.
2007).

ARNm
pre-ARNm isoformas
Constitutivo — LI ]
Exén cassette < T
Sitios 5’ splice alternativos <: CI
Sitios 3’ splice alternativos < |:|:|:||:
e a2l —
Retencion de intrén N CIT T
Exones mutuamente A
excluyentes ~a e ]

Figura 13. Distintas variedades dplicing alternativo. Las lineas horizontales representan los intrones, y las
lineas diagonales unen las secuencias exdnicas que vatigadas; a la derecha se muestran las isoformas
resultantes. Gris claro: segmentos de inclusidn constitutiva; gris ossemgmentos alternativos. Tomado de
Srebrow y Kornblihtt 2006.



La maquinaria celular hace uso de estas posibilidades de regulacion de la expresion génica
modificando el resultado de las reaccionessgkcing ante estimulos determinados o durante el
progreso por el ciclo celular; y en organismos multicelulares segunidel te el estadio en el
desarrollo. La regulacién de las cantidades de las distintas isoformas ddbessfcientemente
precisa como para asegurar la proporcion adecuada en cada situacion. Una estimacion basada en
namero de genes eD. melanogastely en C. eleganspredecia que un mamifero con un sistema
nervioso complejo albergaria unos 80 000 genes (Spring 1997), sin embargo |xiaeidmey
anotacion del genoma humano ha arrojado un numero de 23 000 genes para nuestra especie
(International Human Genome Sequencing Consorti2d94). La capacidad que brindasglicing
alternativo de codificar distintos polipéptidos a partir de un mismo gen unidahal ecque mas del
90% los genes humanos suBplicing alternativo (Pan et al. 2008; Wang et al. 2008) sefiala la

importancia de este proceso en la expansion del proteoma en organismos complejos.

1.2 Proteinas SR y hnRNP

Se han descripto varios factores proteicos que participan en la regulaciGplidielg
alternativo; entre ellos predominan dos grupos, la familia de pasteRy las llamadas hnRNPs.

Las proteinas SR poseen uno o dos dominios RRM de unién al RNA hacia el N teraninal y
dominio rico en argininas y serinas, del que toman su nhombre, en el Cateesie dominio RS
media las interacciones con otras proteinas incluyendo componentes del spliceasemsmente
tienen un efecto positivo sobre la inclusién, aunque una misma proteina SR puede tener efectos
contrarios en distintos eventos dplicing En muchos casos las proteinas SR son reclutadas a
secuencias exonicas llamadas ESE @@wonic Splicing Enhanceysdesde donde participan en la
definicion exonica tanto en eventos alternativos como constitutix@sctuando con Ul en el sitio 5’
rio abajo y con U2 o con U2AFG el sitio 3” rio arriba (Long y Caceres 2009, Wahl et al. 2009).
También se ha reportado la unién de proteinas SR a secuencias intrénicas que prlanmeusion
(Lim y Sharp 1998), generalmente llamadas ISE [jpwonic Splicing Enhancejso mas raramente a
secuencias que promueven la exclusién, ya sea exénicasE&8®; Splicing Silencey® intrénicas
(ISS, Intronic Splicing Silencejs El reclutamiento de proteinas SR estabiliza la uniéon de U1 o U2AF
a sitios3’ o 5’ débiles promoviendo la inclusion de exones alternativos (Graveley et al.Z200dr y
Roth 1994).

El término ribonucleoproteina nuclear heterogénea, o hnRNP por su sigla en inglésase ap
diversos factores que se unen al ARN naciente de manera independiente de s@€aenental.

1977) y participan en la formacion de una particula de 30S observada en gratfiet¢esidad de



sacarosa (Pifiol-Roma et al. 1988). Las hnRNPs A, B y C forman el nucleo de estaapatieul
empaquetan el ARN naciente; estan entre las proteinas més abundantes en lasocélriasyel de
expresion comparable al de las histonas (Han et al 2010). Ademas de reconocer ARN de manera
inespecifica, casi todas las proteinas del grupo se unen con mayor afinidddtas distuencias
particulares. En su mayor parte las hnRNPs poseen dominios RRM, aunque ningln domicm protei
escompartido por todos los miembros del grupo.

Todas las hnRNPs candnicas han sido implicadas en la regulaciplicielg y en especial
en la represion de la inclusion de varios exones. Uno de los moduladores negathpbisidgimas
estudiados es hnRNP |, también conocido como PTB. Esta proteina se une a motivokaomros
pirimidinas e inhibe la inclusién de distintos intrones por varios mecanismos, como ebldogato
de la union de U2AF65 al trecho de polipirimidinas (Sauliére et al. 2006) o la midtioién a
ambos lados del exén formando estructuras que impiden su procesamiento (Amir-Adtnaddy
2005).

Las proteinas SR y las hnRNPs tienen muchas veces efectos antagdnicos sobre el mismo
evento desplicing y la inhibicién del reclutamiento de hnRNPs por proteinas SR ha sido propuesta
como un mecanismo por el cual estas proteinas aumentan la inclusion de determinadostaxebes (Z
al. 2001).

/ﬂ\ SR

protein

U2AF

U2 U1
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Figura 14. Rol de las proteinas SR. A: esquema de las interaccionetedardefinicion exdnica. Una proteina
SR unida a un activador exénico (ESE) por su dominio RRM estimulaoglagimiento del exén y su inclusio
mediante interacciones positivasn U2AF en el sitio 3’ del intrén rio arriba y Ul en el sitio 5 rio abajo.
Tomado de Will y Lihrmann 2011. B: estimulacion indirecta de la inclyméinhibicion del reclutamiento de
una proteina hnRNP a un represor exdnico (ESS). Tomado de Longrg£2a009.
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1.3 Rol de Pol Il en la regulacion del procesamiento del pre-ARNm

Ademas de los faotes de procesamiento y las secuencias reguladoras en cis, Pol Il es en si
misma un actor clave en la maduracion del pre-ARNm, en particular el dacaihioxiterminal, o
CTD, de la subunidad mayor Rpbl. EI CTD consiste en una serie de repeticiones de la secuencia
consenso YSPTSPS (Corden et al. 1985), 26 en levadura y 52 en nuestra especie, que pueden sufrir
una variedad de modificaciones post traduccionales incluyendo glicosilacion, isorbarigaci
prolinas, y crucialmente, fosforilacion. Cinco de los siete residuos de cada repeticion pueden se
fosforilados, y en particular la fosforilacion de las serinas 2 y 5 tiengrapel importante en la
transcripcion por Pol Il. La fosforilacién en serina 5 por CDK7, una subunidad d#ldadiciacion
TFIIH, marca la salida del promotor y el comienzo de la transcripcion; larifasfon de la serina 2
por CDK9, la ciclina dependiente de quinasa de P-TEFb, o por CDK12 o CDKiiRqBiak et al.
2010), prevalece en el cuerpo del gen y esta asociada con elongacién. La importancia del CTD en la
elongacion de Pol Il se ve en la severa inhibicion de la transcripcion de genes enddégenoian ausen
de este dominio (Meininghaus et al. 2000).

El canal de salida del ARN es préoximo al CTD, que recluta varios factores de priecesa
incluyendo las enzimas que agregan la caperuza 5’ y los complejos de procesamiento 3° CPCF y CstF.
Tanto el procesamiento en el extremo 5° como el corte y poliadenilacion en el extremo 3’ estan
abolidosin vivo en ausencia del CTD (McCracken et al. 1997 a y b). Crucialmente, se ha reportado
gue varios factores dwplicing son reclutados por el dominio CTD de pol IlI; las implicancias de este

hecho se analizaran mas adelante en esta introduccion.

1.4 Acoplamiento entre transcripciorsplicing

La ARN polimerasa II viaja a lo largo del gen en sentido 5°-3’, transcribiendo alternadamente
exones e intrones con sus sitios regulatorios. Estos sitios son susceptibles deeeidmcpor la
magquinaria desplicing desde que son sintetizados, lo que crea la posibilidad de gpléciglg ocurra
cotranscripcionalmente. La primera evidencia de que este fendmeno ocurre fue presentada por Bayer y
Osheim en 1988 con sus fotografias de microscopia electrénica de frotis denarateddrosophila,
que muestran lo que puede interpretarse como ensamblado del spliceosoma, formaeizm ydel |
escision del intrén en estructuras identificadas como cadenas de ARN nacientes unidas al ADN que las
codifica. Posteriormente la aislacion por microdiseccion de ARN asociadocs aeilBalbiani o libre

en el nucleoplasma en embrionesXEnopusdemostré que la eliminacién de un intron puede ser



previa a la liberacion del transcripto (Baurén et al. 1994). Poco tiempaéde3gnnyson et al.
observaron por RT-PCR que luego de la induccién transcripcional la eliminacién dérdogsin
proximales en el gen de la distrofina humana eran eliminados antes de que Pol Il aftaxtermo

3’ de este gen excepcionalmente largo (Tennyson et a. 19@@itirAde ese punto se sucedieron los
trabajos que demostraban primero el reclutamiento cotranscripcional de los fdetspésing a los
sitios de transcripcion activa (Listerman et al. 2006), y luego la eliminacicansotipcional de los
intrones. En todos los eucariotas estudiados hasta el momento, la mayor pdagdantt®nes es
eliminada antes del corte en el sitio poliA y liberacién de los transcrgatogiue el procesamiento
cotranscripcionagsalgo menos probable para los intrones cercangdramo 3’ o que rodean exones
alternativos (revisado en Dujardin et al. 2012).

La proximidad espacial y temporal entre transcripcidosplicing abre la posibilidad de
interconexiones entre ambos fendbmenos, y un cimulo creciente de evidencia demuestra que en efecto
estdn funcionalmente acoplados. Quiza la instancia mas interesante del acuplaeritre
transcripcion ysplicing esta en el hecho de que la transcripciébn puede afectar el resultado de
reacciones desplicing alternativo. La evidencia mas temprana en esta direcciéon fue aportada por
Eperon y colegas, que descubrieron que el uso de un sitio 5’ alternativo embebido en la base de una
estructura secundaria de tallo que impedia su reconocinienitoo estaba inhibiddn vivo sélo si la
estructura era corta. Los autores razonaronimguavo los tallos mas largos tardan méas tiempo en
formarse, dando tiempo a su reconocimiento por los factorgglidimg ya que Pol Il debe transcribir
una secuencia mas larga hasta llegar a los nucleétidos que dahibuiel sitio 5°. De esta manera el
uso del sitio alternativo est& determinado por las tasas de reclutamiésttodes que lo reconocen y
de elongacion de pol Il (Eperon et al 1988). Una década mas tarde un trabagstle laboratorio
demostré que la tasa de inclusion del exon alternativo modelo EDI del gémoshedtina humana es
dependiente del promotor utilizado para la transcripcion del minigén. Los autgpesipron que las
distintas secuencias promotoras pueden producir un reclutamiento difedenféietores deplicinga
Pol I, que luego viajan a lo largo del gen asociados al dominio CTD y modifidaadagice entre
inclusion y exclusién (Cramer et al. 1997). Una alternativa a este modelo deméshib es el
llamado modelo cinético, que propone que la tasa de elongacién de Pol Il condiciona el reclutamiento
de los factores dsplicing a sitios competidores (Roberts et al. 1998). Estos dos modelos no son
mutuamente excluyentes.

En los ultimos afios se multiplicaron los ejemplos de regulacién transaapcielsplicing
alternativo, en algunos casos por reclutamiento de factores asociados a la polimerasa (Gu ey al. 2013)
en otros casos por regulacion cinética. Explicaremos brevemente el modelo dieétgalacion del

splicing alternativo antes de pasar a nuestro modelo experimental.



1.5 El modelo cinético de regulacién dsdlicing alternativo

Smith y colegas observaron un aumento en la inclusion del exéno3trdpomiosina en
minigenes con sitios de pausa rio arriba de un elemento regulador negativotemed, o con una
mayor distancia entre el intron y este sitio regulador; ni los sitios de pausa secuencias
espaciadoras producian cambios espéitingin vitro. Esto los llevo a postular que el mayor tiempo
entre la sintesis del exén y la sintesis del sitio regulador negativo jogoabmitia el reconocimiento
del exdn por la maquinaria dlicing antes del reclutamiento del represor de la inclusion al sitio
regulador negativo (Roberts et al. 1998). Generalizando este caso particular se llega al madelo cinét
de regulacién debplicing segun el cual una baja velocidad de transcripcion o la presencia de
secuencias de pausa puede favorecer el uso de un sitio regulador débil antes deda dpartod
sitio ubicado rio abajo con efecto contrario en la regulacion del evento @erim cambio una alta
velocidad de transcripcion produce una aparicion mas simultanea de los sitiosdanegelto que
favorece el uso del sitio mas fuerte rio abajo.

En los dltimos afios publicaciones de nuestro laboratorio y de otros grupos dan ejemplos de
mecanismos que afectan la tasa de elongacion de Pol Il en células en cultivo y @ltietigno
modifican elsplicing alternativo. Distintos estimulos que modifican la estructura de la cromatina
haciéndola mas permeable o mas resistente a la transcripcion por Pol Il producen cambios en la tasa de
inclusion de exones que son coherentes con las predicciones del modelo cinético (Sc2@0et al
All6 et al. 2009). Del mismo modo, el tratamiento con agentes que causaaldsBiN como la luz
ultravioleta produce una extensiva hiperfosforilacion del CTD asociada a una hajalacklde
transcripcion, que a su vez modificasglicing de un conjunto de genes (Mufoz et al. 2009). Resulta
interesante el caso de algunos factoresplieing caracterizados recientemente, que regulan conjuntos
de eventos dsplicing modificando localmente las propiedades de elongacion de Pol Il o la estructura
de la cromatina (Montes et al. 2012; Close et al. 2012; Zhou et al. 2011).

1.6 Regulacion cinética dabplicing alternativo en el gen de fibronectina

La fibronectina humana es una proteina de alto peso molecular y de gran abundancia tanto en
matriz extracelular como en plasma sanguineo. Tiene una estructura modular, dgrosree
repeticiones: tipo I, de 40 aminoacidos, tipo Il, de 60 aminoacidos, y tipo lll, de 90 amisodais

distintas repeticiones estan en registro con los exones que las codifican; nojeetess su mayor



parte cada uno de los modulos tipo |y Il es codificado por un solo exén, 12 de las 17 repefciones ti
[ll estan codificadas por dos exones.

Existen tres regiones dglicing alternativo en fibronectina: el exén 25, llamado EDII, EDB o
EllIB, el exén 33, conocido como EDI, EDA o EIllIA, y la region HlICS, de isa alternativa en su
conjunto y ademas con sitios 5’ y 3’ alternativos. EDII y EDI codifican cada uno una repeticion tipo
[l completa. La inclusion de estos exones es mayor en tejidos embrionarios qudosnaidyiltos, y
aumenta en heridas cutaneas y en transformaciones malignas; no se detectan defocheason en

plasma sanguineo.

EDII EDI lnes
E25  E28 E33 E40
I eom+ I ] eo- I B mcs-120
Repeticiones B ceou- B Eo- Il ncs-95
" Tipol IR ncs-s9
Tipo I Il ncse4
= Tipo lll B cso

Figura 15. Esquema del gen de fibronectina humano FN1. Cada &rigarttal sefiala un médulo de tipo Il en
la secuencia de la proteina. Los rectangulos blancos indican exonemenfiag alternativos; debajo de cada
region desplicing alternativo se grafican las distintas isoformas a que da lugar. iEterétitutivo 28 es similar
en tamafio a EDI y EDII y sera analizado en esta tesis.

En experimentos de transfeccion de minigenes la inclusion de EDI varia segun el promotor
que recluta Pol Il. Aunque inicialmente este resultado fue explicado en el marowadkdo de
reclutamiento, nuevos experimentos mostraron que la inclusion de EDI sube en condiciones que
promueven la replicacion y cromatinizacion de los plasmidos transfectados, y baaremsfeccion
de un transactivador que promueve la elongacion (Kadener et al 2001). Estos resulesiem una
correlacion inversa entre elongacion e inclusion de EDI. Dos purinas en el trepblipitamidinas
rio arriba de EDI vuelven suboptimo el sitio 3°, bajando su afinidad por U2AF65 (Nogués et al. 2003);
las condiciones que promueven una menor elongacién de Pol Il aumentan las probabilidades de que
este sitio débil sea reconocido por el heterodimero U2AF antes de que el sitio 3° en el intron rio abajo
de EDI sea sintetizado.

En contraste con EDI, EDIl no cambia su nivel de inclusion al variar el prorotdr
transfectar una Pol Il mutante lenta (de la Mata 2003). En cambio, distintas pr&Rimagulan

positivamente su inclusion al unirse a secuencias cortas en el intron rio abajo (Ch987;alim y
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Sharp 1998). La inclusion de EDI también es regulada positivamente por proteinase S®nqu
reclutadas a un ESE muy bien caracterizado (Buratti et al. 2004).

La regulacion cinética de EDI ha sido demostrada por medio de experimentos de téamsfecc
de mutantes de Rpbl de elongacion mas lenta (de la Mata et al. 2003); en esesesralimenta la
inclusion de EDI, de acuerdo con el modelo propuesto. Ademas la inclusion de EDI aamberida
inhibicién del factor de elongacién P-TEFb (de la Mata et al. 2010) o la crefeiGomatina mas
compacta (Kadener et al. 2001, Schor et al. 2009, All6 et al. 2009).

El mecanismo exacto de la regulacion cinética de EDI no ha sido demostrado
experimentalmente. Hasta el comienzo de este trabajo no existian pruebas ddogadadn afecta
de manera directa edconocimiento del sitio 3’ débil. Tampoco teniamos forma de comprobar que los
métodos que utilizamos para disminuir la elongacién de Pol Il funcionan eficientemente ers nuestro

sistemas experimentales. Algunas de estas cuestiones seran abordadas en la presente tesis.
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Objetivos

2.1 Objetivo General

El objetivo mas general de esta tesis es el estudio de los mecanismos paldeslecu
elongacion de la ARN Polimerasa Il modificasplicing alternativo. Los objetivos especificos son los

siguientes:

2.2 Objetivos Especificos

e El andlisis del orden de remocién de los intrones que rodean a un exon alternativo am distint
condiciones de elongacion.

o El estudio sistematico del orden de remocion de intrones en distintos exones alternativos y
constitutivos y su relacion con la regulaciénsjgicingde estos exones.

e La obtencion de medidas de la velocidad de transcripcion de iRaliVio en el gen enddgeno
de fibronectina en distintas lineas celulares y en presencia de tratamientimgigan la
elongacion transcripcional.

e La medida del reclutamiento de la proteina U2AF65 al sitio 3’ rio arriba del exon alternativo
EDI en el gen de fibronectina y en el sitio competidor rio abajo en dsstioindiciones de

elongacion.
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Materiales y Métodos

3.1 Plasmidos

Mi nigenes reporteros desplicing:

El minigén pUHC EDI reprimible por tetraciclina ha sido descripto previamenta {data el
al. 2006). Brevemente, el fragmento reportero de luciferasa del plasmido pUHC13 @ feensidido
con la enzima de restricciodbal y reemplazado por el fragmen®@sdHll-Pvul de 3910 pb de
pPSVEDA Tot (Caputi et al. 1994) para producir pUHC EDI. Los mutantes pUHC EDIGMde la
Mata et al. 2010) y AT (Manuel de la Mata) han sido construidos reemplazando el fragiinelito
Ncd por el fragmento equivalente en pSVEDA/FN DM (doble mutante), GT o AT respectiwament
(Nogués et al. 2003). pUHC ERDRE ha sido construido por delecion del fragmetml-Ndd (de
la Mata et al. 2010). Los minigenes pFN EDIIICS y pFN EDF/IIICS consisten en dos copias del
gen dea-globina humana clonados en tdndem; en el Big&ll de la copia rio arriba se encuentra
clonado un fragmento de 3087 pb del gen de fibronectina humana con el exén EDI y sus intrones y
exones flanqueantes, ya sea WT o con la doble mutacion; en é3«difib de la copia rio abajo se
encuentra clonado un fragmento de 2685 pb del gen murino de fibronectina con laltegiativa
IICS y sus intrones y exones flanqueantes (Fededa et al. 2005).

Para construir el minigén pUHC E28 ligamos el fragmento que va desde dcdltien el
exén 27 de fibronectina hasta el final del exdn 29 de fibronectina en el producto de PCRBDKC
amplificado con los primers agl e3F: 5-GTGACCCTGGCCGG’ y agl e3R: 5-
ACCAGCAGGCAGTGGG3’ a partir de pUHC EDI.

Para construir el minigén pUHC EDII restituimos por mutagénesis dirgjidiio BStEIl rio
arriba del inserto de fibronectina en pUHC EDI, produciendo el plasmido pUHCBEBII, y
reemplazamos el fragmenBstEIll de 3091 pb por el fragment®sEll de 2923 pb del plasmido
pSVEDBXho (Muro et al. 1999).

Para construir el minigén pUHC CFTR TG11T5 reemplazamos el fragrBetiith de 3091
pb en pUHC EDIBsEIl por el fragmento BstEll de 2385 pb del plasmido pSV40 CFTR TG11T5
(Pagani et al. 2000).

Los minigenes pSV40 CFTR TG11T5, TG11TAVG T5 han sido descriptos previamente
(Zuccato et al. 2004); el minigén pFN CFTR TG11T5 ha sido construido reemplazando el promotor de

SV40 por el promotor de fibronectina (Gwendal Dujardin).
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Los minigenes reprimibles por tetraciclina que usamos en este trabajo (pUHC €8l y
derivados) poseen un promotor minimaocWR*, virtualmente silencioso en ausencia de
transactivadores, y siete operadotet® clonados rio arriba. El plasmido pUHD 15.1 codifica una
proteina de fusion entre el repret#R, que se une a los operadaet® en ausencia de tetraciclina,
el transactivador viral VP16, que produce una estimulacion robusta del promotor rfBussen et
al. 1992). El tratamiento de las células con tetraciclina reprime la tran&arg®los minigenes, y el

lavado de la tetraciclina induce rapidamente la transcripcion (figura M1).

tTA ‘(:)_.' Transcription OFF
@ il ” Transcription ON

-------

Figura M1. Sistema TET-off. El plasmido pUHD 15.1 codifica la proteina de ftis®VP16 bajo un promotor
constitutivo. En presencia de tetraciclina (TET), tTA-VP16 no puede unitse aperadores tetO (TRE o
Tetracycline Response Elements en el esquema) en el plasmido derivado de pBHE B se activa el
promotor minimo (arriba). En ausencia de tetraciclina, tTA-VP16 es reclutasdapdmdores tetO activando el
promotor (abajo). (Tomado de Suzuki y Suzuki, 2011).

Vectores para la sobreexpresion de factores dglicing o para la expresion de

polimerasas mutantes

Los plasmidos g10 SF2/ASF (Caceres et al. 1997), g10 SRp20, g10 Sc35, g10 9GS, gl10
SRp55 0 g10 SRp40 (Cramer et al. 1999) codifican los ADNc de las proteinas SRrhasngnia
han sido descriptos. Los plasmidos pcDNA 3.1-nV5-ETR3 y pcDNA 3.1-TD¥54is codifican
los ADNc de las proteinas ETR3 y TDP-43 respectivamente y han sido descrip@asli(Def al.
2010).El plasmido pHI codifica el ADNc de la proteina hnRNP PTB (Ghetti et al. 18Dg}smido
pTIALl (Del Gatto-Konczak et al. 2000) codifica el ADNc de la proteina TIAL.

El plasmido pAT7h1 codifica el ADNc de la subunidad mayor de Pol Il humana \Rjpt1
Typesensible a la-amanitina (WP); el plasmido pAT7hdaAm' codifica una variante de Rpb1 con la
mutacién N792D que le confiere resistencia a-Emanitina (WT) (Nguyen et al. 1996). El plasmido
PAT7hloAM'R749H (de la Mata et al. 2003) codifica una Rpbl humana mutante que ademas de la
sustitucién N792D posee la sustitucion R749H, equivalente a la sustitucion R741H en laapalimer
mutante C4 dérosophila melanogastede baja tasa de elongacion (Coulter y Greenleaf 1985). El
plasmido HAAS (Gerber et al. 1995) codifica una Rpbl que s6lo posee 5 de las 52 repetielones d

dominio carboxiterminal (mutant&CTD).
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Preparadén de plasmidos

Preparacion de pladsmidos a pequefia escala 0 minipreps

Se utiliza esta técnica para producir una pequefia cantidad de plasmido a pertouttero
bacteriano de unos pocos mililitros, con el objetivo de, por ejemplo, constatar mediantedmape
restriccion o secuenciacion si los clonados realizados habian generado el plasmido deSaterés.
utilizé un protocolo estandar adaptado utilizado y cuando la aplicacion subsiguieateddbanuna

mas alta calidad del plasmido, se utilizékitrde Invitrogen PureLink HiPure Plasmid Miniprép

Preparacion de plasmidos a gran escala o maxipreps

Las columnas de intercambio anionico de Qiagen permiten obtener ungg H0 DNA
plasmidico (columnas tip 100) o 5QQ (columnas tip 500). También se utilizarkits de Invitrogen
(PureLink HiPure Plasmid Maxiprg¢para la obtencién de grandes cantidades de plasmido libres de
endotoxinas. En todos los casos, se realizd el protocolo siguiendo las recomendaciages de |
fabricantes.

Cuantificacién de los plasmidos

Para conocer la concentracion de ADN o ARN en solucion se midi6 absorbanciam 260
con un espectrofotémetro (NanoDrop). Como alternativa se midieron concentraciones por
fluorometria, utilizando el lector Qubit y los reactivos Quant-iT RNAsSPPNA BR (Invitrogen).
Paralelamente, para cuantificar fragmentos de ADN se realiz6 una cuantificaciéleqbaforesis,
corriendo alicuotas en un gel de agarosa con bromuro de etidio y comparando con estandages de mas

(High Massy Low Mass Ladderdnvitrogen).

Transformacion de bacterias

Para generar bacterias competentes se utilizo la cepa DH50 de Escherichia coli y un
protocolo tradicional basado en Caglotras sales. Con este protocolo, se generan bacterias con una
eficiencia de aproximadamente ®10FC/ug. Estas bacterias fueron transformadas segin métodos
convencionales basados en el protocolo de Hanahan (Hanahan, 1983).

Alternativamente, se prepararon bacterias electrocompetentes en los casoseenepasito

una mayor eficiencia de transformacion (1-10.¢ UFC/jug DNA).
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3.2 Cultivo celular

Lineas celulares

Las células Hep3B (ACTT #HB-8064) fueron mantenidas en medio DMEM suplementado
con 10% suero fetal boving antibioticos (100 U/ml final de penicilina y 100y/ml final de
estreptomicina). Las célulablCT-116 (ATCC #CCL-247) y N2a (ATCC #CCL-131) fueron
mantenidas de la misma manera pero en medio suplementado con 4,5 g/L glucosa; las células
HEK293T (ATCC #CRL-11268) fueron mantenidas en este medio DMEM rico en glucosa pero con la
adicion de piruvato de sodio (110 mg/L concentracion final). Ocasionalmente tibasa @ medio
completo con posterioridad a las dos semanas de preparacion, se agregé también L-gintarmdna
concentracion final de 2,9 g/L. Antes de que las células alcanzaran la conflueacisetatspiré el
medio de cultivo y se colocd 1 ml de tripsina 2,5 % p/v. Luego de incubar a 37°C unos dos o tre
minutos, se detuvo la reacciéon con 9 ml de medio completo, se replaqued entr&l@/8ef dolumen
a una nueva placa de plastico de 10 cm y se llevé a 12 ml de volumen final con medatccdragl

células fueron congeladas enliMjuido y descongeladas siguiendo protocolos convencionales.

Transfecciones con ADN

Las células Hep3B fueron sembradas en placas de cultivo de 6 pocillos de 35 mm con una
densidad de 2 x 2Ccélulas por pocillo y 24 h mas tarde fueron transfectadas usando el reactivo
Lipofectamina (Invitrogen #18324). Las células HCT-116, HEK293T o N2a fueron sembradas en
placas de cultivo de 6 pocillos (35 mm didametro) con una densidad de’sé&ul@s por pocillo, o en
placas de cultivo de 12 pocillos (22 diametro) con 2,5 x 2@élulas por pocillo y 24 h mas tarde
fueron transfectadas usando el reactivo Lipofectamina 2000 (Invitrogen #11668). Paaadasiel6
pocillos transfectamos |2g de ADN con 6 pul de reactivo por pocillo; para las placas de 12 pocillos
transfectamos 1 pg de ADN con 3 pl de reactivo por pocillo. Brevemente, etgbwotde
transfeccion con lipofectamina que utilizamos en nuestro laboratorio es el sigisergjemplifica
utilizando las cantidades de los reactivos adecuadas para pocillos de 35mm):

Se coloca 2 pg totales de ADN plasmidico en un tymoendorfque contiene 100 ul de
OptiMEM (Invitrogen).

Se coloca 6 pl de lipofectamina en un tubo de polipropileno de 5 ml con tapa que contiene 100
pl de OptiMEM vy se incuba por 5 min.

Se transfiere el contenido del tudppendorfl tubo con lipofectamina y se mezcla.
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Se incuba 20 minutos para que se formen los complejos entre el poli-cation y el ADN.

Se lavan las células con PBS para eliminar trazas de suero y antibioticos que inhiban la
transfeccion, y se dejan en 1,8 ml de medio sin suero ni antibiéticos.

Se agregan por goteo 200 pl de los complejos en cada pocillo.

Se dejan las células en el incubador durante 4 a 24 h para que ocurra la transfeccion.

Luego se aspira el medio para eliminar la lipofectamina, que de lo contraricefesnes
téxicos a largo plazo, y se agrega 2 ml de medio completo por pocillo.

En el caso de las placas de 12 pocillos todas las masas y volumenes se reducen a la mitad.

Transfecciones con ARN

Para los experimentos de ARN de interferencia, las céll@$-116 (5x10) fueron
transfectadas en placas de cultivo de 12 pocillos gainLgofectamina 2000 (Invitrogen) y 250 ng
siRNA. El procedimiento es el mismo que el detallado para la transfeccion con ADN. La sedaenc
los siRNAs se detalla a continuacion:

siLUC: 5’-CUUACGCUGAGUACUUCGA(dT)(dT)3’ (Elbashir et al., 2001).
SiSRp20:  5-GGACUGUAAGGUUUAUGUAGGCAAUS3’ (StealthsiRNA)
SiSC35: 5’-UCGCCUUCGUUCGCUUUCACGACAA’ (Blaustein et al 2005)

SiSRp55: 5’- GGCACAGAAAUAAAUGGCAGAAAUA- 3’ (Matias Blaustein)
SiISRp75: 5’- GGCAGGAGAAGUGACUUAUGCAGAU 3’ (Matias Blaustein)

Ensayos desplicingy orden de remocién de intrones con minigenes

Transfeccion de minigenes mutantes inducibles; sobreexpresién o silenciamiento de proteinas SR
Transfectamos pocillos de 35 mm con la densidad adecuada segun la linea celulangcon 70
de minigén induciblewild type o mutante y 600 ng del plasmido pUHD 15.1 que codifica el
transactivador tTA-VP16; alternativamente transfectamos placas de 22 mm con 35miggéa
inducible y 300 ng de pUHD 15.1. En los experimentos de sobreexpresion transfectamos junto con el
minigén inducible y el plasmido que codifica el transactivador 100 ng de vector queacpdifa
proteina SR por pocillo de 35 mm, exceptuando en la figura R7 A-B, en la que fuerontadasfec
200 ng por pocillo, o 50 ng por pocillo de 22 mm. En todos los casos transfectamos el vecto
comercial pBluescript Il KS+ (Agilent) hasta completar la masa indicadasatd@ntransfecciones

con ADN 16 h mas tarde aspiramos el medio de cultivo y lisamos las células @actelor TRI
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Reagent (MRC) para extraer ARN total. En los experimentos de silenciamiento teanegepbcillos
de 22 mm con las masas arriba indicadas de minigén y plasmido que codifica el teamagtivio
con 250 ng de cada siRNA; 24 o 48 h mas tarde lisamos las células en TRI Reagemada
combinacién de minigén y tratamiento transfectamos pocillos por triplicado; aderagesathdo se

comprobo en experimentos independientes.

Tratamiento con farmacos que modifican la elongacion transcripcional

Transfectamos células en cultivo con los minigenes inducibles indicados en cagaetaso
plasmido que codifica el transactivador segun se explica arriba, y 24 h mas tardeoasglirasdio y
agregamos medio fresco con los farmacos 5,6-dicloro-1-b-D-ribofuranosilbenzimidabdtB
(Sigma, concentracién inicial 50 mM en DMSO o etanol), camptotecina o CPT (SigmaJ 20 m
DMSOQ), flavopiridol (Sigma, 1 mM en DMSO), o tricostatina A o TSA (Sigma, fnhgn etanol)
en las concentraciones finales indicadas en cada figura, o con los vehiculos DMSB0I! ®retel
volumen maximo usado en cada experimento. 24 h mas tarde lisamos las células en TRIE#agent
protocolo breve fue el mas efectivo para el estudio del orden de remocién de intrones.

Para maximizar los efectos de los farmacos sobselieing transfectamos las células y 4 h
mas tarde aspiramos el medio con los complejos y agregamos medio fresco corirtatiaggliml
para reprimir la transcripcion del minigén transfectado. 24 h mas tarde reengdazlamedio con
tetraciclina por medio con distintas concentraciones de los farmacos. Luego de 8+athndiertto
lisamos las células en TRI Reagent.

Transfeccion de polimerasas mutantes

Transfectamos células en cultivo con los minigenes inducibles y el plasmido dfica aeld
transactivador segun se explicé, y 1,33 o 0,66%segun se haya tratado de pocillos de 35 mm o de
22 mm) de plasmido que codifica una de las 4 variantes de la subunidad mayor de Pol Il. 4 h mas tarde
aspiramos el medio con los complejos y agregamos medio fresco con tetraciglgienl lpara
reprimir la transcripcién del minigén transfectado. 16 h mas tarde aspiedmeslio y agregamos
medio con tetraciclina g/ml y a-amanitina 7,50g/ml, y 24 h més tarde cambiamos a medio sin
tetraciclina y con 1Qug/ml a-amanitina, permitiendo la transcripcion del minigén. 24 h mas tarde

lisamos las células en TRI Reagent.
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Transfeccion de minigenes no inducibles

Cultivos de células HCT116 o HEK293T fueron transfectados con 500 ng de minigén pFN
CFTR TG11T5 Yy 16 h el medio fue reemplazado con medio con GRT®DMSO; 6 h mas tarde el
medio fue aspirado y las células fueron lisadas con TRI Reagent.

En los experimentos de sobreexpresion los minigenes pFN CFTR TG11T5 o pSV40 CFTR en
sus variantes TG11T5, TG11TI9AMG T5 fueron transfectados junto con 500 ng de vectores que
expresan los factores ETR3, TDP43, TIAL, PTB, o SF2; 16 h post transfeccion el meatipifado

y las células fueron lisadas con TRI Reagent.

3.3 Andlisis del ARN

Purificacion de ARN

Para obtener ARN de las células transfectadas, utilizamos una adaptacidmotoeblo
original de Chomczynski (Chomczynski y Sacchi, 1987). Con este protocolo se pueden obtener
aproximadamente 5-10y de RNA a partir de células cultivadas en un pocillo de 35 mm de diametro.
Utilizamos el reactivo TRI Reagent (MRC) siguiendo el protocolo proyistcel fabricante. Cabe
aclarar que todos los reactivos utilizados deben estar libres de RNasas, ddagra sutoclavando
las soluciones o utilizando stocks con cuidado. Se descarta el medio de las células y se aspira bien para
gue no queden restos de liquido para luego agregar 1ml de TRI Reagent a cadegpocdlalas. A
continuacion, se levanta el lisado de células con pipeta y se las transfierabm sppendorf Se
agrega 1/5 de volumen (2@0) de cloroformo y se agita vigorosamente. Se centrifuga 15 min a 12
000 g en una centrifuga refrigerada a 4°C. Se toma la fase acuosa (superlarpgssea un nuevo
tubo eppendorf. Se precipita con un volumen (Bi)@e isopropanol y se agita con wdrtex. Luego
de incubar al 10 mim temperatura ambiente, se centrifuga 10 min a 12 000 g en una centrifuga
refrigerada a 4°C. Se descarta el sobrenadante por volcado y se agregan 1 ml @é%tahopara
lavar el precipitado. Se centrifuga 5 minu&s 500 g en una centrifuga refrigerada a 4°C. Se vuelca
el sobrenadante y se aspira bien para que no queden restos de etanol. Spdietalehire, se
agregan 2Qul de agua y se congela a -20°C. Para resuspender el RNA, se descongela en un bafio de
agua a 50°C durante 5 min y se agita vigorosamente coortex. Se puede controlar la integridad
del RNA extraido corriéndolo en un gel de agarosa 1% p/v, a un voltaje relatigaatient por poco
tiempo, para disminuir la degradacion durante la corrida. En una preparacion buena de RNA, debe
observarse 3 bandas correspondientes, de mayor a menor tamafio, al rRNA 28S, al rRMAGESS y
tRNA.
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Transcripcion reversa (RT)

El protocolo para la obtencién de ADN copia a partir de ARN se detalla a @midinuEl
mismo consiste en el protocolo provisto por el fabricante de la enzima rjptass Reversa, MMLV-

RT o Superscript Il segun el caso (Invitrogen). Protocolo para MMLV:

Se prepara la mezcla de reaccion 1, que esta compuesta de la siguiente manera:
1-5pg de ARN

100 ng deandom primergNig), 0 bien 0,2 pl de oligonucledtido especifico 10 uM
H20 c.s.p. 11 pl.

Se desnaturaliza la mezcladocandola 5 min a 65°C.
Se pasa el tubo inmediatamente a hielo para impedir la renaturalizacion.
Se agregan 9 ul de mezcla de reaccién 2 a cada tubo.

La mezcla de reaccion 2 esta compuesta de la siguiente manera:

4 ul debufferde RT 5X.

2 ul de DTT 100 mM.

1 pl de dNTPs 10 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP).
1 pl de inhibidor de RNasas 40 U/pl.

1 pl de enzima M-MLV RT 200 U/pl.

Se deja 10 min a temperatura ambiente para que el oligonucleétido pueda hibriddRde Eiste
paso puede ser omitido si se utiliza un oligo especifico.
Se incuba 1 h a 37°C para que ocurra la reaccion.

Se detiene la reaccion incubando 15 min a 75°C.
El protocolo utilizado con la enzima Superscript Il difiere del arriba gqascen que el

volumen de mezcla 1 por reaccién es dguflg el volumen de DTT 100 mM es daul, y ademas en

que la reaccion se realiza a 50°C.
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Andlisis de la inclusion de distintos exones por RT-PCR

PCR de punto final

La inclusion de los distintos exones alternativos o constitutivos en higemés transfectados
fue analizada por RT comrandom primers o con el oligo especifico pSVcDNA: 5’-
GGTATTTGGAGGTCAGCAS3’ seguida de PCR competitiva fria 0 radiactiva semicuantitativa. En el
caso del exdn alternativo EDI también utilizamos gPCR (PCR cuantitativa en tiempo real).

Los primersutilizados para la PCR competitiva hibridasjunturas 5’ y 3’ entre la secuencia
de fibronectina clonada en los minigenes y la secuencia-glebina en la cual esta insertada
(exceptuandax-23, que hibrida secuencias en el germegobina), dando lugar a dos productos de
PCR por reaccion, uno mas largo correspondiente a la isoforma de inclusion y otomrtoas
correspondiente a la isoforma de exclusion (esquematizados para EDI en la figura MasA)
productos de PCR fueron corridos en geles de agarosa para evaluar la presenciastiatdas di
isoformas de modo cualitativo; en donde se indica cuantificamos la intensidad dentes
graficamente con el programa ImageJ a partir de las fotografias obtenidas. $€ndd tzes reacciones
de PCR radiactivas corrimos los productos en geles nativos de poliacrilasaidachmos, cortamos
las bandas y cuantificamos la radiacién de Cherenkov por medio de un contador de centelleo.

Utilizamos elADNc contenido en 2l de reaccion de RT como molde para cada reaccion de

PCR. Agregamos a cada tuboj23le mezcla de PCR, compuesta de la siguiente manera:

2,5ul debufferde PCR sin MgGl

0,75ul de MgChk 50mM (1,5 ul para el caso de E28)

0,5ul de dNTPs 10 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP)

2,5ul de primer forward10 uM

2,5ul deprimer reverselO uM

0,75ul de DMSO (dimetilsulféxido)

0,3ul de Tag polimerasa 5 W/ (Invitrogen)

H20 c.s.p. 23l

En las PCRs radiactivas agregamos @Jafe dCTP radiactivo (1QCi/ul, act. esp.: 3000 Ci/mmal).

La reaccién de PCR consisti6 en: 1) 3 min a 94°C, 2) 30 cicld5 se 94°C, 1 min a 63°C y

30 s a 72°C. Utilizamos los siguientes parepritaers
EDLI:

pSV5’j: 5-CACTGCCTGCTGGTGACTCGAS ;
pSV3’j: 5-GCGGCCAGGGGTCACGAT-3". (Caputi et al. 1994.)
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EDIly CFTRO:
a-23: 5>-CAACTTCAAGCTCCTAAGCCACTGC3;
Bra2: 5’>-TAGGATCCGGTCACCAGGAAGTTGGTTAAATCAS3’. (Pagani et al. 2000.)

E28:
E285j: 5’>-CTGCTGGTCGACTTTAAAATC3’;
E283j: 5>-~ACCGCAGGGGTGAACTC3".

A pSV5j pSV3j B a-23 hEDI inR
> < > <
Beo B inclusion Beo B inclusion
i-15  hEDI exR
> <+ L 4 <

- exclusién - exclusion

Figura M2. Inclusion/exclusion de EDI transcripto a partir de minigenes. Atezgtrale PCR tiempo final. Gris
claro: exones de:-globina; gris oscuro, exones constitutivos de fibronectina, grisanegdn alternativo de
fibronectina EDI. Las flechas indican la posicion deddmers B: cuantificacion por gPCR. Arriba y abajo se
grafica la posicién de los primers para medir la isoforma de inclusién o iérctaspectivamente.

PCR en tiempo real

Analizamos la inclusién de EDI end6geno y transfectado por PCR cuantitativa en &athpo r
Para cada muestra utilizamos dos reacciones diferentes, la primera paraamalifsoforma de
inclusion y la segunda para la isoforma de exclusién. En ambos cguaseat reversehibrida una
juntura especifica para la isoforma cuantificada (Figura M2 B). Utilizambdé&una dilucion 1:8 del

ADNCc obtenido por retrotranscripcion ccemdom primersy 20l de la siguiente mezcla de reaccion:

2,5ul debufferde PCR sin MgGl

2 ul de MgChk 50mM en el caso de EDI de minigén o iJs<de MgChk 50mM para EDI endégeno
0,5ul de dNTPs 10 mM

1 ul de primer forward10uM

1 pl deprimer reverselOuM

0,025ul del agente intercalante SYBR Green (Roche) diluido 1:30 en DMSO

0,3l de Taq polimerasa 5 p/(Invitrogen)

H20 c.s.p. 2Qul.
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Utilizamos los siguientes pares gigmers

Inclusion EDI minigén:

a-23: 5’-CAACTTCAAGCTCCTAAGCCACTGCS3’ (Pagani et al. 2000.
hEDI inR: 5’-AGTTGGTGCAGGAATAGCTG3’ (Allo et al. 2009).

Exclusion EDI minigén:
i-15: 5’- TGGACCCGGTCAACTTCAAG3’ (Kadener et al. 2002);
hEDI exR: 5’- AGTTGGTGCAGGAATAGTGGS3’ (All6 et al. 2009).

Inclusion EDI endbgeno:
AMPL5L: 5’- GCAGCCCACAGTGGAGTATG3’ (de la Mata et al. 2010);
hEDI inR: 5’-AGTTGGTGCAGGAATAGCTGS3".

Exclusion EDI end6geno:
hEDI exFE 5’-TGACTATTGAAGGCTTGCAG3’ (All6 et al. 2009);
hEDI exR: 5’- AGTTGGTGCAGGAATAGTGGS3’.

Corrimos el siguiente programa de PCR: 1) 2 min a 95°C 2) 40 ciclos de 15G, 49®5°a
64°C y 15 s a 72°C 3) curva deelting para constatar la identidad de los amplicones. Utilizamos una
termocicladora Mastercycler ep realplex S (Eppendorf).

Ademas de las muestras experimentales corrimos diluciones seriadas de ADNc parsacrear
curva de calibracién para cada reaccion; estas curvas son relativas ya que desconocemos las cantidades
de cada isoforma en los ADNc diluidos. Sin embargo, siempre que las eficiencias desl
reacciones sean similares se puede cuantificar una misma reaccién seguin una u otra curva y obtener un
coeficiente crudo para comparar los valores obtenidos en las dos cuantificacioneter@otsieste
aspecto solamente tuvimos en cuenta aquellas corridas en las que la eficiencia de lasialossreac

difiri6 en menos de 0,1.

Anéalisis del orden de remocién de intrones

Cuantificamos por PCR en tiempo real los intermediarios de la via de émclusy B
descriptos en la seccidesultadosLa posicion de loprimersse grafica en la figura M3 para el caso
de EDI transfectado; el disefio fue el mismo para todos los exones estudiados (EDI enddgeno; EDI
EDII, FN E28, o CFTR9 transfectados). Amplificamos ADNc producido por retrotrpoggri con

random primers con el oligo pSVcDNA ya descripto en la siguiente mezcla de reaccion:

2,5l debufferde PCR sin MgGl
1,5-2pl de MgCk 50mM
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0,5ul de dNTPs 10 mM
1,25l de primer forward10 uM

1,25l de primer reverselOuM

0,025ul de SYBR Green 1:30 en DMSO
0,475ul de Taq polimerasa 5 W/ (Invitrogen)
H20 c.s.p. 2Qul.

5 ul dilucion de ADNc 1:4 a 1:10

Los pares de primers que utilizamos fueron:

EDI o endbgeno:

AMPL5L:
DonR 2:

5’- GCAGCCCACAGTGGAGTATGS3’ (de la Mata et al. 2010);
5’- GCTCCCATGGGCACCTG&".

EDI B enddgeno:

PyF 2:
FN E34R:

5’- TCACAACTTGCTTTCACATAAC-3’(de la Mata et al. 2010)

5’- CTGTCAGGAGCAAGGTTGATTTC3’ (de la Mata et al. 2010).

EDI o transfectado:

pSV5’;:
DonR 2:

5-CACTGCCTGCTGGTGACTCGA (Caputi et al. 1994.);
5’- GCTCCCATGGGCACCT®.

EDI B transfectado:

PyF 2:
EDI 3j:

EDIl o
EDII 5j2:
EDIl a1R:

EDII B:
EDII B1F:
EDII 3j2

E28a:
E28 5;:

E28 DonR:

E28p:
E28 PyF:
E28 3j:

5’- TCACAACTTGCTTTCACATAAC-3’ (de la Mata et al. 2010);
5’- GCCAGGGTCACGATCCAG3'.

5’-CTGGTGACCTGCACTTTTG3’;
5’-CACCCTATCTGAATCTTTGGS3 .

5’-CAGTTCAAATTGTACCCTTTAAG-3’;
5’-GATCCAGGTCACCAGGAAGS’.

5’-CTGCTGGTCGACTTTAAAATC3’;
5’-CTGGGTAGGAAAGTCTTCTGAGS3".

5’-CACTTCCTAAACTGGTGGTGTC3;
5’-ACCGCAGGGGTGAACTC3".
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CFTRo:
EDII 5j2: 5’-CTGGTGACCTGCACTTTTG3’;
CFTRaR3:  5’-CCCATACATTCTCCTAATGCTC3".

CFTRB:
CFTRBF2:  5-GGCCATGTGCTTTTCAAAC3’;
EDII 3j2: 5-GATCCAGGTCACCAGGAAGS3’.

A pSV5j DonR 2 B PyF 2 EDI 3
> <+ > <+
B eo eol [
Intermediario o Intermediario B

Figura M3. Esquema de los precursores cuantificados para medir el ordeemdei6on de intrones,
ejemplificado para EDI transfectado. Gris claro: exonesidgobina; gris oscuro, exones constitutivos de
fibronectina, gris medio, exén EDI. A: el intermediasicorresponde a las moléculas que eliminaron el intrén
rio arriba de EDI pero no el intrn rio abajo. B: el intermediggorresponde a las moléculas que eliminaron el
intrén rio abajo de EDI pero no el intrdn rio arriba.

Para el caso de EDI endbgeno o transfectado cuantificamos los precpiregiresaly distal a
partir del mismo ADNc utilizado para cuantificary 3, y con los primers:
Enddgeno Proximal:
hEDI exF 5’>-TGACTATTGAAGGCTTGCAG3’ (Allo et al. 2009);
i-13°2: 5’-GCATTCAGACACCCAAGAAC-3’ (de la Mata et al. 2003).

Enddgeno Distal:
i33BasF: 5’-CCTAGCCCAACAAGAACAATCC-3’ (All6 et al. 2009);
FN E34R: 5’- CTGTCAGGAGCAAGGTTGATTTCS3’ (de la Mata et al. 2010).

Minigén Proximal:
CFTRe3F: 5’>-TAAGCCACTGCCTGCTGG3’ (Manuel de la Mata);
EDA-1R1: 5’-ACCAACAAGTTCACTTTCCCTATGS3’ (Allo et al. 2009).

Minigén Distal:
i33BasF- 5’-CCTAGCCCAACAAGAACAATCC-3;
EDI 3j: 5’- GCCAGGGTCACGATCCAG3’.
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3.4 Medida de la elongacion de Pol

Tratamos cultivos confluentes de células Hep3B o HCT116 en pocillos de 35 mm con DRB

300uM por 4,5 h. Dejamos 3 pocillos excluidos del tratamiento con RBamos cada pocillo 2 x

con PBS, agregamos medio fresco e incubamos a 37°C por los tiempos indicados. Con idéebvalos
min aspiramos el medio de grupos de 3 pocillos y lisamos las células con TRhRgmga cada
grupo de tres pocillos el tiempo fue computado de manera independiente a patiadeldel DRB

en ese triplicado). Preparamos ARN total de cada pocillo resuspendiendqieH By digerimos

con DNasa | libre de RNasas (Sigma). Cuantificamos el ARN por Nanodraptyaiescribimos Jug

de ARN de cada pocillo carmandom primersCuantificamos los precursorgs29, 35y 46 por qPCR

con los siguientes primers:

FNelE 5’-TGGCTGTCAGTCAAAGCAAGS3’;

FNilR: 5’-CAGCTGGTTTCTCTCAGTAAAGC3’. (1)
FNi29F: 5’-CTCACACTCTGAACTAACCCTTTTTC3;
FNe30R 5’-GCTGATGGTAGCTGTAGACTTGC3’. (29)
FNe35F 5’-CCAAATATGAAGTGAGTGTCTATGC3;
FNi35R 5’-CAGAAGGTTTGTCCATATGAAGAC-3’. (35)

FNultimoF 5’-CTATAAGCAGCTGTCATGAGTC3;
FNultimoR  5’-GCACTCAATTGGGCAATTAAC-3’. (46)

Para cada amplicén relativizamos el resultado obtenido en cada punto de tiempo al valor
obtenido en las células no tratadas con DRB y graficamos los resultados en funcién del tiempo.

En los experimentos con camptotecina cambiamos el medio de las células con DRB a medio
con 6uM CPT y 300uM DRB 15 min antes de cambiar a medio cophb CPT; luego tomamos las
muestras a intervalos regulares como en el caso anterior. Los experimentos con \p&iteciaan
fueron realizados en paralelo y los valores obtenidos para las muestras con CPrelav@mados a

los valores para las muestras que no fueron tratadas con DRB ni con camptotecina.
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3.5 Experimentos d&NA IP

Creacion de entrecruzamientos y lisado de las células

Partimos de cultivos confluentes de células Hep3B en placas de 10 cm de diametro. Creamos
entrecruzamientos reversibles agregandoi2 de formaldehido 37% a los 10 ml de medio de cultivo
e incubando las células 5 min a 37°C. Inactivamos el formaldehido copl 5f@0glicina 2,5 M,
lavamos 2 x con PBS frio y levantamos las células en 1 ml PBS. Alternativamentes liaammélulas
enbufferde lisis celular (BLCY bufferde lisis nuclear (BLN), o en buffer de lisis de iCLIP (BLIC).

En el primer caso centrifugamos las células 4 min a 700 g a 4°C y resusperatim

aproximadamente 4Qd de BLC.

Bufferde lisis celular: BLC:
PIPES pH 8,0 5 mM
KCI 85 mM
NP-40 o equivalente 0,5%
inhibidores de proteasas
inhibidores de RNasas
Incubamos 10 min en hielo y centrifugamos por 5 min a 550 g a 4°C. Resuspendimos los

nucleos en un volumen similar Hafferde lisis nuclear.

Bufferde lisis nuclear: BLN:
SDS 1%
EDTA 10 mM
Tris-HCI pH 8,0 50 mM
inhibidores de proteasas
inhibidores de RNasas
Incubamos por 10 min en hielo y procedimos a la fragmentacion del ARN o congelamos en

nitrégeno liquido y guardamos a -80°C.

En el segundo caso centrifugamos a velocidad maxima por pocos segundos a 4°C, secamos los
precipitados celulares y los pesamos. Congelamos los pellets rapidamente en nitréging lagui
guardamos a -80°C, o los resuspendimosudfer de lisis de iCLIP de modo de obtener una densidad

de 10 mg/ml.
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Bufferde lisis de iCLIP: BLIC:
Tris-HCI pH 7,4 50 mM

NaCl 100 mM

NP-40 o equivalente 1%
SDS 0,1%

Desoxicolato de sodio 0,5%
inhibidores de proteasas

inhibidores de RNasas

Fragmentacion del ARN

Sonicacion

Sonicamos los lisados en tubos tggpendoren un sonicado Bioruptor (Life Technologies) a
alta potencia (200 W) y por pulsos de 30 segundos espaciados entre si por 30 segundos. Probamos
protocolos de 3 a 15 minutos.

Digestién con RNasa H
Sonicamos los lisados brevemente con dos pulsos de 10 segundos y digerimos con 2-20 U
RNasa H (New England Biolabs) y con 0,348 oligos antisentido. Lisamos las células erbuffer

BLiC modificado en el que reemplazamos el NaCl por KCI, con y sin agregado de DTT o MgCl

Digestion con RNasa |

Sonicamos los lisados brevemente con dos pulsos de 10 segundos y digerimos con una
dilucién 1:1000 de RNasa | 100 J{Ambion) con agregado de DNasa | libre de RNasas (Sigma) por
3 min a 37°C. También probamos diluciones 1:500 y 1:2000. Luego de los 3 min enfriamos
rapidamente en hielo, centrifugamos por 10 min a velocidad méaxima a 4°C y procedienos a |

inmunoprecipitacion del sobrenadante.

Inmunoprecipitacion

Acoplamos 1Qug del anticuerpo monoclonal MC3 dirigido contra U2AF65 (Sigma) jal tié
beads magnéticos (Protein A Dynabeads, Life Technologies) previamente lavados 2x en BLIiC
Rotamos los anticuerpos a temperatura ambiente por 1 h hasta terminar con la digestiésadedos |

Lavamos 3x y agregamos 10 mg de lisado celular en 1 ml por tubo. Como control agrégado
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celular a tubos con bolitas magnéticas no acopladas a anticuerpo. Incubamosdiastagyeiente a

4°C con rotacion. Juntamos el sobrenadante como control no precipitdxdoiig y procedimos con

los lavados. Lavamos 2x con BLIC y 2x con BLIC alto en sal (con 500 mM NaCl en lugar de 100
mM). Extrajimos el ARN con TRI Reagent, tanto deldesdsmagnéticos como de una alicuota (1/5)

de la fraccion no precipitada.

Cuantificacion

Retrotranscribimos todo el ARN obtenido de las inmunoprecipitaciones con la enzima
Superscript lll yrandom primers Cuantificamos por gPCR los amplicones EDI pY y E34 pY.
Calculamos el enriquecimiento de la inmunoprecipitacion con respecto aciarirao precipitada y
obtuvimos el cociente del enriquecimiento en EDI pY sobre el enriquecimiento en E34 pY.

EDI pY:

EDIpY F2: 5 -GTGGGTTAATTGGACTTCATC3’
EDIpY RL 5-CAGTGAATGCCAGTCCTTTAGS3’
E34 pY:

E34 pY F2: 5-CCTAGCCCAACAAGAACAATC-3’
E34 pY R2: 5-AGGTCAGTTGGTGCAGGAATAGS3’

Constatacién de la inmunoprecipitacion potWestern Blot

Tomamos alicuotas de 1B del lisado antes de la inmunoprecipitacion y de la fraccion no
precipitada luego de la IP. Las muestras proteicas obtenidas antes y después de la IP fueron corridas en
geles de poliacrilamida 10% con SDS y posteriormente transferidas a membranas de
polivinilidenofluoruro (PVDF, GE Healthcare). Las membranas fueron bloqueadasig@drora en
una solucion que contenia 5% leche descremada en TBS mas 0,1% tween-20 (TTBS). Posteriorment
agregamos una diluciéon 1:200 del anticuerpo primario Ab Cam 37483-100 (anticugrg@Asr65
policlonal IgG de conejo), en la misma solucién de bloqueo e incubamos 1 hora a temperatura
ambiente o toda la noche a 4°C. Luego de 3 lavados de 10 minutos cada uno con TTBS, las
membranas fueron incubadas con el anticuerpo secundario contra IgG de conejo, amoplado
peroxidasa (Biorad) en solucion de bloqueo. Luego de 4 lavados de 10 minutos cada uno con TTBS,
las membranas fueron incubadas con el rea&®@b plusy expuestas a filmslyperfiim ECL(GE

Healthcare).
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Resultados

4.1 Orden de remocion de intrond&DI

El nivel de inclusién del exdn alternativo EDI es sensible a la modulacion kdadmedon de
Pol Il. Cuando se sobreexpresan moduladores positivos de la elongacién la inclusién de EDI baja, y
cuando la elongacion de Pol Il es afectada negativamente la inclusion sulieo Ratog la inclusion
de EDI no es constitutiva en parte porque el trecho de polipirimidinas (pY) del sitio 3’ rio arriba de
EDI es débil: su secuencia se aparta del consenso, posiblemente desfavoreciendo la union de la
proteina U2AF65. La mutacién de dos nucledtidos especificos restituye una secuencia consenso y
elimina la isoforma de exclusion.

Esto permite plantearnos la hipétesis de que en condiciones en las que la velocidad de
transcripcion de Pol II es alta el sitio 3° fuerte rio abajo de EDI es transcripto con poca diferencia de
tiempo con el sitio débil de EDI, y esta sintesis casi simultdnea favorec®tade U2AF65 al sitio
fuerte y la exclusién de EDI; en cambio, una menor velocidad de transcripcion da masdiempo
reclutamiento de U2AF65 al sitio débil rio arriba de EDI, favoreciendo la foémade un
“spliceosoma” entre EDI y el ex6n 32 rio arriba y la eliminacion del intrén entre ambos y por lo tanto
llevando a la inclusién de EDI.

Para poner a prueba esta hip6tesis utilizamos una estrategia ya descripta dedandidsn
de remocién de intrones alrededor de un exén (Kessler et al. 1993). Cuando un exdnadietarsm
incluido, puede suceder que el intrén rio arriba sea eliminado antes que el mabajoi, siguiendo
su secuencia de sintesis; pero también puede suceder que el intrén rio abajonsel elimés que el
intrén rio arriba. La figura R1 A muestra estas dos vias y los intermediariosgoi via, que hemos
llamadoa y B respectivamente. La formacion cotranscripcional de complejsplibing favorece la
eliminacion secuencial de los intrones, sin embargo para cada gen hay un ordencfaefigen
eliminacion de intrones que no siempre coincide con su orden de sintesis. El ordemacén de
intrones puede obtenerse mediante la cuantificacion por RT y PCR cuanti@tios intermediarios
de cada via: una prevalencia deindica que la eliminacion del intrén rio arriba precede a la
eliminacion del intrén rio abajo en la mayoria de las moléculas, y una prevaleficizadea el patrén
inverso. Los pares darimers utilizados para cuantificat y p estan diagramados en la figura R1 A;
como puede observarse, estmsmers amplifican los intermediarios dsplicing pero también
potencialmente el pre-ARNm en el cual ninguno de los dos intrones ha sido eliminado. Sirmembarg
en este Ultimo caso los amplicones resultantes son mucho mas largos y&layeniun intron

completo, y las condiciones de PCR pueden ajustarse para obtener sdlo los psodfictos
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Estudiamos el orden de remocion de intrones alrededor de EDI en el gen de fibronectina
humana en las lineas celulares Hep3B y HEK293T, dos lineas con muy distinto nivélisiénirae
EDI. En Hep3B prevalece la isoforma de exclusion mientras que la inclusion esitanay en
HEK293T (figura R1). Observamos que es mayoritaria en HEK293T mientras ggido es en
Hep3B. Aunque en ambas lineas los intermediarios medidos corresponden a la isoforma de inclusion,
las vias que prevalecen en uno u otro caso son diferentes, indicando que lamsnglécincluyen
EDI lo hacen por mecanismos moleculares distintos, y que el orden de remocidén de irgtrones e

sensible a estos mecanismos.
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Figura R1. A: intermediarios de inclusion de un exén segin el orden deagliém de los intrones circundantes.
Flechas: posicion de Iggimersusados para la cuantificacion de los intermediarios. B: arriba: esquema del gen
de fibronectina humana. Gris: exones constitutivos. Blanco: exones altesn&é& ondica la posicion del exén
constitutivo 28, analizado en este trabajo. Abajo: cuantificacion por RR-@eCcociente inclusidn/exclusién

del ex6n EDI en fibronectina enddgena (negro) y del cociente de lomédierios de inclusiém/p (gris).
Andlisis de ARN total extraido de células Hep3B o HEK293T. C: Posicion detérmediarios Proximal y
Distal en fibronectina endégena y cuantificacion por RT-gPCR en AstdHaide células hep3B (gris claro).
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Como control de este resultado cuantificamos otros intermediarigglidieg que llamamos
proximal y distal (figura R1 C). El intermediario distal amplifica moléculas transcriptanemos
hasta el ex6n 34 que no han eliminado el intrén 33: esto incluye todos loseiditaioso mas las
moléculas que aun no han eliminado ninguno de los dos intrones. El intermediario proxiifadaam
moléculas que no han eliminado el intron 32: esto incluye todos los intermediamas las
moléculas que auln conservan los dos intrones mas los transcriptos incompletos que aiomlehnz
exén 34 ni eliminaron el intron 32. Suponiendo que este Ultimo grupo sea minputariprevalencia
de o se corresponderia con una mayor cantidad de precursor distal con respecto al,pyokimal
opuesto sucederia Bifuera mayoritario. En correspondencia con esto, el intermediario proximal es

mas abundante que el distal en células Hep3B en Igs egienayoritario.

El orden de remocion de intrones alrededor de EDI se modifica en minigenes con

mutaciones que aumentan la inclusion.

Las lineas celulares Hep3B y HEK293T muestran diferencias tanto en su nivel de irdgusion
EDI como en el orden de remocion de los intrones que lo rodean. Para tratar de esiabléste
alguna relacion entre grado de inclusion y orden de remocion de intrones nos valimostbes disti
métodos para modificar splicing de EDI. La inclusién de EDI se ve afectada por elementassen
que reclutan factores dplicing, por factores reguladores #ans como proteinas SRs o0 hnRNPs, y
por la elongacion de Pol Il. Para estudiar la incidencia de las secuencisererl orden de remocion
de intrones utilizamos minigenes pUHC EDI, WT o con distintas mutaciones Ntiadaet al. 2010).

Estos minigenes poseen un fragmento del gen de fibronectina desde el exén 32 hasta el exén 34
interrumpiendo el exdn 3 de-globina, bajo un promotor TET-off (figura R2 A). Los mutantes GT y

AT presentan sustituciones puntuales en el trecho de polipirimidinas rio ariths dee lo vuelven

mas parecido al consenso, y el doble mutante tiene una secuencia consenso perfecta. dres minig
fueron transfectados en células HCT116. La figura R2 B muestra el efecto de lagpmastaci el

splicing alternativo de EDI, tanto por PCR en tiempo final como por qPCR, y la figurarRze€tra

la cuantificacion de los intermediariasy  en las mismas muestras.

Todas las mutaciones del sitio 3’ vuelven mayoritaria la inclusion de EDI, que se hace
practicamente total en el doble mutante, y apenas menor a 100% en el mutante AT. Esto se
correlaciona con un aumento en el precursoque pasa de ser minoritario en el minigén WT a ser
mas abundante quken AT y DM (figura R2 C, izquierda). Las mutaciones del sitio 3’ del intron rio
arriba de EDI favorecen el reclutamiento de U2AF65, lo que a su vez promueveeshprianto de

este intrén llevando a la inclusion de EDI. En contraposicion, no se conoce ningdn mecanisino por
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cual estas mutaciones afecten la eliminacion del intrén rio abajo. De modo que ebabeentado
del intermediariaxr es coherente con el mecanismo de aumento de inclusion de EDI en los mutantes.

La secuencia intronica DRE rio abajo de EDI promueve la exclusion de EDI; de acuerdo con
esto, la inclusion de EDI aumenta en el minigén mutArdRE (figura R2 B, derecha). A su vez, el
intermediariof aumenta ain mas en este mutante, indicando que el aumento de inclusién se da por un
mecanismo diferente del que opera en los otros mutantes (figura R2 C, derecha).

Corroborando estos resultados, para todos estos minigenes los cambios en el orden de
eliminacion de intrones se ven reflejados en el cociente distal/proxXigata( R2 F). Ademas,
consistentemente con ser este cociente el resultadosienado al no procesado solffresumado

nuevamente al no procesado, los resultados son mas cercanos a la unidad en todos los minigenes.

La posicion de EDI en el minigén no modifica el orden de remocion de intrones

La definicién del exdn terminal depende de la interaccion de los factosefiaieg en el sitio
aceptor y los factores de procesamiento 3’ en el sitio de corte y poliadenilacion, y la mutacion de este
sitio inhibe elsplicing del intrén terminal. En todos los minigenes pUHC EDI analizados el irittén r
abajo de EDI es el ultimo intron del transcripto, mientras que en el gen endégdan earsos
exones e intrones rio abajo y la maquinaria de corte y poliadenilacion no tietendmien el
procesamiento de EDI. Para ver hasta qué punto este hecho influye en nuestras medidas de remocién
de intrones utilizamos el minigén pFN EDV/IIICS, que posee varios intrones y eimabésjo de EDI
incluyendo la regién alternativa IlICS murina (Fededa et al. 2005); comparamos esgfénnani
version WT con la variante pFN EBIIICS, con la misma doble mutaciéon que pUHC EDI DM.
Transfectamos células Hep3B y analizamos la inclusion de EDI por cuantificaciés dandas
obtenidas por PCR radiactiva y en paralelo medimos los intermedianyo$. Los resultados se
muestran en la figura R2, D y E. Se obtuvo una inclusién del 40% para ambos minigenes ¥¢T, que
transform6 en un 100% en los dobles mutantes, indicando que la regulacigplica de los
minigenes de EDI no se ve afectada por la maquinaria de poliadenilacion. Asimisintnse el

mismo efecto de la doble mutacién sobre el cocieffievalidando los resultados previos.
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Figura R2. A: minigén pUHC EDI. Negro, promotor CMV con 7 operesiofET. Gris claro, secuencias
globina, gris oscuro, secuencias FN, gris medio, exén alternativo EDI. Eresqle mutantes pUHC EDI en el
sitio 3> y A DRE, PCR tiempo final y cuantificacion por RT-gPCR de incluslénEDI en células HCT116
transfectadas con los minigenes indicados. C: cociefitpara los mutantes transfectados en B, RT-gPCR. D
efecto de la mutacién DM en pUHC EDI (WT vs. DM) y en el minigén tandes DI/IIICS (Td WT y Td
DM) en células Hep3B. Porcentaje de inclusion de EDI por PCR radiagticacienteo/p para los minigenes
usados en DRT-qPCR. F: Cociente del precursor distal sobre el proximal en célulasl8Grehsfectadas con
los distintos mutantes (RT-gPCR), y esquema de los amplicones. Escgileses como en A. Para todas las
figuras de la seccidresultados* P <0,05; ** P <0,01; *** P <0,001.
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El orden de remocion de intrones alrededor de EDI se modifica por la sobreexpresiéon o
el silenciamiento de distintas proteinas SR

Posteriormente sobreexpresamos en células HCT116 distintas proteinas SR queaafectan |
inclusion de EDI y analizamos el orden de remocion de intrones en el minigén pUHQ&sDI
secuencias que codifican para las distintas SRs estdn clonadas en el mismo plasmido de base y
responden al mismo promotor; la transfeccibn se hizo con la misma cantidadisdgdel y
simultdneamente para todas las SRs, de modo que asumimos un nivel similar de sobrepapresion
todos los factores. Las proteinas SF2, SC35, 9G8, SRp55 y SRp40, ahora llamadas SRSF1, SRSF2,
SRSF7, SRSF6 y SRSF5 respectivamente, promueven la inclusion de EDI, mientras que SRp20, ahora
llamada SRSF3, la inhibe (figura R3 A); observamos que las proteinas SR que auniantasida
también favorecen la escision del intrén rio arriba antes que el rio abajo (fgy@)a En el resto de
este trabajo mantenemos la nomenclatura antigua, que facilita la comparacion de nemdtexlos
con trabajos previos.

SF2 se une a una secuencia activadora en EDI y promueve el reconocimiento del sitio 3’ débil,;
consistentemente con este mecanismo, su sobreexpresion aumenta el intermesigvio en el caso
de 9G8, que da un resultado mas marginal, las otras proteinas SR que aumentan ladeckBion
también aumentan, dando un indicio de que pueden estar actuando por un mecanismo similar. En
contraste, la sobreexpresion de SRp20 baja tanto la inclusion de EDI como el eofieesto puede
deberse a una inhibicién de la eliminacion del intrén rio arriba o a una estimulagibocgsimiento
del intrén rio abajo, aunque este Ultimo mecanismo es improbable ya que favorecetissiani de
EDI.

El mismo analisis se repitié en células transfectadas con siRNAs para sieesiresion de
SRp20, SC35, SRp55 y SRp75, ahora llamada SRSF4. El silenciamiento de SRp20 produce un
aumento de la inclusién de EDI y un aumento del intermediarém concordancia con los resultados
de sobreexpresion. Se ha reportado (Buratti et al. 2004) que SRp75 se une a la secuenadia antivado
EDI, y en la figura R3 C observamos que el siRNA contra SRp75 baja la inclusi&@blde
adjudicando a esta proteina un rol positivo en la inclusion. Sin embargo el snexate accidon
parece diferir del de SF2, ya que el silenciamiento de SRp75 produce un leve auetento d
intermediarioa,, aunque este aumento no es significativo (figura R3 D). La transfeccioS@g5si
también baja la inclusion de EDI pero el efecto es sutil (aunque reproducible) y acaspafiado

de un cambio en el orden de remocién de intrones.
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Figura R3. Efecto de distintas proteinas SR sobrepkting de EDI. A: sobreexpresién de SRs en células
HCT116. Las células fueron transfectadas con el minigén pUHC EDI y conesedise expresan las proteinas
indicadas o con vector vacio. Analisis de la inclusion de EDI por RT-tRe@#o final y cuantificacién por
RT-gPCR. B: cuantificacion de los intermediariogp por RT-gPCR en las muestras usadas en A. C:
silenciamiento de SRs. Transfeccién de células HCT116 con pUHC EDI yAsiRNntra las proteinas

indicadas. Inclusion de EDI como en A. D: cuantificacién pordRTR de los intermediarios/p en las
muestras de C.
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Distintos tratamientos que modifican la elongacion de Pol Il modifican el orden de

remocion de intrones independientemente del efecto sobresglicing de EDI

Los resultados anteriores demuestran que el orden de remocion de los intrones que rodean a
EDI se modifica en magnitudes detectables por distintos factores que camtiiaai de inclusion.
Volviendo a nuestra hipétesis inicial, quisimos comprobar si la modificacion de la elongaciénide Pol |
se ve reflejada en un cambio en el cocierife en particular, si bajar la velocidad de transcripcion se
traduce en un aumento de la escision del intron rio arriba de EDI antes del procesamiento del intrén rio
abajo. Para ello utilizamos distintos farmacos que modifican la elongacién de Pdridoktatina A
(TSA) inhibe las deacetilasas de histonas creando un estado relajado de la crqueatalita la
elongacién por Pol Il. El modelo cinético predice una disminucion de la inclusion deerEDI
condiciones de alta velocidad de transcripcion, y el tratamiento con TSA disminagtuson de
exones regulados por elongacion en minigenes cromatinizados (Nogués et al. 2002) osen gene
enddgenos (Schor et al, 2009). El 5,6-dicloro-1-b-D-ribofuranosilbenzimida®i)(es un inhibidor
de P-TEFb, la quinasa dependiente de ciclina que fosforila la serina 2 de &omdreptdel CTD de
Pol 1lI; se ha demostradn vivo que el DRB inhibe la elongaciéon por Pol Il (Darzacq et al. 2007). El
flavopiridol es un inhibidor de ciclinas dependientes de quinasas que afecta &idortg Pol Il a
través de su efecto negativo sobre P-TEFb (Chao et al. 2001). La camptotecina (CPT) inbike la A
topoisomerasa | y es un modulador negativo de la elongacion por Pol Il (Ljungman et al. 1996).
Analizamos el grado de inclusién de EDI y el orden de remocion de intrones en células
HCT116 transfectadas con pUHC EDI y tratadas por 6 h con TSA, DRB, camptatdicnapiridol.
La tricostatina A produjo una disminucién reproducible pero muy leve de la inclusiéon ldeéED
acuerdo con la baja cromatinizacién de los minigenes transfectados (Cereghini’y1984), y no
afectd significativamente el cociente3. Observamos un aumento de los intermediacioson
respecto @ para las dosis méas altas de CPT vy flavopiridol, de acuerdo con nuestra hifigtesis (
R4 B). Sin embargo, el mismo resultado no se ve para DRB. Como tanto DRBflasopiridol
afectan la elongacion de Pol Il a través de su inhibicién de P-TEFb, & @& dtavopiridol sobre el
orden de remocion de intrones probablemente se deba a la inhibicién de otros complejos ciclina-
guinasa no afectados por DRB y sea independiente de la cinética de transcripcion. Adgmas, ni
de los tratamientos produjo un cambio significativo en el nivel de inclusién de EDI (figura R4 A). Esto
puede deberse a la persistencia de cantidades significativas de ARNm ti@nseries del inicio de
los tratamientos que diluyen el efecto de los distintos farmacos. Los cambiwsy ¢h pueden
observarse porque estos intermediarios tienen una vida media mucho mas breve que los ARNm
maduros, de modo que pocas horas después del agregado de los farmacos practicamente todos los

intermediarios detectados son producto de la transcripcion durante el tratamiento.
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Figura R4. A: células HCT116 fueron transfectadas con pUHC EDI yr@ddshtarde fueron tratadas con TSA,
DRB, CPT o flavopiridol en las concentraciones indicadas, o con los vehétaiad o DMSO; 6 h més tarde se
extrajo el RNA total y se analizé por RT-gPCR el nivel de inclusién de [Ei3l geles muestran splicing de
EDI segun PCR competitiva tiempo final. B: analisis del orden de remagdintrones para A. C: células
Hep3B fueron transfectadas con pUHC EDI en presencia de tetraciclina. 24 h mas tarde ebmiedraciclina
fue reemplazado por medio con DRB, Flavopiridol o DMSO. Luego delRINA fue aislado y la inclusiéon de
EDI fue medida por RT-PCR radiactiva (derecha, arriba) y los intermedéayifisfueron cuantificados por RT-
gPCR (derecha, abajo). Izquierda, gel de poliacrilamida.
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Se ha reportado que 9 horas de incubacion con DRBM%roducen un aumento de la
inclusion de EDI en células Hep3B (Nogués et al. 2002). La falta de efecto en c&ulaseHpuede
deberse a un mayor efecto de este farmaco en las células Hep3B, que tienen un nivelid@e inclus
basal de EDI algo méas bajo. Repetimos el experimento en condiciones que aumentanitiagakbil
detectar cambios en gplicingde EDI. Transfectamos células Hep3B con el plasmido TET-off pUHC
EDI bloqueando la transcripcion del minigén con tetraciclina, y 24 h mas taateds: la tetraciclina
y administramos DRB, CPT o flavopiridol; de esta manera la mayor parte deadgsrigtos es
producida en presencia de las drogas. En la figura R4 C se observa un aumento de rrasvdeasia
en la inclusién de EDI con respecto al vehiculo tanto para DRB/R&mo para flavopiridol 250 ng,
indicando un posible efecto cinético. Las células Hep3B con las que contamos tiene umgamuy
eficiencia de transfeccion, y los tratamientos que inhiben la elongacién de Pol ihugism
considerablemente la abundanciaodg 3, normalmente unas 1000 veces menor a la de las isoformas
de inclusion y exclusion, de modo que el andlisis del orden de remocién de intrones sa ddicult
este protocolo. Sin embargo volvimos a detectar un aumento del intermediazego del tratamiento
con flavopiridol y un cociente/p similar al del vehiculo luego del tratamiento con DRB, en todas las
repeticiones del experimento. En cambio el tratamiento con CPT produjo resultadosedifenerada
repeticion. Nuevamente la falta de cambio en el cocieffitduego del tratamiento con DRB apunta a
un efecto pleiotrépico del flavopiridol sobre el orden de remocién de intrones. Denaseéra no
podemos establecer una relacion causal entre una menor velocidad de transcripci@mocitanr

preferencial del intrén rio arriba para ninguno de los tratamientos.

La transcripcion por una RNA polimerasa lenta aumenta la inclusion de EDI sin alterar

el orden de remocién de intrones

La mutacién C4 descripta erosophila consiste en la sustitucion R741H en Rpbl, la
subunidad mayor de Pol Il. Esta polimerasa mutante posee una menor tasa de elongatc@n
(Coulter y Greenleaf 1985)ia vivo (Chen et al. 1996). La mutacion equivalente R749H en Rpbl
humana (de la Mata et al. 2003), referida como C4 en el resto de este trabajo, tisneoetfecto
sobre la elongaciéon de Polil vivo, como se comprob6 en experimentos de FRAP (Boireau et al.
2007). Transfectamos células HCT116 con el minigén inducible pUHC EDI y plasmidos que codifican
para Rpbl R749WT o R749H que ademas tienen otra mutacion que las vuelve residtentes a
amanitina. Como control, transfectamos un plasmido que codifica para Rpbl sensible- a la

amanitina; ademas, transfectamos un plasmido que codifica para Rpbl con una delecion gdié abarca
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de las 52 repeticiones del CTRETD). Inhibimos con tetraciclina la transcripcién de pUHC EDI y
permitimos la transcripcion y traduccion de las polimerasas mutantes por 16 h aatgegdeo.-
amanitina. Mantuvimos las células caramanitina y tetraciclina por otras 24 h para asegurar la
degradacion de la Pol 1l endogena y luego desreprimimos el minigén. Este protegel@dimo
finalidad que la mayor parte de los transcriptos del minigén sean el pratkidas polimerasas
transfectadas; sin embargo, como se puede ver en el gel de la figura R5 Eyledptectar algo de
transcripcion en el control transfectado con la polimerasa sensibln@anitina. A pesar del ruido
gue puede generar la transcripcion por polimerasas WT remanentes, la transdapaidmigén por

la polimerasa lenta aumenta la inclusion de EDI al doble. Sin embargo, este efect@ meflegado

en un cambio en el orden de remocién de intrones (figura R5 C).

A Transfeccion + TET -TET Aislacion
+ TET + o .amanitina + o amanitina RNA
\l/ \l/ 16 hs \l/ 24 hs \l/ 24 hs \l/
TET O e
o amanitina ]
B WTS WTR C4 ACTD C
P >0,14
P <0,02
P < 0,002 _P>025
1,6 — 5 |
ua'J 1,2 1 o
I ot
8 0,8 - \ZS 1 4
0,4 1
0 - 0 -
WTS WTR C4 ACTD WTS WTR C4 ACTD

Figura R5. Efecto de distintas polimerasas mutantes. A: protocolo utilizaélmlas HCT116 fueron
transfectadas con el minigén reprimible por tetraciclina pUHC EDI y con minigemesodglifican para Rpbl
con las mutaciones indicadas; 4 h después se agregé medio con tetraciclina. Itarkderias células fueron
cambiadas a medio con tetraciclinaxyamanitina, y 24 h mas tarde se cambié a medioocamanitina sin
tetraciclina. EI ARN fue aislado y procesado 24 h més tarde. B: efectos de lasrasdisnen la inclusién de
EDI: PCR tiempo final y resultado de RT-gPCR. ¥WRpb1l WT sensible a-amanitina; WR, C4 yACTD
resistentes. C: cuantificacion de los intermediarios de inclusién por RT-qPCR.
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Este resultado, sumado a la falta de efecto sobre el cogifgnde tratamientos mas indirectos
para bajar la elongacion como DRB, cuestiona nuestra hip6tesis inicial, segumh lsauaenor
velocidad de transcripcion favorece la eliminacion del intrén rio arriba de EDIdmntassintesis del
sitio competidor 3’ rio abajo forzando la inclusién. En la seccién 4.6 veremos resultados que
fortalecen una hipoétesis diferente sobre el efecto de la reduccién de la eloreyadedriasa de
inclusion de EDI.

La inhibicién de la inclusiébn de EDI por SRp20 esta mediada por el CTD de Pol Il y la
transfeccion con la polimeragZTD sube la inclusion de EDI (de la Mata et al 2006 y figura R5 B).
En la figura R5 C podemos ver que la mutax@@ D tampoco cambia significativamente el orden de

remocién de intrones.

4.2 Orden de remocion de intrones en un exon alternativo insensible a la

elongacion: EDII

Para tratar de entender mejor la relacion entre la regulaci@plihg alternativo y el orden
de remocion de intrones, hicimos un estudio mas sistematico de los coeifreesdistintos eventos
de splicing Decidimos analizar un evento siglicing alternativo sin regulacién cinética, el exén EDII
de fibronectina, un evento @gplicing con regulacién cinética inversa a la que se da en EDI (es decir,
un evento en el que una mayor elongacion aumenta la inclusién), CFTR E9, y un eventoida inclus
constitutiva, el exdn 28 de fibronectina. Comenzamos por el exén 25 de fibronediDd, un exén
alternativo cuya inclusién no esta regulada por elongacién. Para ello construimioggéh pUHC
EDII, que tiene un fragmento de FN1 desde el exdn 24 hasta el exén 26 en luganusitirdgN32-
FN34 en pUHC EDI.

No hay pruebas de acoplamiento cinético entre transcripcgjtiging de EDII. El nivel de
inclusién de EDII es el mismo para la transcripcion con Pol Il WT y C4 en experimeantos ¢
minigenes con promotor de-globina o CMV (de la Mata 2003). En estos experimentos la
transcripcion de los minigenes por Pol Il endégena antes de la adiciardanitina puede haber
dificultado la deteccién de cambios en la inclusion de EDII. Utilizamos el mingpgimible pUHC
EDIl en células Hep3B para comparar la inclusiéon de EDIlI con Pol Il WT y C4 minimizando
incidencia de la transcripcion previa. También analizamos el efecto de lagdactubidores de la
elongacion de Pol Il DRB, CPT y flavopiridol siguiendo la misma estrategifigura R7 A muestra
que ni la polimerasa lenta ni los inhibidores de elongacion modifican la incldsi6&DIl,

confirmando los resultados previos.
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La baja eficiencia de transfeccion de las células Hep3B, la marcada prevalencia denteisofo
de exclusion de EDII en esta linea celular y la disminucion en la abundancia de los prequesores
producen los inhibidores de elongacion ydaamanitina dificultan la cuantificacion de y .
Repetimos el experimento de transfeccion de polimerasas en células HCT116, de iciagoraefle
transfeccion, y utilizando idéntico disefomémersque para pUHC EDI pudimos obtener el cociente
o/B. lgual que sucede con EDI, la polimerasa C4 no cambia el orden de remocién de intrones.
Asimismo, la mutantdCTD tampoco muestra cambios significativos, aunque se ve una leve baja de

oL con respecto .
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DMSO DRB CPT Flavopiridol

Figura R6. A: esquema del minigén pUHC EDII. Clave de colores com®eh B: elongacién de Pol Il y
splicingde EDII. I1zquierda: células Hep3B fueron transfectadas con pUHC EDII en gieedertetraciclina. 24

h mas tarde el medio con tetraciclina fue reemplazado por medio con DRB, kitlap®MSO. Luego de 8 h

el ARN fue aislado y la inclusién de EDII fue analizada por RT-PCR. Dereéhalax Hep3B fueron
transfectadas con pUHC EDII y las polimerasas indicadas. 4 h después senaggleg@on tetraciclina. 16 h
mas tarde las células fueron cambiadas a medio con tetracialirmanitina, y 24 h mas tarde se cambié a
medio cona-amanitina sin tetraciclina. El ARN fue aislado y procesado 24 h mas sardajestra inclusion y
exclusion de EDII en gel de poliacrilamida. C: Células HCT116 fueron transfectadgsUHC EDII y las
polimerasas indicadas y se siguid con el mismo protocolo que en B, ddresharecursores. y B fueron
cuantificados por RT-gPCR.

A continuacién quisimos saber si la sobreexpresion de proteinas SR influye emeaierde
remocién de intrones en este eventsplécing alternativo. Transfectamos células Hep3B con pUHC
EDII solo o con vectores de expresion de distintas proteinas SR, analizamos é¢ ninalision de
EDII y cuantificamos el cocien®/3. Como vimos en la figura anterior, el grado basal de inclusion es
despreciable en esta linea celular. A diferencia de lo publicado en trabajos (iKewerer et al.

2001) ninguna de Ia proteinasSR volvié mayoritaria la inclusiéon de EDII, posiblemente por la
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brevedad de los tratamientos, aunque en todos los casos se detect6 un pequefio aumeRiAfigura
En contraste, en todos los casos encontramos cambios significativos en el orden d&nrdenoci
intrones (figura R7 B). Observamos que en esta linea celular el irdrénida de EDII es eliminad
antes que el intrén rio abajp,que todas las proteinas SR utilizadas bajan el cocigftecon un
efecto mayor para la sobreexpresién de SC35 y SRp55.

Repetimos el experimento en condiciones en que la inclusion de EDII prevalece.
Transfectamos células de la linea murina N2A con pUHC EDII y vectores qusaxjae proteinas
SR y analizamoslesplicing de EDII y el orden de remocién de intrones. En esta linea celular la
isoforma de exclusion es practicamente indetectable, y la sobreexpresion de las [BBieinadtera
este patrén (figura R7 C).

El andlisis del orden de remocion de intrones muestra que el interm@daevalece en esta
linea celular, en contraste con nuestros resultados en células Hep3B. Esto es consistante con
regulacion positiva de la inclusién de EDII por repeticiones en el intrén rio gsajestimulan el uso
del sitio 5° débil en este intron. La sobreexpresion de las distintas SR tiene menor efecto en el orden de
remocion de intrones que en células Hep3B, con un aumento del intermedigatvo a para SF2

y un aumento dp para SRp55 (figura R7 D).

A Hep3B C N2A
Control SF2 SC35 9G8 SRp55 SRp40 Control SF2 SC35 9G8 SRp55 SRp40
EDIl+—
S e e EDIl+ wniis S Shems  ShEN W
% EDIl+ 29 7 6,2 6,7 4,9 8,1 EDII-

% 875 895 904 935 884 944
EDIl+ #0,6 1,0 34 #19 23 #1,7

o/} Epll

Control SF2 SC35 9G8 SRp55 SRp40 Control SF2 SC35 9G8 SRp55 SRp40

FiguraR7. Sobreexpresion de SRs y orden de remocién de intrones alrededol d&:Hransfeccion de pUHC
EDII y 200 ng de vector de expresién para las proteinas SR indicadas en célulasAt&tiSB delsplicing de
EDIl por RT-PCR y cuantificacion gréfica del nivel de inclusion.cBantificacion del cociente/f por RT-
gPCR. C: transfeccion de células N2A con pUHC EDII y las proteinasn@Badas (100 ng de vector).
Splicingde EDII analizado por RT-PCR y cuantificacion grafica del nivel de inclusipartir de un gel con
triplicados biolégicos. D: cuantificacién del cocient@ como en B.
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4.3 Orden de remocidon de intrones en un exdn constitutivo: FN E28

La fibronectina es una proteina modular, con tres tipos de unidades repetidas a lo largo de su
secuencia. Las repeticiones tipo Ill, de 90 aminoacidos, son las mas numerosas, y distaasoet
su mayoria por dos exones contiguos. Los exones alternativos EDI y EDII, de 270 y 273 pb
respectivamente, codifican cada uno una repeticion de tipo lll integra y ed&ados de exones
menores que codifican media repeticién. Con 270 pb, y flanqueado por exones de 90 y 117 pb, el exdn
constitutivo 28 es el Unico otro exdn en el gen que presenta esa configuracion. Construimos el minigén
pUHC EZ28, con el fragmento de E27 a E29 clonado en el exdno3gtishina y bajo el promotor
TET-off (figura R8 A). Transfectamos células Hep3B con pUHC E28 y evaluansmdising por RT-

PCR. Se detecta una sola banda correspondiente a la isoforma de inclusion (figura R8 B control).

A

H - —1 0

B 5 8 9 g 8§ g 8 7
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E28+ " S o G S  c— — E28+ —— —— —— —
E28- E28-
% 100 100 72,2 100 100 100 100 % E28+ 100 100 100 100 100

E28+ 0 0 2,2 0 0 0 +0
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0,3 -
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o/ E28
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Control SF2 SC35 9G8 SRp55 SRp40

Figura R8. A: minigén pUHC E28. Negro, promotor CMV con 7 opeesddET,; gris claro: exones de
globina. Gris oscuro: exones constitutivos de FBL. Inclusion de E28 por RT-PCR. Células Hep3B fueron
transfectadas con pUHC EDI y 100 ng de plasmidos que expresan las prioitedas (derecha) o con los
siRNAs indicados, y 24 h més tarde fueron levantadasRinREagent y las isoformas dplicing fueron
amplificadas por RT-PCR y corridas en geles de agarosa. El nivelldsiém fue cuantificado graficamente. C:
Células Hep3B fueron transfectadas con pUHC E28 y 100 ng de los plasmiiftados, y 24 h mas tarde
fueron levantadas erRT Reagent y los intermediariosy 3 fueron cuantificados por RT-qgPCR.
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A continuacion modificamos el nivel de expresion de distintas proteinas SR y anale@amos
splicing por RT-PCR. La sobreexpresion de SF2, 9G8, SRp55, SRp40 o SRp20 o el silenciamiento de
SRp20, SRp55 0 SRp75 no bajan el nivel de inclusion, como esperabamos para un exén alternativo.

La cuantificacion de los intermediariosy  nos muestra una eliminacion preferencial del
intrdn rio abajo de E28 antes del intron rio arriba. La sobreexpresion de SF2 y SRp4a este
tendencia, reduciendo el cocieni a menos de la mitad.

La sobreexpresion de SC35 no modifica el orden de remocion de intrones alrededor del exon
28. Sorprendentemente, tanto en Hep3B como en HCT116 la sobreexpresion de SC35 produce la
aparicion de una banda de unos 250 pares de bases, consistente con los 245 pb de la isoforma de
exclusion. Desconocemos las causas de este fendmeno totalmente inesperado que no hawhos analiz
en mas detalle. Mas alla de la naturaleza de la banda detectada o de su relevanteestmwstrar
el contraste entre el efecto sobresplicingy el orden de remocion de intrones. La transfeccion de
siSC35 no tiene efecto sobresplicing del exon 28.

Incubamos células Hep3B transfectadas con pUHC E28 con distintas dosis de DRB, CPT o
flavopiridol y analizamos los resultados por RT-PCR. Ninguno de estosigatashbaja la inclusion
de FN E28 (figura R9 A). En cambio, el tratamiento con DRB aumenta el intermediagn
respecto @ (figura R9 B. Resultados analogos se obtienen en células HCT116. Usando el mismo
procedimiento que para EDI y EDII, medimos los intermediatig$ y el nivel de inclusién de E28
en células HCT116 transfectadas con polimerasa WT, GE€TD. No observamos cambios con

respecto a Pol Il WT, ni a nivel de inclusién ni de orden de remocion de intrones (figura R9 Cy D).
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Figura R9.Splicingde FN E28 y elongacion de Pol Il. RT-PCR de FN E28 en células Hep3B transfectadas
con pUHC E28 y tratadas por 8 h con las dosis indicadas de DRB, G@&Djiridol. B cocienteo/B por gPCR
para A. C inclusion de E28 en células HCT116 transfectadas con pUHC E28 y las pshlseéndicadas; se
siguio el procedimiento de la figura R5 A. Resultado de RT-PCR. D: cocightmr qPCR para C.
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4.4 Orden de remocion de intrones en un exon alternativo de regulacion

cinética inversa: CFTR9

Por ultimo, extendimos nuestro analisis de precursores de inclusién al exéon 9 déllgen C
humano. Al igual que EDI, este exdn es regulado por la velocidad de transcripcion|dePBa
mientras que la inclusiébn de EDI aumenta si se obstaculiza la elongacién, ésntas mondiciones
la inclusién de CFTR9 baja. Esta regulacion cinética depende del reclutaneilergtiguiiador negativo
de la inclusién ETR3 al intrén rio arriba; la sobreexpresion de este factorehrfiteto de bajar la
elongacion en la inclusion de CFTR9. ETR3 se une a las repeticiones UG de la seclieniticpo
(UG)nUm en el intrén 8 y desplaza a U2AF65 de las repeticionemWitro (Dujardin et al 2010)

Un mayor numero de repeticiones UG baja la inclusion del exdén 9 mientras que un nggyde |k
secuencia Um permite la union de U2AF65 independientemente de ETR3. Utilizamos distintos
minigenes que poseen el Ultimo tramo del intron 8, el exén 9 y el primer tik@nmtrén 9 rodeados

de los intrones y exones que flanquean a EDIl. Medimos el orden de remocion de intrordsralred

de GFTR9 en un minigén con el promotor de fibronectina y con la variante TG11T5 del polimorfismo.
Tanto en células HEK293T como en HCT116 la inclusién del exén es casi total con este psomotor

el intermediarid3 es mayoritario. También en ambas lineas, la sobreexpresion de ETR3 aumenta tanto

la isoforma de exclusién como el cocieatp (figura R10 B y C y no mostrado).
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Figura R10. A: esquema de los minigenes CFTR. Negro, promotor §M40; gris claro, secuencias de a-
globina; gris oscuro, exones 24 y 26 de fibronectina; gris medio, CRIEBSas, limites del inserto de CFTR en
el minigén de EDII. Se sefala la posicion de las secuencias intronicas reguladoras WBGE e ISS. B-E
resultados para el minigén pFN CFTR TG11T5. B: Inclusién y exclusion FIERE en células HCT116
transfectadas con pFN CFTR y con o0 sin un plasmido que codifica para Bm&&is por RT-PCR. :.C
cuantificacion dda tasao/p para B. D: inclusion y exclusion en células HCT116 transfectadasl ecoimigén y
tratadas con @M CPT o con vehiculo y analizadas por RT-PCR. E: cuantificaci@ifipor gPCR para D.
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El tratamiento de las células con camptotecina produce un aumento de la exclusiéon de CFTR
E9, en concordancia con el modelo cinético; tratamos células transfectadas con pFN CFTR TG11T5
con 6uM CPT y medimos el orden de remocion de intrones. No se detectan cambios emup tasa
(figura R10 E) pero se observa una fuerte disminucion de ambos precursores (N0 mésteacas,
el cocienteo/p es el mismo en células HCT116 transfectadas con el vector TET-off pUHC CFTR
TG11T5 (similar a pFN CFTR TG11T5 pero con el promotor reprimible por tetracidinsg

sobreexpresa la polimerasa WT o la mutante C4 y se sigue el protocolo de la figura R5.

El orden de remocién de intrones se modifica en las distintas variantes del polimorfismo
(TG)Nn Tm

Proseguimos el andlisis de los intermediarios de inclusibn en minigenes bajo elopromot
SV40. Utilizamos los vectores pSV40 CFTR TG11T5, pSV40 CFTR TG11T9 y pSV40 AFER
T5, que difieren entre si sélo en el locus polimérfico rio arriba del exén 9. EndateafG11T9 la
inclusion es total ya que el reclutamiento de U2AF65 puede ser simultaneo con el afgoles f
inhibidores; en el caso dI'G estos reguladores negativos no tienen sitio de uni§RMNI Podemos
observar que en células HCT116 tanto TG11T9 cAm® aumentan su tendencia a eliminar el intrén

rio arriba primero (figura R11 B), un resultado coherente con un mayor reclutamiento de U2AF65.

La sobreexpresion de distintos reguladores de la inclusion de CFTR9 modifica el orden

de remocioén de intrones

Ademas de ETR3 se han identificado varios factores que regulan la inclusion de CFTR9,
como TDP43, PTB, SF2 y TIAl. De todos ellos, solamente TIA1 aumenta la inclusién del exon,
siendo todos los otros reguladores negativos. Al igual que ETR3, TDP43 se unecadasias UG e
inhibe la inclusion de CFTR9 (Buratti et al. 2001); sin embargo no esta amhplen la regulacion
cinética. SF2 es reclutado al elemento ISS en el intron 9 (Buratti280al) y TIA1 y PTB se unen al
elemento PCE (Zucatto et al. 2004). Sobreexpresamos estos reguladores en células HCT116
transfectadas con pSV40 CFTR TG11T5 y analizamos la inclusion de CFTR9 y el ordendérrem
de intrones. Los resultados se muestran en la figura R11, C y D. Al igual que cuaadsciaption
esta iniciada en el promotor FN, la sobreexpresion de ETR3 sube el cogperaenque el efecto es

mucho menor con el promotor SV40, es estadisticamente significativo. TIAL1 baja elecafienin
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efecto consistente con su mecanismo de actiGistimulacion del sitio débil 5° del intrén 9. Se ha
postulado que PTB inhibe la inclusibn de CFTR9 mediante su multimerizacion a lo largdode
sitios en el exdn y en el intron rio abajo, y observamos una disminucién de la elimgeldidinon
rio abajo luego de su sobreexpresion. En contraste, TDP43 actua inhibiendo el méeotmdel
sitio 3’ en el intron rio arriba, y el cociente o/ff muestra una baja relativa en el intermediario que
elimind este intron. La sobreexpresion de SF2 baja el coaiéptandicando una inhibicion de la
eliminacion del intrén rio arriba. Tal como se esperaba, ETRBB/bajan la inclusion de CFTR9,
mientras que TIAL la aumenta; este Ultimo efecto es apenas detectable debido al alto nivelde inclusi
basal. En contraste, es mas evidente el aumento del uso de un sitio crigjicide en el exén
CFTR9, que da lugar a un producto de inclusién mas corto, luego de la sobreexpresion de TIA1. Como
se ha descripto previamente (Dujardin et al. 2010), la sobreexpresion de i@paARiujo una baja
significativa de la inclusion para este minigén (figura R11 C).

A continuacion transfectamos el minigén TG11T9 y comparamos el cocignhtn células
que sobreexpresan ETR3 y en células control. ETR3 apenas baja el nivélisiériren este minigén
(figura R11 E), pero en contraste su efecto sobre el orden de remocion de introaateseerffigura
R11 .

Por ultimo analizamos la sobreexpresion de distintos factoresseticihg del minigénATG.
Aunqgue la isoforma de exclusion es indetectable tanto en el control como en la sobreexpresion de
TIAl y PTB, estas proteinas tienen el mismo efecto en el orden de remocién desimmene
observamos para el minigén TG11T9 (figura R11 H). Esto puede deberse a que la mit&cion
favorece el reclutamiento de U2AF65 al intron rio arriba, aumentando el procesamienéoimkedest
y asi volviendo mayoritaria la inclusién, pero inicialmente no modifigaagesamiento del intron rio
abajo, que es estimulado por TIAl e inhibido por PTB. Las moléculas que escindigtonetio
arriba pero que no eliminaron el intrén rio abajo debido a la inhibicion de PTiBteonediariosx y
eventualmente se terminan de procesar dando la isoforma de inclusién.

Observamos que la sobreexpresion de ETR3 sigue teniendo efecto en el orden de remocién de
intrones (figura R11 Hy aumentando la exposicion de los geles detectamos una pequefia banda de
exclusion (figura R11 G, derecha). Esto puede ser un indicio de que ésTTR8utado al mutante

ATG, aunque ineficientemente.
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Figura R11. Transfeccién de minigenes CFTR con el promotor SV40a€élCT116 fueron transfectadas con
un minigén pSV40 CFTR con el polimorfismo indicado (A-H) yogectores para la sobreexpresiéon de los
factores indicados (CHElI ARN fue aislado, la tasa de inclusion de CFTR9 fue analizada por RT-PCR (A; C;
E; G) y cuantificada graficamente (A; C; E); el cociemtg fue determinado por RT-gPCR (B; D; F; H). Ay B
comparacion de los polimorfismos TG11T5, TG11TAH®G. C y D: Analisis para TG11T5 y ETR3, TDP43,
SF2 TIA1 o PTB, o control. E y F: Analisis para TG11T9 y ET®&ontrol. G y H: Andlisis parATG: el
cocientea/p se grafica relativizado al control, junto con los resultados para TG11T5sparamparacion.
Arriba derecha, imagen sobreexpuesta de gel de agarosa mostrando el denfemsoforma de exclusion con
ETR3. Esta foto correspondaia gel distinto detlela izquierda.
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ETR3 y TIA1 presentan efectos opuestos tanto en la inclusion de CFTR9 como en el cociente
o/p. Para saber si estos efectos estan directamente correlacionados, transfectamos células HCT116 con
500 ng de vector que expresa ETR3 y cantidades crecientes de vector de 308T)gode vector de
TIALl y cantidades crecientes de vector de ETR3, y analizamos la inclusior-R9Gy los
intermediarios de inclusion.

La figura R12 muestra que tanto TIA1 como ETR3 pueden revertir en alguna medidaoel efect
del otro factor en la inclusion de CFTREn contraste, el patron de remocion de intrones de TIAL
prevalece en todos los casos en los que esta proteina es transfectada independientemente de la cantidad
de ETR3. Esto no es tan sorprendente visto que en este experimento particular EJiR®Ipocasi
no tuvo efecto sobre el orden de remocion de introB&s.embargo, su efecto sobre la tasa de
inclusion es evidente. No existe por lo tanto una correlacion directa entre elseta&alsplicingy

el efecto sobre el orden de remocién de intrones.

A ETR3 TIA1
PBS - TIA1 ) ETR3
——— ] — ]

CFTR9+ & = el

CFTR9-

% CFTR9+ 95 37 60 75 86 99 87 86 85

0,3 A

o/ CFTR9
o
N

0,1 A

PBS _ —— ] _ —— ]
TIA1 ETR3
ETR3 TIA1

Figura R12: A: células HCT 116 fueron transfectadas con pSV40 CFTR TG11D® yngpde ETR3 y
cantidades crecientes de TIAl o viceversa. 24 h mas tarde el ARN fue extraidpligiet) del minigén fue
analizado por RT-PCR. Abajo, cuantificacion grafica del porcentaje de incliidtuantificaciéon por RT-
gPCR de los intermediari@sy  en el ARN obtenido en A.
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4.5 Medida de la elongacion de Poirlvivo

En la seccidn anterior aplicamos un numero de métodos para cambiar la tasa de elongacién de
Pol 1l. Experimentos de FRAP demuestran gadaka de elongacién es menar vivo para la
polimerasa mutante que para la WT (Boireau et al. 2007), y para célulaastratedCPT que para
células control (Boireau et al. 2007; Darzacq et al. 2007). El FRAP perwaibear la movilidad de
moléculas marcadas fluorescentemente, y consiste en una medida de la recuperacion de la
fluorescencia en un punto dado luego de la destruccion con laser de los fluosafes®ss punto. Los
experimentos de FRAP dan informacion de la cinética de transcrig@@para genes reporteros con
repeticiones de sitios de unién a fluoréforos transfectados establemente a lcétwlasno permite
evaluar la elongacion en el gen que uno esta estudiando como modelo. Recientemente, Singh y
Padgett desarrollaron un método que permite medir la tasa de elongacion promedio ade largo
cualquier gen endogenio vivo (Singh y Padgett, 2009). EI mismo consiste en el bloqueo del paso de
iniciacién a elongaciéon con una fuerte dosis del inhibidor deEPb DRB; las polimerasas ya
fosforiladas y en elongacion procesiva no son afectadas por el bloqueo, aungaedsuel@ngacion
baje, y contintan transcribiendo hasta la terminacién de la transcripciénaéb ldel DRB permite
un rapido desbloqueo de Pol Il, que entra en fase de elongacion. Luego del lavado se toman muestras a
intervalos regulares y las c#a son lisadas con TRI Reagent para obtener RNA. Distintos
precursores que no sufriersplicing a lo largo del gen de interés son cuantificados por RT-gRCR; |
aparicion de estos precursores en el transcurso del tiempo permite monitakearcel de Pol Il. El
protocolo se esquematiza en la figura R13. El tiempo de incubaciéon con DRB seajustaggurar
que los transcriptos sintetizados antes de su lavado sean procesados antes del desblogueo.

La modulacién de la elongacién es central para el modelo de acoplamiento cinégco entr
splicing y transcripcion. Quisimos comprobar directamente el efecto inhibidor de nuestros
tratamientos sobre la elongacion de Pol Il en fibronectina. En la publicaciéon ofggndistintos
amplicones dentro de un mismo gen estan separados por cientos de kilobases, mientrestrgse
minigenes tienen apenas 4 kb, una distancia que no esperamos que el método pueda resolver debido a
que la tasa de transcripcion de Pol Il ha sido estimada en 2-4 kb/min (Singh yt,P20R@X
Decidimos entonces medir elongacién en el gen enddgeno de fibronectina, de 74 kb. Disefiamos
amplicones en los extremos del gen, que llamapgl6 respectivamente y también en intrén 29-
exon 30 y en exoén 35-intron 35 (de aqui en adelante llan28ip85), con el objetivo de tratar de
obtener medidas en una regidbn mas acotada alrededor de EDI. Incubamos células He@3B con D
100 o 300uM por 3 h, 4,5 h o 6 h y monitoreamos la desaparicion de los productos de PCR. En
ninguno de los casos observamos la desaparicion total de los pre-ARNmM no espliceagasaB90

uM y 4h 30’ su abundancia se reduce por un factor cercano aeditzdos los amplicones. Una
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incubacién de 6 h reduce un poco mas los productos de2PCH5 y 46 pero produce un ligero
aumento del productb de manera que nos decidimos por un tratamiento de 5 h.

De acuerdo con esto, incubamos células confluentes Hep3B ciM3D®RB por 5 h. En el
tiempo 0 del experimento lavamos el DRB con PBS dos veces y agregamos mediorfrBRRB, @
incubamos las células a 37°C por distintos periodos de tiempo hasta el lisado deeagBt.
Tomamos muestras cada 5 minutos haciendo triplicados de cada punto de tiempo. Luego aislamos y
digerimos con DNasa | RN y retrotranscribimos lig de cada replicado caandom primers
Cuantificamos porreal time PCR los distintos amplicones y graficamos las abundancias de los

precursores en funcién del tiempo, relativizadas a un control no tratado con DRB.

odwan

+DRB: bloqueo de

inicio de elongacion
m Incubacién 5 hs con

DRB: las polimerasas
, no blogueadas

terminan de transcribir
el geny los
precursores sufren

splicing

-DRB: desbloqueo: tiempo 0

Toma de muestras
cada 5 min: aspirado
de medio, agregado
de TRI Reagent

tt ot

Extraccién de ARN
Cuantificacion por RT-
L E
- < < gPCR de precursores a
lo largo del gen en los
A B 7 distintos tiempos

Figura R13: método de Singh y Padgett para medir la elongacion de Pardicha, disefio experimental
Izquierda, gen hipotético y Pol Il bloqueada o en elongacion activa ésétssdel experimento descriptas a la
derecha; el tiempo transcurre de arriba abajo. Circulos grises: fosforéaci®rina 2 del CTD de Pol Il. Abajo,
posicién de los amplicones .
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La figura R14A muestra los resultados obtenidos para los amplichriz®y 35. El producto
1 empieza a detectarse por encima del nivel basal para t = 10 min, y alcanza su abuorédameia
en t = 35 min, luego de lo cual entra en una meseta y vuelve a bajar; edtgobejal se debe muy
probablemente aplicing del intron 1. El product@9 empieza a detectarse a los 25-30 i85 a los
30 min; ninguno de ellos llega a la meseta en los 50 min del experimento. Pol Il tardasentonce
aproximadamente 15-20 min para transcribir 51 kb entre los amplidoge89, y 20 min para
transcribir 58 kb hasta el amplic@b. Promediando los valores de las tres estimaciones posibles,
tenemos una tasa de elongaciéon de 2,9 + 0,4 kb/min, un valor similar a los 38 ditenidos por
Singh y Padgett pero ligeramente mas bajo.

Las curvas de amplificacion @9y 35 son practicamente indistinguibles, indicando qua un
separacion de 7 kb entre amplicones esta por debajo del limite de resolugidétatid. Esto nos

impide analizar cambios en la elongacion de Pol Il en una zona mas acotada alrededor de EDI.

1 29 EDI 35
FN1 WWWH—W
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Figura R14: transcripcion de fibronectina endogena en células Hep3B.iéiopate los amplicones analizados
en FN1 y distancias en kb. B: La elongacidn de nuevos transcriptos fueddiagen células Hep3B confluentes
con 300uM DRB por 5 h. El medio con DRB fue lavado dos veces con PBSwonmedio fue agregado. Las

células fueron incubadas a 37°C y a los tiempos indicados el medio fuglazsdo por TRl Reagent. La

aparicion de los distintos precursores fue medida por RT-gPCR y seagedftivizada a la cantidad de los
mismos precursores en células no tratadas con DRB.
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La camptotecina disminuye la elongacion de Pol Il en el gen de fibronectina

En paralelo llevamos a cabo el experimento en presencia de camptotecina. Llevamos a cabo el
procedimiento descripto pero 15 min antes del desblogueo cambiamos a medioM@Pd y 300
uM DRB; el medio agregado luego del lavado del DRB también conteitVa@®@PT. La camptotecina
no modifica la aparicion del precursbrque empieza a detectarse en t = 10 min (figura R15 B). Esto
indica que el farmaco no afecta de manera sensible la iniciacion tdensaripcion ni el paso a
elongacioén procesiva. En contraste, los productos de 23GR35 no llegan a levantar en los 50 min
del experimento (figura 15 C y D), mientras que en el experimento cordrodetectados a los 30
min. Esto es consistente con una menor velocidad de elongacién debida al tratamiento.

La camptotecina baja la abundancia de los precursores, como observamos en el grafico que
compara el product en células control o tratadas con CPT (figura R15 B). Los experimentgs c
sin camptotecina fueron realizados en simultaneo con la misma densidad de célpllasapprestan
relativizados al mismo control, de modo que las diferencias en los nimeros obtefigjaa ta
diferente abundancia de los precursores en las células. En los experimentos de orden de mmocion d
intrones también notamos una disminucion de los precuragr@sluego del tratamiento con CPT (no
mostrado). Adjudicamos este efecto a una baja en la procesividad. Consistentaoneettac
hipétesis, CPT induce la formacién de complejos covalentes de ADN - topoisométaimg (et al.

1985) que provocan la terminacion prematura de la transcrijpcidino (Bendixen et al. 1990).
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Figura R15. Elongacién de Pol Il con o sin camptotecina. Se sigpi@etdimiento indicado en la figura R14;
para CPT, las células fueron tratadas con 6 mM CPT 15 min. antes del davBiRB y durante la incubacion
post lavado. A: esquema de amplicones. B, C y D: comparacién de la apaeidamproductos de PCR con y
sin tratamiento con CPT.
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La velocidad de transcripcion en el gen de fibronectina es similar en las lineas celulares
Hep3B y HCT116

Repetimos el analisis de elongacion en otro tipo celular, HCT116, en células control y en
células tratadas con camptotecina. En la figura R16 A vemos que para el cqvdueto de PCR
nuevamente es detectable a los 10 min, mientras que el prothuejparece a los 45 min. Pol Il
necesita entonces unos 35 min para transcribir 74 kilobases, una tasa de elongatiéb/dgn que
es similar a la calculada para Hep3B. Notamos ademas que después de su apariciéinpitdiaito
1 entra en una meseta hasta t = 20 min, un patron también observado en células Hep3B y que quizéa se
deba a algun tipo de ciclo de iniciacion.

La expresion de fibronectina enddgena parece ser menor en HCT que en Hep3B; por ejemplo,
la deteccion de los intermediariosy  de fibronectina endogena en esta linea nunca funciond en
nuestras manos. Los precursores que medimos en este experimento son asimismo menos abundantes
que en células Hep3B, lo que disminuye la sefial con respecto al ruido. Esto es especialmente
problemético en el caso de células tratadas con camptotecina. En la figura R15 Bspobleenvar
gue el producto de PCRsigue esencialmente la misma curva en células control y en células tratadas
con 6uM CPT; sin embargo, la poca abundancid @ células tratadas con CPT hace que todos los
puntos anteriores a t = 45 min caigan dentro del ruido. Finalmente, al igual que sudeg8®mpara

29y 35, el precurso#6 no se detecta por arriba del nivel basal en células tratadas con CPT.
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Figura R16: transcripcion de fibronectina endégena en células HCT116. i&iopode los amplicones
analizados en FN1 y distancias en kb. B: Aparicion de precursores a distimpss luego del lavado de DRB
en células HCT116 confluentes siguiendo el procedimiento detallado en Rt4£@nparacion de la aparicion
del amplicén con y sin y con tratamiento con CPT como se describede@.RX comparacion de la aparicion
del amplicon 46 con y sin tratamiento con CPT.
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4.6 Elongacion de Pol Il Reclutamiento de U2AF65

Esta ampliamente documentado en la literatura que una menor elongacion de Pol Il aumenta la
inclusion de EDI. Por otra parte, comprobamos en secciones anteriores que la dismindaiéon de
elongacion de Pol Il no aumenta la eliminacion del intron rio arriba de este exdo.t®uo debe
existir un mecanismo de aumento de la inclusién de EDI que no implique cambios en etd@atron
escision de los intrones. La hip6tesis mas sencilla es una ligera variante de mopagsta inicial.

Una menor velocidad de transcripcion crea una ventana de tiamepale la sintesis del sitio 3’ rio
abajo de EDI para que el sitio débil rio arriba se una a U2AF65 y foromnglejo A con el sitio
dador, comprometiendo al pre-ARNm a la inclusién de EDI. Sin embargo, la cinética pasbs
siguientes es lenta, y el intrén rio abajo es reconocido y eliminado antes déngudm elo arriba se
termine de procesar.

Segun esta nueva hip6tesis, una disminucion de la elongacion de Pol Il debe resultar en un
mayor reclutamiento de U2AF65 al sitio débil rio arriba de EDI en detrindaitaitio fuerte rio
abajo. Decidimos comprobar si éste es el caso mediante inmunoprecipitacidRNlalnido a
proteinas de interés, la técnica llamada en irgh& IP (inmunoprecipitacién del ARNESsta técnica
detecta la uniéim vivo de proteinas especificas a secuencias determinadas de ARN de manera analoga
a la inmunoprecipitacion de la cromatina en el caso del ADN. Las células vivimtagias con un
reactivo que produce entrecruzamientos covalentes entre proteinas y acidos nuakgicoson
lisadas y elADN es digerido. EIARN es fragmentado, y el lisado es inmunoprecipitado con un
anticuerpo contra la proteina en estudio; las secuenciadsRde unidas a esta proteina también
precipitan. EIARN en el precipitado es extraido y las secuencias de interés son cuantificadas; la
cantidad de estas secuencias en el inmunoprecipitado es proporcional a su unién a lanpriteina

Se muestra un esquema de la técnica en la figura R17.

Este método nunca habia sido utilizado en el laboratorio y su puesta a punto consttuy6
parte sustancial de este trabajo de tesis que redund6 en un aporte significatixaripsuaroyectos

del grupo.
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Figura RL7. Inmunoprecipitacion del ARN. En un cultivo celular se crean entrecruzasientoe acidos
nucleicos y proteinas. Luego de la lisis celular, se digiere el ADN y sadrdg el ARN por métodos fisicos o
enzimaticos. Se precipitan la proteina de interés y las secuencias de ARN unidasSe edlmierte el
entrecruzamiento, se extrae el ARN y se lo analiza por RT-PCR ctieatitaa proporcién de una secuencia
determinada en el inmunoprecipitado con respectopalt es igual a la proporcion de esa secuencia unida a la
proteinain vivo con respecto a la cantidad total de la secuencia en la célula. Lineas triples: zamiectos
Lineas sencillas: ARN. Lineas dobles: ADN. Lineas punteadas: ADNc. Lineagroggss: secuencias de
interés A, By C.

Disefiamos dos amplicones. EDI pY abarca el sitio 3’ débil rio arriba de EDI, y E34 pY abarca
el sitio 3’ fuerte rio arriba del exén 34. A continuacion buscamos las condiciones optimas de reversion
de los entrecruzamientos. Los protocolos de ChIP generalmente incluyen una incubaciérsde varia
horas a 65°C en presencia de proteinasa K. El ADN es mucho mas estable queyesdiR&Vive
incubaciones prolongadas a altas temperaturas; aplicar en ARN las condic@tes para ADN
implica un riesgo de degradacién. Encontramos en la literatura tres protositos loke reversion de
entrecruzamiento para ARN. El primero consiste en la incubacion 1 h a 42°C con proteiagaal&
de 5 h o mas a 65°C y es similar al seguido en ChIP; el segundo usa condiciosiegvesssolo 2 h
a 62°C con proteinasa K; el ultimo consiste en una incubacion a mas alta temperat)iaeftopGr

corto tiempo, 1 h o menos, con o sin proteinasa K. Ademas existen variantes con un paso breve a
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95°C. Pusimos a prueba estos protocolos en células Hep3B y células HaCaT en lasjiqas indu
entrecruzamiento con formaldehido y luego purificamos el ARN con TRI Reagenbsrimos en un

gel nativo de agarosa 1%. En este tipo de gel el ARN no corre segun su tamafio; sio émbarg
preparaciones de ARN total dan siempre el mismo patron de bandas de ARN ribosomal,eque se v
con nitidez y corren siempre con el mismo peso aparente. Como lo que nos intere@salzduar la
cantidad e integridad del ARN luego de la reversion del entrecruzamiento, el uselede g

desnaturalizantes no ofrecia ventajas.

R - 1 2 3 4 5 6 7 8 R
o — " - e 285
C— “ % N po— 18S
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1-702C1h 5-62° C 2 h, 0,1 mg/ml proteinasa K
2-70° C 1 h, 0,1 mg/ml proteinasa K 6- 622 C 2 h +95° C 10 min, 0,1 mg/ml proteinasa K
3-70°C1h+952C 10 min 7-42°C1h +65°C5h, 0,1 mg/ml proteinasa K
4-702C 1 h +95°C, 0,1 mg/ml proteinasa K 8-42°C1h +652C5h, 95 C 10 min + 0,1mg/ml proteinasa K

RNA
- - + + + + + + + + + + + + + + 70°C 45 min
- - + + + + - - - - - - - - NaCl 200 mM
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Figura R18. Condiciones de reversion del entrecruzamiento. A: comparagidistthtos protocolos de
reversion. 1 placa confluente de células HaCaT fue tratada con formalgidisada con BLC y los nlcleos a
su vez lisados con 400 ml BLN. Alicuotas de 20 ml fueron sometidhstintos procesos de reversion del
entrecruzamiento, el ARN fue purificado con TRI Reagent y corrido egelmativo de agarosa.: RRN
control. N: ARN de lisado no tratado para revertir el entrecruzamiento. 1 a 8:ierdtzsnde reversion del
entrecruzamiento. B: RT-PCR luego de revertir el entrecruzamientdistimos protocolos. 1 placa confluente
de células Hep3B fue tratada con formaldehido y lisada como en A, y 2@nmh ftratados como se indica en
cada calle. El ARNue extraido y la secuencia 3’ de splicing rio arriba del exén FN34 fue amplificada por RT-
PCR (E34pY)La composicion de loguffersse da emateriales y métodos.

60



Los resultados se muestran en la figura R18 A. Usamos como mafdaiddresco aislado
de células no tratadas con formaldehido. Observamos que la incubacién a altatteanper poco
tiempo es la que permite recuperar la mayor cantidaédRN (comparar 1y 2 con 5y 7). La
incubacion prolongada da poco rendimiento y ademas resulta en mas degradacion, comovse puede
en la calle 7 por la mayor intensidad de 18S con respecto a 28S. Ademas, en todos lopassaes el
95°C produce degradacion. En el lisado que no fue tratado para revertireeruzatmiento no
detectamos bandas.

A continuacion evaluamos la aptitud ddRN recuperado para ser amplificado por RT-PCR.
Revertimos el entrecruzamiento a 70°C 45 min en distintas alicuotas de lisadairc@noténasa K,

DNasa o agregado de NacCl, extrajimo&RBN y lo usamos en RT caandom primersy levantamos

E34 pY por PCR. Ademas comparamos células Hep3B y HaCaT. Probamos células HaCaT porque
muestran un aumento de la inclusién de EDI enddégeno con la polimerasa C4, algo que es dificil d
detectar en otras lineas. Para Hep3B observamos una banda correspondiente a E34 pY laa las célu
tratadas con proteinasa K, que se hace casi indetectable si no se agrega esta enzima. Por ato lado, ni
aumento de concentracion de sal ni el agregado de DNasa modifican los resultados;utar pacti

se observa ninguna banda en las calles sinART) (en ausencia de tratamiento con DNasa (figura

R18 B). Incluimos el control de agregado de sal porque la reversién del entrecruzami&idl de
generalmente se hace en 200 a 300 mM NacCl, mientras que los lisados de nucleos que usamos fueron
hechos en ubuffer con sélo Tris HCI, EDTA, detergente e inhibidores. AunquéRil recuperado

de células HaCaT luego de la reversion del entrecruzamiento no muestra signos de degrhatacion y
similar en gel de agarosa al obten@locélulas Hep3B, no obtuvimos amplificacién de E34 pY en
lisados de células HaCaT para ninguna de las condiciones (no mostrado), posiblemente por una baja
expresion de fibronectina en estas células. Continuamos con los controles solo en células Hep3B.

Pasamos luego a poner a punto las condiciones de fragmentacidRNelEste paso es
especialmente importante porque buscdbamos comparar la sefial entre dos sitiosrea raatdicula
y separados por solo 1,7 kb. Ademas era necesario distinguir el sitio pY rio arEbd del sitio
anterior en el intrén 31 (1,3 kb de distancia) y el sitio rio arriba del @kdatel sitio siguiente en el
intron 34 (1,1 kb), de modo que la sefial en un sitio no fuera producida por moléecipisaolas por
la union de U2AF65 en otro sitio vecino.

Probamos tres estrategias de fragmentacion: la sonicacion, la digestion con Rijdsa H
digestion parcial con RNasa |. En todos los casos los resultados tuvieron algo o mucho de$tustrant
Resulto dificil encontrar un método que asegurase la correcta separacion tieslegsilisminuir la
cantidad de los precursores que queriamos amplificar, de por si escasos y seguraghmenteds en
la fraccién inmunoprecipitada.

En primer lugar intentamos la sonicacion. Para evaluar la fragmentacion del ARNosorr
geles desnaturalizantes, pero ademas seguimos una estrategia de PCR para constatamida se

los sitios 3’. Diseflamos amplicones que van desde un sitio 3’ al siguiente, y otros amplicones
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progresivamente mas cortos dentro de ellos (figura R19 A). Una fragmentaaitiagaleebe abolir

los productos de RT-PCR largos entre sitios sin afectar los amplicones EDI pY pYE3ds
amplicones més cortos se usan para evaluar el grado de fragmentacion y comparar distintas
condiciones de sonicado.

La sonicaciéon no funcioné bien en nuestras manos. En todas las condiciones probadas los
amplicones EDI pY y E34 pY disminuyeron considerablemente, casi en igual medida que los
amplicones control. En la figura R18 B podemos ver que el amplicon 5 no baja mastiue EDI
pY con la sonicacion; lo mismo sucede para el amplicon 4, que va desde EDI pY hagtd. E34
Ademas los resultados fueron muy variables: por ejemplo, en la figura R18 B &xs A3lIB
corresponden a la misma cantidad del mismo lisado sonicada siguiendo exactamersimoel mi
procedimiento, aunque en rondas diferentes.

Seguidamente intentamos digerirA®RN con RNasa H. Esta enzima soélo digiere secuencias
de ARN hibridadas a ADN, de modo que la digestion puede ser dirigida a sitiofiespeaxin
desoxioligonucle6tidos complementarios. Utilizamos oligos antisentido que sdahilal ARN en
mitad de la secuencia correspondiente a los amplicones 3, 6 y 8. Contrariamente a lo esperado,
volvimos a observar una baja simitarlos productos de PCR de control de la fragmentaciémlgs
productos EDI pY y E34 pY. Esta inespecificidad quiza se deba a la presen@Nd@uclear
remanente que se hibrida al ARN que codifica y dirige su digestiorat&iniento previo con DNasa
crea el riesgo de la degradacién posterior de los desoxioligonucle6tidos necesamnsgrdos sitios
de corte. La inactivacion de la DNasa debe hacerse a 70°C en presencia dante ypeue el ARN
se degrada a esa temperatura en presencia de cationes divalentes y la DNas& IMggteka
RNasa H nuevamente necesita*Mgero luego de la inactivacion de la DNasa los lisados tienen
exceso de quelante, de modo que hay que calibrar la cantidad"ta Mgegar. Finalmente la RNasa
H debe inactivarse por calor, y nhuevamente hay que encontrar la cantidad dte gquedgoroteja al
ARN. Estas consideraciones y la falta de resultados favorables nos hicieron abandonar la.estrategi

Por ultimo probamos la digestion con RNaséEsta endonucleasa degradaAdN sin
preferencia de secuencia y no posee la gran estabilidad de otras RNasas, siendo desactivada
irreversiblemente por SDS @4 Creamos entrecruzamientos en células Hep3B, las lisamos,
sonicamos los lisados muy brevemente para facilitar el acceso de las enzemasomdtina, y
digerimos con DNasa | y tres diluciones distintas de RNasa | 100pdr tres minutos a 37°C.
Revertimos los entrecruzamientos y analizamos la digestion por RT-PCRp8&avb.500, EDI pY y
E34 pY se amplificeon al mismo nivel que el control no digerido, y lo mismo ocurrié para el
amplicén 6, de menos de 200 pb. En contraste, no obtuvimos sefial para ninguno de los otros
amplicones, de mas de 300 pb, ni siquiera en el control no digerido. Obviamfaitie d& sefial en
este control pone en duda el valor de la falta de sefial en las otras calles, pero considerando que la PCR
no anduvo selectivamente para los siete amplicones largos y que la mezcla tiee RERisma,

exceptuando loprimers para todos los amplicones, nos inclinamos a pensar que el problema estaba

62



en el molde del control. Decidimos utilizar RNasa | 1:1000 para el experimeRbAIE. Aln si
esta enzima no funciond en absoluto, este tratamiento sigue siendo mejor a ladspmjuagdproduce
una considerable pérdida de EDI pY a cambio de un modesto enriquecimiento con respecto a los

controles de fragmentacion.

Amplicones ARN IP EDI pY E34 pY

—i -i—

Amplicones control 12
fragmentacién ARN 3 —

oo
o~

B C

A B - Sonicacién RT-  1:2000 1:1000 13500 - RNasa |
v“»m” 4 4
e - S 5 _
iR 6 -
EDI pY

E34 pY e B e e

Figura R19. Fragmentacién del ARN. A: esquema de pre ARNniFMedesde fin de intrér31 hasta
principio de intrén 35; EDI (exdn 33emuestraengris méasclaro. Seindican los sitios de union de BE65
al ARN: fuertes @ rio arriba de exones 32, 34 y 35) y dé&il (  rio arriba de EDI). Arabglicones para
detectar por ARNP U2AF65 unidoal intrén rio arriba de EDI (EDI pY) o unidal sitio competidor rio
abajo(E34 pY). Abajo: amplicones para evaldarffragmentacion del ARN. B: sonicacion del ARN. Célul
Hep3B confluentes fueron tratadadas con formaldehido, lisal8&C y los nucleosen BLN. 0,2 ml de
lisado fueron separados como contnal sonicado y 2 tubos deml fueron sonicados independientemer
por 5 min. El entrecruzamiento fue revertiden alicuotas de cada sonicacion y del contel ARN fue
extraido y analizado pdRT-PCT.Semuestrael resultado para los amplicones 4, 5y EDI gy B: ARN de
1° o 2° sonicacion; -: ARN de extractm sonicado. C: Digestién con RNasa |. Células Hep3B confluer
fueron tratadas para crear entrecruzamiento y lisamaBLIiC. El extracto fue sonicado 2 x 10 seg
alicuotas fueron digeridas con RNasa | por 3 erasdiluciones indicadas y luego tratadas para revettil
entrecruzamientoEl ARN fue extraido y analizado pdRT-PCR. Se muestran los resultados para ¢
amplicones 4,5 ,6, EDI pY y E34 pYa composicién de lobufferssedaenmateriales y métodos
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Procedimos luego con las condiciones de inmunoprecipitacién. El anticuerpo policlonal anti-
U2AF65 ab37483 precipita otras bandas ademas de la banda de 65 kDa de peso aparente, en cambio el
anticuerpo monoclonal MC3 sélo reconoce la banda correcta. AdeméasdHpletan efectivamente
U2AF65 de los extractos (figura R19 B). Inmunoprecipitamos lisados de células Hep3B@pdel0
anticuerpo MC3 o IgG control acoplados a 12,5 qiR8e beadsde proteina A sefarosa o fi0de
suspension déeadsmagnéticos asociados a proteina G, lavamos, descroslinqueanimadsy
amplificamos por RT y qPCR los amplicones EDI pY y E34 pY. Obtuvimos enriquecimiento con
respecto al anticuerpo control solamente en el caso tedmsmagnéticos.

A continuacion decidimos la linea celular y el método para modular la elongkcigal II.

La transfeccion de minigenes con EDI fue descartada porque multiplica el riesgo denzmiéeim

con ADN: se ha calculado que entran a cada célula transfectada unas 300 moléculas de plasmido, a
comparacion de las pocas copias del gen enddgeno en el genoma aun teniendo enscuenta la
aberraciones cromosomicas de las lineas celulares. Decidimos usar célulapbtgp@Bal menos en
nuestras manos transcriben mas el gen de fibronectina que las células HCT ld@utassiaCaT y

en contraste con las células HEK293T tienen un nivel bajo de inclusion deEEBEtodo menos
pleiotrépico de bajar la velocidad de transcripcion es sin duda la transfeccion de polimerasas mutantes.
Sin embargo, la transfeccion es muy ineficiente en células Hep3B, de modo que la mayorlasrte de
células no adquiere la polimerasa mutante y en cambio si posee las copias enddgenasalmdipron
creando ruido en el experimento. La irradiacion con luz UV produce una hiperfosforilaciom@el

de Pol Il asociada a menor elongacion y mayor inclusion de EDI (Mufioz et al. 2a08)estras

manos, este tratamiento produjo una baja considerable de los productos de RT-PCR EDI pY y E34 pY.
La camptotecina también produjo una baja de nuestros productos de PCR, aunque menor, de modo
gue nos decidimos por este Gltimo método. El tratamiento prolongado con CPT produce un aumento
en la inclusién de EDI en minigenes (Figura R19 A); ademas nuestro analisis deiélodgdeol 1|

nos confirma su efecto negativo sobre la velocidad de Pol Il (Figura R14). La accién de camaptotec
sobre la elongacion es detectable luego de 15 min de tratamiento, en cambio los eaniaios
proporcion de isoformas son lentos porque dependen de la degradacion de los mensajeros producidos
con anterioridad. En nuestro caso nos interesa la uniobn de U2AF65 a las regiones regeadoras
condiciones de baja elongacion, independientemente de la ventana de tiempo en la que se llega a ver el
cambio en es$plicing

Comparamos poRNA IP la uniéon de U2AF65 en el sitio rio arriba de EDI y en el sitio
competidor rio abajo, en condiciones de elongacién normal y en condiciones de baja velecidad

transcripcion.
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Figura R20 Reclutamiento de U2AF65 al sitio 3’ rio arriba de EDI. A: esquema de las secuencias reguladoras de
splicing rio arriba de EDI y del exdn 34 inmunoprecipitadas junto con U2AF6xéBlas hep3B fueron
transfectadas con el minigén pUHC EDI y tratadas por 16 h ¢dvi CPT. Se extrajo el ARN y se analizé la
inclusién de EDI por RT-PCR radiactiva: €elulas Hep3B fueron tratadas para crear entrecruzamientos y
lisadas emuffer BLiC; 10 mg de lisado fueron inmunoprecipitados com@@e 1gG control o MC3. Se corrid
una alicuota (0,5%) déhputy la misma cantidad de la fraccién no precipitada (calles 1IgG y MC3ppaz6

por western blot con el anticuerpo ab374B3RNA IP. Células Hep3B tratadas corué CPT o0 DMSO por 7 h
fueron lisadas en BLIC, sonicadas 2 x 10 seg y digeridas con DyaRMNasa I. Alicuotas de 10 mg de lisado
celular fueron inmunoprecipitadas con 1@ de anticuerpo MC3. El ARN fue extraido de la fraccion
inmunoprecipitada y de una alicuota de la fraccidn no precipitada (solnézlad.os amplicones EDI pY (sitio
débil rio arriba de EDI) y E34 pY (sitio fuerte rio arriba de FN E3d)din cuantificados en la IP y relativizados

al sobrenadante; se grafica el cociente EDI pY/E34 pY para cada tratamiento.

Inmunoprecipitamos lisados de células Hep3B tratadas con CPT o vehiculo con el anticuerpo
anti U2AF65 MC3 y cuantificamos EDI pY y E34 pY en la fraccibn inmunoprecipitada y en el
sobrenadantélanto para el control como para CPT el sobrenadante tiene igual cantidad de EDI pY y
E34 pY (no mostrado). En las células control el enriquecimiento de E34pY con respecto al
sobrenadante es mayor que el enriqguecimiento de EDI pY, con un cociente EDI pY/EghqrYar
(figura R19 C, columna control), esta relacion se invierte en las células tratadas con CPTadeémost
gue la camptotecina aumenta el reclutamiento de U2AF65 al sitio débil rio arriba der&®@specto
al sitio competidor. De este modo comprobamos experimentalmente una de las predicciones mas

importantes del modelo cinético de regulacionsgditingde EDI.
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Discusion

Como se ha demostrado en multitud de trabajos en las ultimas décadas, el procesamiento d
los transcriptos producidos por la RNA polimerasa Il (Pol Il) comienza y emwgdita se completa
antes de la terminacion de la transcripcion. Esta simultaneidad entre procesgntianszripcion
hace posible la influencia reciproca entre los procesos; un ejemplo clasga d&eraccion se da en
el reclutamiento de factores dappingo desplicing al ARN naciente por intermedio del dominio
CTD de Poal Il. Trabajos previos de nuestro laboratorio y de otros autores demuestran quentm con;
de eventos deplicing alternativo esta regulado en parte por las propiedades de elongacién de Pol lI;
asi, por ejemplo, la inclusion del exén alternativo EDI en el gen de fibronectiremaaumenta al
disminuir la elongacion transcripcional. Para explicar este fenémeno, se ha postulado el model
cinético de regulacién, segun el cual una baja velocidad de transcripcidon aumenta el tienigta que d
entre la sintesis de un sitio regulatorio débil y otro sitio regulatogidefwbicado rio abajo; de esta
manera se favorece el reconocimiento por la maquinasplibing del sitio débil antes de la aparicion
del sitio fuerte competidor y se altera el balance entre las isoformasamessiitiel uso de uno u otro
sitio. En el presente trabajo hemos investigado tres aspectos relacionados corad#dnegumiética
del splicing que lo dividen en tres secciones bien diferenciadas: el orden de remocion denes int
que rodean a un exon determinado, la velocidad de elongacion de Pol I, clave para la regulacion
cinética delsplicing y el reclutamiento de un factor especifico a un sitio regulador dntafist
condiciones de elongacion. Comenzaremos esta disargfrando los resultados de las medidas de
la velocidad de elongacion de Pol Il para el gen de fibronectina humana, continuaremos con los
resultados para el orden de remocién de intrones y los interrogantes que plantedan regolacion
cinética de la inclusién del exén EDI, y concluiremos abordando esos interrogantes eneldiant

andlisis del reclutamiento de la proteina U2AREBStio 3’ rio arriba de EDI in vivo.

5.1 Medida de la elongacion de Pol Il

El modelo cinético de acoplamiento entre transcripciésplcing postula que la tasa de
elongacién de Pol Il afecta el patrén de union de los factores reguladores a secuenisas en
modular la ventana temporal en la que estos factores pueden ser reclutados. Mudtes de
experimentos que llevamos a cabo se basan en modificar la velocidad de transcepeinlld

Resulta de primordial importancia, por lo tanto, poder medir esta tasa dmcédonen nuestros
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sistemas experimentales. Aplicamos con éxito la metodologia de Singh y Padgett para madiela tas
elongacion en el gen de fibronectina en dos lineas celulares diferentes. Esta matsddiaga en la
aparicion de distintos productos de RT-PCR a lo largo del gen a distienggos luego de la
desrepresion de la elongacion de Pol Il, previamente blogueada en un sitio de pausklcerca
promotor. Obtuvimos valores de 2,9 y 2,1 kb/min para células Hep3B o HCT116 respeutitvam
(figura R14 B; figura R16 B). Estos numeros son similares a los 3,3 a 4,1 kb/min ob&nioloss
genes en el trabajo original, y a los 2 a 4,3 kb/min obtenidos en distintas mediciorRABOr
(Darzacq et al. 2007; Boireau et al. 2007).

Pudimos observar una disminucion importante en la tasa de elongacion luego del tratamiento
con camptotecina (figura R15), confirmando el efecto de este farmaco en nuestro egtadibe
Ademads, las curvas obtenidas con CPT indican una baja en la procesividad de Pol II, un efecto
compatible con su mecanismo de accion. Sin embargo, no llegamos a obtener una medida @e la tasa d
elongacién con camptotecina, para la cual seria necesario medir tiempos mas largaso Tam
logramos discriminar entre dos amplicones separados por 7 kb, el angflidénarriba de EDI y el
amplicon35 rio abajo de este exon, lo que sefiala un limite en el poder de resolucion del método y de
su deteccién de cambios locales en la elongacion. En confirmacion de esto Ultimo, reomdstect
diferencias en la aparicion del producto de PZR y la del producto35 en células Hep3B
transfectadas con un siRNA dirigido contra el intrén rio abajo de EDI, que causa un doo#reo
marcas de heterocromatina y una mayor inclusioén de EDI (All6 et al. 2009) (no mostrado).

Llevamos a cabo estos experimentos en dos lineasreslatan baja inclusion basal de EDI,
en las cuales la inhibicién de la tasa de elongacion tiene un efectospliciely de EDI. Seria
interesante ver si la tasa de elongacion para fibronectina es diferentaslineias celulares en las

gue predomina la inclusién sobre la exclusion.

5.2 Orden de remocioén de intrones

El hecho de que elplicing es un proceso mayormente cotranscripcional puede hacernos
suponer que los intrones son eliminados a medida que son transcriptos siguiendo un orden estricto 5° -
3’. Sin embargo, trabajos previos demuestran que cada gen sigue una secuencia preferida en la
remocién de sus intrones que puede apartarse de este orden. De esta manera cuando un exén es
incluido en el mensajero el intrén rio arriba puede ser eliminado antes quedel riot abajo,
siguiendo el orden en que fueron transcriptos, o puede ser eliminado después que el exjn rio aba
siguiendo el camino inverso. Llevamos a cabo un estudio sistematico del ordemaigon de

intrones alrededor de distintos tipos de exones mediante la cuantificacion de los intersnexlibps
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gue sélo uno de los intrones ha sido eliminado, que hemos llamafaespectivamente. Estudiamos

un exoén regulado negativamente por la elongacién (EDI), un exén regulado positivamente (CFTR9),
un exén que no responde a elongacion (EDII) y un exon constitutivo (FN E28). Los resultados
obtenidos confirman mecanismos de regulacién ya bien estudiados, dan pruebas adicionales sobre
hipétesis previas 0, como veremos en esta seccion, crean hipétesis nuevas sobitaclanretg

algunos eventos dmplicing

Orden de remocion de intrones segun la linea celular, la mutacion de secuencias

reguladoras encisy la expresion de distintg factores desplicing

Analizamos el orden de remocion de intrones alrededor de cada uno de los exones en distintas
condiciones que pueden modificar su nivel de inclusion, como la sobreexpresiontelaapro
reguladoras o la mutacion de secuenciagign y comparamos los cambios obtenidos a nivel de
splicing con los cambios observados en el cociefife En la mayor parte de los casos encontramos
que los cambios en el cocienté se corresponden con los mecanismos propuestos de regulacion del
splicing

Con una sola excepcion (ver mas abajo), tanto para EDI como para EDII los cambios en el
cociente entre los dos precursokesy B son coherentes con los mecanismos conocidos de la
regulacion de la inclusion. Asi, la eliminacion del intrén rio arriba dedtimenta al favorecer el
reconocimiento del sitio subdptimo en este mismo intrén, por mutaciones que lackrerte el sitio
(figura R2) o por la sobreexpresion de proteinas SR que estimulan su uso (8juB2eRmismo
modo, en células Hep3B la eliminacién del intrén rio abajo de EDII sube con la sobsa@xgle
distintas proteinas SR, que se unen a él y favorecen el usside Sudébil (figura R7 B). Ademas la
eliminacion de este intrén antes que el intrén rio arriba prevalece en células N2ikngoneunh alto
nivel de inclusion de EDII, nuevamente relacionando el uso del sitio 5 débil con la inclusion del exon
(figura R7 D). De modo analogo, la mayor inclusién de EDI end6geno en células HEK293T con
respecto a la observada en células Hep3B se ve acompafiada de un aumento de la eliminacién del
intrén rio arriba, indicando un mayor uso del sitio 3’ débil de EDI (Figura R1 B).

La sobreexpresion de algunos factores que modifican la inclusion del exén 9 del gen CFTR
también produce cambios en el cociemtg que pueden ser explicados por los mecanismos de accion
descriptos para estos factores (figura R11 D). Asi, la proteina TIA1 aumenttukdn de CFTR9
debido asuefecto positivo sobre el sitio 5> débil del intron rio abajo. TIAL se une a la secuencia rica
en uridinas PCE rio abajo del sitio 5 y estabiliza la union del snRNP Ul (Zuccato et al. 2004).
Consistentemente con eso, la eliminacién de este intron aumenta con respedo dbirtrriba En

contraste, PTB, que también se une al intron rio abajo, provoca una disminucién tanto deda inclusi
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del ex6n 9 como de la eliminacion del intrén al que se une. PTB se une a multipless roottes
ricos en pirimidinas embebidos en regiones mas largas e inhibe la inclusida ateplia variedad de
exones. Zuccato et al. demostraron que PTB puede desplazar a TIA1 de la regidm REGE
potencialmente disrumpiendo el efecto positivo de TIA1 sobre la union de Ul al siticadélnilas,
su capacidad de unirse en varios sitios a lo largo del ARN y de formar multimeros puede resultar en un
enmascaramiento del intron. TDP43 se une a las repeticiones UG del polimorfismo TGnTm
inmediatamente rio arriba del exdbn CFTR9 y promueve la exclusion del exén 9, posibletraaréis a
de la inhibicién de la union de U2AF65 al trecho Um del polimorfismo (Burati.e2001). La
disminucion del intermediario en el que se elimind el intron rio arriba luega debreexpresion es
consistente con este mecanismo.

La relacién entre orden de eliminacion de intrones y mecanismos de regulacion desiarincl
no es en todos los casos tan lineal como los ejemplos anteriores parecen indicalargos@itjunos
ejemplos en los cuales la cuantificacién de los intermediarios arroj6é resutiadpsrados. Asial
sobreexpresion de las proteinas SR SF2 y SRp40 baja el caciéqtara el exén constitutivo 28 de
fibronectina sin afectar su inclusién, mientras que la sobreexpresién de SC35 bajhda mglusion
sin producir cambios en el orden preferido de procesamiento (figura R8). eaxqmiesion de SF2 en
células N2A sube el intermediario que elimind el intrdn rio ardban el minigén EDII (figura R7
D), un efee dificil de reconciliar con la estimulacion por esta proteina del uso del sitio 5’ suboptimo
en el intron rio abajo. El andlisis del orden de remocion de intrones también mmassli@dos
anomalos en el gen CFTR. TDP43 tiene un alto nivel de expresion en células HCT116;
consistentemente con eso su sobreexpresion en estas células produce un efecto minimo ednla exclusi
de CFTR9. Sin embargo, vemos en la figura R11 D que su efecto en el orden de remintionese
es robusto. Aunque SF2 reprime la inclusion de CFTR9 mediante su unién al ISS en elantrén ri
abajo, su sobreexpresién sube la proporcidp, @ intermediario que elimina este intrén primero.

Mas interesante es el caso de ETRS3, la proteina implicada en la regulacion cinékdd8e C
ETR3seune a las repeticiones UG rio arriba de CFTR9 con mayor afinidad que URARBH, y se
ha detectado por coinmunoprecipitacion una interaccion indirecta entre ambos fattores
(Dujardin et al. 2010). La inhibicion por ETR3 del reclutamiento de U2AF65 a leBaiepes Um es
la explicacion mas directa de este fendmeno. Esta inhibiciébn tendria por consecuencia una
disminucion del procesamiento del intrén rio arriba de CFTR9. Sin embargo nuestrosenxosri
demuestran lo contrario. Dependiendo del promotor, ETR3 produce un aumento mas fuéste 0 m
modesto pero siempre reproducible del intermediaigon respecto f (figura R10 C, figura R11 D)
Esto indica una inhibicién de la escision del intron rio abajo, que es masqueri inhibicion del
procesamiento del intron rio arriba debida a su interaccién con U2AF65. ETR3egteedahibiendo
el uso del sitio 5° suboptimo del intron rio abajo, ya sea directamente o a través de un efecto negativo

sobre TIAL. Esta nueva hipotesis es ademas mas consistente con el modelo cinético de regulacion d
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la exclusion de CFTR9. Los sitios de union al ARN de U2AF65 y ETR3 son inmediatamente
contiguos, de modo que su sintesis es casi simultanea aun en condiciones de baja el&ngacion.
cambio las repeticionds$G a las que se une ETR3 y el sitio 5° del intron rio abajo estan separadas por
casi 200 pb, de modo que una menor velocidad de transcripcion puede incidir mas eanka dent
tiempo para el reclutamiento de ETR3 antes del reconocimiento del’sitiel establecimiento de un
compromiso para la isoforma de inclusion.

En el minigén pSV40 CFTR TG11T9 el reclutamiento de U2AF65 a la secuencia U9 no es
abolido por los reguladores negativos TDP43 y ETR3 y la isoforma de inclusién egsdagusi
detectamos (figura R11 A). La sobreexpresién de ETR3 practicamente no cambiatrésted@a
splicing sin embargo el intermediarjp vuelve a bajar con respectooa(figura R11 EF). Esto es
consistente con una inhibicion por ETR3 del reconocimiento del sitio débil 5°, que produce un retraso
en la eliminacion del intron rio abajo. Al mismo tiempo, el reclutamieatd2AF65 a la secuencia
U9 lleva a la eliminacion del intrén rio arriba comprometiendo al pre-ARMireclusion, de modo
que luego no queda otra posibilidad que la eliminacién del intron rio abajo.

Los resultados del experimento de competencia entre ETR3 y TIA1 también pueden
interpretarse en este marco (figura R12). Segun postulamos, ETR3 y TIA1 tienes afeayonicos
sobre el sitio 5° del intron rio abajo. En la doble transfeccion, en las moléculas en las quefsibrsTI
reclutado se favorece la union de U1 al sitio débil y el intron esnalitoj de esta manera se genera
un precursoi} y se aumenta la inclusién (Figura D1 C). En cambio el reclutamiento de ETR3 e
moléculas a las que no se ha unido TIAL inhibe el reclutamiento de U1l al sitio débilaetio
posibles precursoreB, aunque también inhibe el reclutamiento de U2AF65, impidiendo que se
generen precursores La inhibicion de U2AF65 por ETR3 es algo mas débil que la inhibicion de la
union de U1, de modo que la disminucion fles mayor que la de y se produce un pequefio
aumento en el cocientgp (figura D1 A) En las moléculas a las que se unen tanto ETR3 como TIA1,
en las que ademas prevalece la inhibicion de ETR3 sobre el reclutamiento deoUrhgakjble si el
efecto de ETR3 sobre el sitio 5° es mediado por inhibicion del reclutamiento de TIA1) la exclusdn
aumenta sobre todo por inhibicion de posibles precurghresie deben ser mayoritarios entre las
moléculas que reclutaron TIAL (figura D1 B). Por dltimo, en las moléculas dutaretanto ETR3
como TIA1 pero en las que prevalece el efecto positivo de Fbhie el uso del sitio débil 5’
aumentan los precursorspero ademas se mantiene la inhibicion de U2AF65 por parte de ETR3,
disminuyendo aun mas el cocienté (figura D1 D). De este modo el efecto neto en células que
sobreexpresan tanto ETR3 como TIA1 tiende a ser la disminucion del cocjgnte

La hipotesis de que ETR3 inhibe el uso del sifi@io abajo del exén 9 explica en parte la
diferencia entre los efectos de esta proteina y TDP43, el otro factor inhibidandeision reclutado
a las repeticiones UG. Ni la sobreexpresion ni el silenciamiento de TDP43canodif efecto de la

polimerasa C4 o de la camptotecina sobre la exclusion (Dujardin et al., maneisquieparaciony,
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esta falta de participacion en el efecto cinético se entiende mas clarameri snliifbe la inclusion

por otra via ademas del bloqueo de U2AF65 postulado para ambas proteinas. Consistentemente con
este nuevo mecanismo, el efecto de la sobreexpresion de ETR3 sobre la inclusion de CFTR9
disminuye notablemente en células transfectadas con un snRNA Ul mutante perfectamente
complementario aliso 5’ débil rio abajo (Dujardin et al., manuscrito en preparagidra transfeccion

del Ul mutante también disminuye el efecto de la polimerasa C4 solspioghg de CFTR9
(Dujardin, comunicacion personal), reforzando la relevancia del nuevo mecanismo sobre la regulacion

cinética de la inclusion de este exon.

Ya ETR3 W exclusion to/p
AGl CFTR9 GU——

la ETR3 TIAT Wwp exclusion #to/p

UGUGUGUGUGUUUUU AG CFTR9 GU—?—

UgéF Ui TAT B inclusién W a/p

UGUGUGUGUGUUUUU AG CFTR9 GU—?—

Ya ETR3 Ui TAT 1B inclusion 4 o/

UGUGUGUGUGUUUUU AG CFTR9 GU—?—

Figura D1. Efectos del reclutamiento de ETR3 y de TIAl sobre el nevaldiusion de CFTR9 y el orden de
remocion de los intrones que lo rodean. A: moléculas que reclutan®&R B: moléculas que reclutan ambos
factores, en las que prevalece la inhibicion del reclutamiento de Ul por ETR®I&Culas que reclutan sélo
TIALl. D: moléculas que reclutan ambos factores, en las que prevalece el efecto pesiETR3 sobre el
reclutamiento de Ul. El caso B sélo puede darse si el efecto de ETR3esabclutamiento de Ul no esta
mediado por inhibicién de TIAL.
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Orden de remocién de intrones y elongaciéon de RNA Polimerasa |l

Estudiamos también el orden de remocién de intrones en condiciones de baja elongacién de
Pol 1l. Tratamos cultivos celulares con los inhibidores del factor de elongaciéri-FtPHOEB y
flavopiridol o con el inhibidor de Topoisomerasa | camptotecina o transfectamogolimarasa
mutante de elongacion mas lenta. Encontramos cambios en el cacignpara algunos de los
tratamientos. El intermediari@ para FN E28 aumenta luego del tratamiento con DRB, y de modo
menos reproducible con flavopiridol (figura R9 B). Aunque estos inhibidores de qubneskes estar
actuando por otras vias, el cambio observado es compatible con un efecto cinéticogldaehenor
velocidad de transcripcion favorece el procesamiento del intrén rio arriba.

El uso de un minigén reprimible nos permitié confirmar una vez mas que EBlinmenta su
inclusion al bajar la elongacién. Tal como esperdbamos, la polimerasa lenta tampoed edicishte
o/p para este exon (figura R6).

Partiendo de la hipétesis de que una menor velocidad de transcripcion estimulaifninegus
EDI a través de un aumento de la eliminacién del intrén rio arriba, quemimeiempo para ser
reconocido antes de la sintesis de sitios competidores en el intrén riqfaump D2), utilizamos
distintos métodos para bajar la elongacion de Pol Il y medimos el orden de remociéimtieries
gue rodean a este exoén (figura R4). Encontramos que la camptotecina y el flavapibieiol el
cocientea/p en células HCT116, lo que va de acuerdo con nuestra hipétesis, pero estos cambios no
estuvieron asociados a un aumento en la inclusion del exéon. La camptotecina no prathgo efe
reproducibles en células Hep3B. El flavopiridol mantuvo su efecto sobre el orden de remocion de
intrones en esta linea celular, y ademas produjo un aumento de la isofonolasién. Sin embargo
como ya explicamos resulta poco probable que los cambios en el orden de remocién de intrones se
hayan debido a la inhibiciobn de la elongacion. En el mismo experimento una dosis de DRB que
produce un efecto similar sobre la inclusién de EDI no afecta el ordenigwefier remocion de
intrones. Como DRB y flavopiridol inhiben la elongacién de Pol Il por iema via, el efecto del
flavopiridol sobre el orden de remocién de intrones es probablemente independiente de solafec
la elongacion. Podemos concluir que en ningun caso pudimos encontrar que la inhibicion de la
transcripcion produjera cambios en el orden de remocién de intrones asociados a candios en |
inclusion de EDI.

Transfectamos una RNA polimerasa |l mutante intrinsecamente lenta e inhibimos la
polimerasa endégena coramanitina (figura R5). Con este método directo para bajar la velocidad de
transcripcion obtuvimos un aumento en la inclusion de EDI, como se ha reportadmente (de la
Mata et al. 2003). Sin embargo, no observamos un aumento de la eliminacion del intrdbaridearr
EDI, como la interpretacion mas simple de nuestro modelo dictaria. Esto roa Heplantearnos el

modelo cinético de regulacion de EDI. Una transcripcion mas lenta o mas interrumpijutaugas
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aumenta la ventana de tiempo entre la sintesis del trecho de polipirimidinas subfiptmiba de

EDI y la sintesis del trecho consenso rio abajo; el modelo cinético predice quayesdi@mpo es
suficiente para favorecer el reclutamiento de U2AF65 al sitio débil y crear un compparasta
isoforma de inclusién. Luego la cinética de remocion del intrén rio arriba puesefisemtemente

lenta como para hacer indetectable esa ventaja inicial en una medida del orden de rdenocion
intrones. De esta manera, la verdadera prueba para la validez de nuestra hip6tesis no eeamncuent
una medida del orden de remocién de intrones alrededor de EDI sino de la unidon de U2AF65 al sitio

3’ débil rio arriba de este exon alternativo.

Alta velocidad de transcripcién Baja velocidad de transcripcion

R Y
PSJ S
=

l

I | N |

Exclusion Inclusién

odwan

Figura D2. Modelo previo de regulacion cinética de la inclusion de EDUnsef) cual una alta tasa
transcripcional favorece la competencia ente los dos sitios, con prevalehsitodfuerte (izquierda) mientras
que una baja velocidad de transcripcion favorece el reconocimiento y la esl@kiditron rio arriba de EDI
antes de la sintesis del sitio fuerte rio abajo (derecha).
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5.3 Reclutamiento de U2AF61 sitio 3’ rio arriba de EDI en distintas

condiciones de elongacion transcrip@bn

Por ultimo, pusimos a punto en nuestro laboratorio un método para estudiar interacciones
ARN-proteinain vivo, el RNA IR Encontramos que la aplicacion de este método esta plagada de
dificultades técnicas. En nuestro caso, la necesidad de fragmeAf@Ngbara distinguir entre dos
sitios no muy lejanos en la misma molécula unida a la gran inestabilida&MNetonspiraban contra
la obtencidén de suficiente material y con suficiente separacién entre los distipiasoaes como
para obtener resultados. Eventualmente encontramos las condiciones para llevar a calimeh&xper
(figuras R18-R19), que ahora otros miembros del laboratorio estan aplicando con éxito.

Llevamos a cabo experimentos de RNA IP en células Hep3B tratadas con vehiculo o con
camptotecina, un farmaco que produce una disminucion de la velocidad de transcripcion da Pol
el gen de fibronectina en esta misma linea celular, como hemos comprobado experenntalm
(figura R15). Medimos el reclutamiento de U2AF65 al sitio débil rio arribBRley al sitio fuerte
competidor rio abajo. Encontramos que en condiciones de elongacion normal (en lasratddizs t
con solo vehiculo) el reclutamiento de U2AF65 es mayor en el sitio competidor fuerte rio abajo que en
el sitio débil que regula la inclusion de EDI, por un factor 2 aproximadamente. Biodaego del
tratamiento con camptotecina aumenta el reclutamiento de U2AF65 al sitio débilivéo ambos
sitios muestran un enriquecimiento similar en moléculas unidas a U2AF65, con un legEnmipio
del reclutamiento de EDI (figura R20). Este resultado fue obtenido en dos experimentos
independientes. De esta manera pudimos corroborar una prediccion crucial para ladeahidegtro
modelo: el aumento de la unién de U2AF65 al trecho de polipirimidinas débil rio arribaldm
condiciones de baja elongacién de Pol Il.

El modelo que se consolida con este resultado sostiene que en condiciones de baja elongaciéon
se favorece el reclutamiento de U2AF65 al sitio débil rio arriba de EDI potgsitioefuerte
competidor aparece mas tardiamente. Una vez que esta proteina es reclutada el intrén rio arriba de EDI
gueda comprometido a escindirse, y es este compromiso y no la escision en si misna o vez
crea el compromiso para la inclusion de EDI antes de la sintesis del sitio competidor fueertaetst

variante del modelo cinético se grafica en la figura D3
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Alta velocidad de transcripcion Baja velocidad de transcripcion

U2AF35 U2AI:=35
[ EDI . B— e
U2AF
6535, U2AF
35
55355,
EDI
=
o)
3
§o)
o
U2AF =
6535,
35
55 b
U2AF
65 3
EDI
v l 4
m N -
Exclusién Inclusién

Figura D3. Modificaciéon al modelo de regulacion cinética de EDI. Una baja tasa de #lonigaorece el
reclutamiento de U2AF65 al sitio 3° débil rio arriba de EDI y el ensamblado de estadios iniciales de ensamblado
del spliceosoma estableciendo un compromiso para la escisién del intrdn rio &ribelysién de EDI.
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Podemos resumir las conclusiones de este trabajo en los siguientes puntos:

El orden preferido de remocién de los intrones que rodean a un exén en particular se modifica
segun la linea celular, el promotor a partir del cual se transcribe el gen, laiprdsemataciones

encis o la abundancia diferencial de factores reguladores.

Los cambios en el nivel de inclusién de EDI o CFTR9 provocados por la modificacién de la tasa
de elongacion de Pol Il no estan relacionados con cambios en el orden de remocién de intrones.
Pol Il transcribe el gen de fibronectina humana a una tasa de aproximadamenteniz9ekb/
células Hep3B y de 2,1 kb/min en células HCT116.

El tratamiento con el inhibidor de topoisomerasa | camptotecina disminuye la elongaeiride

en el gen de fibronectina humana en células Hep3B.

El tratamiento con camptotecina en células Hep3B aumenta el reclutamiento debdaelode
splicing U2AF65 al sitio 3° no consenso inmediatamente rio arriba de EDI en comparacién con el
reclutamiento al sitio 3’ fuerte rio abajo, de acuerdo con las predicciones mas generales del

modelo de regulacién cinética dgllicing
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