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REGULACION “EPIGENETICA” DEL SPLICING
ALTERNATIVO DURANTE LA DIFERENCIACION
NEURONAL

Las modificaciones epigenéticas son cruciales para el establecimiento y manteni-
miento de programas de diferenciacién celular. Un posible mecanismo de regulacion
estd determinado por el efecto de la estructura de la cromatina en los patrones de
splicing alternativo. Las marcas epigenéticas pueden provocar cambios en la tasa de
elongacion de la ARN polimerasa II, asi como afectar el reclutamiento de diversos
factores y, de esta manera, modular los patrones de splicing alternativo. Aqui des-
cubrimos el mecanismo por el cual el splicing alternativo de la molécula de adhesion
celular neural (NCAM) es regulado durante la diferenciacion neuronal mediante la
estructura cromatinica. Por otra parte, nos centramos en la regulacion del splicing
alternativo de G9a, la enzima responsable de la dimetilacién en lisina 9 de histona
H3 (H3K9me2) en eucromatina de mamiferos. Demostramos que G9a es necesaria
para la diferenciacion de la linea celular neuronal de raton N2a y que la inclusion de
su exén alternativo (E10) aumenta la localizacién nuclear de G9a, probablemente
debido a la mayor exposicién de una secuencia de localizacion nuclear cercana. Por
ultimo, mostramos que la isoforma de G9a que incluye el E10 es necesaria para la
diferenciacion neuronal y que regula el patrén de splicing alternativo de su propio
ARN mensajero precursor promoviendo una mayor inclusion del E10. Nuestros re-
sultados indican que, mediante el control de su splicing alternativo, G9a promueve
la diferenciacién neuronal y gatilla un mecanismo de retroalimentacion positiva que

reafirma el compromiso a la diferenciacion celular.

Palabras claves: Splicing alternativo, NCAM, G9a, polimerasa II, estructura cro-

matinica, diferenciacién neuronal, epigenética.






“EPIGENETIC” REGULATION OF ALTERNATIVE
SPLICING DURING NEURONAL DIFFERENTIATION

Epigenetic modifications are critical for the establishment and maintenance of
differentiation programs. One possible mechanism of regulation is determined by
the effect of chromatin structure on alternative splicing patterns. Epigenetic marks
can cause changes in elongation rate of RNA polymerase II, as well as affect the
recruitment of different factors, and thus modulate alternative splicing choices. He-
re we discovered the mechanism by which the alternative splicing of the neural cell
adhesion molecule (NCAM) is regulated during neuronal differentiation by chroma-
tin structure. Moreover, we focused on the regulation of G9a alternative splicing,
the enzyme responsible for dimethylation of lysine 9 in histone H3 (H3K9me2) in
mammalian euchromatin. We demonstrate here that the G9a methyltransferase is
required for differentiation of the mouse neuronal cell line N2a and that inclusion
of its alternative exon 10 (E10) increases during neuronal differentiation of cultu-
red cells, as well as in the developing mouse brain. Although E10 inclusion greatly
stimulates overall H3K9me2 levels, it does not affect G9a catalytic activity. Ins-
tead, E10 increases G9a nuclear localization, predictably due to higher exposure of
a neighboring nuclear localization signal. We show that G9a inclusion of E10 isoform
is necessary for neuron differentiation and regulates the alternative splicing pattern
of its own pre-mRNA enhancing E10 inclusion. Overall, our findings indicate that,
by regulating its own alternative splicing, G9a promotes neuron differentiation and
creates a positive feedback loop that reinforces the cellular commitment to differen-

tiation.

Keywords: Alternative splicing, NCAM, G9a, RNA polymerase I, chromatin struc-

ture, neuronal differentation, epigenetics.
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ABREVIATURAS Y NOMENCLATURA

Abreviaturas

5aC: 5 aza-citidina

ADN: acido desoxirribonucleico

ADNc: acido desoxirribonucleico copia

AR: 4acido retinoico

RNA: acido ribonucleico

RNAm: acido ribonucleico mensajero

BIX: BIX-01294

DMSO: dimetil-sulféxido

dNTPs: desoxi-ribonucleésidos-trifosfato (dAATP, dCTP, dTTP, dGTP)
E10: ex6n 10 de G9a

E18: ex6n 18 de NCAM

G9a: Eukaryotic histone methyl-transferase protein type 2
GLP: GYa-like protein

NCAM: Neural cell adhesion molecule

nChIP: inmunoprecipitacién nativa de la cromatina

nt: nucleétidos

pb: pares de bases

XIII



PCR: reaccién en cadena de la polimerasa
pre-RNAm o pre-mRNA: RNA mensajero precursor
RNAPII: RNA polimerasa 11

RNA-seq: Secuenciacion de RNA

RT: retrotranscripcion

TSA: tricostatina A

Nomenclatura

La nomenclatura comin para las modificaciones de las histonas es:

a. El nombre de la histona (H1, H2A, H2B, H3, H4, y variantes)

b. Abreviatura del aminoacido modificado siguiendo el codigo IUPAC de una

letra

= c. La posicién que ocupa el aminoacido modificado desde el extremo N-terminal

d. El tipo de modificacién (me: metil, ph: Fosfato, ac: Acetil, ub: Ubiquitina)

e. En el caso de las metilaciones, representa el niimero de grupos metilo anndi-

dos (1: monometilacién, 2: dimetilacién, 3: trimetilacion)

Por ejemplo:
Hg(a) K<b>9(c>me<d>2<e)

denota una dimetilacion de la lisina nueve de la histona HS3.
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1. INTRODUCCION

Los distintos tipos de células que se encuentran en organismos multicelulares
muestran grandes diferencias en el fenotipo, la funcion y la respuesta a estimulos
externos. Sin embargo, todos derivan de la misma célula cigética y comparten un
material genético idéntico. Esta diversidad surge como resultado de un proceso de
diferenciacion muy complejo que requiere la activacién e inactivacion de diversos
programas transcripcionales. Ademés de conjuntos especificos de factores de trans-
cripcién, se ha hecho evidente que los mecanismos epigenéticos son criticos tanto
para la creacién de programas de diferenciacion como para el mantenimiento de

fenotipos diferenciados adquiridos [1].

El término “epigenética” es utilizado en referencia a diversos procesos. Su fun-
dador, Hal Waddington, lo introdujo por primera vez en 1942 para hacer referencia
a todas las vias moleculares que modulan la expresion del genotipo dando lugar a
un determinado fenotipo. Sin embargo, con el transcurso de los anos, la definicion se
fue diversificando y en este momento resulta necesario aclarar a qué nos referimos
con “epigenética”. El uso actual mas extendido de la palabra hace mencién al estu-
dio de los cambios heredables y transitorios en la expresién génica que no implican
un cambio en la secuencia primaria de DNA [2]. En este trabajo tomaremos una
definicion amplia del uso del término haciendo especial hincapié en las modifica-
ciones que sufren las histonas y el DNA generando cambios en la estructura de la
cromatina que puedan, a su vez, provocar cambios en la expresion génica sin alterar
la secuencia del DNA, independientemente de si hay prueba de que sean cambios
heredables. A continuacion, se introduciran los conceptos fundamentales necesarios
para comprender este trabajo de investigacion centrandonos principalmente en la
definicion y presentacion de los antecedentes de los temas fundamentales. Introdu-
ciremos las bases de las modificaciones epigenéticas abarcando las modificaciones

post-traduccionales de histonas, la regulacién del splicing alternativo y su relaciéon



con la estructura de la cromatina. Pondremos estos temas en contexto con la pre-
sentacion del sistema nervioso como un modelo de estudio y ejemplificaremos con

los genes protagonistas de esta historia.

1.1. La estructura de la cromatina

Dentro de la célula, el DNA se encuentra especificamente ordenado. El primer
nivel de compactacion es la formacién de nucleosomas. Un nucleosoma esté formado
por un octamero de histonas compuesto por un tetramero de histonas H3 y H4,
flanqueado por dos dimeros de histonas H2A y H2B sobre el cual se enrollan 146
pares de bases de DNA. Las histonas son pequenas proteinas basicas que poseen una
regiéon central altamente estructurada que forma el corazén del nucleosoma, y extre-
mos amino y carboxilo terminales que sobresalen de la superficie del nucleosoma sin
adoptar una estructura definida (Figura 1.1). Cobran especial interés las modifica-
ciones post-traduccionales covalentes que puede sufrir la porciéon amino terminal de
las histonas debido a su importancia en el control de la expresién génica.

Siguiendo con los niveles de compactacion que adopta el DNA, durante mucho
tiempo se aseguro que los nucleosomas se empaquetan en fibras de 30 nm de diame-
tro. Sin embargo, trabajos mas recientes cuestionaron la existencia de esta organi-
zacion in vivo y propusieron que las fibras de nucleosomas existen como polimeros
desordenados [3]. Si se acepta que el DNA alcanza el méximo grado de compactacién
formando cromosomas. Es posible distinguir dos tipos diferentes de cromatina segiin
el grado de empaquetamiento: zonas de eucromatina que corresponden a regiones
menos compactadas, y zonas de heterocromatina, o sea, regiones de elevada compac-
tacion. Dichos niveles de compactacion afectan el grado de exposicién del DNA a las
maquinarias de transcripcién, replicacion, reparacién y diferentes procesos biologi-
cos. Por ende, el grado de empaquetamiento se correlaciona con diferentes niveles
de actividad transcripcional entre otros mecanismos y mientras que las zonas de
eucromatina estan asociadas a una transcripcién activa, las regiones heterocroma-

tinizadas suelen estar trasncripcionalmente reprimidas. El acceso al DNA, de esta
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manera, queda regulado por diversos procesos entre los que se encuentran las modi-
ficaciones que sufren las colas de las histonas, el remodelamiento de nucleosomas y

el uso de diferentes variantes de histonas.

Fig. 1.1: Estrucutra cristalogréafica de un nucleosoma. La estructura cristalogréfica de
un octamero de histonas (PDB: 1AQI) muestra cémo se ensamblan dos histonas H3 (azul)
con dos histonas H4 (naranja) con dos dimeros de histonas H2A (rojo) y H2B (verde).
La estructura desordenada de las colas de histonas sobresale por fuera de la estructura

dejandolas expuestas a diferentes maquinarias biolégicas.

1.1.1. Modificaciones de histonas

Sobre la base de las diversas modificaciones quimicas descriptas que pueden
sufrir las histonas, se ha postulado la existencia de un cédigo de histonas segin
las consecuencias de cada modificacién. Estas alteraciones constituyen otro nivel
de regulacién y la combinacion de las distintas modificaciones aporta un mayor
grado de complejidad. Las modificaciones covalentes de histonas se producen en el
dominio amino terminal por fuera de la estructura nucleosomal. También llamada
cola de histonas, este dominio es una region de aproximadamente 40 aminoacidos
sin estructura tridimensional definida [4] que resulta una herramienta fundamental
para el almacenamiento de informacién y una superficie expuesta que facilita la
interaccién con otras proteinas [4, 5]. Existen diversos tipos de modificaciones de

histonas entre los que se encuentran la acetilacion, la metilacion y la fosforilacion.



Ocurren en distintos residuos y traen aparejadas diversas consecuencias. En la Figura
1.2 se ejemplifican las modificaciones que puede sufrir la cola N-terminal de la histona

H3.

w&&$¢?$@%¢ )

RZ K4 K3 510 R17 K18 R36 523 K36 K79

Fig. 1.2: Modificaciones covalentes en la histona H3. Se muestran las distintas modi-
ficaciones que pueden sufrir la histona H3 en cada uno de sus residuos pertenecientes al
dominio amino terminal. Cada residuo se indica con el cédigo de una letra, mientras que
A hace referencia a una posible acetilacion, M a una posible metilacién y P a una posible

fosforilacién.

Se estudié extensamente como estas modificaciones covalentes pueden afectar
procesos fundamentales como la estructura de la cromatina y la expresién génica.
Por un lado se ha propuesto que las modificaciones de histonas pueden alterar las
interacciones electrostéticas entre el DNA y los residuos de la cola de histonas [6]
y asi variar el grado de compactacién de la cromatina [7, 8]. Las interacciones que
se dan entre el DNA acido y los residuos bésicos de las histonas se podrian alterar
traduciéndose en un cambio de afinidad en la estructura del nucleosoma. Por otra
parte, otros trabajos han propuesto que las modificaciones de las histonas podrian
servir como plataforma de senializacién para el reclutamiento de diversas proteinas
responsables del cambio en la compactacién entre otros procesos [9]. Actualmente, se
sabe también que distintos patrones de modificaciones actiian secuencialmente, o en
combinacién y son leidos por otras proteinas [10]. Los "lectores” del cddigo actuarian
como intérpretes y podrian ser, en parte, responsables de los cambios en la estructura

de la cromatina [11]. De este modo, la modificacién covalente de las colas de histonas
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resulto ser un punto de convergencia de multiples vias de senalizacion y es una forma

de incorporar un cédigo epigenético adicional superpuesto al cédigo genético [12, 13].

Una de las modificaciones mas estudiadas es la metilacion de histonas en lisinas
o argininas. Distintas lisinas metiladas se asocian a distintos procesos, y el nivel
de metilacién (mono-, di- o tri-metilacién) afecta el reconocimiento de la marca.
Distintas metilaciones pueden estar involucradas tanto en la activacion como en la
represion de la transcripcién (Figura 1.3). Una de las funciones clésicas en las que
participa la metilacién de histonas es en la formacién de heterocromatina. La hete-
rocromatina se distingue en constitutiva y facultativa segiin la reversibilidad de las
marcas epigenéticas que la constituyen. Las zonas que adquieren una organizacion
de heterocromatina facultativa dependen del tipo celular y del momento del desa-
rrollo, son reversibles y estdn enriquecidas en secuencias repetitivas de tipo LINE
(por long interspersed element). Por el contrario, las zonas de heterocromatina cons-
titutiva son las mismas en todos los tipos celulares de un organismo, incluyen las
regiones centroméricas y teloméricas y son ricas en secuencias repetidas en tandem.
A pesar de que las marcas en la heterocromatina constituva son més estables que
las encontradas en la facultativa, ambas comparten importantes propiedades como
la represion transcripcional mediada por una hipoacetilacion y una hipermetilacion
tanto de las histonas como del DNA. En metazoos, se encuentra un enriquecimien-
to particular de la tri-metilacién en lisina 9 de H3 (H3K9me3) en las regiones de

heterocromatina pericentromérica [14].

Por el contrario, las zonas de eucromatina se encuentran enriquecidas en mono-
y di-metilacién de H3(H3K9mel y H3K9me2) [14]. De esta manera, en zonas eu-
cromaticas, la inactivacion génica se asocia a altos niveles de H3K9me2 junto con
una elevada tri-metilacién en lisina 27 (H3K27me3) [14, 15]. En cuanto a genes acti-
vos, las marcas méas comuinmente asociadas son la di- y tri-metilacién en lisina 4 de
histona H3 y la tri-metilacién en lisina K36 de histona H3; la primera se encuentra
en las regiones mas proximales al promotor, mientras que la ultima crece a medida

que nos alejamos del mismo y es alta en las regiones distales del gen [16].



Modificacion Significado
ig marca represora - formacion de heterocromatina
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Fig. 1.3: Significado de modificaciones post-traduccionales de la histona H3. Se mues-
tran las consecuencias esperadas de algunas tipicas modificaciones covalentes que puede

sufrir la histona H3

1.1.2. Combinacion de marcas en la cromatina y enzimas

reponsables

La gran variedad de modificaciones de histonas ofrece muchas posibilidades para
el control estricto de la estructura de la cromatina. Sin embargo, un nivel de com-
plejidad adicional existe debido al cross-talk entre diferentes modificaciones [12]. La
combinacion de marcas y su regulacion conjunta puede ocurrir a través de multiples
mecanismos. Por ejmplo, puede haber competencia entre las modificaciones si estas
son sobre el mismo residuo. Esto es de particular importancia para las lisinas que
pueden ser acetiladas, metiladas o incluso ubicitinadas. Por otra parte, puede ocu-
rrir que una modificacion sea dependiente de otra, como en el caso de la metilacion
en H3K4 y H3K79 que dependen de la previa ubicitinacion de H2BK123 en Sac-
charomyces cerevisiae [17]. Mas aun, la unién de una proteina a una modificacién
particular puede ser interrumpida por una modificacion adyacente. Este es el caso
de HP1 cuya unién a H3K9me2 y H3K9me3 se ve interrumpida durante la mitosis
debido a la fosforilacién de H3S10 [18]. También existe la cooperacién entre modifi-

caciones con el fin de reclutar eficientemente factores especificos. Por ejemplo, PHFS8
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se une especificamente a H3K4me3, y esta interaccién es mas fuerte cuando H3K9

y H3K14 también estén acetiladas en la misma H3 [19].

La identificacion de las enzimas responsables de las modificaciones en las histonas
ha sido el foco de intensa actividad durante los tltimos anos y se han caracterizado
las enzimas responsables de las principales modificaciones conocidas en distintas es-
pecies. Se sabe que la mayoria de las modificaciones son dinamicas y, en casi todos
los casos, se han identificado también las enzimas que eliminan dichas modificacio-
nes [20]. La tabla 1.4 presenta a las enzimas responsables de incorporar las marcas
cromatinicas mas conocidas. La caracterizacion bioquimica y estructural de las enzi-
mas modificadoras de histonas ha producido importantes avances en sus respectivos

mecanismos cataliticos y ha sido de fundamental importancia para comprender las

especificidades de sustrato y sus mecanismos de regulacién [21].

Enzimas Actividad Distribucion
responsables transcripcional génica relativa
EXJIELE]
H3/H4Ac HAT1, CBP/p300, Activacion Promotores de genes activos
PCAF/GCNS5, TIP60
H3K27me3 EZH2 Represion Loci inactivos
H3K9me2, me3 Suv39h, G9a, Represion Loci inactivos y en regiones
Eu-HMTase |, ESET, intragénicas de genes activos
SETBD1
H3K4me3 MLL/WRDS5, SET1, Activacion Promotores y regiones 5" de
ASH1 genes activos
H3K36me3 HYPB, SMYD2, Represion de la Intragénica, aumento hacia
NSD1 iniciacion interna. el 3’ de genes activos
H3K79mel Dotl Activacion Regiones intragénicas de

genes activos

Fig. 1.4: Enzimas responsables de marcas de histonas. Se muestran algunas de las
modificaciéon de histonas tipicas junto con su papel en la actividad transcripcional y su
distribucién génica relativa. Para cada marca, se informan las enzimas responsables. To-
mado de [22].



1.2. La regulaciéon del splicing alternativo

El splicing es el proceso de eliminacién de intrones del pre-mRNA y unién de
exones que media la expresion de la mayoria de los genes en eucariotas superiores.
El splicing conduce al splicing alternativo, el proceso por el cual las moléculas de
pre-mRNA pueden sintetizarse dando lugar a multiples isoformas de RNAm par-
tiendo de un unico gen. Se cree que el splicing alternativo es uno de los mecanismso
principales por el cual se logré la expansion de transcriptomas y proteomas en eu-
cariotas multicelulares, lo cual permite su complejidad fenotipica [23, 24]. Se estima
que el splicing alternativo afecta a casi el 95 por ciento de los genes humanos, y
se sabe que es mas la regla que una excepcién [25]. Mds aun, se ha descripto que
mas del 60 por ciento de eventos de splicing alternativo en humanos estan regula-
dos diferencialmente entre distintos tejidos [26] y es esperable que sean modulados

especificamente en todas las etapas de desarrollo.

El splicing alternativo no sélo es la fuente mas importante de diversidad de RNA
mensajeros y proteinas sino que ademas, contribuye en gran medida a los patrones
de expresion especificas de tejido y de especie en eucariotas multicelulares [27-29].
El splicing alternativo desempena un papel fundamental en diversos procesos nor-
males y patoldgicos, incluyendo la proliferacion y diferenciacién celular, asi como
el cdncer y numerosas enfermedades [30-32]. El compromiso a sufrir splicing de los
pre-mRNA se produce generalmente de forma cotranscripcional, pero la reaccion de
splicing en si misma puede ocurrir tanto co- como post-transcripcionalmente [33].
Un trabajo muy reciente, utiliza estrategias de RNA-seq de molécula tnica para
determinar que el splicing de los pre-mRNAs nacientes se produce tan pronto como
la RNAPII transcribe los intrones [34]. Por primera vez, se determiné directamente
el progreso de la catalisis del splicing como una funcion de la posicion de la RNAPII
en levaduras y se demostrd que el splicing se completa al 50 % cuando la RNAPII se
encuentra 45 nt rio abajo del extremo 3’ del intrén recién sintetizado. Este tipo de
estudios favorecen la visién de que la comprension del tiempo que transcurre entre

la progresion de la RNAPII y el splicing proporciona conocimientos sobre los meca-
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nismos operantes en la regulacion de la expresion génica. Esta cotranscripcionalidad
permite interacciones entre los mecanismos de transcripcion y splicing [29].

La regulaciéon del splicing alternativo no sélo depende de la interaccion de fac-
tores de splicing, factores de transcripcion y elementos regulatorios sino también
de diversas senales extracelulares e intracelulares. Por otra parte, al igual que otras
reacciones de procesamiento de pre-mRNA | el splicing esta también acoplado a los
cambios que puedan ocurrir en el DNA. Dado que no es lo mismo caminar sobre
una superficie plana que sobre una carretera rocosa, la transcripcion puede dar lugar
a diferentes opciones de splicing en funcién de la estructura de la cromatina. Por
lo tanto, la regulacién del splicing alternativo incluye el estado de la estructura de
la cromatina, los cambios en los factores de accesibilidad, las modificaciones de las

histonas y la tasa de elongacién de la RNA polimerasa II (RNAPII) [22, 35].

1.2.1. Generaciéon y procesamiento de RNAm en los orga-

nismos eucariotas

El término intron se refiere a secuencias no codificantes que no se incluyen en
el RNAm maduro. En contraposicion, los exones se refieren a las secuencias que
permanecen una vez que los intrones se han eliminado. La mayoria de las veces, los
exones se incluyen en el RNAm maduro y los intrones son excluidos. Sin embargo,
cuando el splicing alternativo entra en juego la interpretacién es m&s compleja.
En las células humanas, en general, el 90 por ciento del pre-mRNA se retira como
intrones, mientras que 10 por ciento representa secuencias exonicas.

La enzima responsable de la transcripcién del RNAm es la RNAPII. La transcrip-
cion se inicia en el nucleétido +1 identificado por ser el primer nucleétido sintetizado
y termina rio abajo del sitio de corte y poliadenilacién. E1 RNA precursor es reco-
nocido por una particula llamada spliceosoma, que tiene sitios especificos de unién
en cada uno de los intrones a ser eliminados. El spliceosoma consiste en una me-
gaparticula ribonucleoproteica que comprende cinco ribonucleoproteinas nucleares

pequenas (Ul, U2, U4, U5 y U6 snRNPs) y un conjunto de proteinas auxiliares.
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Es una estructura muy dindmica; la variacién de su conformacién y la composicion
permite precision y flexibilidad al mismo tiempo.

Secuencias cortas altamente conservadas en el sitio de splicing (ss) 5°, 3" y en
el sitio de ramificacién en el RNAm recién sintetizado contribuyen al reconocimien-
to por el spliccosoma y a la definicién entre exones e intrones. En los eucariotas
mas complejos, el sitio de ramificacién es seguido por otro sitio de reconocimiento
conocido como trecho de polipirimidinas. En la primera etapa Ul es reclutado al
sitio 5’ss mientras que los factores auxiliares SF1 y U2AF interactian con el sitio de
ramificacién y el tracto de polipirimidina, respectivamente. Después, U2 reconoce el
sitio de ramificacién y, posteriormente, U4/U6 con U5 son reclutados (Figura 1.5).
Algunos reordenamientos en las interacciones RNA-RNA y RNA-proteina provo-
can una desestabilizacién de los snRNPs Ul y U4, dando lugar a la forma activada
del spliceosoma [36]. A continuacién, el spliceosoma activado elimina intrones del
pre-mRNA por dos reacciones de transesterificacién consecutiva y es liberado, diso-

ciandose de los snRNPs, que pueden participar en rondas adicionales de splicing.

1.2.2. Splicing cotranscripcional

Durante las tltimas décadas se hizo evidente que las interacciones funcionales y
fisicas entre las maquinarias de transcripcion y de splicing constituyen un nuevo nivel
de regulacion del splicing alternativo. Uno de los trabajos fundacionales del campo
demostré que diferentes promotores regulando la misma unidad transcripcional da
lugar a diferentes proporciones de dos isoformas de splicing [37]. En conjunto, se
acepta actualmente que a pesar de estar regulados por dos maquinarias distintas, la
transcripcion y el splicing no son procesos independientes. Se sabe que el ensamblado
del spliceosoma es cotranscriptional in vivo y el splicing se puede producir tanto
durante la transcripcion, como también una vez que se haya completado. Se cree
que algunos intrones podrian ser procesados cotranscripcionalmente, mientras que
otros podrian serlo de forma post-transcripcional y no se sabe si el mismo intrén

siempre se procesa de la misma manera.
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Fig. 1.5: Regiones del RNA que participan en el proceso de splicing en metazoos y
algunos de los factores que las reconocen. El esquema muestra dos exones (cajas grises)
flanqueando un intrén. Se aclaran los sitios 3’ y 5’ de splicing y el sitio de ramificacién con
sus secuencias consenso. Se muestran los distintos factores que participan en el reconoci-
miento de dichas secuencias y cémo secuencialmente se forman los diferentes complejos

con funciones en el proceso de splicing.

Con el fin de explicar la influencia de la transcripcion sobre el splicing alternativo,
dos modelos posibles, que no son excluyentes y podrian actuar en conjunto, han sido

propuestos [38].

El modelo de reclutamiento

Este modelo plantea que la maquinaria transcripcional podria reclutar factores de
splicing o coactivadores transcripcionales con funciones regulatorias del splicing al
RNAm nasciente. Este reclutamiento podria darse en forma diferencial en distintos

contextos celulares, dando asi lugar a diferentes resultados de los eventos de splicing.
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Se conocen diferentes coactivadores transcripcionales que son capaces de regular
el splicing alternativo de ciertos genes, y en algunos casos se ha demostrado que
esta regulacién es dependiente de su reclutamiento al promotor [39-41]. Uno de los
casos mas extensamente estudiados corresponde al efecto dependiente del dominio
C-terminal de la RNAPII (CTD) de la proteina SRp20 sobre el splicing alternativo
del exén EDI del gen de fibronectina [42].

El modelo cinético

El modelo cinético plantea que la velocidad de elongacion de la polimerasa afecta
el momento en el cual los sitios constitutivos y regulatorios de splicing son presenta-
dos al spliceosoma, favoreciendo o desfavoreciendo su reconocimiento. Las primeras
evidencias a favor de este modelo sugirieron que la velocidad de sintesis del RNA
puede regular el splicing y afectar la competencia de sitios de splicing débiles contra
sitios fuertes [43] o la aparicién de elementos regulatorios [44].

Un ejemplo tipico lo constituye un caso en el que el sitio 3’ de splicing del intréon
rio arriba de un exén alternativo es mas débil en comparacion con el sitio 3’ del
intron rio abajo. Una RNAPII rapida o sin pausas expondria ambos sitios 3’ a los
componentes del spliceosoma casi al mismo tiempo, dando lugar a una competencia
entre ellos. Esta competencia privilegiara el uso del sitio mas fuerte. Por el contrario,
una RNAPII mas lenta o con pausas durante la transcripcién, daria mas tiempo al
sitio 3’ débil para ser reconocido por el spliceosoma antes de que el sitio fuerte sea
transcripto, y asi generaria que el intréon rio arriba se comprometa a ser procesado
(Figura 1.6).

La primera demostracion directa de que la elongacion de la transcripcién afecta
el splicing alternativo en células humanas fue proporcionada por el uso de una forma
mutante de la RNAPII con una mutacién puntual que confiere a la enzima una ve-
locidad menor. La RNAPII lenta estimul6 la inclusién del exén EDI de fibronectina,
confirmando la correlacién inversa entre la tasa de elongacion y la inclusién de este
exon alternativo [45].

La conexion entre la tasa de elongacion de la RNAPII, la maquinaria de splicing
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Fig. 1.6: El modelo cinético de acoplamiento funcional entre transcripcién y splicing
alternativo. El esquema muestra el modelo més simple propuesto para explicar por qué
la tasa de elongacién puede favorecer la inclusién de un exdén alternativo con un sitio de

splicing débil.

y el reclutamiento de factores se fue haciendo cada vez méas evidente. Estudios més
recientes a nivel de genoma completo mostraron que tanto la elongacién lenta como
la elongacion rapida de la RNAPII afecta el splicing constitutivo al igual que el al-
ternativo [46]. Segun cémo responden a la velocidad de elongacion, se diferenciaron
distintos tipos de eventos de splicing. Los autores analizaron que los exones alterna-
tivos cuya inclusién se favorece con una elongacion lenta y se desfavorece con una
rapida (tipo I) tienen sitios de splicing mas débiles e intrones flanqueantes més cor-
tos, en relacién a los exones cuya inclusion se desfavorece con una elongacién rapida
(tipo II). Inesperadamente, este trabajo analiza que la velocidad lenta y répida de la

RNAPII puede aumentar tanto como disminuir la inclusién de exones alternativos.
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Estos resultados sugieren que se requiere una tasa éptima de elongacion transcripcio-
nal para que el splicing de los pre-mRNAs ocurra cotranscripcionalmente de forma
normal.

Y los dos modelos lejos de ser mutuamente excluyentes, son complementarios.

1.3. De la estructura de la cromatina al splicing alternativo

Como los patrones de splicing alternativo pueden estar regulados por la tasa de
elongacion de la RNAPII, la comprension de las alteraciones de la velocidad de la
RNAPII resulta fundamental. Por un lado, se sabe que la actividad intrinseca de la
RNAPII puede influir en su propia tasa de elongacién. Ejemplos de esta regulacion
se enfocan en el estado de fosforilaciéon de la CTD y la asociaciéon con factores de
elongacién. Por otra parte, la regulacién de la tasa de elongacién de la RNAPII
podria estar determinada por el molde de la transcripcién, el DNA. De este modo,
la estructura de la cromatina termina regulando la velocidad de la RNAPII a la
vez que afecta los patrones de splicing alternativo. Es esperable, entonces, que la
presencia de marcas de histonas asociadas a la relajacién de la cromatina generen
un aumento en la tasa de elongacién de la RNAPII y esto traiga aparejado una
menor inclusién de exones alternativos, siguiendo el modelo cinético. Esta idea fue
demostrada utilizando la despolarizacion de membrana de células N2a con altas
concentraciones de KCI [47]. Los autores muestran que la presencia de metilacién
de histonas (H3K9me) en el cuerpo del gen NCAM y alrededor del exén alternativo
18 (E18), correlacionan con un aumento en la expresion de la isoforma de inclusién
del E18 y con el reclutamiento de la proteina HP1. Proponen que la despolarizacion
con KCI provoca una hiperacetilacién, que genera una relajacion de la estructura
cromatinica con un aumento de la tasa de elongacién de la RNAPII y provoca una
disminucién de la isoforma de inclusién del E18 (Figura 1.7).

Por otra parte, se sabe que cambios en la estructura de la cromatina debidos
a la organizacién de los nucleosomas afectan el proceso de transcripcién. Trabajos

recientes se enfocaron en el posicionamiento de nucleosomas a nivel global y mos-
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Fig. 1.7: Modelos de regulacién de splicing alternativo a través de la estructura de
la cromatina. La acetilacién de histonas intragénica induce la relajacion de la cromatina
favoreciendo una alta tasa de elongacion de la RNA polimerasa II (RNAPII) e induce
la exclusién del exén alternativo. Por el contrario, la metilacién intragénica induce la
compactacién de la cromatina por el reclutamiento de HP1, y en consecuencia, la tasa de

elongacién de la RNAPII disminuye favoreciendo la inclusién del exén alternativo.

traron cémo un gran nimero de nucleosomas no estan distribuidos al azar, sino que
se encuentran preferentemente en los exones [33, 48|. Por otra parte, se sabe que los
nucleosomas se posicionan preferentemente en exones constitutivos en comparacion
con exones alternativos [49]. Estos resultados sugieren que el posicionamiento de los
nucleosomas podria influir sobre la tasa de elongacién de la RNAPII mediante la

creaciéon de pausas internas durante la transcripcion.

En la ultima década se ha acumulado gran cantidad de evidencia demostrando
la existencia de multiples enlaces funcionales entre la estructura de la cromatina y el
splicing de pre-mRNA [35, 50]. Los primeros trabajos, con virus y plasmidos [51, 52],

y los mas recientes, con genes endégenos muestran que distintas marcas de histonas
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intragénicas se distribuyen de forma asimétrica entre los exones e intrones [53] y
modulan las decisiones de splicing alternativo [47, 54-56]. Adema&s de los cambios
en las propiedades de elongacion de la RNAPII, las marcas de la cromatina pueden
regular tanto el splicing constitutivo como el alternativo mediante el reclutamiento
de factores de splicing a los sitios de transcripcién [50, 57, 58]. Un ejemplo lo cons-
tituye un analisis comparativo entre las marcas de la cromatina y los patrones de
splicing alternativo de genes con secuencias de unién a PTB (proteina de unién al
trecho de polipirimidinas) [50, 59]. El trabajo revel6 que los genes dependientes de
PTB estan enriquecidos en H3K36me3 y desprovistos de H3K4me3 en las regiones de
splicing alternativo. Se postula que la cromatina crea una plataforma para la union
de PTB al RNA a través del adaptador MRG15. Los altos niveles de H3K36me3
promueven la unién de MRG15, que, a su vez, facilita el reclutamiento de PTB, y

regula el splicing alternativo (Figura 1.8).

1.4. El sistema nervioso como modelo de trabajo

El sistema nervioso proporciona una gran capacidad de adaptacién al ambiente,
e involucra una gran complejidad regulatoria. La necesidad de establecer y mantener
precisas conexiones entre los distintos tipos neuronales y con las células efectoras
implica eventos de migracién, remodelacién, crecimiento, e incluso eliminacién de
sinapsis y muerte celular programada. Las células neurales adultas deben no sélo
mantener la homeostasis, sino que es necesaria una importante capacidad de plas-
ticidad en los componentes del sistema, tanto para amoldarse y responder a los
eventos que ocurren en la vida de un organismo, como para sostener la posibilidad
del aprendizaje y la memoria.

Diversas investigaciones subrayan la importancia que tienen en el sistema nervio-
so tanto la estructura de la cromatina [60-62] como el splicing alternativo [63, 64].
Dicha importancia se hace evidente en la existencia de patologias del sistema ner-
vioso asociadas a mutaciones o cambios en la actividad de reguladores de ambos

procesos [65], como es el caso de los defectos en la memoria que se observan debido
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Fig. 1.8: Modelo de regulacién del splicing alternativo por el reclutamiento del fac-
tor PTB a las marcas de histonas descriptas por [50]. La unién de PTB al pre-mRNA
se ve favorecida cuando también se une un adaptador a H3K36me3. Cuando los niveles
intragénicos de H3K36me3 son bajos y H3K4me3 son altos (panel izquierdo), la unién de
PTB estd desfavorecida y se promueve la inclusién del exén alternativo. A la inversa, cuan-
do los niveles intragénicos de H3K36me3 son altos y H3K4me3 son bajos (panel derecho),

se favorece la unién de PTB a la cromatina y disminuye la inclusiéon del exén alternativo.

a una hipoacetilacién generalizada en ratones mutantes para la proteina de unién a

CREB (CBP) [66]

1.4.1. Estructura de la cromatina en el sistema nervioso

Si bien las modificaciones de la cromatina son fundamentales para la expresién
génica en cualquier tejido y especialmente durante la diferenciacion celular, diversos
trabajos remarcan la necesidad de su correcta regulacion en el sistema nervioso.
Por ejemplo, el balance entre acetilacion y desacetilacion de histonas es importante

para la correcta progresion de linaje durante la diferenciacién de los precursores
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neuronales, dado que drogas que inhiben la acetilacién favorecen la diferenciacién a
linajes no neurales [67]. Mds ain, recientemente se demostré que la demetilacién de
histonas juega un papel crucial en el control de la expresion de programas génicos

especificos en neuronas [68].

1.4.2. Splicing alternativo en el sistema nervioso

Si bien la regulacién del splicing alternativo es muy variable entre las especies
y su frecuencia aumenta con la complejidad de los organismos, diversos analisis de
perfiles de transcripcion a gran escala revelaron que el splicing alternativo esta par-
ticularmente extendido en el sistema nervioso de vertebrados [27, 69]. Mas atin, los
eventos de splicing detectados en el cerebro de mamiferos estan mayormente con-
servados que los detectados en otros tejidos, lo que sugiere que de forma frecuente
presenten funciones méas conservadas [70]. Se sabe que la regulacién dindmica del
splicing alternativo en el sistema nervioso es critica para la modulacion de las inter-
acciones proteina-proteina, para las redes de transcripcién, y multiples aspectos del
desarrollo neuronal.

La neurogénesis se caracteriza por cambios globales en el transcriptoma y pro-
teoma de células que se diferencian. Muchos de estos cambios son criticos para la
transicién desde células madre neurales o células precursoras a neuronas maduras.
Sin embargo, a pesar de los avances en el conocimiento del impacto de las variantes
especificas de splicing alternativo sobre la diferenciaciéon neuronal, morfologia, ma-
duracion y actividad de las neuronas, atin queda mucho por entender. Recientemente
se ha demostrado la funcionalidad de distintas variantes neuronales de splicing al-
ternativo. Por ejemplo, la expresion de la isoforma neuronal del gen Disable-1, es
necesaria para rescatar los defectos en la migracion neuronal que se observan en la
corteza cerebral de ratones knock-out para Nova2 (antigeno ventral neuro-oncolégico
2) [71]. Por otra parte, se reporté que la expresién de una isoforma del gen Uncl3
que incluye un microexén de 6-nucleétidos es la tnica capaz de estimular significati-

vamente el crecimiento de neuritas y rescatar defectos fenotipicos relacionados [72].
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Sin embargo, la medida en que otros eventos de splicing alternativo especificamente
neuronales son cruciales para las funciones del sistema nervioso continta siendo una

importante cuestion pendiente.

1.4.3. Lineas celulares neuronales como modelo de estudio

Si bien es imposible establecer en cultivo un modelo de trabajo con la complejidad
caracteristica del sistema nervioso n vivo, diversas lineas celulares se han utilizado
en el estudio de las propiedades neuronales. En particular, Neuro-2a (N2a) es una
linea celular de neuroblastoma murino de rapido crecimiento y facil manejo. Es
posible diferenciar las N2a a células que tienen muchas propiedades neuronales,
incluyendo la formacion de neurofilamentos, en tan solo unos dias de cultivo. Las N2a
se han utilizado para estudiar distintos procesos desde neurotoxicidad y enfermedad
de Alzheimer hasta la diferenciacion neuronal y el crecimiento axonal.

Apenas establecida la linea celular, se estudié que las células N2a expresaban
propiedades de células gliales y neuronales [73]. Distintos métodos se han utilizado
para inducir la diferenciaciéon en esta linea celular, pero la mayoria de los tratamien-
tos reportados no proporcionan informacién sobre los tipos neuronales obtenidos.
En un trabajo que estudia la diferenciacion de N2a en neuronas dopaminérgicas,
los autores demuestran que las células N2a indiferenciadas expresan bajos niveles
del factor relacionado-Nurr 1 (Nurrl), de tirosina hidroxilasa (TH) y de dopamina.
El tratamiento con dibutiril monofosfato de adenosina ciclico (dbcAMP) induce la
diferenciacion a neuronas dopaminérgicas evidenciado por un aumento en el nivel
de dichos marcadores, al contrario de lo que ocurre con otros inductores de la di-
ferenciacién neuronal como el dcido retinoico (AR) [74]. Més atin, mientras que la
diferenciacion con dbcAMP estimula el crecimiento de un largo proceso bipolar o
monopolar similar a un axén, la diferenciacién con AR estimula la extension de
una red muy ramificada de neuritas que expresan el marcador MAP2 (proteina 2

asociada a microtibulos) similar a lo que ocurre en dendritas [75].

Por otra parte, contribuyendo a la versatilidad de este tipo celular, se demostré
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que las células N2a pueden adquirir propiedades de motoneuronas luego de la di-
ferenciacion [76] y que pueden ser utilizadas como un modelo de la enfermedad de
Huntington en cultivo [77].

También se han utilizado las células N2a en ensayos de electrofisiologia dado que
por su forma esférica y baja densidad de los canales NaV, las N2a sin diferenciar
permiten un mejor control de variables en comparacién con neuronas primarias [78].
Mas auin, se ha detectado el disparo de potenciales de accién de células N2a en
cultivo a partir de la inyeccién de una corriente negativa constante y se determiné
qué agentes aumentan la excitabilidad de las N2a haciendo més negativo el umbral
de disparo del potencial de accién [78].

Se acepta actualmente que tanto las células N2a en cultivo como las neuro-
nas primarias pueden diferenciar procesos neuriticos con propiedades dendriticas en
términos de morfologia y distribucién preferencial de MAP2 [75]. En este trabajo,
si bien no podemos concluir que los resultados en N2a sean extrapolables a lo que
ocurre en la compleja red neuronal del cerebro, utilizaremos esta linea celular y otras
como un modelo de estudio en el que simulamos los mecanismos que podrian estar

sucediendo en el sistema nervioso.

1.5. El splicing alternativo del exén 18 de NCAM

1.5.1. La proteina NCAM

La molécula de adhesién celular neural (NCAM) es un miembro de la super-
familia de inmunoglobulinas implicado en el reconocimiento celular y la adhesion
célula-célula a través de interacciones homofilicas. NCAM se destaca de los otros
miembros de la familia, ya que se ha descripto su implicancia en la migracion celular,
la sinaptogénesis, la formacion de la memoria entre otras funciones fundamentales.
NCAM se identificé por primera vez como una glicoproteina de superficie celular
[79]. Originalmente se la describié como una molécula de adhesién celular de retina

de embriones de pollo debido a su papel en la formacion inicial de uniones célula-
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célula durante la agregacién de células de la retina embrionarias [80]. Sin embargo,
con el tiempo se establecié que NCAM es esencial para muchos otros procesos ce-
lulares hasta el punto de surgir como un candidato interesante para promover la
plasticidad neuronal. Se ha reportado la expresion de NCAM en la superficie de la
mayoria de las células del sistema nervioso central y periférico, asi como también
en corazén, génadas y musculo [81]. La proteina es sintetizada en el reticulo en-
doplasmico como una glicoproteina, y antes de llegar a membrana es modificada en
el aparato de Golgi, principalmente debido a la adiciéon de varios residuos de aci-
do sialico. Ademas, la proteina NCAM sufre otras alteraciones post-traduccionales
que regulan su actividad, como extensivas fosforilaciones en serina y treonina, O-
y N- glicosilacién, sulfatacién y palmitoilacién [82]. Un gran nimero de evidencias
muestra que las moléculas de adhesién en general y NCAM en particular participan
tanto en el establecimiento de sinapsis en forma dependiente de actividad, como en

la remodelacion de sinapsis maduras asociadas a plasticidad neuronal y a procesos

de aprendizaje [83, 84].

1.5.2. La regulacion del splicing alternativo de NCAM

NCAM es producido por un solo gen que contiene 20 exones principales mas
6 pequenos exones adicionales en ratén. Se encuentra en el cromosoma nueve y se
transcribe a partir de un promotor independiente de la secuencia TATA [82]. Por
splicing alternativo da lugar a por lo menos 20 o 30 isoformas, que a su vez pueden ser
modificadas por mecanismos postraduccionales [85]. Las tres isoformas mas comunes
se conocen de acuerdo a su peso molecular aparente (NCAM 180, NCAM 140 y
NCAM 120). NCAM 180 es una proteina de un tinico paso transmembrana generada
a partir de la expresion de los exones 1 a 19 con la exclusion del exén 15. NCAM 140
se diferencia de NCAM 180 tnicamente en la ausencia del exén 18, lo cual produce
un acortamiento del dominio citoplasmico. Por otro lado, NCAM 120 resulta de la
transcripciéon de los primeros 15 exones. La inclusion del exén 15 en NCAM 120

provoca la aparicién de un sitio de poliadenilacién alternativo generando la ausencia
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total del dominio citopldsmico en la proteina madura (Figura 1.9). A pesar de no
tener un péptido hidrofébico, NCAM 120 puede estar ligada a la superficie celular

por un glicosilfosfatidilinositol intermedio [86].
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Fig. 1.9: Arquitectura de dominios y topologfa de las tres principales isoformas de
NCAM. Se muestran los principales dominios y la ubicacién en la membrana plasmaética
de NCAM 120, NCAM 140 y NCAM 180.

Por otra parte, méas grados de variabilidad se anaden cuando un exén de 30
nucledtidos se incluye entre los exones 7 y 8. Cuando la secuencia codificada por este
exén esta presente en la proteina madura puede cambiar las propiedades de unién
de la molécula. Por ultimo, hay 4 pequenos exones localizados entre los exones 12 y
13 que pueden dar lugar a diferentes combinaciones que codifican una region en la
porcién extracelular de la molécula conocida como el dominio especifico de musculo
[87]. Cuando uno de estos pequenios exones que contienen un codén de terminacién
estd incluido en la isoforma madura da lugar a una forma secretada trunca de la
proteina [88].

Durante la diferenciaciéon neuronal, el patrén de splicing alternativo de NCAM
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cambia favoreciendo la expresion de NCAM 180 y reduciendo la expresion de NCAM
140 (Figura 1.10). En consecuencia, NCAM 140 resulta mds abundante en precur-
sores neuronales y se distribuye homogéneamente en la membrana celular donde
favorece activamente el crecimiento de neuritas; mientras que NCAM 180, especifica
de neuronas maduras, estd enriquecida en las zonas de contactos célula-célula y tiene
un papel importante que contribuye a organizar sinapsis estables y maduras [89, 90].
Por lo tanto, la modulacién del patrén de splicing alternativo de NCAM durante
la diferenciacion neuronal tiene importantes consecuencias funcionales y sugiere la

utilizacion de NCAM 180 como un marcador para las células neuronales maduras.
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Fig. 1.10: Patrones de splicing alternativo de NCAM durante la diferenciacién neuro-
nal. La isoforma NCAM 180 prevalece en neuronas maduras, mientras que los precursores
neuronales expresan la isoforma NCAM 140 en mayor medida. Ambas isoformas se dife-
rencian en la inclusién del exén alternativo 18 que codifica para una region del dominio

citoplasmatico de la proteina.

El ratén knock-out especifico de la isoforma NCAM 180 provoca defectos en
el desarrollo del sistema nervioso central, siendo el mas evidente un subdesarrollo
del bulbo olfatorio, probablemente ocasionado por un problema en la migracién de
las células precursoras [91]. Ademds, se detectan efectos més sutiles en otras dreas
como cerebelo, retina e hipocampo, y problemas en la formacién y funcién de las

conexiones neuromusculares [91, 92].
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1.6. El splicing alternativo de G9a

1.6.1. La enzima G9a

G9a, también conocida como EHMT?2 por euchromatic histone lysine N- methyl-
transferase 2, es la enzima responsable de la mono- y di-metilacién en lisina 9 de la
histona H3 (H3K9mel y H3K9me2) en mamiferos. Como metiltransferasa, no sélo
cataliza el agregado de grupos metilo en H3 sino que se han encontrado numerosas
proteinas que son posibles blanco de su actividad. Se sabe que mayormente reconoce
secuencias ricas en lisina-arginina [93] y se descubrieron como proteinas blanco de
G9a tanto a CDYL1, WIZ y ACINUS como a la misma G9a susceptible de auto-
metilacién. Su funcién y bioquimica han sido detalladamente estudiadas y se han
desarrollado diversos inhibidores farmacoldgicos de su actividad [94]. Se sabe que
la pérdida de su funcién produce una disminucién global en los niveles de H3K9me
y la interrupcién del gen es letal en estadio embrionario [95, 96]. Primeramente
descripta como un oncogén por su funcién en la tumorigénesis, G9a se encuentra
sobre-expresada en varios tipos de cédncer [97]. La relacién entre la sobreexpresién de
GY9a y el comportamiento metastéasico ha sido vastamente estudiada. Tal es asi que
recientemente se ha sugerido a la sobreexpresiéon de G9a como un biomarcador de
mal prondstico en pacientes con melanoma [98]. Por otra parte, se ha caracterizado
a G9a como la enzima responsable de la metilacién en lisina 373 del gen supresor
tumoral p53 posicionando a G9a como un putativo blanco terapéutico [99]. Méas aun,
recientes evidencias de la implicancia de G9a en la represion de la expresion de genes
supresores de tumores [97, 100] han impulsado el desarrollo de tratamientos quimio-
terapéuticos. En un principio se describié a la enzima Suv39hl como responsable
de la metilacién de lisina 9 de histona H3. Sin embargo, investigaciones posteriores
con ratones deficientes de G9a y Suv39hl demostraron que mientras la tultima es
crucial para la trimetilacién en lisina 9 de histona H3 en zonas pericentroméricas
heterocromatinizadas, G9a es la principal responsable de la mono- y dimetilacién

de lisina 9 de histona H3 en zonas de eucromatina [14, 95, 101]. De todas formas,
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se sabe que G9a también esta involucrada en la trimetilacion de lisina 9 de histona
H3 [102] y recientemente se demostré que podria estar involucrada en la metilacién

de lisina 27 tanto de histona H3 como de histona H1 [103-105].

1.6.2. G9a, GLP y complejos de metiltransferasas

In vivo, G9a actia formando un heterodimero con la que se conoce como su
molécula acompanante, GLP por G9a like protein en inglés. Ambas son miembros
del subgrupo Suv39h de moléculas con dominio SET y a pesar de que in vitro pue-
dan catalizar la incorporacién de grupos metilo de forma independiente, se sabe que
dentro de la célula actian en conjunto [96]. G9a no solo forma un heterodimero con
GLP, sino que se ha descripto la interaccion entre G9a y Wiz, una molécula que con-
tiene numerosos motivos conocidos como dedos de zinc habitualmente relacionados
con interacciones al DNA. Tanto la depleciéon de GLP como de Wiz produce una
concomitante reduccién de los niveles proteicos de G9a [96, 106]. Se ha propuesto
que si bien Wiz puede reconocer tanto homodimeros de G9a y GLP, interacciona
més establemente con el heterodimero formado por G9a y GLP ya unidas [94]. En
un trabajo reciente se demostré que tanto ZNF644, otra proteina de unién al DNA|
como Wiz son componentes principales del complejo formado por G9a y GLP y
que son los principales responsables de direccionar a G9a a encontrar sus blancos

especificos en el DNA [107] (Figura 1.11).

1.6.3. G9a en diferenciacion celular y sistema nervioso

GY9a ha sido implicada en la diferenciaciéon de una gran variedad de tipos de
células y tejidos. Se sabe que G9a es esencial para la diferenciacion y el crecimiento
de tenocitos, ya que en ratones knock-out para G9a la expresion de varios facto-
res de transcripcién tenddén-especificos son suprimidos [108]. Mds atin, se describi6
que G9a coopera con Sharp-1, un potente represor de la diferenciacién del muscu-
lo esquelético, en la metilacion de MyoD y las histonas en el promotor del gen de

miogenina [109]. Por otra parte, se ha descripto que la deficiencia de G9a inhibe
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Fig. 1.11: Modelo de interacciones entre metiltransferasas. El modelo muestra que el
extremo N-terminal de ZNF644 interactiia con el dominio de activacién transcripcional
(TAD) de G9a, mientras que el C-terminal de WIZ interactiia con el TAD de GLP

la diferenciacién de monocitos [110] y células T helper [111]. G9a se requiere para
la formacion de tejido adiposo marrén en detrimento de la especificacién del linaje
muscular [112] y ratones deficientes en G9a y GLP mostraron defectos cardiacos
graves tanto debido a la disminucién de la expresion de genes especificos cardiacos
como al aumento de la expresién de varios genes no cardiacos [113]. Ademds, ani-
males knock-out para G9a mostraron una regulacién positiva de genes relacionados
con células progenitoras de la retina [114] y una pérdida drastica de gametas ma-
duras [115]. Por ultimo, G9a ha sido reportado como un regulador clave de genes
relacionados con la pluripotencia, promoviendo el silenciamiento de genes especifi-
cos a través de la metilacion del histonas durante la diferenciacion de células madre
embrionarias [116, 117]. La pérdida de G9a permite la reexpresién del gen de la
pluripotencia Oct3/4 y la reprogramacion de células diferenciadas [117, 118] y a la
vez que aumenta la frecuencia de células madre pluripotentes inducidas [119].

En el sistema nervioso, se ha demostrado que G9a tiene un papel clave en el
control de la cognicién y las respuestas de adaptacién debido a la represion de genes
no neuronales [120]. Su ortélogo en Drosophila se ha descrito como un regulador del

desarrollo de dendritas periféricas, el aprendizaje clasico y la expresién de genes re-
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lacionados con la memoria [121]. Por otra parte, se ha demostrado que G9a afecta la
especificacion de diferentes subtipos neuronales [122] y regula la neurodegeneracién

inducida por etanol [123].

1.6.4. G9a como regulador transcripcional

Transcripcionalmente, G9a puede funcionar tanto de correpresor como de coac-
tivador de la expresion génica (Figura 1.12) [94, 124-127]. La funcién de correpresor
de la G9a depende de su actividad enzimatica, asi como de su interaccién con otros
factores implicados en la represién de genes [94, 95]. G9a inhibe la expresion de
genes especificos mediante la asociacién con varios represores transcripcionales y co-
rrepressors tales como, E2F6, REST /NRSF, ZNF217 y varios otros [94, 95, 128, 129].
Particularmente, se estudié que G9a reprime la expresion de genes no neuronales en
el sistema nervioso, mientras que en los demas tejidos inhibe la expresién de genes

neuro-especificos [130].
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Fig. 1.12: La represién transcripcional y la activacién por G9a. La unién de G9a a
distintos factores de transcripcién y la asociacién con complejos de diferentes cofactores
conduce a resultados opuestos sobre la expresion génica. La represién transcripcional de
genes es dependiente de la actividad metiltransferasa de G9a (en violeta se muestra la
metilacién de histonas en el panel de la izquierda). Por otro lado, el reclutamiento de G9a
por activadores transcripcionales conduce a la activacién de genes de manera independiente

de su actividad catalitica (panel de la derecha).
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Sorpresivamente, la funciéon de activador de la expresion génica de G9a no re-
quiere de su actividad enzimatica, mientras que si requiere de la asociacién con otros
activadores de la transcripcion o factores coactivadores incluyendo CARM1, p300,
ARNP o el complejo Mediador (Figura 1.12) [125, 127].

Ademas de su rol como regulador de la transcripcion, y como ya se ha estudiado
para otros modificadores de la estructura cromatinica, un trabajo reciente demuestra
el papel clave de G9a en el control del splicing alternativo [131]. A través de un
screening basado en RNAs de interferencia, Salton y colaboradores, identificaron a
G9a como un importante regulador del patrén de splicing alternativo de VEGF.
El mecanismo implica la metilacién intragénica en H3K9 en el locus de VEGF y el
reclutamiento del factor SRSF'1. De acuerdo con resultados anteriores que vinculan
HP1 gamma al splicing alternativo (Saint-André et al., 2011), en este caso también
resulta fundamental el reclutamiento de la proteina HP1. De esta manera, los autores

demostraron roles separados para G9a en la transcripcion y en el splicing alternativo.

1.6.5. Las isoformas de G9a

La existencia de distintas isoformas de G9a se hace evidente en una primera
bisqueda en distintas bases de datos (USCS Genome Browser, ENSEMBL, NCBI,
entre otras). En primer lugar, segin la utilizacién de promotores alternativos, se
caracterizaron dos isoformas de G9a denominadas G9a corta y G9a larga. La iso-
forma controlada a partir del promotor rio arriba incluye un sitio dador de splicing
que permite la escisiéon de un intrén generando la expresion de la isoforma corta.
Sin embargo, cuando el promotor rio abajo controla la expresion, ese sitio dador
de splicing no estd incluido en el RNA nasciente y se genera la isoforma larga [94]
(Figura 1.13).

Estas isoformas difieren en algunos aminodcidos correspondientes al extremo
amino-terminal de la proteina donde no se conocen dominios funcionales. El tinico
motivo que se ha descripto en la zona amino terminal diferencial entre las dos isofor-

mas es la inclusién de una senal de localizacién nuclear (NLS) en la isoforma larga.
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Fig. 1.13: Esquema de las cuatro isoformas de G9a generadas por transcripcién alter-
nativa y splicing alternativo. La utilizacién de promotores alternativos en G9a da lugar a
la inclusién de dos posibles primeros exones diferentes. Ademas, la inclusién o exclusién del
exon alternativo 10 genera dos nuevas variantes. Se muestran los dominios caracterizados

de la proteina.

Esta seguidilla de aminodcidos basicos, que no esta presente en la isoforma corta,
parece tener la capacidad de direccionar a la proteina al nicleo, al menos cuando se
delecionan todos los demas aminodacidos rio abajo dejando tnicamente el extremo
amino terminal de la isoforma larga con su senal de localizacién nuclear [132]. Sin
embargo, ambas isoformas de G9a, corta y larga, poseen otra NLS funcional, ubica-
da hacia el interior del polipéptido, que también es capaz de direccionar la proteina
al nicleo.

Tanto en rata como ratén y humano existe en G9a un evento de splicing alterna-
tivo altamente conservado. Se trata del exén 10 (E10) en la isoforma corta, que en
realidad es el exén 9 en la isoforma larga puesto que al cambiar el promotor que se
utiliza, se incluye o no un pequeno primer exén en el RNAm. Informacion en base
de datos sugiere que existen isoformas de inclusién y exclusién del exén alternativo
tanto en G9a corta como en G9a larga tanto en ratén como en humano, dando lugar
a cuatro isoformas posibles (Figura 1.13).

A pesar de que la existencia de las dos isoformas que se diferencian segiin la

presencia/ausencia del exén alternativo (E10) fue descripta por primera vez en 2001
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[133], desde que en uno de los papers fundadores de investigaciones en G9a [95] se
caracterizaron unicamente las dos isoformas de G9a corta y larga, segin la utili-
zacion del promotor, la mayor parte de la bibliografia hace referencia a estas dos
isoformas de G9a, independientemente de que incluyan o excluyan el exén alterna-
tivo. De hecho, hasta el afnio pasado ningin estudio se realizé con el fin de describir
la regulacién del evento de splicing alternativo ni se habia analizado la expresion
diferencial de las isoformas. Fue en 2015 cuando por primera vez se publicé un tra-
bajo analizando una posible diferencia funcional entre las dos isoformas por splicing
alternativo [134].

Dicho trabajo estudia la funcién del splicing alternativo tanto en G9a como en la
metiltransferasa de histonas SUV39H2. Los autores encontraron que la inclusion del
exon alternativo 3 en SUV39H2 es clave para la localizacion nuclear y la actividad
catalitica de esta enzima. En cuanto a la inclusion del exén alternativo en G9a, no
ven cambios en la actividad de G9a medidos in vitro. Ademas, los autores analizan
la localizacion sub-celular de las dos isoformas de G9a y no reportan diferencias
debidas a la inclusién del exén alternativo. Estos resultados los llevan a concluir
que, dado que los niveles de inclusion del E10 varian mucho en diferentes tipos de
células, el splicing alternativo de G9a debe estar controlando alguna funcién de G9a

diferente a su actividad de metiltransferasa o a su localizacién.



2. OBJETIVOS

Para este trabajo nos propusimos estudiar como las marcas epigenéticas en las
histonas afectan el splicing alternativo durante la diferenciacién neuronal. Definimos
dos objetivos generales segtin los eventos de splicing alternativo que adoptamos como

modelo.

1. Analizar el mecanismo de regulacién del splicing alternativo del mRNA de
NCAM durante la diferenciacién neuronal centrandonos en los cambios en la

estructura de la cromatina intragénicos

= ;Como se regula la inclusion del exén alternativo 18 de NCAM durante

la diferenciaciéon neuronal?

= ;Qué cambios a nivel de la estructura cromatinica influyen en el patron

de splicing alternativo de NCAM?

2. Estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la regulacién del splicing
alternativo del mRNA de la metiltransferasa G9a y su rol en la diferenciacion

neuronal

= ;Cémo se regulan los eventos de splicing alternativo del mRNA de un
modificador de la estructura cromatinica, G9a, durante la diferenciacion

neuronal?

= ;Cumple G9a algin papel fisiologico en la diferenciaciéon de neuronas en
cultivo?
m ;Cudl es el rol de las modificaciones epigenéticas en la regulacién del

splicing alternativo de G9a?

= ;Por qué el evento de splicing alternativo en G9a se encuentra finamente
regulado durante la diferenciaciéon neuronal? ;La inclusién del exén 10

alternativo le otorga alguna funcién diferencial a G9a?
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3. REGULACION EPIGENETICA DEL SPLICING
ALTERNATIVO DE NCAM DURANTE LA
DIFERENCIACION NEURONAL

El objetivo general de este capitulo es estudiar el rol de la estructura cromatinica
en la regulacion del patrén de splicing alternativo de NCAM durante la diferencia-
cion neuronal. Como vimos en 1, la modificacion de la expresion relativa de las dos
isoformas de NCAM, que difieren en la inclusién del exén 18, juega un papel fun-
damental en la diferenciacion neuronal. De esta manera, surge el cuestionamiento
de cémo esta modificacion en los patrones de splicing es regulada, mientras nos

preguntamos si las modificaciones epigenéticas podrian influenciar el proceso.

3.1. Sistema de trabajo: cultivo de células que se diferencian

a neuronas

La primera parte de este trabajo consistié en poner a punto las condiciones de
cultivo de distintas lineas celulares para establecer una correcta inducciéon de la di-
ferenciacion neuronal utilizando distintos protocolos. Nos centramos en dos lineas
celulares murinas como modelo de trabajo. La linea celular Neuro-2a (N2a) consiste
en un neuroblastoma murino a partir del cual precursores neuronales pueden ser di-
ferenciados a neuronas maduras por el agregado de distintos agentes diferenciantes
al medio de cultivo. La linea celular P19 proviene de un carcinoma embrionario mu-
rino. Las células son pluripotentes y en principio es posible inducir su diferenciacion
a cualquier tipo celular. Sin embargo, los protocolos de induccién de la diferenciacion
a células musculares cardiacas y células neuronales estan muy bien establecidos en
el campo y existe una amplia bibliografia descriptiva.

En un principio, estudiamos los tiempos de incubacién y concentraciones de los

agentes diferenciantes como acido retinoico (AR) y dimetilsulf6xido (DMSO). En
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cuanto a la linea celular N2a vimos que cuando las células llegan a tener una alta
confluencia en las placas de cultivo se diferencian sin el agregado de ningtin agente
diferenciante. Por lo tanto, las mantuvimos a una confluencia menor al 80 % para
todos los experimentos. El agregado de AR provocé importantes cambios morfolgi-
cos en las células, tipicos de la diferenciacién neuronal. Pasadas las 24 horas de
tratamiento, la extension de neuritas se hizo mas evidente y al tercer dia de incu-
bacién en el medio de diferenciacién las células presentaban una morfologia tipica
de neuronas maduras (Figura 3.1). Al cambiar el medio de diferenciaciéon por otro
sin AR al tercer dia, las células comenzaban a perder la morfologia neuronal y un
gran porcentaje volvia a tener una forma redondeada despegéndose de la placa.
De esta forma, usamos como méximo tres dias de diferenciaciéon con AR para los
siguientes experimentos. Por otra parte, el método de diferenciacién en medio con
bajo suero y DMSO no provocé cambios morfologicos tan pronunciados, como se
observa en la Figura 3.1. Recién al tercer dia del protocolo las células empezaban
a expandir neuritas y hasta el dia 8 de tratamiento continuaron diferenciandose sin
despegarse de la placa. Si bien los cambios morfoldgicos asociados a este segundo
protocolo fueron mas leves, a los 7 u 8 dias de diferenciacion las células tienen una
morfologia diferente a los precursores neuronales y un porcentaje variable muestra
extension de neuritas. Incluso en algunas células se observa la extension de una neu-
rita predominantemente mas larga que las otras, presumiblemente identificada como

axon.

Cabe aclarar que en todos los casos, la induccién de la diferenciacién neuronal
en células N2a no es 100 % eficiente. Mientras que cierto porcentaje de las células
del cultivo se encuentran parcialmente diferenciadas ain cuando no se hizo efectiva
la induccién de la diferenciacién, en todos los casos observamos un alto nimero de
células no diferenciadas al final del tratamiento con el agente diferenciante. Para
tener un control del grado de diferenciaciéon de cada experimento, optamos por
cuantificar el porcentaje de células diferenciadas. Para ello tomamos una de las
consideraciones ampliamente extendidas en la bibliografia que consiste en contar

como neurona diferenciada aquella célula que presente al menos una prolongacion
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Sin Dif Dif AR 1 dia Dif AR 3 dias

Dif DMSO 3 dias Dif DMSO 6 dias

Fig. 3.1: Imdgenes de la diferenciacién morfoldgica en células N2a con dos protocolos
de diferenciacién. Precursores neuronales de la linea celulas N2a fueron sometidos a dife-
renciacién neuronal con el agregado de AR o bajo tratamiento con DMSO y bajo suero.
Las fotografias fueron tomadas en un microscopio 6ptico invertido con un aumento de
100X.

neural de longitud mayor o igual a dos veces el diametro del soma celular. Este
método fue de fundamental importancia para partir de cultivos celulares con el
mismo grado de diferenciacion celular en distintos experimentos. Una vez concluido
este andlisis, utilizamos ambos protocolos de diferenciacién, con AR y DMSO en los

experimentos con N2a diferenciadas.

En cuanto a la induccion de la diferenciacion a un linaje neuronal en células P19
se debe primero plaquear las células con AR para promover la agregacion celular
y la formacién de cuerpos embrionarios. Luego de 4 dias, los cuerpos embrionarios
estan listos para ser resuspendidos y plaqueados en placas poli-lisinadas previamente
para su adherencia. Entre 2 y 4 dias después de este plaqueo se alcanza una 6ptima
diferenciacion neuronal. El cambio morfologico de las células P19 durante todo el
protocolo de diferenciacién es muy evidente y en todos los experimentos en los que

utilizamos esta linea celular nos aseguramos de obtener una correcta diferenciacion
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basandonos en parametros morfologicos.

3.2. Modelo de estudio: splicing alternativo del exén 18 de

NCAM

En una publicacién previa [47], nuestro laboratorio habia investigado la impli-
cancia de la estructura de la cromatina en la regulacién del splicing alternativo de
NCAM utilizando como modelo de estudio la despolarizacién neuronal. Los resul-
tados demostraron que la inclusién del exén 18 (E18) de NCAM en el mRNA es
sensible a la estructura de la cromatina y a la tasa de elongacion de la RNAPII.
Por otra parte, estd ampliamente documentado que las células neuronales hacen
un uso particularmente intensivo de la regulacién del splicing alternativo con el fin
de aumentar y controlar su diversidad proteémica, habiéndose informado muchos
eventos de splicing alternativo especificos de células neuronales[135]. Dado que el
E18 de NCAM resulta un buen sistema para evaluar la influencia de la cromatina
en la regulacién del splicing alternativo y, aprovechando su relevancia fisiolégica
especifica a nivel de células neuronales; decidimos adentrarnos en la investigacion
de la regulacién epigenética del evento alternativo de splicing del E18 de NCAM

durante la diferenciacién neuronal.

3.3. El splicing alternativo de NCAM es regulado por la

estructura cromatinica en neuronas maduras

Datos bibliograficos previos asociaban a la diferenciacién neuronal con una mayor
inclusién del E18 de NCAM y desde comienzos de esta tesis sabiamos que la presencia
del E18 en el mRNA se correlaciona negativamente con la cromatina permisiva y
una alta tasa de elongacién transcripcional [47]. Se habia demostrado, en particular,
que el evento de splicing del E18 de NCAM respondia a la elongacién de la RNAPII
puesto que la transcripcién de un minigén con la RNPII lenta favorecia la inclusion

del E18 en el mRNA maduro [47]. Dichas observaciones nos permitieron hipotetizar
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que marcas cromatinicas represivas podrian ser depositadas durante la diferenciacion
neuronal a lo largo del gen NCAM y promover el aumento en los niveles de inclusion
del E18 caracteristico de las neuronas maduras.

En una primera aproximacion, analizamos el patréon de splicing del E18 de
NCAM en la linea celular N2a. Como se observa en la Figura 3.2 A, la inclusion del
E18 aumenta durante la diferenciacion neuronal con el protocolo de DMSO medido
por PCR radiactiva semicuantitativa y expresado como cociente entre la isoforma

de inclusion y la isoforma de exclusién del E18 (ver 7).
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Fig . 3.2: Cambios en el patrén de splicing alternativo de NCAM durante la diferencia-
ci6n neuronal. (A) Aumento de la inclusién del E18 de NCAM después de la diferenciacién
neuronal de las células N2a evaluado por RT-PCR radiactiva semi-cuantitativa. (B) Ca-
pacidad de respuesta de las células N2a al tratamiento con 5 mM de 5 aza Citidina (5aC)
durante 3 dias. Los valores se expresan como media + DE, relativizados a los valores de las
células control no diferenciadas. Los valores de p corresponden a la prueba t de Student a

dos colas (n = 3 en todos los casos).

Este resultado es consistente con datos bibliograficos que sugieren que la pre-
dominancia de la isoforma que incluye el E18 en neuronas maduras tiene una im-

portante funcién bidlogica, como fue comentado en 1. Con el fin de investigar si la
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estructura de la cromatina puede afectar los efectos de la diferenciacion neuronal
sobre el splicing del E18, tratamos a las células con distintas drogas modificado-
ras de marcas epigenéticas. En primera instancia, utilizamos la droga 5-aza-citidina
(5aC) que se caracteriza por inhibir metil-transferasas de DNA (DNMTs). El tra-
tamiento con esta droga causa una disminuciéon de la metilacién generalizada del
DNA y por ende, una apertura de la cromatina[136]. Segtin el modelo cinético, una
estructura menos compacta de la cromatina ofrece un menor obstaculo al paso de la
RNAPII mientras transcribe por lo que deberia disminuir los niveles de inclusion de
exones alternativos[137]. Al tratar precursores neuronales de la linea N2a con 5aC
la inclusién de E18 de NCAM no se ve afectada mientras que el mismo tratamiento
en neuronas maduras causa una reversion del efecto de diferenciacion observado en
estas células (Figura 3.2 B). De igual manera, utilizamos la droga tricostatina A
(TSA) cuya accién consiste en inhibir desacetilasas de histonas (HDACs). El tra-
tamiento con esta droga causa una hiperacetilacién generalizada de histonas y por
lo tanto, al igual que 5aC, genera una apertura de la estructura de la cromatina.
En células de la linea P19, TSA revierte parcialmente el efecto de la diferenciacion
sobre el patron de splicing alternativo del E18 de NCAM como muestra la Figura

3.3 A, de la misma manera que el tratamiento con 5aC en N2a.

Continuando con esta modalidad, tratamos a las células con la droga BIX-01294
(BIX) caracterizada como un inhibidor especifico de las metiltransferasas de histonas
G9a y GLP. El tratamimiento con BIX genera una disminucion generalizada de mono
y dimetilacién de lisina 9 de histona H3 (H3K9me2), una modificacién represora de
la transcripcion y tipica de estructuras cromatinicas compactas. De esta manera, al
igual que las drogas 5aC y TSA, BIX causa una disminucién de la compactacion
de la cromatina permitiendo una transcripcién més rapida o con menos pausas y
favoreciendo la exclusion de exones alternativos, segin el modelo cinético. La Figura
3.3 B muestra como el tratamiento con BIX en células N2a revierte parcialmente el

efecto de la diferenciacion neuronal sobre el E18 de NCAM.
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Fig . 3.3: Alteraciones en el splicing alternativo del E18 de NCAM en respuesta a agen-
tes modificadores de la estructura cromatinica. (A) Efecto de la tricostatina A (TSA) en
células P19 en diferentes etapas de diferenciaciéon. Una vez formados los cuerpos embrio-
narios (EBs) se resuspenden las células y se siembran en medio de diferenciacién neuronal
durante los tiempos indicados. El tratamiento consiste en 5 ng/ul TSA durante 16 horas.
(B) Respuesta de células N2a al tratamiento con BIX 01294 (BIX) antes y después de la
diferenciacién neuronal. Las células se trataron con 1 M BIX durante 3 dias. Cada valor
individual corresponde a la media + DE de 3 repeticiones y los datos fueron evaluados

por RT-PCR cuantitativa en tiempo real.

3.4. Durante la diferenciacion neuronal aumentan las mar-

cas cromatinicas asociadas a la represion transcripcio-

nal en el gen NCAM

Con el fin de caracterizar mas finamente la participacion de la estructura de la
cromatina en la regulacion de la inclusion del E18 durante la diferenciaciéon neuro-
nal, analizamos el grado de metilacion intragénica de DNA y de histonas en NCAM.
Para determinar los niveles de metilacién en el DNA utilizamos la técnica de bisul-
fito (ver 7) y medimos especificamente el grado de metilacién rio arriba y rio abajo
del E18. Como se observa en la Figura 3.4 A, no encontramos diferencias en cuanto
a la metilacién en citosinas de estas regiones comparando precursores neuronales

y neuronas diferenciadas de la linea N2a. Para determinar si existian cambios en
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metilacién de histonas durante la diferenciacién neuronal, utilizamos la técnica de
inmunoprecipitacién de la cromatina nativa (nChIP, ver 7). Los amplicones que ana-
lizamos cubren densamente el area comprendida entre el exon 15 y el dltimo exén
de NCAM, también incluimos cebadores que amplifiquen la regién promotora y una
regién intergénica rio arriba de NCAM (ver Figura 3.4 B). Determinamos la dis-
tribucion de H3K9me2 inmunoprecipitando nucleosomas con anticuerpos especificos
para esta modificacién. El perfil obtenido muestra un enriquecimiento generalizado
de esta marca a lo largo del gen de NCAM en las neuronas maduras de la linea
N2a con el protocolo de DMSO en comparacién con los precursores neuronales de

la misma linea (Figura 3.4 C).

Dado que la metilacién de histonas estd asociada a una cromatina mas cerrrada
y una transcripcion menos permisiva, los resultados son compatibles con la hipdtesis
que sugiere que la diferenciacién neuronal provoca un aumento local de la metilacion
de histonas en la region del gen de NCAM. Este cambio conformacional de la cro-
matina podria estar asociado a una elongacién menos activa o a una disminucion de
la procesividad de la RNAPII, lo cual podria resultar en un aumento de la inclusién
del exén alternativo. Con el fin de analizar si los cambios observados en el grado de
metilacion en histonas intragénicas eran revertidos por drogas modificadoras de la
estructura cromatinica, realizamos el mismo ensayo de nChIP en células N2a dife-
renciadas en presencia o ausencia de TSA. Como muestra la Figura 3.4 D, las células
diferenciadas tratadas con TSA presentan un menor grado de metilacion compara-
das con las no tratadas especificamente en regiones del gen de NCAM cercanas al
E18. Este control sugiere que al provocar una hiperacetilacion, el tratamiento con
TSA genera una conformacién de la cromatina mas laxa evidenciado por la menor
metilacion en histonas. De esta manera, comprobamos que durante la diferenciacion
neuronal en la region del gen de NCAM la cromatina adopta una estructura mas
compacta, hecho que resulta consistente con una menor procesividad de la polimera-
sa y la mayor inclusion del E18 observada. Por otra parte, la reversién del aumento
en H3K9me2 durante la diferenciacién provocado por el tratamiento con TSA, pro-

voca una apertura de la estructura de la cromatina y correlaciona con una menor



Regulacion epigenética del splicing alternativo de NCAM durante la diferenciacién neuronal 41

A B Gen NCAM
A g2Egs ¢ 0 E £ ¢ 8L 3
2 it Promoter e I:"_
DNA metilacion Exonl Exon2 Exon § Exon 8 Exon 11 Exan 14 Exon 17 Exgni8 Exon 19
E18 c
7T
n | Sin dif
A & : HPRT
7 \\ 1 \ 12 ¢ o Dif
4 ! 5 : E B Sin dif
" Sindif Sin dif ?O:- 1o & 0 i,
= 8 %N 8
3]
e B o . 33 ¢
: oy
— N e i
o I
Dif g= z %62
© —
I3 0 — T LT o
D = A B C D E F G H Intergenica Exon 2 Exon 3 Exon 4 Exon 6 Exon 8
40
5 | Dif
m
o ]
‘;’ o W Dif + T5A
2
=
0] 20
I
o
Ew
:?C‘Hﬂ—: 10
2o
= .I Ii I

HPRTEx 4

Fig. 3.4: Las células diferenciadas muestran un aumento de marcas represivas a lo largo
del gen NCAM. (A) Anélisis de la metilacién del DNA en NCAM. Luego del tratamiento
con bisulfito sédico, el DNA genémico fue amplificado por PCR y se secuenciaron 10
clones por muestra (se muestran cinco). Los circulos blancos y negros indican los sitios
CpG metilados y no metilados, respectivamente. (B) Un esquema del gen NCAM indicando
los amplicones usados para nChIP (lineas negras gruesas de A a J). (C) Anélisis del nivel
de H3K9me2 a lo largo del gen de NCAM y la zona intergénica ubicada 10,6 kpb rio arriba
del promotor, usando inmunoprecipitacién de la cromatina nativa (nChIP). Como control,
se muestran los niveles en el gen HPRT. Los valores mostrados son medias (& DE) de los
duplicados de inmunoprecipitacién a partir de un experimento representativo, relativizados
al valor medio de HPRT exén 2. (D) Grado de H3K9me2 en células diferenciadas control
y tratadas con TSA, realizado con el mismo protocolo que la Figura 3.3. Los valores son
medias (+ DE) de inmunoprecipitacién por duplicado y todos los valores se muestran
relativizados a los del exén 4 de HPRT.

inclusién del E18 en neuronas maduras tratadas con TSA, como analizamos en el
apartado anterior.

En conclusion, nuestros resultados indican que la isoforma de inclusion del exén
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18 de NCAM aumenta durante la diferenciacién neuronal y que este efecto correlacio-
na con un aumento de marcas epigenéticas tipicas de una cromatina mas compacta
especificamente en el locus del gen en estudio. Proponemos entonces, que el aumento
de marcas represoras de la transcripcion tales como la dimetilacion en lisina 9 de
histona H3 y la trimetilacion de lisina 27 de histona H3, generan un empaquetamien-
to mayor de la cromatina en el locus de NCAM provocando una disminucién en la
velocidad de la RNAPII, o un aumento en la cantidad de pausados. Esto genera, a
su vez, que los sitios débiles de splicing sean expuestos a medida que son transcriptos

al spliceosoma y se favorece su inclusién (Figura 3.5).
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Fig. 3.5: Splicing alternativo - cromatina alternativa. El modelo muestra que durante la

diferenciacién neuronal aumentan los niveles de H3K9me2 intragénicos en el gen NCAM.
Este cambio correlaciona con un aumento en la velocidad de elongacién de la RNAPII
provocando un incremento de los niveles de inclusién del exén alternativo 18 de NCAM
en el mRNA.
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En este sentido, fue posible establecer una conexién directa entre el patrén de
splicing alternativo y la estructura de la cromatina concluyendo que las modifica-
ciones post-traduccionales de histonas que generan una estructura compacta de la
cromatina correlacionan con una mayor inclusion del E18 de NCAM. No sélo fuimos
capaces de analizar cémo marcas epigenéticas pueden estar involucradas en la re-
gulacién del procesamiento de los mRNAs,; sino que ademas, establecimos distintos
modelos de diferenciacion neuronal que nos permitieron encontrar correlato fisiologi-
co a los mecanismos moleculares que estudiamos. Los resultados que obtuvimos con
este modelo fueron el puntapié inicial que permitié la consolidaciéon del segundo

modelo de estudio centrado en G9a, una de las enzimas que metila histonas.
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4. EL SPLICING ALTERNATIVO DE G9A REGULA LA
DIFERENCIACION NEURONAL

4.1. GYa es necesaria para la diferenciacién neuronal

Se ha estudiado ampliamente que la metiltransferasa de histonas G9a regula el
proceso de diferenciacion de gran variedad de células y tejidos. En este trabajo,
inspirados en los resultados recientes en NCAM, utilizamos el modelo ya establecido
de diferenciacién neuronal para estudiar el papel de G9a durante la diferenciacion
de las células precursoras a neuronas maduras. Las células N2a tratadas con AR
durante 1 a 3 dias entran en un programa de diferenciacion como se refleja en la
brotacién de neuritas (Figura 4.1 A) y la expresion de la proteina Tau, un marcador
neuronal (Figura 4.1 B).

Sin embargo, la disminucién en los niveles de G9a en células N2a por tratamiento
con un siRNA especifico previo a la induccion de la diferenciacion, suprime comple-
tamente tanto la formacién de neuritas (Figura 4.1 C) como el efecto en la expresién
de Tau (Figura 4.1 D). Mas atin, células N2a tratadas con BIX desde el inicio del
protocolo de differenciacion comienzan a desarrollar neuritas pero fallan en estable-
cer completamente el fenotipo diferenciado, en comparacién con las células control
(Figura 4.1 E). Ademas, el tratamiento con BIX suprime el incremento en la expre-
sién de Tau durante la diferenciacién (Figura 4.1 F). Estos resultados confirman un
rol importante de G9a en la diferenciacion de las células N2a a neuronas maduras.

Para reforzar esta conclusién y estudiar con mas profundidad la importancia
de la actividad de G9a en la diferenciacion neuronal, realizamos un experimento
de rescate. En este caso, la disminucién en la extensién de neuritas en células N2a
tratadas con el siRNA especifico contra G9a, pudo ser rescatado mediante la trans-
feccién de una construccion que codifica G9a humana de tipo salvaje, pero no con

una que expresa una mutante de G9a sin actividad catalitica (Figura 4.2). Al so-
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Fig. 4.1: G9a es necesaria para la diferenciacién neuronal. Células N2a fueron diferen-
ciadas con AR durante 1 a 3 dias. Se determiné el porcentaje de células con crecimiento
de neuritas (células diferenciadas) (A) y se evalué mediante RT-qPCR los niveles de RNA
mensajero del marcador neuronal Tau, relativizandolo a HSPCB (B). Las células fueron
transfectadas con un siRNA especifico contra G9a (siG9a) (C y D) o fueron tratadas con
BIX (E y F) previamente a la induccién de la diferenciacién y se analizaron como se des-
cribe en (A y B). El anélisis estadistico corresponde al modelo lineal, de Bonferroni test
post hoc (*) p <0,05, (**) p <0,001, (***) p <0,0001.

breexpresar G9a humana salvaje, que no es blanco del siRNA especifico para G9a
endégena de ratén, la diferenciacién neuronal puede establecerse, al menos analiza-
do desde el punto de vista morfolégico. Estos resultados indican fuertemente que el
requerimiento de G9a durante la diferenciacién neuronal depende de su actividad

enzimatica.
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Fig. 4.2: La actividad de G9a es importante para la diferenciacién neuronal. Previo a
la induccién de la diferenciacién con AR, las células N2a fueron transfectadas con siG9a
o siRNA control contra luciferasa (siLUC), junto con pldsmidos de rescate que codifican
la secuencia completa de G9a salvaje humana marcada con flag (WT) o la mutante ca-
talitica (mut). Estas construcciones humanas no son reconocidas por el siG9a utilizado
puesto que es especifico contra las isoformas de ratén. Luego de 3 dias de diferenciacion,
las células se fijaron y la sobreexpresién de G9a se evalué por inmunofluorescencia indi-
recta reconociendo el flag. En vista de la mayor eficiencia de transfeccién de siRNAs en
comparacién con la transfeccion de plasmidos, la diferenciacién solamente se evalué en
las células que mostraron fluorescencia positiva. A la derecha se muestra el porcentaje de

células diferenciadas.

4.2. El pre-RNA mensajero de G9a sufre splicing alterna-

tivo durante la diferenciacion neuronal

Tanto en humanos como ratén, el RNA mensajero de G9a existe como dos iso-
formas que se diferencian por la inclusién o exclusién del exén alternativo 10 (E10).
El ex6n 10 inserta un segmento interno de 33 aminoacidos hacia el extremo amino-
terminal, y por lo tanto no altera el marco de lectura abierto cuando se incluye.
Ademas, el E10 no afecta ningtin dominio caracterizado de la proteina (Figura 4.3
A). Analizamos el patrén de splicing del E10 de G9a en células N2a y descubrimos
que la inclusién del E10 aumenta durante la diferenciacion neuronal tanto con el

protocolo de DMSO como con el de AR (Figura 4.3 B y C). Por otra parte, con el
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fin de asegurarnos de que el efecto no fuera especifico para esta linea celular, realiza-
mos el mismo analisis utilizando la linea P19, en la cual células madre embrionarias
murinas son inducidas a formar cuerpos embrionarios primero y células neuronales
después. Observamos el mismo patron de splicing alternativo en la diferenciacion
neuronal de células de la linea P19 (Figura 4.3 D), concluyendo que la isoforma de

inclusién del E10 de G9a se encuentra enriquecida en neuronas maduras.
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Fig . 4.3: El splicing alternativo de G9a es modulado durante la diferenciacién neuronal.
(A) Diagrama esquematico del gen G9a que muestra las isoformas de splicing alternativo
que se diferencian por incluir o excluir el E10. Células N2a se diferenciaron con 2% de
DMSO (B) o 1 uM de AR (C) durante 1 a 6 dias. En los puntos de tiempo indicados,
las células fueron levantadas, el RNA extraido, y el splicing alternativo de G9a evaluado
mediante RT-PCR radiactiva. (D) Células P19 fueron diferenciadas con AR durante 7
dias y el splicing alternativo de G9a se evalué como fue descripto en B y C. Los geles de
RT-PCR se muestran en la parte superior y la cuantificacién correspondiente en la parte
inferior de cada panel. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se muestran la
media con el error estdandar (DE) de experimentos representativos. El andlisis estadistico

corresponde a un modelo lineal, de Bonferroni test post hoc (*) p <0,05, (**) p <0,001.

Maés importante atin fue el establecimiento de un correlato fisiologico del efecto
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observado. Para ello, analizamos el patrén de splicing de G9a en cerebros enteros
de ratones recién nacidos. Como se muestra en la Figura 4.4, la inclusion del E10
aumenta desde el dia post-natal 1 al 7 y se mantiene elevada hasta por lo menos los

4 meses de edad.
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Fig. 4.4: La inclusién del E10 de G9a aumenta durante el desarrollo del cerebro
en ratones. Muestras de cerebro entero de ratén fueron tomadas en los dias postnatales
(DPN) 1, 7, 120. El RNA fue extraido y el splicing alternativo de G9a fue evaluado como
se describié en figuras anteriores. Los experimentos fueron realizados por triplicado y se
muestra la media junto con el error estdndar de un experimento representativo. El anélisis
estadistico corresponde con un modelo lineal, de Bonferroni test post hoc (*) p <0,05, (**)
p <0,001.

Por otra parte, esta regulacion no se restringe a la diferenciacién neuronal dado
que durante la estimulacion de células T del sistema inmune se observé un aumento
de la inclusién del E10 en G9a [138] al igual que en la diferenciacién de células
de glandula mamaria en cultivo (resultados no mostrados del laboratorio de la Dr.
Anabella Srebrow). Estos resultados sugieren que la presencia del E10 en G9a podria

estar jugando un papel importante en la diferenciaciéon celular.
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4.3. La secuencia del E10 de G9a esta altamente conservada

Dada la fina regulacion de la inclusion del E10 de G9a en el mRNA, analizamos
el grado de conservacion de la secuencia en diferentes especies de mamimefos, como
una medida de su importancia evolutiva. Evulando en primer lugar las secuencias
nucleotidicas de humano, rata y ratén encontramos que existen 3 bases diferentes en
la secuencia de 102 nucledtidos codificada por el exén alternativo E10. Para extender
el andlisis, tomamos las secuencias nucleotidicas correspondientes al E10 de G9a de
diez especies distintas de mamiferos, y observamos exactamente las mismas 3 bases
distintas comparando todas entre si. Para nuestra sorpresa, las 3 diferencias en
nucleétidos corresponden a mutaciones sindénimas puesto que la secuencia primaria
aminoacidica codificada por el exén 10 es exactamente idéntica para las diez especies

analizadas (Figura 4.5).

Fig . 4.5: Conservacién del E10 de G9a en mamiferos. El esquema es una representacién
grafica de los patrones de la alineacién de secuencias multiples correspondientes al E10 de
G9a de diez especies de mamiferos. La altura de cada letra en cada posicién indica la con-
servacion de esa posicion medida como frecuencia relativa del correspondiente nucleétido

en esa posicién (medida en bits). La imagen se gener6 utilizando la herramienta WegLogo.

El alto grado de conservacién de la secuencia codificada por el E10 de G9a
sugiere que su inclusién en la proteina podria tener alguna funcién celular ain no

caracterizada.

4.4. La inclusién del E10 de G9a es necesaria para la dife-
renciacién neuronal
Dado que G9a es fundamental para la diferenciacion neuronal y que la inclu-

sion del E10, altamente conservado durante la evolucién, se encuentra fuertemente

aumentada en neuronas maduras, decidimos analizar si el E10 cumple un papel im-
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portante en el establecimiento de la diferenciacion celular. Con este fin, depletamos
a las células N2a de la isoforma de G9a que incluye el E10 (G9a E10+4) mediante
un siRNA especifico cuyo blanco de accién se encuentra en los primeros nucledtidos
del E10 de G9a (siE10). En condiciones en las cuales la cantidad total de RNA
mensajero y de proteina de G9a no se vieron afectadas (Figura 4.6), el siE10 redujo

los niveles de inclusién del E10 en células N2a tratadas con AR (Figura 4.7 A).
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Fig. 4.6: La disminucién especifica de la isoforma G9a E10+ no afecta los niveles
totales de G9a. Células N2a fueron diferenciadas (AR) o mantenidas sin deferenciar (-) y
se transfectaron con siLUC como control, siE10 o siG9a previamente a la induccién de la
diferenciacién. Los niveles totales del RNA mensajero de G9a fueron evaluados por RT-
qPCR y relativizados a HSPCB (A). (B) Las imédgenes muestran los niveles de intensidad
de fluorescencia total medida por inmunofluorescencia con un anticuerpo especifico anti-

G9a con los tratamientos indicados y el grafico corresponde a la cuantificacién.

El tratamiento con siE10 provocé una significativa inhibicion de la diferenciacion
neuronal visto en la generacion de proyecciones neurales. La Figura 4.7 B muestra
el fenotipo de las células tratadas y en la Figura 4.7 C es posible observar la cuanti-

ficacion del porcentaje de células diferenciadas en cada condicion. Estos resultados
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revelan que la inclusion del E10 de G9a juega un papel importante en la promocion

de neuritas durante la diferenciacién de células N2a.
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Fig. 4.7: Se requiere la inclusién del E10 de G9a para la diferenciacién neuronal.
Células N2a fueron diferenciadas por tratamiento con AR o mantenidas sin diferenciar (-)
durante 1 a 3 dias y fueron transfectadas con siLUC como control, o un siRNA especifico
contra el E10 de G9a (siE10) previamente a la induccién de la diferenciacién. (A) El
splicing alternativo de G9a se evalué como fue descripto anteriormente y el porcentaje
de inclusién del E10 se indica en cada panel. El porcentaje de células que mostraron
gran crecimiento de neuritas fue determinado morfolégicamente (B) y cuantificado (C).
Se muestra un diagrama esquematico del gen de G9a donde se observa el sitio blanco del

siE10 se muestra (B, arriba).
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4.5. Los niveles de H3K9me2 aumentan durante la diferen-

ciacion neuronal y son estimulados por la inclusién del

E10 de G9a

Dado que se requiere la actividad metiltransferasa de G9a para la diferencia-
cion de las neuronas, decidimos evaluar los niveles globales de H3K9me2 en células
precursoras y neuronas maduras. Luego de 3 dias de diferenciacién neuronal indu-
cida por AR, las células N2a presentan una senal significativamente mas fuerte de
H3K9me2 en comparacién con las células no diferenciadas (Figura 4.8 A). Como el
aumento de H3K9me2 y la inclusién del E10 de G9a estén correlacionados durante
la diferenciacién neuronal, y en busca de identificar el papel del E10 en el proceso,
analizamos el efecto de la inclusién del E10 en la actividad de metiltransferasa de

histonas de G9a.
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Fig. 4.8: La diferenciacién neuronal y la inclusién del E10 estimulan el los niveles
de H3K9me2. (A) Células N2a fueron diferenciadas con AR por 3 dias o mantenidas
sin diferenciar. Los niveles globales de H3K9me2 fueron evaluados por western blot con
anticuerpos anti-H3K9me2 y anti-H3total como control. (B) Las células HEK293 knock-out
para G9a fueron transfectadas con plasmidos que codifican las isoformas de G9a de ratén
que incluyen (E10+) o excluyen (E10-) el E10, o el vector vacio correspondiente como
control. 48hs horas luego de la transfeccion, las células fueron levantadas y analizadas

como en (A).

Para ello, transfectamos vectores de expresion que codifican las dos isoformas de
G9a (E10+ y E10-) en células HEK293 knock-out para G9a y analizamos los niveles

globales de H3K9me2. La Figura 4.8 B muestra que mientras la dimetilacién de
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H3K9 es practicamente nula en las células knock-out de G9a (comparar los carriles 1
y 2), la sobreexpresién de ambas isoformas de G9a rescatan parcialmente el fenotipo,
con un efecto mas fuerte provocado por la variante que incluye el E10 (comparar
los carriles 3 y 4). Estos resultados sugieren que la inclusién del E10 estimula la

capacidad de G9a para metilar histonas.

4.6. La inclusion del E10 no afecta la actividad catalitica

intrinseca de G9a

Para examinar mas a fondo el papel del E10 en la actividad de G9a, utilizamos
una herramienta para medir la actividad de metiltransferasa por transmision de
energia de resonancia (FRET) in vivo [139]. En este sistema reportero, un sustrato
peptidico correspondiente al sitio de metilacién de H3K9 esta unido a través de un
enlace flexible a un dominio de unién a metil lisina conocido como cromodominio.
Una vez metilado el residuo K9, el cromodominio forma un complejo intramolecular
con la cadena lateral de la metil-lisina, alterando la relacién espacial entre las uni-
dades YFP y CFP flanqueantes y, entonces, se modifica el nivel de FRET (Figura
4.9). Con el fin de obtener resultados independientes de la localizacién subcelular
tanto del sensor de FRET como de las isoformas de G9a, los datos de fluorescencia
se recogieron sélo de los compartimentos nucleares de las células y se relativizaron
a los niveles de expresién de cada isoforma.

De esta forma, cotransfectamos células HeLLa con el vector de expresién del repor-
tero de metilacién y una de las isoformas de G9a, para tomar datos de fluorescencia
del sensor por FRET. En este ensayo, las dos isoformas de G9a muestran capacida-
des de metiltransferasa similares que se evidencian en similares niveles de FRET del
reportero de metilacién (Figura 4.9). Estos resultados indican que la inclusién del
E10 no estimula la actividad catalitica de G9a wn vivo. Por otra parte, esta observa-
cién sugiere que el aumento en los niveles de H3K9me2 provocados por la inclusion
del E10 debe ser causado por un mecanismo diferente al aumento de la actividad

intrinseca de G9a.



El splicing alternativo de G9a regula la diferenciacién neuronal 55

¥
433 nm
52;"'"” Faoiin 527 nm

No FRET FRET
FRET
Hela
0.20-
tﬁ N=29 o
o 0-15- 'T
Lo
D
T 0.104
w
<
.g 0.05- * ¥
< N=41
0.00 i

vacio G9aE10- G9aE10%

Fig. 4.9: La inclusién del E10 de G9a no altera su actividad catalitica. Arriba se mues-
tra un diagrama esquematico del reportero de actividad de metiltransferasa. Las células
HeLa fueron cotransfectadas con plasmidos de expresién de G9a de ratén incluyendo o ex-
cluyendo el E10 (G9a E104 o G9a E10-), y el reportero de actividad de metiltransferasa.
La metilacion de la proteina reportera se detecté mediante datos de FRET obtenidos sélo
de compartimentos nucleares. Las barras representan las medias con su error estandar. Se

utiliz6 la prueba no paramétrica de suma de rangos de Wilcoxon (**) p <0,001.

4.7. Funcionalidad diferencial de las isoformas de G9a y ten-

dencia al desorden de cada aminoacido

Como se comento en 1, si bien se conoce detalladamente la funcién de G9a, no se
han descripto hasta el momento diferencias funcionales entre las dos isoformas.Hasta
aqui hemos mostrado que si bien la inclusién del E10 promueve la dimetilacion
en H3K9, esto no se debe a una mayor actividad de la isoforma de inclusién en

comparacion con la de exclusion. De esta forma, y con el objetivo de determinar
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si existe una diferencia funcional entre las dos isoformas de G9a generadas por
splicing alternativo del exén 10 que pudiera explicar los resultados observados, lo
primero que analizamos fueron los dominios funcionales que se pueden predecir a
partir de su secuencia primaria. Utilizamos la plataforma UniProt de libre acceso
para hacer el estudio predictivo de la ubicacién de los dominios funcionales de G9a
en la secuencia primaria de la proteina. Como ya adelantamos en el esquema de
la Figura 4.3 A, los dominios de metiltransferasa (dominio SET) y de repeticiones
de ankirinas altamente estudiados y caracterizados en G9a estan ubicados hacia
el extremo carboxilo terminal de la proteina. Por otro lado, el exén alternativo no
forma parte de ningin dominio funcional conocido, al menos en una prediccién segiin
su secuencia aminoacidica.

Sin embargo, resulta evidente la cercania entre el exén alternativo y una senal
de localizacién nuclear (NLS) en la secuencia primaria de la proteina. Si bien la
isoforma que en la bibliografia se conoce como “G9a larga” por la utilizacion de un
promotor alternativo posee en el extremo amino terminal otra senal de localizacion
nuclear, la isoforma conocida como “G9a corta” tiene un tnico NLS situado muy
cercano a E10. En un estudio previo [132] se demuestra que en “G9a larga” ambos
NLS son funcionales. Sin embargo, aiun sin estudios previos de la funcionalidad
del NLS en GY9a corta, dado que es el unico y G9a siempre fue informada como
una proteina nuclear, es esperable que funcione como la tnica secuencia capaz de
localizar a G9a en el nucleo. Dicha NLS consiste en una secuencia de aminoacidos
bésicos bipartita localizada a exactamente 8 aminoacidos hacia el N-terminal del
comienzo de la regién proteica codificada por el E10.

Con el fin de evaluar un posible cambio estructural en la proteina G9a a partir de
la inclusion del E10, utilizamos métodos predictivos de la tendencia al desorden de
cada aminoacido que forma parte de su secuencia. Esta es una forma de interpretar
si la presencia del exén modifica el entorno de la senal bipartita de localizacion
nuclear u otro dominio estructural o funcional cercano. La Figura 4.10 muestra la
grafica del desorden de cada seccién de la proteina junto con un esquema de los

dominios funcionales a los que corresponde cada conjunto aminoacidico. Se observa
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que en en el panel inferior, en el grafico correspondiente a la isoforma de inclusion

del E10, el exén alternativo se encuentra en una region altamente desordenada de la

proteina. En comparacion con la isoforma de exclusion del E10 se puede concluir que

la senal de localizacion nuclear se adapta a un contexto de mayor grado de desorden

en presencia del exén alternativo.
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Fig. 4.10: Prediccién del grado de desorden de los polipéptidos codificados por las
variantes de splicng alternativo de G9a. La energia de cada residuo de G9a E10- (arri-
ba) y G9A E10+ (abajo) se calcularon mediante IUPred para asignar su estado de or-
den/desorden. Se muestra un esquema de los dominios proteicos de las isoformas junto

con una region de la secuencia aminoacidica
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4.8. La localizacion subcelular de G9a se modifica durante

la diferenciacién neuronal

Dada la cercania de la NLS al E10 decidimos evaluar la localizacién subcelular
de G9a tanto en precursores neuronales como en neuronas maduras. Para ello, rea-
lizamos ensayos de inmunofluorescencia partiendo de células fijadas y utilizando un
anticuerpo que reconoce especificamente la seccién carboxilo-terminal de G9a. En el
caso de las N2a sin diferenciar fijamos las células al dia siguiente de ser plaqueadas
sobre portaobjetos, mientras que en el caso de las neuronas maduras, al dia siguiente
del plaqueo sobre vidrio comenzamos la induccién de la diferenciacién tanto para
el protocolo de diferenciacion con DMSO como para el que usa AR y dejamos dife-
renciar los dias necesarios. El ensayo revel6 células con patrones distintivos. En las
células no diferenciadas, G9a se detecta tanto en el nicleo como en el citoplasma.
Este patréon cambia radicalmente durante la diferenciacion de las neuronas a una
localizacién casi exclusivamente nuclear (Figura 4.11 A).

La cuantificacién de la concentracién relativa de la intensidad de fluorescencia
de G9a, ya sea usando DMSO (Figura 4.11 B) o AR (Figura 4.11 C) indica que la
diferenciaciéon neuronal aumenta significativamente la relacién nucleo/citoplasma.
Los mismos resultados se obtienen mediante la cuantificacion de la intensidad total
de fluorescencia con los dos protocolos de diferenciacién (Figura 4.12 A y B). Por
otra parte, existe una correlacién lineal entre el grado de inclusién del E10 de G9a y
la localizacion nuclear de la proteina en cuatro lineas celulares humanas diferentes

analizadas (Figura 4.12 C).

Con el fin de obtener evidencias independientes, evaluamos la localizacién de
G9a por western blot en fracciones nucleares y citoplasmaticas de células N2a sin
diferenciar y diferenciadas. La Figura 4.13 muestra que la diferenciacién neuronal
provoca una disminucion de la fraccién citoplasmica de las dos isoformas de G9a
(comparar intensidades globales en los carriles 1 y 3) y un aumento en la fraccién
nuclear (comparar intensidades globales en los carriles 2 y 4). Por otra parte, las

fracciones nucleares de ambos tipos celulares (carriles 2 y 4) muestran una mayor
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Fig. 4.11: La diferenciacién neuronal promueve la localizacién de G9a en el nticleo.
Células N2a se diferenciaron con DMSO o AR 6 o 3 dias, respectivamente. Luego, se fijaron
las células y se evalud la localizacién de la proteina G9a por inmunofluorescencia indirecta
(A). En (B y C) se muestran los paneles de la cuantificacién de la concentracién relativa
de intensidad de fluorescencia de G9a en los compartimentos nucleares y citopldsmicos de
células N2a diferenciadas con DMSO (B) o AR (C).

intensidad de la isoforma de inclusién del E10.

Estos resultados indican que la diferenciacion neuronal de células N2a promue-
ve la localizacién nuclear de G9a. En vista de estas observaciones y la correlacién
con el aumento en la inclusién del E10 durante la diferenciacién, razonamos que
si el E10 estimula la localizacién nuclear de la proteina, la traslocacion al ntcleo
de G9a deberia afectarse por el tratamiento con siki10. Con el fin de probar esta
hipétesis, analizamos la localizacién subcelular de G9a en las células no diferencia-

das transfectadas con siE10. Al comparar la concentracion relativa de la intensidad
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Fig. 4.12: La diferenciacién neuronal desencadena una acumulacién nuclear de G9a.
Células N2a fueron diferenciadas con DMSO o AR durante 6 o 3 dias respectivamente. Las
células fueron fijadas y la localizacion de la proteina G9a se evalué por inmunofluorescencia
indirecta. (A y B) Los gréficos muestran la cuantificacién de la intensidad de fluorescencia
total de G9a en los compartimientos nucleares y citoplasmicos de células N2a diferenciadas
con DMSO (A) o AR (B). (C) Las células HaCaT, HeLa, MCF7 y T47D fueron fijadas y
la localizacién de la proteina G9a se evalué por inmunofluorescencia indirecta. El splicing

alternativo del gen G9a se evalué mediante RT-PCR radiactiva en cada linea celular.

de fluorescencia de G9a, las células tratadas con siE10 muestran una localizaciéon

nuclear significativamente menor que las células control (Figura 4.14).

4.9. La inclusién del E10 promueve la localizacién nuclear

de G9a

Para determinar si la inclusion del E10 sélo se correlaciona con una mayor loca-
lizacién nuclear de la proteina o, si por el contrario, existe una relacién de causa y

efecto, expresamos de forma transitoria vectores de expresion de las dos isoformas
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Fig. 4.13: La diferenciacién neuronal promueve la localizacién nuclear de G9a. Células
N2a fueron diferenciadas por 3 dias con AR o fueron mantenidas sin diferenciar, luego
fueron levantadas las células y se separaron las fracciones nucleares y citoplasmaéticas. Los
niveles de G9a fueron analizados por western blot con anticuerpo anti-G9a, mientras que se
evalué la extraccién de las fracciones subcelulaes con anticuerpos anti-H3 para evidenciar

la franccién nuclear y anti-GAPDH para evidenciar la fraccién citoplasmatica.
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Fig. 4.14: La inclusién del E10 de G9a promueve la localizacién nuclear. Células N2a
fueron transfectadas con siE10 o siLUC como un control. La localizacién subcelular de G9a
fue evaluada por inmunofluorescencia con anticuerpo anti-G9a y se utilizé el anticuerpo
anti-H2B (histona 2B) para marcar el nicleo celular. El panel de la derecha muestra la
concentracién relativa de la intensidad de fluorescencia de G9a en los compartimentos
nucleares y citoplasmaticos 48 horas después de la transfeccion. El analisis estadistico
corresponde a la prueba t de Student (**) p <0,001.
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de G9a, con y sin E10, en células HeLa y N2a. Las proteinas G9a recombinantes
muestran dos patrones de expresiéon en ambos tipos celulares: solamente nuclear (n)

o nuclear y citoplasmatica (n + c) (Figura 4.15 A y B).
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Fig. 4.15: La presencia del E10 favorece la localizacién nuclear de G9a. Células HeLa
(A) o N2a (B) fueron transfectadas con plasmidos de expresién que codifican las isoformas
de G9a. 48 hs después de la transfeccién, las células fueron fijadas y la localizaciéon de G9a
sobre-expresada se evalué por inmunofluorescencia con anticuerpo anti-Flag y se utilizé el
anticuerpo anti-H2B (histona 2B) para marcar el nicleo celular. Se muestran células con
localizacién tanto nuclear como citopldsmica (n + c¢) y células con localizacién inicamente
nuclear (n). (C) Los niveles de expresién de las isoformas de G9a se determinaron mediante
western blot en células HeLa transfectadas (izquierda) o N2a (derecha). (D y E) Las barras
muestran el porcentaje de células HeLa (D) y N2a (E) con senal nuclear + citoplasmética
o s6lo nuclear de G9a (n = entre 31 y 208 células). El andlisis estadistico corresponde a

la prueba exacta de Fisher (*) p <0,05.

A igual nivel de expresion verificados por western blot (Figura 4.15 C), la ex-

presion de la isoforma E10+ disminuye el porcentaje de células con el patrén n +
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¢ al mismo tiempo que aumenta el porcentaje de células con el patrén n, tanto en
HeLa (Figura 4.15 D) como N2a (Figura 4.15 E). Esto indica que la inclusién del
E10 promueve la localizacién nuclear de los complejos de proteinas que contienen el

polipéptido G9a.

4.10. La inclusién del E10 esta regulada por la estructura

de la cromatina

Extensas evidencias han puesto de manifiesto que las modificaciones de la croma-
tina pueden afectar el splicing alternativo [131, 140-142] y aqui demostramos que la
inclusién del E10 correlaciona con el aumento de la localizacion nuclear de G9a y el
aumento de los niveles de H3K9me2, modificacion producida por G9a. Por lo tanto,
decidimos averiguar si la estructura de la cromatina tenia algtin rol en la regulaciéon
de la inclusion o exclusion del exén alternativo de G9a. En primer lugar, utilizamos
como herramientas distintas drogas que modifican artificialmente la estructura de
la cromatina. La idea surge de que si la estructura cromatinica tiene una funcién
importante en la regulacién del splicing alternativo de G9a, entonces los cambios
estructurales del DNA deberian mostrar una variacién en los patrones de expresion
de las isoformas de inclusién y exclusion. El tratamiento con 5aC, como se mencion6
en 3, provoca una desmetilacion generalizada tanto del DNA como de las histonas,
que genera una relajacién de la cromatina. En el contexto de una cromatina més
abierta, segun el modelo cinético, la RNAPII transcribe més rdpido o menos pau-
sadamente y se presentan al mismo tiempo los sitios débiles y fuertes de splicing.
Al competir por la unién del spliceosoma, los sitios fuertes se unen con mayor afi-
nidad y esto lleva a la mayor exclusién de los exones alternativos, flanqueados por
sitios débiles de splicing, tal como vimos en 1. De esta manera, es de esperar que si
la estructura de la cromatina regula el patréon de splicing alternativo de G9a, 5aC
deberia modificar los niveles de inclusiéon en el mRNA del E10.

Como se puede observar en la Figura 4.16 A, el tratamiento con 5aC no modifica

los niveles de inclusién/exclusién del E10 en precursores neuronales. Sin embargo,
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Fig. 4.16: Reversién del efecto de la diferenciacién neuronal de N2a en la inclusién del
E10 de G9a. Las células N2a fueron tratadas con 5aC durante 3 dias (A) o TSA (B) durante
16hs y se evalué el patrén de splicing alternativo de G9a. Tanto en precursores neuronales
como en neuronas diferenciadas apenas terminaron los tratamientos con las drogas, las
células fueron cosechadas y analizadas mediante extraccion de RNA y RT-PCR radiactiva

semi-cuantitativa. Se muestra la cuantificacion y el analisis estadistico.

en el caso de realizar el tratamiento con la droga durante la tltima etapa de di-
ferenciacion con DMSO, observamos que disminuyen significativamente los niveles
de inclusién del E10 de G9a en neuronas maduras. Este resultado sugiere que la
estructura cromatinica podria estar implicada en la regulacion que sufre el patrén
de splicing alternativo de G9a durante la diferenciacion neuronal. Del mismo modo,
tratamos a las células N2a con TSA, compuesto que, como fue explicado en 3, pro-
voca una descompactacién de la cromatina. El efecto que se observa en la Figura
4.16 B, indica que el tratamiento con TSA revierte parcialmente el efecto de la di-
ferenciacion en el patrén de splicing alternativo de G9a, si bien hay una tendencia
al aumento de la inclusién del E10 en los precursores neuronales. A partir de estos
resultados concluimos que la estructura de la cromatina estd implicada en la regu-
lacion del efecto que se observa en el patron de splicing alternativo de G9a durante
la diferenciaciéon neuronal, dado que alteraciones estructurales provocan la reversion

de dicho efecto.

Dado que las modificaciones de la cromatina estan involucradas en esta regu-
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lacion, una pregunta que surge inmediatamente es si la regulacién positiva de la
inclusion del E10 podria ser el resultado de cambios en la metilacién de H3K9 en el
gen de G9a durante la diferenciacién neuronal. Experimentos de inmunoprecipita-
cién de la cromatina (nChIP) muestran que la diferenciacién neuronal aumenta los
niveles de H3K9me2 en el cuerpo del gen de G9a pero no en el promotor ni en una
region intergénica distante (Figura 4.17 A).

La metilacién del DNA en citosinas se cuenta, junto con las modificaciones post-
transcripcionales de las histonas, dentro de los mecanismos epigenéticos. En mamife-
ros, practicamente toda la citosina metilada (5-metilcitosina) es encontrada en di-
nucledtidos CpG. Los dinucledtidos CpG estan sub-representados en el genoma de
mamiferos, y generalmente se los encuentra agrupados en regiones ricas, denomina-
das “islas CpG”. El analisis de secuenciacién de bisulfito de una isla CpG ubicada
en el intron 9 de GY9a no muestra cambios en los niveles de 5-metilcitosina con la
diferenciacion de las células N2a, lo que indica que el efecto de 5aC en la inclusiéon
del E10 no se debe a la inhibicién de la metilaciéon del DNA (Figura 4.17 B). En
conjunto, estas observaciones sugieren que la estructura de la cromatina tiene un

papel fundamental en la regulacién del splicing alternativo G9a.

4.11. G9a regula su propio splicing durante la diferencia-

cion neuronal

A partir de las observaciones anteriores, sabiendo que los niveles de H3K9me2
(marca depositada por G9a) aumentan durante la diferenciacién neuronal en G9a
y que la estructura de la cromatina regula el splicing alternativo de muchos RNAs
mensajeros, incluido el de G9a, nos preguntamos si G9a podria estar involucrada
en la regulacion de su propio splicing alternativo. En primer lugar, tratamos a las
células con BIX y analizamos el patréon de splicing alternativo de G9a. Si bien el
tratamiento con BIX impide la diferenciacion de precursores neuronales a neuronas
maduras, en este caso las células fueron tratadas después de que el programa de

diferenciacion ya se habia establecido con el fin de descartar una posible inhibicion
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Fig. 4.17: La estructura de la cromatina regula el splicing alternativo de G9a. (A)
Diagrama esquematico del gen de G9a que muestra la organizacion en exones e intrones y la
distribucién de los amplicones utilizados en la qPCR (parte superior). Células N2a fueron
diferenciadas con AR durante 3 dias y los niveles de H3K9me2 en las regiones indicadas
se determinaron mediante nChIP seguido por qPCR (parte inferior). Los valores de dos
inmunoprecipitaciones independientes, relativizados al valor medio para el total de H3, se
muestran para cada regién. Un amplicén situado en una regién intergénica (izquierda) se
utilizé6 como control. (B) Células N2a fueron diferenciadas con DMSO durante 6 dias y
la metilacién del DNA de la isla CpG situada préxima al E10 (cuadro rojo) se determiné
mediante la modificacién con bisulfito de sodio seguido por secuenciacién del DNA. Los

circulos negros representan dinucleétidos CpG metilados.

de la diferenciacién. Como se observa en la Figura 4.18, BIX no parece revertir
la diferenciacién cuando ya ha sido establecida, al menos a nivel de un analisis

morfoldgico.

El tratamiento de las células N2a diferenciadas con el inhibidor de G9a revier-



El splicing alternativo de G9a regula la diferenciacién neuronal 67

AR 2 dias + AR 2 dias +
AR 2 dias control 2 dias BIX 2 dias

% células diferenciadas

AR 2 dias AR 2dias AR 2 dias
+control ' +BIX2
2 dias dias

Fig. 4.18: BIX no inhibe la diferenciacién neural cuando las células fueron tratadas
una vez ya establecido el programa de diferenciacién. Células N2a fueron diferenciadas por
tratamiento con AR durante 2 dias y después se anadié BIX o vehiculo. Se determiné el
porcentaje de células que muestran el crecimiento de neuritas (células diferenciadas) y se

muestran imagenes representativas junto con la cuantificacién.

te completamente el aumento en la inclusién del E10 provocada por diferenciacion
(Figura 4.19 A). Esta observacién apoya la idea de que se requiere la actividad de
metiltransferasa de G9a para la regulaciéon de su propio splicing durante la diferen-
ciaciéon neuronal.

Para examinar mas a fondo el papel de G9a en la regulacién del splicing alterna-
tivo de su propio pre-RNA mensajero, obtuvimos un vector que expresa un minigén
reportero de G9a que contiene los exones 9 a 11 y los intrones correspondientes
(Figura 4.20 A).

Cuando el vector de expresion del minigén de G9a es transfectado en células N2a,
muestra la misma regulacion que el gen endégeno durante la diferenciacién neuronal
(Figura 4.20 B). Los cebadores que amplifican los transcriptos del minigén fueron
disenados para evitar la deteccion de las isoformas de G9a sobreexpresadas a partir
de las construcciones de cDNA (Figura 4.19 B, 3 calles de la derecha). La cotrans-
feccion del minigén de G9a con las construcciones que codifican las isoformas de G9a

muestra que la isoforma E10+ es mas potente que la isoforma E10- para estimular la
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Fig. 4.19: G9a regula su propio splicing. (A) Células N2a fueron diferenciadas con
AR durante 3 dias y fueron posteriormente tratadas con BIX o su vehiculo como control.
El RNA fue extraido y el splicing alternativo evaluado como se describié anteriormente.
(B) Células HeLa fueron cotransfectadas con un minigén reportero de splicing del E10 de
G9a junto con plasmidos de expresiéon que codifican para el DNAc de longitud completa
de las isoformas de G9a o los correspondientes vectores vacios. Todos los experimentos se
realizaron por triplicado y se muestran las media con el error estandar de un experimento
representativo. El andlisis estadistico corresponde a un ANOVA de uno o dos factores

segin corresponda, Bonferroni test post hoc (**) p <0,001, (***) p <0,0001.

inclusién del E10 por splicing en el mRNA maduro de G9a en células HeLa (Figura
4.19 B, 3 calles de la izquierda). Este efecto se reduce significativamente cuando
se sobreexpresa la isoforma E10+ mutante para la actividad catalitica (Figura 4.21
A). El efecto inhibitorio es incluso més fuerte cuando se expresa otra mutante de la
isoforma E10+ que ademés de una mutaciéon puntual en el sitio catalitico también
tiene una mutacién puntual que impide la interaccién con GLP [143] (Figura 4.21
B). Més aun, el efecto se revierte parcialmente con la inhibicién de la actividad de

G9a por tratamiento con BIX (Figura 4.21 C).

En conjunto, estos resultados demuestran que G9a regula su propio splicing al-
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Fig. 4.20: El splicing alternativo del minigén de G9a es modulado durante la diferen-
ciacién neuronal. (A) Diagrama esquemadtico del minigén de G9a. (B) Células N2a fueron
transfectadas con el vector de expresion del minigén de G9a y diferenciadas con DMSO
durante 6 dias. EL. RNA fue extraido y el splicing alternativo se evalué mediante RT-PCR

radiactiva.

ternativo durante la diferenciaciéon neuronal en un modo dependiente de su actividad
catalitica como metiltransferasa y de la interaccién con GLP. Como la isoforma G9a
E10+ es més potente en la induccién de la inclusion del E10 y este proceso es
necesario para la diferenciacién eficiente de las neuronas, nuestros resultados son
consistentes con un feedback loop positivo en el que la diferenciacion neuronal favo-
rece la sintesis de la isoforma G9a E10+ que, a su vez, promueve una mayor inclusion

del E10 y estimula la localizacién nuclear de la proteina.

En conclusion, determinamos que tanto la estructura de la cromatina como la
misma proteina G9a regulan el patréon de splicing alternativo en el locus en cues-
tion. Descubrimos que la inclusién del E10 en el mRNA maduro de G9a aumenta

durante la diferenciacion neuronal y que cambios en la estructura cromatinica son
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Fig. 4.21: G9a estd implicada en la regulacién de su propio splicing. (A-C) Las células
fueron cotransfectadas con un minigén reportero del splicing del E10 de G9a junto con
pldsmidos de expresién que codifican para el DNAc de longitud completa de las isoformas
de G9a o los correspondientes vectores vacios. En (A), una versién mutante catalitica de la
isoforma E10+ se evalud en células HeLa, y en (B) dos versiones de mutantes cataliticos de
la isoforma E10+ fueron analizados en células HEK293 knock-out para G9a. Los geles de
RT-PCR se muestran en la parte superior y la cuantificacién correspondiente en la parte
inferior de cada panel. En (C) el efecto de BIX fue analizado y los resultados se muestran
normalizados a los valores con el vector vacio. Las células fueron levantadas 48 hs después
de la transfeccion y el splicing alternativo de G9a se evalué mediante RT-PCR radiactiva
utilizando cebadores especificos para el minigén. Todos los experimentos se realizaron por
triplicado y se muestran las medias con el error estandar de un experimento representativo.
El andlisis estadistico corresponde a un ANOVA de uno o dos factores segiin corresponda,
Bonferroni test post hoc (*) p <0,05, (**) p <0,001.

responsanbles de este efecto. Sugerimos, ademas, que por este mecanismo, G9a re-

gula su propio splicing alternativo. Por otra parte, analizamos que el aumento de
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la isoforma de inclusién va acompanado de un incremento en la localizacién nuclear
de G9a. Nuestros resultados son consistentes con un modelo en el cual la presencia
del E10 genera un cambio conformacional que permite que la senal de localizaciéon
nuclear situada nueve aminoacidos rio arriba del E10 se encuentre en un contexto de
mayor exposicion. Finalmente, los datos indican que, mediante la regulacién de su
propio splicing alternativo, G9a gatilla una retroalimentacién positiva que reafirma

el compromiso a la diferenciacién celular.
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5. DISCUSION

La diferenciacién celular implica la reprogramacion de la expresion génica. Desde
un punto de vista clasico, esto se consigue a través de la regulacion diferencial de la
transcripcion, lo que resulta en el silenciamiento o la activacion de genes especificos.
Sin embargo, cada vez mas evidencias ponen de manifiesto al splicing alternativo
como una fuente importante de variacién que contribuye fundamentalmente a la
regulacién de la diferenciacion celular [144]. Aun asi, se sabe muy poco acerca de
las redes de regulacién que resultan en patrones celulares especificos de splicing
alternativo y, en particular, sobre cémo el acoplamiento de la transcripcion y el
splicing en diferentes contextos de la estructura de la cromatina contribuyen a la

diferenciacion celular.

5.1. Regulacion epigenética del splicing alternativo de NCAM

durante la diferenciacion neuronal

En este trabajo, utilizando células N2a en cultivo demostramos que la inclusién
del E18 de NCAM aumenta entre 2 y 3 veces con la diferenciacién neuronal (Figura
3.2 A) y que este efecto depende de la estructura de la cromatina ya que se revierte
parcialmente por tratamientos con drogas como 5aC (Figura 3.2 B), TSA (Figura
3.3 A)y BIX (Figura 3.3 B). Estos resultados obtenidos con agentes que generan una
relajacion de la estructura de la cromatina sugieren que el estado compacto de la
cromatina podria ser en parte responsable del cambio en los patrones de splicing de
las células diferenciadas. Fue posible confirmar estas observaciones mediante analisis
de nChIP que demostraron que marcas represivas de histonas (H3K9me2) aumentan
a lo largo del gen NCAM después de la diferenciacién (Figura 3.4 C). Esta conclu-
sion es apoyada también por la demostracion de que el tratamiento de las células

diferenciadas con TSA inhibe el aumento de los niveles de H3K9me2 (Figura 3.4
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D), lo que explica el efecto de esta droga impidiendo la regulacién positiva de la
inclusion del E18 durante la diferenciacién.

Nuestros resultados son consistentes con un modelo en el que la diferenciacion
neuronal de células en cultivo promueve el silenciamiento de la cromatina intragenica
en NCAM, disminuye de forma localizada la velocidad de elongacién de la RNPAII
y promueve una mayor inclusion del E18 de NCAM. Mas atn, determinamos que
este mecanismo no se limita a las células N2a, sino que también regula el splicing
alternativo de NCAM en células P19 (Figura 3.3 A) que siguen un patrén diferente
de diferenciacion pasando por un estadio intermedio de cuerpos embrionarios. En un
trabajo previo de nuestro laboratorio [47] se habia demostrado que la despolarizacién
neuronal provoca la acetilacién de histonas del gen NCAM, permitiendo una mayor
tasa de elongacion de la RNPAII que deriva en bajos niveles de inclusién del E18 de
NCAM en el mRNA maduro. En conjunto, los resultados anteriores [47] y el presente
trabajo apoyan un modelo general de ¢romatina alternativa - splicing alternativo” en
el que un solo gen, con dos configuraciones diferentes de la estructura cromatinica
con efectos opuestos sobre la tasa de elongacién de la RNAPII, da lugar a dos
patrones de splicing alternativos diferentes, cada uno caracteristico de un estado
funcional y un paso de diferenciacién neuronal (Figura 5.1).

La compactacién de la cromatina y las marcas represivas parecen ser fundamen-
tales para la progresiéon de diversos sistemas de diferenciacion celular en mamiferos
[145, 146], lo que puede interpretarse como una forma de silenciar genes especificos
de linaje y no restringir el transcriptoma por completo. En genreal, los analisis de
la modulacién de marcas epigenéticas especificas se han centrado histéricamente en
las regiones promotoras, mientras que las regiones intragénicas no han sido mayor-
mente estudiadas. Sin embargo, existen algunos ejemplos que analizan los cambios
en la metilacion del DNA intragénico durante la diferenciacion de células madre
embrionarias de ratén a precursores neuronales [147] o los niveles de H3K27me3 y
H3K9me3 durante la diferenciacién de células madre embrionarias humanas a fibro-
blastos [148]. También se demostré que la marca H3K9me2 se encuentra formando

grandes bloques llamados LOCKs por sus siglas en inglés (large organized chroma-
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Fig. 5.1: Cromatina alternativa - splicing alternativo. El modelo muestra que con la
despolarizacién neuronal aumentan los niveles de H3K9ac intragénicos en el gen NCAM
mientras que durante la diferenciacién neuronal aumentan los niveles de H3K9me2. Los
distintos niveles de marcas en la cromatina correlacionan con distintos patrones de splicing
alternativo. Mientras que la acetilacion correlaciona con exclucion del E18, la metilacién

en el mismo residuo correlaciona con mayor inclusién del E18 en el mRNA.

tin K9 modifications) y que sus niveles se incrementan considerablemente durante
la diferenciacién wn vitro de células madre embrionarias de ratén tanto asi como
en tejidos adultos como el higado o el cerebro [149]. Dichos LOCKs suelen incluir
muchos genes y se correlacionan negativamente con la expresiéon génica. Por otra
parte, un trabajo mas reciente evalia los cambios en H3K9me2 durante la diferen-
ciaciéon de células madre embrionarias a neuronas mostrando que la cantidad total
y la cobertura del genoma con esta marca represiva no aumenta dramaticamente en

la diferenciacién de forma global, pero si se incrementa significativamente en ciertas
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regiones especificas [150]. Lo mds interesante es que estas areas locales especificas
son principalmente regiones intragénicas y no estan asociados con el silenciamiento
génico [150]. Este tipo de regulacién sugiere un rol clave de las marcas cromatinicas
represivas en pasos de la expresion génica posteriores a la iniciacion de la transcrip-

cién, tal como el procesamiento de los mRNAs.

5.2. Regulacién epigenética del splicing alternativo de G9a

durante la diferenciacion neuronal

Las modificaciones intragénicas de histonas controlan el splicing alternativo, tan-
to a través de la modulacion de la tasa de elongacién de la RNAPII como del re-
clutamiento de adaptadores y factores de splicing al preemRNA que esta siendo
sintetizado. La modulacién generada por estos mecanismos, complementarios entre
si, impone el estudio de la regulacién de enzimas responsables de “escribir” las mar-
cas especificas de las histonas que regulan el splicing alternativo. Es este estudio
elegimos a G9a porque, ademas de su papel fundamental en la regulacion de los
programas de expresién génica desencadenados por la diferenciacion celular, se de-
mostré que la marca de silenciamiento H3K9me2 contribuye fundamentalmente a
distintas decisiones de splicing alternativo [131, 140].

El grupo de Juan Valcarcel establecid recientemente una red de interaccién fun-
cional de proteinas cuya expresién afecta el splicing alternativo donde la mayoria
de los nodos estan ocupadas por reguladores de splicing conocidos [151]. Curiosa-
mente, y a pesar de que la mayoria de los factores moduladores de la cromatina
aparecen periféricamente en la red, G9a y SUV39H1, la enzima responsable de la
marca H3K9me3, se localizan en el centro con fuertes conexiones con componen-
tes principales del spliceosoma sugiriendo mecanismos cruzados entre su funcion de
metiltransferasas y la regulacién del splicing alternativo (Figura 5.2).

En este trabajo demostramos que G9a es necesaria para la diferenciacién neuro-
nal de las células N2a en cultivo, y que esto correlaciona con altos niveles globales

de H3K9me2 en células diferenciadas. En consonancia, se habia informado anterior-
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mente que G9a afecta a una variedad de vias de diferenciacion celular [108, 109, 111],
ademds de sus implicaciones en el desarrollo de tejidos neuronales [120, 122, 123].
Por otra parte, nuestros resultados muestran que la regulacién de G9a se lleva a
cabo a nivel del splicing alternativo por un loop de retroalimentacién positiva. Mas
aun, observamos que la inclusién del E10 de G9a aumenta durante la diferenciacion
neuronal (Figura 4.3) y probamos que la isoforma E10+ de G9a favorece la inclusién
del E10 en el mRNA maduro y es necesaria para una completa diferenciacion de las
neuronas en cultivo (Figuras 4.7 y 4.19 B). Los resultados sugieren que este loop
positivo no solo es parte del programa de diferenciacién neuronal, sino que podria
afectar la diferenciacion de distintos tipos celulares ya que el efecto sobre la inclusion
E10 no se limita al desarrollo de las neuronas ([138] y resultados no mostrados del
laboratorio de la Dra. Srebrow con diferenciacién de células mamarias en cultivo).

Multiples experimentos independientes demuestran que la actividad de metil-
transferasa de histonas de G9a regula el splicing alternativo de su propio pre-mRNA:
el aumento en la inclusion del E10 dependiente de la diferenciacion se suprime por
el tratamiento con el inhibidor de G9a BIX (Figura 4.19 A), por los farmacos que
promueven la de-metilaciéon de H3K9 como 5AC y TSA (Figura 4.16), y mediante
la mutacién del sitio catalitico de G9a (Figuras 4.21). Todos estos datos son consis-
tentes con los niveles mas altos de H3K9me2 observados en el gen G9a en neuronas
diferenciadas (Figura 4.17). Es importante sefialar que el aumento de H3K9me2 en
el gen de G9a se muestra relativizado a los nivles totales de H3, lo que indica que
la diferenciacion no se limita a aumentar la densidad de nucleosomas en la region,
sino que cambia la calidad de sus marcas en histonas.

En cuanto al mecanismo por el cual la actividad de G9a regula su propio splicing
alternativo, una inferencia obvia seria un loop de retroalimentacion positiva en el que
la inclusion del E10 regulara positivamente la actividad enzimatica de G9a. Sin em-
bargo, demostramos aqui que la inclusién del E10 no afecta la actividad de la enzima
in vivo (Figura 4.9). En cambio, la naturaleza intrinsecamente desestructurada del
péptido codificado por el E10, caracteristico de la mayoria de los segmentos de pro-

teinas codificados por exones alternativos [152], puede contribuir a una exposicién
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mayor de la NLS vecina (Figura 4.10) lo que sugiere que la inclusién del E10 pro-
mueve la localizacion nuclear de G9a. Esta prediccion se confirmé indirectamente en
los experimentos mostrados en la Figura 4.11 y directamente mediante la evaluacion
de la localizacién de las isoformas de G9a etiquetadas con flag, que contienen o que
carecen del E10, transitoriamente expresadas en células HeLa y N2a (Figura 4.15).
Estos resultados pueden explicarse teniendo en cuenta que el polipéptido recombi-
nante sobreexpresado de G9a no entra solo al ntcleo, sino conformando complejos
de multiples subunidades que contienen ademas a GLP y otras moléculas de G9a
enddégenas que pueden incluir o excluir el segmento codificado por el E10. Esta idea
se ve reforzada por otra evidencia que muestra que la mutante de G9a que no puede
interaccionar con GLP es mas defectuosa en la promocion de la inclusion del E10
(Figura 4.21). En este contexto, es previsible que la sobreexpresién de la isoforma
E10+ de G9a cambie el equilibrio aumentando el porcentaje de células que muestran
una localizacion de G9a exclusivamente nuclear.

La observacion de que G9a estd presente no sélo en el nicleo, sino también en
el citoplasma, puede explicar que G9a metile diversas moléculas no nucleares, como
se ha demostrado en distintos analisis de interaccién. De hecho, se han identificado
mads de 500 targets previstos de G9a y GLP, de los cuales mas del 50 % no tienen
localizacién nuclear [153].

Durante la preparacién de este trabajo, un estudio funcional de las isoformas de
G9a tanto asi como de las diferentes isoformas de la metiltransferasa de histonas en
heterocromatina SUV39H2 fue publicado [134].

Los autores encontraron que la inclusién del exén 3 alternativo de SUV39H2 es
clave para la sublocalizacion nuclear de la proteina y su actividad catalitica. Este
hallazgo no resulté sorprendente puesto que la exclusion en el mRNA de dicho exén
alternativo provoca una proteina con aproximadamente 200 aminoacidos menos ubi-
cados en el dominio SET de la proteina, responsable de su actividad catalitica. En
cuanto a G9a, los autores analizan que el patrén de splicing alternativo de su mRNA
se encuentra finamente regulado en distintos tejidos de ratén y realizan un estudio

de los factores de splicing involucrados en la regulacion de estos cambios. En este
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trabajo, por estudios de western blot revelan la presencia de las dos isoformas de
GY9a. En cuanto a la funcionalidad de la inclusion del E10, de manera similar a
nuestros resultados obtenidos in vivo con el reportero de metilacion por FRET, los
autores no ven cambios en la actividad catalitica de G9a medidos in vitro. A dife-
rencia de nuestros hallazgos, los autores no informan diferencias en la localizacion
subcelular de las isoformas E104 y E10- de G9a. Lo analizan en células HelLa por
sobreexpresién de las isoformas y posterior inmunofluorescencia o fraccionamiento
subcelular seguidos por western blot. En cuanto a la inmunofluorescencia, no es po-
sible hacer un analisis diferente puesto que los autores muestran en la publicacién
una tunica imagen correspondiente a un unico ntucleo celular y determinan enton-
ces que ambas isoformas de G9a son exclusivamente nucleares. Sorprendentemente,
cuando realizan el fraccionamiento subcelular y revelan la presencia de las isoformas
de G9a sobreexpresadas, en la imagen del western blot, se visualiza una gran banda
de G9a tanto E10+ como E10- presente en la calle correspondiente al citosol celular.
Los autores no hacen ninguna mencién a la presencia de G9a en el citoplasma. Sus
observaciones los llevan a concluir que, dado que los niveles de inclusion del E10
varian en los diferentes tipos celulares analizados, el splicing alternativo del E10
debe regular propiedades de G9a diferentes a su actividad de metiltransferasa o a su
localizacién subcelular. Por el contrario, nosotros analizamos la localizacién de G9a
durante la diferenciacién neuronal de células N2a en cultivo y observamos una mayor
concentracion nuclear en las neuronas maduras. Al sobreexpresar las dos isoformas
en células HeLa, si bien encontramos que en la mayoria de las células la localizacion
de G9a era exclusivamente nuclear, se visualizaron células con un patréon de locali-
zacion distinto en el cual también detectamos G9a en el citoplasma. Al cuantificar
los porcentajes de células con distintos patrones de localizacion, pudimos concluir
que la presencia de la regién codificada por el E10 favorece la entrada al nicleo de
la proteina. Estos resultados nos permitieron explicar las observaciones previas y
concluir que si bien el 10 no altera la actividad enzimética de G9a, al promover su
localizacién nuclear favorece un aumento en los niveles de H3K9me2 puesto que en

el nucleo es dénde ocurre la metilacion de histonas.
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En conclusién, nuestros resultados revelan una retroalimentacion positiva en la
que la inclusién del E10 de G9a aumenta durante la diferenciacién neuronal y favo-
rece la localizacion nuclear de la proteina, posteriormente promoviendo una mayor
inclusién del E10 (Figura 5.3). Proponemos que G9a desencadena un loop de regu-
lacion positiva que ayuda a mantener el programa de expresion génica y refuerza el

compromiso celular a la diferenciacion neuronal.
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Fig . 5.2: Posicién de G9a (EHMT?2) y SUV39H1 en una red de interacciones funcionales
del splicing (tomado de [151] Las conexiones entre los factores indican la regulacién de un
amplio conjunto de eventos de splicing alternativo. Las interacciones funcionales positivas
y negativas estan representados por bordes verdes y rojos, respectivamente. El espesor del
borde indica la intensidad de la interaccién funcional, mientras que el tamano dle nodo
es proporcional al impacto global del factor en la regulacién del splicing alternativo. Los
factores implicados en la modificacién de la estructura de la cromatina se muestran en
rojo. En (A) se muestra la red completa, mientras que en (B) se observa a mayor aumento

la posicién de G9a.
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Fig. 9.3: El splicing alternativo de G9a regula la diferenciacién neuronal. El modelo
muestra que G9a es necesaria para la diferenciaciéon neuronal y que la inclusion de su E10
aumenta en neuronas maduras. Aunque el segmento codificado por el E10 no afecta a la
actividad catalitica de G9a, aumenta la localizacion nuclear de la proteina y se requiere de
la expresion de la isoforma E10+ de G9a para una completa diferenciacion de las neuronas.
Mediante el control de su propio splicing alternativo, G9a promueve la diferenciacién de
las neuronas y crea un loop de retroalimentacion positiva que refuerza el compromiso a la

diferenciacién celular.



6.1.

6.2.

6. CONCLUSIONES

Regulacion epigenética del splicing alternativo de NCAM

durante la diferenciacion neuronal

La inclusién del E18 de NCAM aumenta durante la diferenciacién neuronal de

células N2a en cultivo

La estructura de la cromatina regula los patrones de splicing alternativo de
NCAM durante la diferenciaciéon neuronal tanto de la linea celular N2a como

P19

La metilacién del DNA intragénico en NCAM no se modifica con la diferen-

ciacién neuronal de células en cultivo

Los niveles intragénicos de la marca represiva H3K9me2 aumentan en NCAM
durante la diferenciacién neuronal, mientras que se mantienen similares en una

region intergénica

El aumento en los niveles de H3K9me2 con la diferenciacion neuronal se revier-
te con el tratamiento de las células con agentes de causan una hiperacetilacién

de histonas

Regulacion epigenética del splicing alternativo de G9a

durante la diferenciacion neuronal

(G9a es necesaria para la diferenciacion neuronal de células N2a en cultivo

La inclusion del E10 de G9a esta regulada positivamente durante la diferen-

ciacién de células N2a
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La inclusion del E10 de G9a con la diferenciacion neuronal también aumento

en otra linea celular en cultivo (P19)

La inclusién del E10 de G9a aumenta en el cerebro de ratones durante el

desarrollo

Se requiere la inclusion del E10 para una completa diferenciacion neuronal de

células en cultivo

Los niveles globales de H3K9me2 aumentan durante la diferenciacién de células

N2a en cultivo

La inclusién del E10 en G9a no modifica la actividad enzimatica de la proteina,

y sin embargo promueve un aumento de los niveles globales de H3K9me2
La inclusién del E10 de G9a promueve la localizacion nuclear de la proteina

La estructura desordenada del segmento codificado por el E10 de G9a podria

aumentar la exposicién de la NLS vecina

El splicing alternativo de G9a esta regulado por la estructura de la cromatina

intergénica

Los niveles intergénicos de la marca represiva H3K9me2 aumentan en el gen

de G9a con la diferenciaciéon neuronal de células N2a

GY9a regula su propio splicing alternativo por un loop de retroalimentaciéon

positiva



7. MATERIALES Y METODOS

7.1. Cultivos celulares y tratamientos

7.1.1. Cultivos celulares y diferenciacién neuronal

Las células N2a (ATCC #CCL-131) fueron mantenidas en medio DMEM suple-
mentado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 4,5 g/L glucosa, 110 mg/L piruvato
de sodio y antibiéticos (100 U/ml final de penicilina y 100 pg/ml final de estrepto-
micina). Ocasionalmente, para utilizar el medio completo con posterioridad a las dos
semanas de preparacion, se agrega también L-glutamina en una concentracion final
de 2,9 g/L. Antes de que las células alcancen la confluencia total, se aspira el medio
de cultivo y se coloca 1 ml de tripsina 2,5 % p/v. Luego de incubar a 37°C unos dos o
tres minutos, se detiene la reaccién con 9 ml de medio completo, se re-plaquea entre
1/5y 1/20 del volumen a una nueva placa de plastico de 10 cm y se lleva a 12 ml
de volumen final con medio completo. Las células se congelan en nitrégeno liquido
y se descongelan siguiendo protocolos convencionales. Para inducir la diferenciacion
neuronal con el protocolo de baja concentracion de suero y DMSO, las células N2a
son lavadas con PBS y e incubadas por 4 a 8 dias en medio DMEM suplementado
con 0,2 % (v/v) de suero fetal bovino, 4,5 g/L glucosa, 110 mg/L piruvato de sodio
y antibidticos (100 U/ml final de penicilina y 100 png/ml final de estreptomicina) y
2% de DMSO. En el protocolo de induccién de la diferenciacién neuronal con AR,
las células N2a se lavan con PBS y se incuban por 1 a 3 dias en medio DMEM su-
plementado con 0,2 % de suero fetal bovino, 4,5 g/L glucosa, antibiéticos (100 U/ml
final de penicilina y 100 pg/ml final de estreptomicina) y una concentracién final
de AR de 1 pM. Para la mayoria de los experimentos se plaquean entre 200.000 y
400.000 células por cada pocillo de una placa de 6 pocillos aunque estos nimeros
pueden varias segin condiciones especiales.

Las células HeLa (ATCC #CCL-2) son mantenidas de la misma manera pero en
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medio carente de piruvato de sodio.

Las células P19 (ATCC #CRL-1825) son mantenidas en medio DMEM suple-
mentado con 10% (v/v) de suero fetal bovino, 2 mM L-glutamina, 110 mg/L pi-
ruvato de sodio y antibidticos (100 U/ml final de penicilina y 100 pg/ml final de
estreptomicina). Para inducir la diferenciacién neuronal, las células son estimuladas
para formar cuerpos embrionarios en placas de bacterias por el agregado de AR 1
M en una densidad de 5 x 105 células por ml. Luego de 2 dias, los cuerpos embrio-
narios son removidos y desagregados cuidadosamente con micropipeta. Se vuelven
a plaquear en placas adherentes previamente poli-lisinadas en medio DMEM suple-
mentado con 10 % suero fetal bovino sin AR. Después de otros 2 dias, el medio es
reemplazado por un medio de cultivo adecuado para permitir la maduracion neuro-
nal. En este paso, utilizamos OPTIMEM suplementado con N2 y B27. Las células
contintian el proceso de diferenciacion y son viables hasta aproximadamente 2 se-

manas luego de ser plaqueadas.

7.1.2. Tratamientos celulares con inhibidores farmacolégi-

COS

La droga T'SA (Sigma) fue disuelta en etanol absoluto para preparar una solucién
madre de 5mg/ml. Esta solucién fue agregada directamente al medio de cultivo hasta
alcanzar las concentraciones indicadas. Para el control se utilizo etanol absoluto
como vehiculo y se agregoé al medio de cultivo en la misma concentracién que la droga.
El tratamiento duré 16 horas en todos los casos. La 5aC (Sigma) fue disuelta en 50 %
(v/v) de acido acético en agua hasta una concentracién de 20 mM. Esta preparacién
fue agregada directamente al medio de cultivo para alcanzar las concentraciones
indicadas. Como vehiculo se utiliz6 la misma solucién de 50 % (v/v) de écido acético
en agua sin presencia de la droga. El tratamiento duré 3 dias en todos los casos. Se
disolviéo BIX en agua y se utilizo en las concentraciones indicadas agregandose al
medio de cultivo directamente. Como vehiculo utilizamos agua. El tratamiento duré

3 dias en todos los casos.
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7.1.3. Transfeccion transitoria de células

Las células N2a y HeLa fueron transfectadas en placas de cultivo de 35 mm con
6 ml de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) y 2 mg de DNA total o 20 pg de siRNA.
Resumidamente, el protocolo de transfeccién con lipofectamina que utilizamos es el
siguiente (se ejemplifica utilizando las cantidades de los reactivos adecuadas para

pocillos de 35mm y transfecciones de DNA):

= Se colocan 2 pg totales de DNA plasmidico en un tubo eppendorf que contiene

250 pl de Opti-MEM (Invitrogen)

= Se colocan 6 pl de lipofectamina 2000 en un tubo polipropileno de 5 ml con

tapa que contiene 250 pl de Opti-MEM y se incuba por 5 min

= Se transfiere el contenido del tubo eppendorf al tubo con lipofectamina 2000
y se mezcla vigorosamente. Se incuba 20 minutos para que se formen los com-

plejos entre el policatiéon y el DNA

= Se lavan las células con PBS para eliminar trazas de suero y antibiéticos que

inhiban la transfeccion, y se dejan en 2 ml de Opti-MEM

= Se agregan por goteo 500 pl de los complejos en cada pocillo. Se dejan las célu-
las en la estufa por el tiempo indicado en cada experimento. En los casos en
que se realiza un cambio de medio luego de la transfeccion, para inducir la di-
ferenciacion por ejemplo, se deja el Opti-MEM al menos 5 hs post-transfeccién

antes del cambio de medio

7.2. Animales

Ratones de la cepa C57BL/6J obtenidos del Bioterio Central de la Facultad
de Ciencias Exactas y Naturales (Universidad de Buenos Aires) fueron utilizados
para todos los experimentos. Los animales fueron mantenidos en un ciclo horario de
12 horas de luz y 12 horas de oscuridad, con las luces encendidas a las 6 a.m. El

alimento y el agua para bebida fueron administrados ad libitum. Los experimentos
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fueron realizados de acuerdo a las regulaciones locales y a la Guia de Cuidado vy
Uso de Animales de Laboratorio del National Institutes of Health (NIH, publicacién
80-23/96) y fueron previamente aprobados por el Comité de Etica (CICUAL) de la
Facultad de Ciencias Exactas y Naturales (Universidad de Buenos Aires). Se hicieron
todos los esfuerzos para minimizar el sufrimiento animal y para reducir el nimero
de animales utilizados. Los ratones fueron previamente anestesiados con Avertin(®)
2 % mediante inyeccién intraperitoneal y luego sacrificados por dislocacion cervical
en los dias posnatales (DPN) indicados: DPN-7, DPN-25 and DPN-180. El cerebro
entero fue extraido, rapidamente congelado en nitrégeno liquido y luego almacenado

a -80°C hasta su uso.

7.3. Vectores utilizados y preparacion de plasmidos

7.3.1. Vectores utilizados

El plasmido de expresiéon pcDNA3.1 que expresa la secuencia codificante de G9a
corta de raton fue cedido por el Dr. Shinkai de la Universidad de Kyoto, Japon. Veri-
ficamos que correspondia a la isoforma de exclusion del E10. Utilizando dicho vector
como molde logramos clonar la isoforma de inclusiéon del E10 mediante digestiones
parciales y ligaciones.

Por otra parte, el plasmido pCAGpure que expresa la secuencia codificante de
G9a larga de raton fue cedido por el Dr. Seo del College of Nature Science de Korea
del Sur. A su vez, el mismo autor nos envié el vector correspondiente a la secuencia
codificante de G9a larga de ratén con una mutacién en el nucleétido 1115 codificante
para un aminodcido del sitio activo. Este vector también en el esqueleto pCAGpure
expresa una isoforma de G9a cataliticamente inactiva. Cuando nombramos a los
vectores G9a E10+ y G9a E10- hacemos referencia a los plasmidos en esqueleto
pcDNA3.1 clonados, mientras que cuando nombramos a G9a E10+ salvaje y mutante
nos referimos a los plasmidos pCAGpure.

Ademas, para este trabajo contamos con plasmidos de expresion de G9a humanos
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cedidos por el equipo de trabajo del Dr. Mario Rossi y Juliana H. Enriqué Stein-
berg de CONICET. En este caso, en que el esqueleto de los vectores corresponde a
pcDNA3.1, utilizaron la isoforma de inclusion del E10 humana y realizaron distintas
mutaciones para obtener la mutante analoga a la cataliticamente inactiva isoforma
ya mencionada de ratén y otra mutante con una mutacién puntual adicional en la

region de interaccion con GLP.

Por tultimo, utilizamos un plasmido reportero de metilacién en los ensayos de
FRET desarrollado por el grupo de investigacion de la Dra. Alice Ting y distribuido
por addgene (pcDNAS3-K9 histone methylation reporter, #22866). El esqueleto es
pcDNA3 y expresa un biosensor que, dependiendo del grado de metilacién, cambia

los niveles de FRET entre las proteinas fluorescentes codificadas en el mismo vector.

7.3.2. Preparacion de plasmidos en pequena escala y gran

escala

Se utiliza una miniprep para producir una pequena cantidad de plasmido a partir
de un cultivo bacteriano de unos pocos mililitros, con el objetivo de chequear me-
diante mapeo de restriccién y secuenciacion si los clonados realizados generaron el
plasmido de interés y cudl es la isoforma clonada en caso de existencia de distintas
isoformas por splicing alternativo. Cuando la aplicacién subsiguiente demandaba
una mayor calidad del plasmido, como por ejemplo, la transfeccion de células en
cultivo, se utilizé6 un kit de Invitrogen (PureLink HiPure Plasmid Miniprep). En
algunos casos utilizamos las columnas de intercambio aniénico de Qiagen que per-
miten obtener entre 100 y 500 ng de DNA plasmidico. También se utilizaron kits de
Invitrogen (PureLink HiPure Plasmid Maxiprep) para la obtencién de grandes can-
tidades de plasmido libres de endotoxinas. En todos los casos, se realizo el protocolo

siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.
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7.3.3. Cuantificacién de plasmidos

Para conocer la concentracién de DNA o RNA en solucién se midié absorbancia
a 260 nm con un espectrofotémetro (NanoDrop). Como alternativa se midieron
concentraciones por fluorometria, utilizando el lector Qubit y los reactivos Quant-iT
RNA 'y dsDNA BR (Invitrogen). Paralelamente, para fragmentos de DNA se realizé
una cuantificacion por electroforesis, corriendo alicuotas en un gel de agarosa con
bromuro de etidio y comparando con estdndares de masa (High Mass y Low Mass

Ladders, Invitrogen).

7.3.4. Transformacién de bacterias competentes

Para generar bacterias competentes se utilizo la cepa DH5a de Escherichia coli,
y un protocolo tradicional basado en CaCl, y otras sales. Con este protocolo, se
generan bacterias con una eficiencia de aproximadamente 105 UFC/ng. Estas bacte-
rias fueron transformadas segiin métodos convencionales basados en el protocolo de
Hanahan (Hanahan, 1983). Alternativamente, se prepararon bacterias electrocom-

petentes en los casos en que se necesité una mayor eficiencia de transformacién (107-

10° UFC/mg DNA).

7.4. Extraccion de RNA, RT y PCR

7.4.1. Extraccion de RNA

Para obtener RNA de células en cultivo, se utiliza el reactivo TRIzol (Invitrogen)
o TRI Reagent (MRC), y se siguen los protocolos provistos por cada fabricante. Con
este protocolo se pueden obtener aproximadamente entre 1 y 5 ng de RNA a partir
de células cultivadas en un pocillo de 35 mm de didmetro. En el momento de levantar
las células, para dar por finalizado cualquier experimento, se descarta el medio y se
agregan 500 pl de TRIzol o Tri Reagent por cada pocillo y luego se continian los

pasos segun el protocolo.
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7.4.2. Retrotranscripcién

Para obtener DNA copia a partir de RNA se realizan los pasos detallados a conti-
nuacién tomados del protocolo provisto por el fabricante de la enzima transcriptasa
reversa (MMLV-RT, Invitrogen) con leves modificaciones. Se desnaturalizan 5 nl de
RNA colocandolo 5 min a 65°C. Se pasa el tubo inmediatamente a hielo para im-
pedir la re-naturalizacién. Se agregan 15 pl de mezcla de reacciéon a cada tubo. La

mezcla de reaccién estd compuesta de la siguiente manera:

4 nl de buffer de RT 5X

21l de DTT 100 mM

0,25 ul de ANTPs 25 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP)

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

0,5 ul de oligo dT 100 pM (oligo de 12-18 nucledtidos)

1,5 ul de enzima M-MLV RT 200 U/pl

H20 c.s.p. 15 nl

Se deja 10 min a temperatura ambiente para que el oligo-dT pueda aparearse a
las colas de poli-A de RNA mensajeros poli-adenilados. Se incuba 1 h a 35°C para

que ocurra la reaccion. Se detiene la reaccion incubando 5 min a 95°C.

7.4.3. PCR semi-cuantitativa

Para las PCRs convencionales se utilizan 2 pl de reaccion de RT que contiene el
cDNA que servira de molde para la reacciéon de PCR. A cada tubo de cDNA se le

agregan 48 pul de mix que estarad compuesta de la siguiente manera:

= 5 ul de buffer de PCR sin MgCl,

= entre 1,5 y 3 pl de MgCl, 25 mM
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2 nl de cebador forward 20 ptM

2 nl de cebador reverse 20 ptM

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

0,3 nl de Tag DNA polimerasa

0,05 ul de dCTP radiactivo (10 nCi/pl, act. esp.: 3000 Ci/mmol)

H20 c.s.p. 48 nl

Al finalizar la reaccién de PCR radiactiva, se procede a separar los productos
mediante electroforesis en un gel de poliacrilamida 6 % (v/v) nativo. Luego de la
corrida, se seca el gel sobre un papel Whatmann 3 MM y se lo expone a una pelicula
con orientadores para generar una auto-radiografia. De esta manera, se puede ob-
servar la o las bandas correspondientes al producto de PCR. Para cuantificar estos
productos, se orienta la pelicula sobre el gel utilizando los orientadores, se recortan
las bandas correspondientes a los productos de interés y se cuenta la radiactividad
que poseen utilizando un contador de centelleo liquido. Debido a que utilizamos el
isétopo 32P, que es un emisor beta de alta energia, podemos evitar el uso de liquido
de centelleo para amplificar la senal, y contamos la radiactividad en seco, por el

método de Cherenkov.

7.4.4. Evaluacion de los patrones de splicing alternativo por

RT-PCR

Con el objetivo de evaluar el splicing del RNA mensajero se realiza una reaccion
de transcipcion reversa para producir DNA copia a partir del RNA, que servird lue-
go como molde de una reaccién en cadena de la polimerasa en la cual se amplificard
el fragmento de interés utilizando cebadores especificos. Como producto se obtienen
bandas correspondientes a la presencia de la isoforma que incluye y a la que excluye
un determinado evento de splicing alternativo (Figura 7.1). Los resultados se infor-

man como relacién inclusién/exclusién, y en los casos indicados ademads se relativiza
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la relacién del experimento a la del tratamiento control que toma, entonces, el valor

1.

» E9 A E.11 -
/ N\

car NI,  cp I
E10+ E10-

Fig. 7.1: Evaluacién de los patrones de splicing alternativo de G9a. Esquema de
las estrategias de RT-PCR radiactiva semi-cuantitativa utilizadas para determinar las

relaciones de inclusion/exclusion de eventos de splicing alternativo

7.4.5. PCR en tiempo real

Para evaluar los niveles de RNA mensajero expresados en las distintas condicio-
nes, se realiza, luego de la retrotranscripcion, una reaccion de PCR a tiempo real
o PCR cuantitativa. Paralelamente a las muestras se prepara una curva de calibra-
cion, obtenida por ocho diluciones sucesivas al medio a partir de una diluciéon de
una mezcla de todas las muestras a medir. Cada una de las muestras se diluye entre
1:10 y 1:50 para que entre en el rango medio de la curva de calibracién. De estas
diluciones se utilizan 5 pl para la reaccién, a los cuales se agregan 20 pl de la mezcla

de reaccién. La mezcla se compone de la siguiente forma (para cada pocillo):

= 25 nl de buffer de PCR sin MgCl,

= entre 2 y 4 pl de MgCl, 50 mM
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1 ul de cebador forward 20 pM

1 pl de cabador reverse 20 pM

0,5 nl de dNTPs 10 mM

0,15 pl de Taq polimerasa 5 U/l

0,025 pl de SYBR green (Roche) en dilucién 1:30 en DMSO

H20 c.s.p. 20 nl

7.5. Técnicas de inmunofluorescencia y anticuerpos utiliza-

dos

Se realizaron inmunofluorescencias indirectas sobre células fijadas utilizando dis-
tintos anticuerpos. Como anticuerpos primarios se utilizaron anti-G9a de ratén (Sig-
ma), anti-G9a de humano (Genetex), anti-G9a de humano y ratén (Cell Signaling)
y anti-Flag (Millipore). Como anticuerpos secundarios se utilizaron el anticuer-
po Alexa 488 contra IgG de raton o de conejo para el canal verde, y el anticuerpo
Alexa 647 contra IgG de conejo o raton para el canal rojo. El protocolo se describe

brevemente a continuacién:
= Se remueve el medio y se lava una vez con PBS 1X

» Se fija con paraformaldehido 4% (v/v) durante 15 minutos a temperatura

ambiente, y se lava dos veces con PBS 1X

= Se permeabiliza con 0,2% (v/v) tritén X-100 durante 5 minutos, y se lava dos

veces con PBS 1X

= Se bloquea 30 minutos con suero 1% (v/v) hecho en el animal en el cudl fue

generado el anticuerpo secundario (cabra en nuestro caso)

= Se incuba con el anticuerpo primario en solucién de bloqueo por 1 hora, y se

lava 4 veces con PBS 1X
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= Se incuba con el anticuerpo secundario en soluciéon de bloqueo por 1 hora, y

se lava cuatro veces con PBS 1X

= Se monta el preparado para visualizar en el microscopio

7.6. Western Blot y anticuerpos utilizados

Las muestras proteicas fueron corridas en geles de poliacrilamida con SDS y pos-
teriormente transferidas a membranas de polivinilidenofluoruro (PVDF, GE Health-
care). Las membranas fueron bloqueadas por una hora en una solucién que contenia
5% (p/v) leche descremada en TBS més 0,1% (v/v) tween-20 (TTBS). Posterior-
mente se agrego la dilucion apropiada del anticuerpo primario, en la misma solucién
de bloqueo y se incubé toda la noche a 4°C. Luego de 3 lavados de 10 minutos cada
uno con T'TBS, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios
correspondientes, acoplados a peroxidasa (Biorad) en solucién de bloqueo. Luego
de 4 lavados de 10 minutos cada uno con TTBS, las membranas fueron incuba-
das con el reactivo ECL plus y expuestas a films Hyperfilm ECL (GE Healthcare).
Los anticuerpos utilizados para esta técnica en este trabajo fueron: anti-G9a de hu-
mano (Cell Signaling), anti-flag (Millipore), anti-GAPDH (Millipore), anti-H3total
(Millipore).

7.7. Ensayos de determinacion de modificaciones post-traduccionales

de histonas

7.7.1. Inmunoprecipitaciéon nativa de la cromatina (nChlIP)

La técnica se conoce como nChlIP, por inmunoprecipitacion nativa de la croma-
tina. A diferencia del ChIP tradicional, se omite el paso de generaciéon de enrecru-
zamientos por medio de la incubacion con formaldehido y el sonicado del DNA para
generar fragmentos pequenos. Todos esto es reemplazado por una incubacién con

nucleasa micrococal (MNasa), que origina mono-nucleosomas que contiene fragmen-
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tos de DNA de 147 pares de bases. En la preparacion de ntucleos se utilizan 2 placas
de 14 centrimetros semi-confluentes por cada tratamiento, y luego de lavar con PBS
se agregan 1,5 ml de tripsina 0,25 % (p/v) a cada placa para levantar las células. A
continuacion se agrega medio completo para inactivar la tripsina y se centrifugan
las células para descartar el sobrenadante y poder congelar el pellet celular a -80°C.

A continuacién se detallan los pasos siguientes:

= Se resuspenden las células de cada tubo en 2 ml de buffer I (0,3 M sacarosa,
60 mM Kel, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,1 mM EGTA, 15 mM Tris-HC] pH
7,5, 0,5 mM DTT, inhibidor de proteasas de Roche)

= Se agregan 2 ml de buffer II (buffer I 4+ 0,4% (v/v) NP40) a cada tubo y se

incuba 10 minutos en hielo, mezclando durante la incubacién

= Se van preparando por cada placa 2 tubos conicos de 15 ml conteniendo 8 ml

de buffer III (buffer I con 1,2 M sacarosa)

= Llegando a los 10 minutos, se depositan cuidadosamente 2 ml de cada suspen-
sion de células sobre el colchon de buffer III, se tapa el tubo y se centriguga

inmediatamente por 30 minutos a maxima velocidad (4°C)

= Se descarta el sobrenadante y se resuspenden los nicleos en 1 ml de buffer de
MNasa (0,32 M sacarosa, 50 mM Tris-HCI pH 7,5, 4 mM MgCl,, 1 mM CaCly,
inhibidor de proteasas) por cada 2 ml de buffer I iniciales. La integridad de

los nicleos puede ser evaluada por observacion al microscopio

= Se agregan 50 unidades de nucleasa micrococal (MNasa - Amersham, solucién
de trabajo 10 U/ul en 50 % (v/v) glicerol) a cada tubo y se incuba a 37°C por
10 minutos. La reaccion se detiene por el agregado de 20 pul de 20 mM EDTA

pH 8, mezclado suave e incubacién en hielo

= Se centrifugan los tubos por 10" a 10000 g (4°C), pasando el sobrenadante a

un eppendorf nuevo
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Se cuantifica la cantidad de DNA en cada muestra por fluorometria utilizando

Quant-iT dsDNA BR (Invitrogen)

Para las inmunoprecipitaciones se utiliza una cantidad de cromatina que
contenga entre 10 y 15 ng de DNA. El volumen se lleva a 1 ml final con buffer
de incubacién (50 mM NaCl; 50 mM Tris-HCl pH 7,5; 5 mM EDTA;
inhibidor de proteasas), se agrega el anticuerpo y se dejan incubando toda la

noche en rotacién en heladera

Se agrega 50 ul de proteina A /G acoplada a agarosa, se deja rotando a 4°C por
otras 4 horas y se centrifuga 3 minutos a 1500 g transfiriendo el sobrenadante

a un tubo nuevo, constituyendo la fracciéon no unida

Se resuspenden las bolitas de agarosa en 1 ml de buffer de lavado A (50 mM
Tris-HCI pH 7,5, 10 mM EDTA, 75 mM NaCl) frio y se incuba en continua

rotacién por 3 minutos a temperatura ambiente

Se centrifuga 3 minutos a 1500 g para decantar la agarosa y se descarta el

sobrenadante

Se repite el procedimiento con buffer de lavado B (50 mM Tris-HCI pH 7,5, 10
mM EDTA, 125 mM NaCl) y buffer de lavado C (50 mM Tris-HC1 pH 7,5, 10
mM EDTA, 175 mM NaCl)

Se eluye la cromatina resuspendiendo las bolitas en 250 ml de buffer de elusion
e incubando 30 minutos con rotacién a temperatura ambiente. Se centrifuga 3
minutos a 250 g y se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo constituyendo

la fraccién unida

Se purifica el AND de las fracciones unidas y no unidas con el kit QIAquick
PCR purification Kit de QIAgen y las muestras estan listas para ser analizadas

por PCR en tiempo real
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Como anticuerpos primarios se utilizaron para esta técnica: 10 pg de anti-H3K9me2
(Upstate 07-441), 10 pg de anti-H3K27me3 (Upstate 07-449) ¢ IgG de conejo
control (Santa Cruz Biotechnology sc-10801).

7.7.2. Western blot contra H3K9me2

Para evaluar el nivel de modificaciones post-traduccionales de histonas a nivel
global, utilizamos la técnica de western blot en las condiciones mencionadas en la
seccién anterior utilizando el anticuerpo anti-H3K9me2 (Upstate 07-441). Previa-
mente a la corrida del gel realizamos un extraccion de ntcleos y citoplasmas para
analizar las distintas fracciones celulares por separado. Los pasos para el fracciona-

miento subcelular se detallan a continuacion:

Crecer células en placa de 15 cm, aspirar medio y lavar las células con PBS

frio

s Agregar 7-10ml de PBS frio, levantar con scraper y pasar a un tubo falcon de

15 ml

= Centrifugar 5 minutos a 1000 g a 4°C y resuspender en 1ml de PBS

= Centrifugar 3 minutos a 1000 g a 4°C y aspirar el PBS

= Resuspender en 200 ul de Buffer A (10 mM HEPES pH 7.9, 10 mM KCl, 1.5
mM MgCly, 0.34 M, sacarosa, 10% (p/v) glicerol, 1 mM DTT, Inhibidores de

proteasas)

» Agregar Tritén X-100 hasta una concentracion final de 0.1 % (v/v) e incubar

en hielo 8 minutos

» Centrifugar 5 minutos a 1300 g. Separar el sobrenadante (S1 - Citoplasma) del
pellet (P1 - Nucleos)
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7.8. FRET

Las células HeLa se cotransfectaron con plasmidos de expresion de las isoformas
de G9a, y un reportero de actividad de metiltransferasa (Lin et al., 2004). Las
células co-transfectadas con el reportero de FRET y un vector vacio se utilizaron
como control para la estimacién del FRET basal. La expresion de las isoformas
se evalué por inmunofluorescencia. Las imédgenes se recogieron en un microscopio
confocal Olympus FV1000 invertido, utilizando un aumento 100X. En cada estado,
se analizaron entre 29 y 41 células, y la relaciéon media de FRET fue calculada
para las células que expresan una isoforma de G9a. Se indica el cambio relativo
de FRET con respecto a la célula control (FRET cambio Ratio = (R Isoforma
FRET - R CONTROL DE FRET) / R CONTROL DE FRET). Se utilizé la prueba
de suma de rangos de Wilcoxon para evaluar si las diferentes poblaciones fueron

estadisticamente diferentes.

7.9. Oligonucledtidos y siRNAs utilizados

7.9.1. PCR semicuantitativa
Splicing del E18 de NCAM

F: ATGGCAGCCCCACCGCAG R: TTTTGTTTGTGTGGCATCGTTG

Splicing del E10 de G9a

F:GAAGAAATGGCGGAAAGACAGC R: CTCTCCATCCACACTCTCTGTG

Splicing del minigen de G9a

F: GGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCG R: GCGAGCTTAGTGATACTTGTGGGCC
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7.9.2. PCR en tiempo real
G9a total

F : CAAGATTGACCGCATCAGCG R: AAGCGGTGAGCTACACGAAA

HSPCB

F: CCAAAAAGCACCTGGAGATCA R: TGTCGGCCTCAGCCTTCT

para nChIP en NCAM

Regién intergénica

F: GCAGCAGAGCATAGCAGAGG R: CAGAATGTAGTCCCAGGCAGTG

Promotor

F: CTCGGCAGTGGCTGGCAAG R: GACGGCGGCGGAGCAATG

Intrém 14

F: AATGTGAGTGCCAGCGAGAG R: GGGTGGTTTGTGGGAATGTTC

Exén 16

F: AACCACAGACCACTTCTTTCCC R: GACAATGAGGATGCCCACAATG

Intrén 16

F: TTCTTCCCACCAGCAGCATC R: TCTCACTCCATCCTTTCTCAGC

Exén 17

F: GAAGCACACAGAGCCCAACG R: GCGACAATCCCTCCTACTCCAC

Intrén 17

F: CGTCTCACAGGAACACCAATC R: AGCCAGAATGAAGAGGACCAG

Exén 18

F: TGCCTTCTGTCACCACCGTCAC R: GGTCTCACTGGTAGGGCTGTT-
CTG

para nChIP en G9a

Promotor

F:GGTGTCTTCCGTGAGTCTCTGTC R: TGTGCCTTTCCCGTTCTGAGC
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Exé6n 3

F:-TGAGGAGACCCTTCCCAAG R: GACGGTGACAGTGACAGAG

Exén 7

F:CCTGGAGGAGTGGGAGAC R:CACCTTGCTGTCAGAGTCC

Intrén 7

F:GTGCCTCCTTCCTATTGCCTGTC R: ATCCTACGCCTCTGCCTCTGG
Intrén 9

F:GCATGTTCACTGTGTAGAC R: CCACACCATTCACTCCTG

Exén 10

F:CAGTGAGTACATGGAGGTTC R: CCTGGTGGCTCCCTGTCC

Intrén 10

F:GGGTGGCTGGGCGGAAAG R:TTAGACAGGAAGAGACAGAGATGATGG
Exén 11

F:CTCTGTCTCTTCCTGTCTAAG R:TGATGCGGTCAATCTTGG

Exén 14

F:CACTGACTCTGCCTAATGG R:AACTCACCTCTCAGACTCC

Exén 22

F:GTGTCAATGGTGTGGATGG R:CAGATGGGTGATGTTGCG

Exén 27

F:CAACATCAGCCGATTCATTAACC R:CAATGCGTGGGAACCGTAG

7.9.3. siRNAs
siG9a
Pool de 4 siRNAs contra G9a: siGENOME Mouse Ehmt2 (110147) siRNA -
SMARTpool, 5nmol M-053728-00-0005
siE10 de G9a

Sentido: CCCAGUGAGUGGAGCUGCCCAGCGAS
Antisentido: UCGCUGGGCAGCUCCACUCACUGGG3
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