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REGULACIÓN “EPIGENÉTICA” DEL SPLICING

ALTERNATIVO DURANTE LA DIFERENCIACIÓN

NEURONAL

Las modificaciones epigenéticas son cruciales para el establecimiento y manteni-

miento de programas de diferenciación celular. Un posible mecanismo de regulación

está 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

elongación de la ARN polimerasa II, aśı como afectar el reclutamiento de diversos

factores y, de esta manera, modular los patrones de splicing alternativo. Aqúı des-

cubrimos el mecanismo por el cual el splicing alternativo de la molécula de adhesión

celular neural (NCAM) es regulado durante la diferenciación neuronal mediante la

estructura cromat́ınica. Por otra parte, nos centramos en la regulación del splicing

alternativo de G9a, la enzima responsable de la dimetilación en lisina 9 de histona

H3 (H3K9me2) en eucromatina de mamı́feros. Demostramos que G9a es necesaria

para la diferenciación de la ĺınea celular neuronal de ratón N2a y que la inclusión de

su exón alternativo (E10) aumenta la localización nuclear de G9a, probablemente

debido a la mayor exposición de una secuencia de localización nuclear cercana. Por

último, mostramos que la isoforma de G9a que incluye el E10 es necesaria para la

diferenciación neuronal y que regula el patrón de splicing alternativo de su propio

ARN mensajero precursor promoviendo una mayor inclusión del E10. Nuestros re-

sultados indican que, mediante el control de su splicing alternativo, G9a promueve

la diferenciación neuronal y gatilla un mecanismo de retroalimentación positiva que

reafirma el compromiso a la diferenciación celular.

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

mat́ınica, diferenciación neuronal, epigenética.

i





“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 II, chromatin struc-

ture, neuronal differentation, epigenetics.
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ABREVIATURAS Y NOMENCLATURA

Abreviaturas

5aC: 5 aza-citidina

ADN: ácido desoxirribonucleico

ADNc: ácido desoxirribonucleico copia

AR: ácido retinoico

RNA: ácido ribonucleico

RNAm: ácido ribonucleico mensajero

BIX: BIX-01294

DMSO: dimetil-sulfóxido

dNTPs: desoxi-ribonucleósidos-trifosfato (dATP, dCTP, dTTP, dGTP)

E10: exón 10 de G9a

E18: exón 18 de NCAM

G9a: Eukaryotic histone methyl-transferase protein type 2

GLP: G9a-like protein

NCAM: Neural cell adhesion molecule

nChIP: inmunoprecipitación nativa de la cromatina

nt: nucleótidos

pb: pares de bases

xiii



PCR: reacción en cadena de la polimerasa

pre-RNAm o pre-mRNA: RNA mensajero precursor

RNAPII: RNA polimerasa II

RNA-seq: Secuenciación de RNA

RT: retrotranscripción

TSA: tricostatina A

Nomenclatura

La nomenclatura común para las modificaciones de las histonas es:

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

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

letra

c. La posición que ocupa el aminoácido modificado desde el extremo N-terminal

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

e. En el caso de las metilaciones, representa el número de grupos metilo anñdi-

dos (1: monometilación, 2: dimetilación, 3: trimetilación)

Por ejemplo:

H3(a)K(b)9(c)me(d)2(e)

denota una dimetilacion de la lisina nueve de la histona H3.
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6.2. Regulación epigenética del splicing alternativo de G9a durante la di-

ferenciación neuronal . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 83

7. Materiales y Métodos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

7.1. Cultivos celulares y tratamientos . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 85

7.1.1. Cultivos celulares y diferenciación neuronal . . . . . . . . . . . 85

7.1.2. Tratamientos celulares con inhibidores farmacológicos . . . . . 86

7.1.3. Transfección transitoria de células . . . . . . . . . . . . . . . . 87

7.2. Animales . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . . 87

7.3. Vectores utilizados y preparación de plásmidos . . . . . . . . . . . . . 88
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1. INTRODUCCIÓN

Los distintos tipos de células que se encuentran en organismos multicelulares

muestran grandes diferencias en el fenotipo, la función y la respuesta a est́ımulos

externos. Sin embargo, todos derivan de la misma célula cigótica y comparten un

material genético idéntico. Esta diversidad surge como resultado de un proceso de

diferenciación muy complejo que requiere la activación e inactivación de diversos

programas transcripcionales. Además de conjuntos espećıficos de factores de trans-

cripción, se ha hecho evidente que los mecanismos epigenéticos son cŕıticos tanto

para la creación de programas de diferenciación 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 v́ıas moleculares que modulan la expresión del genotipo dando lugar a

un determinado fenotipo. Sin embargo, con el transcurso de los años, la definición se

fue diversificando y en este momento resulta necesario aclarar a qué nos referimos

con “epigenética”. El uso actual más extendido de la palabra hace mención al estu-

dio de los cambios heredables y transitorios en la expresión génica que no implican

un cambio en la secuencia primaria de DNA [2]. En este trabajo tomaremos una

definición 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 expresión génica sin alterar

la secuencia del DNA, independientemente de si hay prueba de que sean cambios

heredables. A continuación, se introducirán los conceptos fundamentales necesarios

para comprender este trabajo de investigación centrándonos principalmente en la

definición y presentación de los antecedentes de los temas fundamentales. Introdu-

ciremos las bases de las modificaciones epigenéticas abarcando las modificaciones

post-traduccionales de histonas, la regulación del splicing alternativo y su relación

1
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con la estructura de la cromatina. Pondremos estos temas en contexto con la pre-

sentación 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 espećıficamente ordenado. El primer

nivel de compactación es la formación de nucleosomas. Un nucleosoma está formado

por un octámero de histonas compuesto por un tetrámero de histonas H3 y H4,

flanqueado por dos d́ımeros de histonas H2A y H2B sobre el cual se enrollan 146

pares de bases de DNA. Las histonas son pequeñas protéınas básicas que poseen una

región central altamente estructurada que forma el corazón 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 porción amino terminal de

las histonas debido a su importancia en el control de la expresión génica.

Siguiendo con los niveles de compactación que adopta el DNA, durante mucho

tiempo se aseguró que los nucleosomas se empaquetan en fibras de 30 nm de diáme-

tro. Sin embargo, trabajos más recientes cuestionaron la existencia de esta organi-

zación in vivo y propusieron que las fibras de nucleosomas existen como poĺımeros

desordenados [3]. Śı se acepta que el DNA alcanza el máximo grado de compactación

formando cromosomas. Es posible distinguir dos tipos diferentes de cromatina según

el grado de empaquetamiento: zonas de eucromatina que corresponden a regiones

menos compactadas, y zonas de heterocromatina, o sea, regiones de elevada compac-

tación. Dichos niveles de compactación afectan el grado de exposición del DNA a las

maquinarias de transcripción, replicación, reparación y diferentes procesos biológi-

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 están asociadas a una transcripción 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 cristalográfica de un nucleosoma. La estructura cristalográfica de

un octámero de histonas (PDB: 1AQI) muestra cómo se ensamblan dos histonas H3 (azul)

con dos histonas H4 (naranja) con dos d́ımeros de histonas H2A (rojo) y H2B (verde).

La estructura desordenada de las colas de histonas sobresale por fuera de la estructura

dejándolas expuestas a diferentes maquinarias biológicas.

1.1.1. Modificaciones de histonas

Sobre la base de las diversas modificaciones qúımicas descriptas que pueden

sufrir las histonas, se ha postulado la existencia de un código de histonas según

las consecuencias de cada modificación. Estas alteraciones constituyen otro nivel

de regulación y la combinación 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 región de aproximadamente 40 aminoácidos

sin estructura tridimensional definida [4] que resulta una herramienta fundamental

para el almacenamiento de información y una superficie expuesta que facilita la

interacción con otras protéınas [4, 5]. Existen diversos tipos de modificaciones de

histonas entre los que se encuentran la acetilación, la metilación y la fosforilación.
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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.

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 código de una letra, mientras que

A hace referencia a una posible acetilación, M a una posible metilación y P a una posible

fosforilación.

Se estudió extensamente cómo estas modificaciones covalentes pueden afectar

procesos fundamentales como la estructura de la cromatina y la expresión génica.

Por un lado se ha propuesto que las modificaciones de histonas pueden alterar las

interacciones electrostáticas entre el DNA y los residuos de la cola de histonas [6]

y aśı variar el grado de compactación de la cromatina [7, 8]. Las interacciones que

se dan entre el DNA ácido y los residuos básicos de las histonas se podŕıan 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 podŕıan

servir como plataforma de señalización para el reclutamiento de diversas protéınas

responsables del cambio en la compactación entre otros procesos [9]. Actualmente, se

sabe también que distintos patrones de modificaciones actúan secuencialmente, o en

combinación y son léıdos por otras protéınas [10]. Los ”lectores”del código actuaŕıan

como intérpretes y podŕıan ser, en parte, responsables de los cambios en la estructura

de la cromatina [11]. De este modo, la modificación covalente de las colas de histonas
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resultó ser un punto de convergencia de múltiples v́ıas de señalización y es una forma

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

Una de las modificaciones más estudiadas es la metilación de histonas en lisinas

o argininas. Distintas lisinas metiladas se asocian a distintos procesos, y el nivel

de metilación (mono-, di- o tri-metilación) afecta el reconocimiento de la marca.

Distintas metilaciones pueden estar involucradas tanto en la activación como en la

represión de la transcripción (Figura 1.3). Una de las funciones clásicas en las que

participa la metilación de histonas es en la formación de heterocromatina. La hete-

rocromatina se distingue en constitutiva y facultativa según la reversibilidad de las

marcas epigenéticas que la constituyen. Las zonas que adquieren una organización

de heterocromatina facultativa dependen del tipo celular y del momento del desa-

rrollo, son reversibles y están 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 más estables que

las encontradas en la facultativa, ambas comparten importantes propiedades como

la represión transcripcional mediada por una hipoacetilación y una hipermetilación

tanto de las histonas como del DNA. En metazoos, se encuentra un enriquecimien-

to particular de la tri-metilación 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-metilación de H3(H3K9me1 y H3K9me2) [14]. De esta manera, en zonas eu-

cromáticas, la inactivación génica se asocia a altos niveles de H3K9me2 junto con

una elevada tri-metilación en lisina 27 (H3K27me3) [14, 15]. En cuanto a genes acti-

vos, las marcas más comúnmente asociadas son la di- y tri-metilación en lisina 4 de

histona H3 y la tri-metilación en lisina K36 de histona H3; la primera se encuentra

en las regiones más proximales al promotor, mientras que la última crece a medida

que nos alejamos del mismo y es alta en las regiones distales del gen [16].
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Fig. 1.3: Significado de modificaciones post-traduccionales de la histona H3. Se mues-

tran las consecuencias esperadas de algunas t́ıpicas modificaciones covalentes que puede

sufrir la histona H3

1.1.2. Combinación 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

combinación de marcas y su regulación conjunta puede ocurrir a través de múltiples

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 modificación sea dependiente de otra, como en el caso de la metilación

en H3K4 y H3K79 que dependen de la previa ubicitinación de H2BK123 en Sac-

charomyces cerevisiae [17]. Más aun, la unión de una protéına a una modificación

particular puede ser interrumpida por una modificación adyacente. Este es el caso

de HP1 cuya unión a H3K9me2 y H3K9me3 se ve interrumpida durante la mitosis

debido a la fosforilación de H3S10 [18]. También existe la cooperación entre modifi-

caciones con el fin de reclutar eficientemente factores espećıficos. Por ejemplo, PHF8
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se une espećıficamente a H3K4me3, y esta interacción es más fuerte cuando H3K9

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

La identificación de las enzimas responsables de las modificaciones en las histonas

ha sido el foco de intensa actividad durante los últimos años y se han caracterizado

las enzimas responsables de las principales modificaciones conocidas en distintas es-

pecies. Se sabe que la mayoŕıa de las modificaciones son dinámicas 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

cromat́ınicas más conocidas. La caracterización bioqúımica y estructural de las enzi-

mas modificadoras de histonas ha producido importantes avances en sus respectivos

mecanismos cataĺıticos y ha sido de fundamental importancia para comprender las

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

Enzimas 

responsables 

Actividad 

transcripcional 

asociada 

Distribución 

génica relativa 

H3/H4Ac  HAT1, CBP/p300, 

PCAF/GCN5, TIP60 

Activación  Promotores de genes activos 

H3K27me3 EZH2 Represión  Loci inactivos 

H3K9me2, me3  Suv39h, G9a,  

Eu-HMTase I, ESET, 

SETBD1 

Represión  Loci inactivos y en regiones 

intragénicas de genes activos 

H3K4me3  MLL/WRD5, SET1, 

ASH1 

Activación Promotores  y regiones  5´ de 

genes activos 

H3K36me3  HYPB, SMYD2, 

NSD1 

Represión de la 

iniciación interna.  

Intragénica, aumento hacia 

el  3´ de genes activos 

H3K79me1  Dot1 Activación  Regiones intragénicas de 

genes activos 

Fig. 1.4: Enzimas responsables de marcas de histonas. Se muestran algunas de las

modificación de histonas t́ıpicas junto con su papel en la actividad transcripcional y su

distribución génica relativa. Para cada marca, se informan las enzimas responsables. To-

mado de [22].
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1.2. La regulación del splicing alternativo

El splicing es el proceso de eliminación de intrones del pre-mRNA y unión de

exones que media la expresión de la mayoŕıa 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 múltiples isoformas de RNAm par-

tiendo de un único gen. Se cree que el splicing alternativo es uno de los mecanismso

principales por el cual se logró la expansión de transcriptomas y proteomas en eu-

cariotas multicelulares, lo cual permite su complejidad fenot́ıpica [23, 24]. Se estima

que el splicing alternativo afecta a casi el 95 por ciento de los genes humanos, y

se sabe que es más la regla que una excepción [25]. Más aún, se ha descripto que

más del 60 por ciento de eventos de splicing alternativo en humanos están regula-

dos diferencialmente entre distintos tejidos [26] y es esperable que sean modulados

espećıficamente en todas las etapas de desarrollo.

El splicing alternativo no sólo es la fuente más importante de diversidad de RNA

mensajeros y protéınas sino que además, contribuye en gran medida a los patrones

de expresión espećıficas de tejido y de especie en eucariotas multicelulares [27–29].

El splicing alternativo desempeña un papel fundamental en diversos procesos nor-

males y patológicos, incluyendo la proliferación y diferenciación celular, aśı como

el cáncer y numerosas enfermedades [30–32]. El compromiso a sufrir splicing de los

pre-mRNA se produce generalmente de forma cotranscripcional, pero la reacción de

splicing en śı misma puede ocurrir tanto co- como post-transcripcionalmente [33].

Un trabajo muy reciente, utiliza estrategias de RNA-seq de molécula única 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 determinó directamente

el progreso de la catálisis del splicing como una función de la posición de la RNAPII

en levaduras y se demostró que el splicing se completa al 50% cuando la RNAPII se

encuentra 45 nt ŕıo abajo del extremo 3’ del intrón recién sintetizado. Este tipo de

estudios favorecen la visión de que la comprensión del tiempo que transcurre entre

la progresión de la RNAPII y el splicing proporciona conocimientos sobre los meca-
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nismos operantes en la regulación de la expresión génica. Esta cotranscripcionalidad

permite interacciones entre los mecanismos de transcripción y splicing [29].

La regulación del splicing alternativo no sólo depende de la interacción de fac-

tores de splicing , factores de transcripción y elementos regulatorios sino también

de diversas señales extracelulares e intracelulares. Por otra parte, al igual que otras

reacciones de procesamiento de pre-mRNA, el splicing está 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 transcripción puede dar lugar

a diferentes opciones de splicing en función de la estructura de la cromatina. Por

lo tanto, la regulación 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 elongación de la RNA polimerasa II (RNAPII) [22, 35].

1.2.1. Generación y procesamiento de RNAm en los orga-

nismos eucariotas

El término intrón se refiere a secuencias no codificantes que no se incluyen en

el RNAm maduro. En contraposición, los exones se refieren a las secuencias que

permanecen una vez que los intrones se han eliminado. La mayoŕıa 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 interpretación es más 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 exónicas.

La enzima responsable de la transcripción del RNAm es la RNAPII. La transcrip-

ción se inicia en el nucleótido +1 identificado por ser el primer nucleótido sintetizado

y termina ŕıo abajo del sitio de corte y poliadenilación. El RNA precursor es reco-

nocido por una part́ıcula llamada spliceosoma, que tiene sitios espećıficos de unión

en cada uno de los intrones a ser eliminados. El spliceosoma consiste en una me-

gapart́ıcula ribonucleoproteica que comprende cinco ribonucleoprotéınas nucleares

pequeñas (U1, U2, U4, U5 y U6 snRNPs) y un conjunto de protéınas auxiliares.
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Es una estructura muy dinámica; la variación de su conformación y la composición

permite precisión y flexibilidad al mismo tiempo.

Secuencias cortas altamente conservadas en el sitio de splicing (ss) 5’, 3’ y en

el sitio de ramificación en el RNAm recién sintetizado contribuyen al reconocimien-

to por el spliceosoma y a la definición entre exones e intrones. En los eucariotas

más complejos, el sitio de ramificación es seguido por otro sitio de reconocimiento

conocido como trecho de polipirimidinas. En la primera etapa U1 es reclutado al

sitio 5’ss mientras que los factores auxiliares SF1 y U2AF interactúan con el sitio de

ramificación y el tracto de polipirimidina, respectivamente. Después, U2 reconoce el

sitio de ramificación y, posteriormente, U4/U6 con U5 son reclutados (Figura 1.5).

Algunos reordenamientos en las interacciones RNA-RNA y RNA-protéına provo-

can una desestabilización de los snRNPs U1 y U4, dando lugar a la forma activada

del spliceosoma [36]. A continuación, el spliceosoma activado elimina intrones del

pre-mRNA por dos reacciones de transesterificación consecutiva y es liberado, diso-

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

1.2.2. Splicing cotranscripcional

Durante las últimas décadas se hizo evidente que las interacciones funcionales y

f́ısicas entre las maquinarias de transcripción y de splicing constituyen un nuevo nivel

de regulación del splicing alternativo. Uno de los trabajos fundacionales del campo

demostró 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

transcripción 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 transcripción, como también una vez que se haya completado. Se cree

que algunos intrones podŕıan ser procesados cotranscripcionalmente, mientras que

otros podŕıan serlo de forma post-transcripcional y no se sabe si el mismo intrón

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 intrón. Se aclaran los sitios 3’ y 5’ de splicing y el sitio de ramificación con

sus secuencias consenso. Se muestran los distintos factores que participan en el reconoci-

miento de dichas secuencias y cómo secuencialmente se forman los diferentes complejos

con funciones en el proceso de splicing.

Con el fin de explicar la influencia de la transcripción sobre el splicing alternativo,

dos modelos posibles, que no son excluyentes y podŕıan actuar en conjunto, han sido

propuestos [38].

El modelo de reclutamiento

Este modelo plantea que la maquinaria transcripcional podŕıa reclutar factores de

splicing o coactivadores transcripcionales con funciones regulatorias del splicing al

RNAm nasciente. Este reclutamiento podŕıa darse en forma diferencial en distintos

contextos celulares, dando aśı 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 regulación es dependiente de su reclutamiento al promotor [39–41]. Uno de los

casos más extensamente estudiados corresponde al efecto dependiente del dominio

C-terminal de la RNAPII (CTD) de la protéına SRp20 sobre el splicing alternativo

del exón EDI del gen de fibronectina [42].

El modelo cinético

El modelo cinético plantea que la velocidad de elongación 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 śıntesis del RNA

puede regular el splicing y afectar la competencia de sitios de splicing débiles contra

sitios fuertes [43] o la aparición de elementos regulatorios [44].

Un ejemplo t́ıpico lo constituye un caso en el que el sitio 3’ de splicing del intrón

ŕıo arriba de un exón alternativo es más débil en comparación con el sitio 3’ del

intrón ŕıo abajo. Una RNAPII rápida o sin pausas expondŕıa ambos sitios 3’ a los

componentes del spliceosoma casi al mismo tiempo, dando lugar a una competencia

entre ellos. Esta competencia privilegiará el uso del sitio más fuerte. Por el contrario,

una RNAPII más lenta o con pausas durante la transcripción, daŕıa más tiempo al

sitio 3’ débil para ser reconocido por el spliceosoma antes de que el sitio fuerte sea

transcripto, y aśı generaŕıa que el intrón ŕıo arriba se comprometa a ser procesado

(Figura 1.6).

La primera demostración directa de que la elongación de la transcripción afecta

el splicing alternativo en células humanas fue proporcionada por el uso de una forma

mutante de la RNAPII con una mutación puntual que confiere a la enzima una ve-

locidad menor. La RNAPII lenta estimuló la inclusión del exón EDI de fibronectina,

confirmando la correlación inversa entre la tasa de elongación y la inclusión de este

exón alternativo [45].

La conexión entre la tasa de elongación de la RNAPII, la maquinaria de splicing
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Fig. 1.6: El modelo cinético de acoplamiento funcional entre transcripción y splicing

alternativo. El esquema muestra el modelo más simple propuesto para explicar por qué

la tasa de elongación puede favorecer la inclusión de un exón alternativo con un sitio de

splicing débil.

y el reclutamiento de factores se fue haciendo cada vez más evidente. Estudios más

recientes a nivel de genoma completo mostraron que tanto la elongación lenta como

la elongación rápida de la RNAPII afecta el splicing constitutivo al igual que el al-

ternativo [46]. Según cómo responden a la velocidad de elongación, se diferenciaron

distintos tipos de eventos de splicing. Los autores analizaron que los exones alterna-

tivos cuya inclusión se favorece con una elongación lenta y se desfavorece con una

rápida (tipo I) tienen sitios de splicing más débiles e intrones flanqueantes más cor-

tos, en relación a los exones cuya inclusión se desfavorece con una elongación rápida

(tipo II). Inesperadamente, este trabajo analiza que la velocidad lenta y rápida de la

RNAPII puede aumentar tanto como disminuir la inclusión de exones alternativos.
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Estos resultados sugieren que se requiere una tasa óptima de elongación 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

elongación de la RNAPII, la comprensión de las alteraciones de la velocidad de la

RNAPII resulta fundamental. Por un lado, se sabe que la actividad intŕınseca de la

RNAPII puede influir en su propia tasa de elongación. Ejemplos de esta regulación

se enfocan en el estado de fosforilación de la CTD y la asociación con factores de

elongación. Por otra parte, la regulación de la tasa de elongación de la RNAPII

podŕıa estar determinada por el molde de la transcripción, 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 relajación de la cromatina generen

un aumento en la tasa de elongación de la RNAPII y esto traiga aparejado una

menor inclusión de exones alternativos, siguiendo el modelo cinético. Esta idea fue

demostrada utilizando la despolarización de membrana de células N2a con altas

concentraciones de KCl [47]. Los autores muestran que la presencia de metilación

de histonas (H3K9me) en el cuerpo del gen NCAM y alrededor del exón alternativo

18 (E18), correlacionan con un aumento en la expresión de la isoforma de inclusión

del E18 y con el reclutamiento de la protéına HP1. Proponen que la despolarización

con KCl provoca una hiperacetilación, que genera una relajación de la estructura

cromat́ınica con un aumento de la tasa de elongación de la RNAPII y provoca una

disminución de la isoforma de inclusión del E18 (Figura 1.7).

Por otra parte, se sabe que cambios en la estructura de la cromatina debidos

a la organización de los nucleosomas afectan el proceso de transcripción. Trabajos

recientes se enfocaron en el posicionamiento de nucleosomas a nivel global y mos-
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Fig. 1.7: Modelos de regulación de splicing alternativo a través de la estructura de

la cromatina. La acetilación de histonas intragénica induce la relajación de la cromatina

favoreciendo una alta tasa de elongación de la RNA polimerasa II (RNAPII) e induce

la exclusión del exón alternativo. Por el contrario, la metilación intragénica induce la

compactación de la cromatina por el reclutamiento de HP1, y en consecuencia, la tasa de

elongación de la RNAPII disminuye favoreciendo la inclusión del exón alternativo.

traron cómo un gran número de nucleosomas no están 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 comparación

con exones alternativos [49]. Estos resultados sugieren que el posicionamiento de los

nucleosomas podŕıa influir sobre la tasa de elongación de la RNAPII mediante la

creación de pausas internas durante la transcripción.

En la última década se ha acumulado gran cantidad de evidencia demostrando

la existencia de múltiples enlaces funcionales entre la estructura de la cromatina y el

splicing de pre-mRNA [35, 50]. Los primeros trabajos, con virus y plásmidos [51, 52],

y los más recientes, con genes endógenos muestran que distintas marcas de histonas



16

intragénicas se distribuyen de forma asimétrica entre los exones e intrones [53] y

modulan las decisiones de splicing alternativo [47, 54–56]. Además de los cambios

en las propiedades de elongación 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 transcripción [50, 57, 58]. Un ejemplo lo cons-

tituye un análisis comparativo entre las marcas de la cromatina y los patrones de

splicing alternativo de genes con secuencias de unión a PTB (protéına de unión al

trecho de polipirimidinas) [50, 59]. El trabajo reveló que los genes dependientes de

PTB están enriquecidos en H3K36me3 y desprovistos de H3K4me3 en las regiones de

splicing alternativo. Se postula que la cromatina crea una plataforma para la unión

de PTB al RNA a través del adaptador MRG15. Los altos niveles de H3K36me3

promueven la unión 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 adaptación 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 migración, remodelación, crecimiento, e incluso eliminación de

sinapsis y muerte celular programada. Las células neurales adultas deben no sólo

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 patoloǵıas 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 regulación del splicing alternativo por el reclutamiento del fac-

tor PTB a las marcas de histonas descriptas por [50]. La unión 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 unión de

PTB está desfavorecida y se promueve la inclusión del exón alternativo. A la inversa, cuan-

do los niveles intragénicos de H3K36me3 son altos y H3K4me3 son bajos (panel derecho),

se favorece la unión de PTB a la cromatina y disminuye la inclusión del exón alternativo.

a una hipoacetilación generalizada en ratones mutantes para la protéına de unión 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 expresión

génica en cualquier tejido y especialmente durante la diferenciación celular, diversos

trabajos remarcan la necesidad de su correcta regulación en el sistema nervioso.

Por ejemplo, el balance entre acetilación y desacetilación de histonas es importante

para la correcta progresión de linaje durante la diferenciación de los precursores
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neuronales, dado que drogas que inhiben la acetilación favorecen la diferenciación a

linajes no neurales [67]. Más aún, recientemente se demostró que la demetilación de

histonas juega un papel crucial en el control de la expresión de programas génicos

espećıficos en neuronas [68].

1.4.2. Splicing alternativo en el sistema nervioso

Si bien la regulación del splicing alternativo es muy variable entre las especies

y su frecuencia aumenta con la complejidad de los organismos, diversos análisis de

perfiles de transcripción a gran escala revelaron que el splicing alternativo está par-

ticularmente extendido en el sistema nervioso de vertebrados [27, 69]. Más aún, los

eventos de splicing detectados en el cerebro de mamı́feros están mayormente con-

servados que los detectados en otros tejidos, lo que sugiere que de forma frecuente

presenten funciones más conservadas [70]. Se sabe que la regulación dinámica del

splicing alternativo en el sistema nervioso es cŕıtica para la modulación de las inter-

acciones protéına-protéına, para las redes de transcripción, y múltiples 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 cŕıticos para la

transición 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

espećıficas de splicing alternativo sobre la diferenciación neuronal, morfoloǵıa, ma-

duración y actividad de las neuronas, aún queda mucho por entender. Recientemente

se ha demostrado la funcionalidad de distintas variantes neuronales de splicing al-

ternativo. Por ejemplo, la expresión de la isoforma neuronal del gen Disable-1, es

necesaria para rescatar los defectos en la migración neuronal que se observan en la

corteza cerebral de ratones knock-out para Nova2 (ant́ıgeno ventral neuro-oncológico

2) [71]. Por otra parte, se reportó que la expresión de una isoforma del gen Unc13

que incluye un microexón de 6-nucleótidos es la única capaz de estimular significati-

vamente el crecimiento de neuritas y rescatar defectos fenot́ıpicos relacionados [72].
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Sin embargo, la medida en que otros eventos de splicing alternativo espećıficamente

neuronales son cruciales para las funciones del sistema nervioso continúa siendo una

importante cuestión pendiente.

1.4.3. Ĺıneas celulares neuronales como modelo de estudio

Si bien es imposible establecer en cultivo un modelo de trabajo con la complejidad

caracteŕıstica del sistema nervioso in vivo, diversas ĺıneas celulares se han utilizado

en el estudio de las propiedades neuronales. En particular, Neuro-2a (N2a) es una

ĺınea celular de neuroblastoma murino de rápido crecimiento y fácil manejo. Es

posible diferenciar las N2a a células que tienen muchas propiedades neuronales,

incluyendo la formación de neurofilamentos, en tan solo unos d́ıas de cultivo. Las N2a

se han utilizado para estudiar distintos procesos desde neurotoxicidad y enfermedad

de Alzheimer hasta la diferenciación neuronal y el crecimiento axonal.

Apenas establecida la ĺınea celular, se estudió que las células N2a expresaban

propiedades de células gliales y neuronales [73]. Distintos métodos se han utilizado

para inducir la diferenciación en esta ĺınea celular, pero la mayoŕıa de los tratamien-

tos reportados no proporcionan información sobre los tipos neuronales obtenidos.

En un trabajo que estudia la diferenciación de N2a en neuronas dopaminérgicas,

los autores demuestran que las células N2a indiferenciadas expresan bajos niveles

del factor relacionado-Nurr 1 (Nurr1), de tirosina hidroxilasa (TH) y de dopamina.

El tratamiento con dibutiril monofosfato de adenosina ćıclico (dbcAMP) induce la

diferenciación 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-

ferenciación neuronal como el ácido retinoico (AR) [74]. Más aún, mientras que la

diferenciación con dbcAMP estimula el crecimiento de un largo proceso bipolar o

monopolar similar a un axón, la diferenciación con AR estimula la extensión de

una red muy ramificada de neuritas que expresan el marcador MAP2 (protéına 2

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

Por otra parte, contribuyendo a la versatilidad de este tipo celular, se demostró
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que las células N2a pueden adquirir propiedades de motoneuronas luego de la di-

ferenciación [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 electrofisioloǵıa dado que

por su forma esférica y baja densidad de los canales NaV, las N2a sin diferenciar

permiten un mejor control de variables en comparación con neuronas primarias [78].

Más aún, se ha detectado el disparo de potenciales de acción de células N2a en

cultivo a partir de la inyección de una corriente negativa constante y se determinó

qué agentes aumentan la excitabilidad de las N2a haciendo más negativo el umbral

de disparo del potencial de acción [78].

Se acepta actualmente que tanto las células N2a en cultivo como las neuro-

nas primarias pueden diferenciar procesos neuŕıticos con propiedades dendŕıticas en

términos de morfoloǵıa y distribución 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 ĺınea celular y otras

como un modelo de estudio en el que simulamos los mecanismos que podŕıan estar

sucediendo en el sistema nervioso.

1.5. El splicing alternativo del exón 18 de NCAM

1.5.1. La protéına NCAM

La molécula de adhesión celular neural (NCAM) es un miembro de la super-

familia de inmunoglobulinas implicado en el reconocimiento celular y la adhesión

célula-célula a través de interacciones homof́ılicas. NCAM se destaca de los otros

miembros de la familia, ya que se ha descripto su implicancia en la migración celular,

la sinaptogénesis, la formación de la memoria entre otras funciones fundamentales.

NCAM se identificó por primera vez como una glicoprotéına de superficie celular

[79]. Originalmente se la describió como una molécula de adhesión celular de retina

de embriones de pollo debido a su papel en la formación inicial de uniones célula-
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célula durante la agregación de células de la retina embrionarias [80]. Sin embargo,

con el tiempo se estableció 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 expresión de NCAM en la superficie de la

mayoŕıa de las células del sistema nervioso central y periférico, aśı como también

en corazón, gónadas y músculo [81]. La protéına es sintetizada en el ret́ıculo en-

doplásmico como una glicoprotéına, y antes de llegar a membrana es modificada en

el aparato de Golgi, principalmente debido a la adición de varios residuos de áci-

do siálico. Además, la protéına NCAM sufre otras alteraciones post-traduccionales

que regulan su actividad, como extensivas fosforilaciones en serina y treonina, O-

y N- glicosilación, sulfatación y palmitoilación [82]. Un gran número de evidencias

muestra que las moléculas de adhesión en general y NCAM en particular participan

tanto en el establecimiento de sinapsis en forma dependiente de actividad, como en

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

de aprendizaje [83, 84].

1.5.2. La regulación del splicing alternativo de NCAM

NCAM es producido por un solo gen que contiene 20 exones principales más

6 pequeños exones adicionales en ratón. 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 más comunes

se conocen de acuerdo a su peso molecular aparente (NCAM 180, NCAM 140 y

NCAM 120). NCAM 180 es una protéına de un único paso transmembrana generada

a partir de la expresión de los exones 1 a 19 con la exclusión del exón 15. NCAM 140

se diferencia de NCAM 180 únicamente en la ausencia del exón 18, lo cual produce

un acortamiento del dominio citoplásmico. Por otro lado, NCAM 120 resulta de la

transcripción de los primeros 15 exones. La inclusión del exón 15 en NCAM 120

provoca la aparición de un sitio de poliadenilación alternativo generando la ausencia
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total del dominio citoplásmico en la protéına madura (Figura 1.9). A pesar de no

tener un péptido hidrofóbico, NCAM 120 puede estar ligada a la superficie celular

por un glicosilfosfatidilinositol intermedio [86].

Fig. 1.9: Arquitectura de dominios y topoloǵıa de las tres principales isoformas de

NCAM. Se muestran los principales dominios y la ubicación en la membrana plasmática

de NCAM 120, NCAM 140 y NCAM 180.

Por otra parte, más grados de variabilidad se añaden cuando un exón de 30

nucleótidos se incluye entre los exones 7 y 8. Cuando la secuencia codificada por este

exón está presente en la protéına madura puede cambiar las propiedades de unión

de la molécula. Por último, hay 4 pequeños exones localizados entre los exones 12 y

13 que pueden dar lugar a diferentes combinaciones que codifican una región en la

porción extracelular de la molécula conocida como el dominio espećıfico de músculo

[87]. Cuando uno de estos pequeños exones que contienen un codón de terminación

está incluido en la isoforma madura da lugar a una forma secretada trunca de la

protéına [88].

Durante la diferenciación neuronal, el patrón de splicing alternativo de NCAM
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cambia favoreciendo la expresión de NCAM 180 y reduciendo la expresión de NCAM

140 (Figura 1.10). En consecuencia, NCAM 140 resulta más abundante en precur-

sores neuronales y se distribuye homogéneamente en la membrana celular donde

favorece activamente el crecimiento de neuritas; mientras que NCAM 180, espećıfica

de neuronas maduras, está 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 modulación del patrón de splicing alternativo de NCAM durante

la diferenciación neuronal tiene importantes consecuencias funcionales y sugiere la

utilización de NCAM 180 como un marcador para las células neuronales maduras.

Fig. 1.10: Patrones de splicing alternativo de NCAM durante la diferenciación 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 inclusión del exón alternativo 18 que codifica para una región del dominio

citoplasmático de la protéına.

El ratón knock-out espećıfico de la isoforma NCAM 180 provoca defectos en

el desarrollo del sistema nervioso central, siendo el más evidente un subdesarrollo

del bulbo olfatorio, probablemente ocasionado por un problema en la migración de

las células precursoras [91]. Además, se detectan efectos más sutiles en otras áreas

como cerebelo, retina e hipocampo, y problemas en la formación y función 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 EHMT2 por euchromatic histone lysine N- methyl-

transferase 2, es la enzima responsable de la mono- y di-metilación en lisina 9 de la

histona H3 (H3K9me1 y H3K9me2) en mamı́feros. Como metiltransferasa, no sólo

cataliza el agregado de grupos metilo en H3 sino que se han encontrado numerosas

protéınas que son posibles blanco de su actividad. Se sabe que mayormente reconoce

secuencias ricas en lisina-arginina [93] y se descubrieron como protéınas blanco de

G9a tanto a CDYL1, WIZ y ACINUS como a la misma G9a susceptible de auto-

metilación. Su función y bioqúımica han sido detalladamente estudiadas y se han

desarrollado diversos inhibidores farmacológicos de su actividad [94]. Se sabe que

la pérdida de su función produce una disminución global en los niveles de H3K9me

y la interrupción del gen es letal en estad́ıo embrionario [95, 96]. Primeramente

descripta como un oncogén por su función en la tumorigénesis, G9a se encuentra

sobre-expresada en varios tipos de cáncer [97]. La relación entre la sobreexpresión de

G9a y el comportamiento metastásico ha sido vastamente estudiada. Tal es aśı que

recientemente se ha sugerido a la sobreexpresión de G9a como un biomarcador de

mal pronóstico en pacientes con melanoma [98]. Por otra parte, se ha caracterizado

a G9a como la enzima responsable de la metilación en lisina 373 del gen supresor

tumoral p53 posicionando a G9a como un putativo blanco terapéutico [99]. Más aun,

recientes evidencias de la implicancia de G9a en la represión de la expresión de genes

supresores de tumores [97, 100] han impulsado el desarrollo de tratamientos quimio-

terapéuticos. En un principio se describió a la enzima Suv39h1 como responsable

de la metilación de lisina 9 de histona H3. Sin embargo, investigaciones posteriores

con ratones deficientes de G9a y Suv39h1 demostraron que mientras la última es

crucial para la trimetilación en lisina 9 de histona H3 en zonas pericentroméricas

heterocromatinizadas, G9a es la principal responsable de la mono- y dimetilación

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 está involucrada en la trimetilación de lisina 9 de histona

H3 [102] y recientemente se demostró que podŕıa estar involucrada en la metilación

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 actúa formando un heterod́ımero con la que se conoce como su

molécula acompañante, 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 incorporación de grupos metilo de forma independiente, se sabe que

dentro de la célula actúan en conjunto [96]. G9a no solo forma un heterod́ımero con

GLP, sino que se ha descripto la interacción entre G9a y Wiz, una molécula que con-

tiene numerosos motivos conocidos como dedos de zinc habitualmente relacionados

con interacciones al DNA. Tanto la depleción de GLP como de Wiz produce una

concomitante reducción de los niveles proteicos de G9a [96, 106]. Se ha propuesto

que si bien Wiz puede reconocer tanto homod́ımeros de G9a y GLP, interacciona

más establemente con el heterod́ımero formado por G9a y GLP ya unidas [94]. En

un trabajo reciente se demostró que tanto ZNF644, otra protéına de unión 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

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

1.6.3. G9a en diferenciación celular y sistema nervioso

G9a ha sido implicada en la diferenciación de una gran variedad de tipos de

células y tejidos. Se sabe que G9a es esencial para la diferenciación y el crecimiento

de tenocitos, ya que en ratones knock-out para G9a la expresión de varios facto-

res de transcripción tendón-espećıficos son suprimidos [108]. Más aún, se describió

que G9a coopera con Sharp-1, un potente represor de la diferenciación del múscu-

lo esquelético, en la metilación 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 interactúa con el dominio de activación transcripcional

(TAD) de G9a, mientras que el C-terminal de WIZ interactúa con el TAD de GLP

la diferenciación de monocitos [110] y células T helper [111]. G9a se requiere para

la formación de tejido adiposo marrón en detrimento de la especificación del linaje

muscular [112] y ratones deficientes en G9a y GLP mostraron defectos card́ıacos

graves tanto debido a la disminución de la expresión de genes espećıficos card́ıacos

como al aumento de la expresión de varios genes no card́ıacos [113]. Además, ani-

males knock-out para G9a mostraron una regulación positiva de genes relacionados

con células progenitoras de la retina [114] y una pérdida drástica de gametas ma-

duras [115]. Por último, G9a ha sido reportado como un regulador clave de genes

relacionados con la pluripotencia, promoviendo el silenciamiento de genes espećıfi-

cos a través de la metilación del histonas durante la diferenciación de células madre

embrionarias [116, 117]. La pérdida de G9a permite la reexpresión del gen de la

pluripotencia Oct3/4 y la reprogramación 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 cognición y las respuestas de adaptación debido a la represión de genes

no neuronales [120]. Su ortólogo en Drosophila se ha descrito como un regulador del

desarrollo de dendritas periféricas, el aprendizaje clásico y la expresión de genes re-
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lacionados con la memoria [121]. Por otra parte, se ha demostrado que G9a afecta la

especificación de diferentes subtipos neuronales [122] y regula la neurodegeneración

inducida por etanol [123].

1.6.4. G9a como regulador transcripcional

Transcripcionalmente, G9a puede funcionar tanto de correpresor como de coac-

tivador de la expresión génica (Figura 1.12) [94, 124–127]. La función de correpresor

de la G9a depende de su actividad enzimática, aśı como de su interacción con otros

factores implicados en la represión de genes [94, 95]. G9a inhibe la expresión de

genes espećıficos mediante la asociación con varios represores transcripcionales y co-

rrepressors tales como, E2F6, REST/NRSF, ZNF217 y varios otros [94, 95, 128, 129].

Particularmente, se estudió que G9a reprime la expresión de genes no neuronales en

el sistema nervioso, mientras que en los demás tejidos inhibe la expresión de genes

neuro-espećıficos [130].

RNAPII

RNAPII

Activación transcripcionalRepresión transcripcional

G9a
G9a

HDAC1

Suv39h1
p300

Mediador

Fig. 1.12: La represión transcripcional y la activación por G9a. La unión de G9a a

distintos factores de transcripción y la asociación con complejos de diferentes cofactores

conduce a resultados opuestos sobre la expresión génica. La represión transcripcional de

genes es dependiente de la actividad metiltransferasa de G9a (en violeta se muestra la

metilación de histonas en el panel de la izquierda). Por otro lado, el reclutamiento de G9a

por activadores transcripcionales conduce a la activación de genes de manera independiente

de su actividad cataĺıtica (panel de la derecha).
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Sorpresivamente, la función de activador de la expresión génica de G9a no re-

quiere de su actividad enzimática, mientras que śı requiere de la asociación con otros

activadores de la transcripción o factores coactivadores incluyendo CARM1, p300,

ARNP o el complejo Mediador (Figura 1.12) [125, 127].

Además de su rol como regulador de la transcripción, y como ya se ha estudiado

para otros modificadores de la estructura cromat́ınica, 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 patrón de splicing alternativo de VEGF.

El mecanismo implica la metilación intragénica en H3K9 en el locus de VEGF y el

reclutamiento del factor SRSF1. 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 protéına HP1. De esta manera, los autores

demostraron roles separados para G9a en la transcripción 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

búsqueda en distintas bases de datos (USCS Genome Browser, ENSEMBL, NCBI,

entre otras). En primer lugar, según la utilización de promotores alternativos, se

caracterizaron dos isoformas de G9a denominadas G9a corta y G9a larga. La iso-

forma controlada a partir del promotor ŕıo arriba incluye un sitio dador de splicing

que permite la escisión de un intrón generando la expresión de la isoforma corta.

Sin embargo, cuando el promotor ŕıo abajo controla la expresión, ese sitio dador

de splicing no está incluido en el RNA nasciente y se genera la isoforma larga [94]

(Figura 1.13).

Estas isoformas difieren en algunos aminoácidos correspondientes al extremo

amino-terminal de la protéına donde no se conocen dominios funcionales. El único

motivo que se ha descripto en la zona amino terminal diferencial entre las dos isofor-

mas es la inclusión de una señal de localización nuclear (NLS) en la isoforma larga.
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Fig. 1.13: Esquema de las cuatro isoformas de G9a generadas por transcripción alter-

nativa y splicing alternativo. La utilización de promotores alternativos en G9a da lugar a

la inclusión de dos posibles primeros exones diferentes. Además, la inclusión o exclusión del

exón alternativo 10 genera dos nuevas variantes. Se muestran los dominios caracterizados

de la protéına.

Esta seguidilla de aminoácidos básicos, que no está presente en la isoforma corta,

parece tener la capacidad de direccionar a la protéına al núcleo, al menos cuando se

delecionan todos los demás aminoácidos ŕıo abajo dejando únicamente el extremo

amino terminal de la isoforma larga con su señal de localización 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 protéına

al núcleo.

Tanto en rata como ratón y humano existe en G9a un evento de splicing alterna-

tivo altamente conservado. Se trata del exón 10 (E10) en la isoforma corta, que en

realidad es el exón 9 en la isoforma larga puesto que al cambiar el promotor que se

utiliza, se incluye o no un pequeño primer exón en el RNAm. Información en base

de datos sugiere que existen isoformas de inclusión y exclusión del exón alternativo

tanto en G9a corta como en G9a larga tanto en ratón 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 según la

presencia/ausencia del exón 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 únicamente las dos isoformas de G9a corta y larga, según la utili-

zación del promotor, la mayor parte de la bibliograf́ıa hace referencia a estas dos

isoformas de G9a, independientemente de que incluyan o excluyan el exón alterna-

tivo. De hecho, hasta el año pasado ningún estudio se realizó con el fin de describir

la regulación del evento de splicing alternativo ni se hab́ıa analizado la expresión

diferencial de las isoformas. Fue en 2015 cuando por primera vez se publicó un tra-

bajo analizando una posible diferencia funcional entre las dos isoformas por splicing

alternativo [134].

Dicho trabajo estudia la función del splicing alternativo tanto en G9a como en la

metiltransferasa de histonas SUV39H2. Los autores encontraron que la inclusión del

exón alternativo 3 en SUV39H2 es clave para la localización nuclear y la actividad

cataĺıtica de esta enzima. En cuanto a la inclusión del exón alternativo en G9a, no

ven cambios en la actividad de G9a medidos in vitro. Además, los autores analizan

la localización sub-celular de las dos isoformas de G9a y no reportan diferencias

debidas a la inclusión del exón alternativo. Estos resultados los llevan a concluir

que, dado que los niveles de inclusión del E10 vaŕıan mucho en diferentes tipos de

células, el splicing alternativo de G9a debe estar controlando alguna función de G9a

diferente a su actividad de metiltransferasa o a su localización.



2. OBJETIVOS

Para este trabajo nos propusimos estudiar cómo las marcas epigenéticas en las

histonas afectan el splicing alternativo durante la diferenciación neuronal. Definimos

dos objetivos generales según los eventos de splicing alternativo que adoptamos como

modelo.

1. Analizar el mecanismo de regulación del splicing alternativo del mRNA de

NCAM durante la diferenciación neuronal centrándonos en los cambios en la

estructura de la cromatina intragénicos

¿Cómo se regula la inclusión del exón alternativo 18 de NCAM durante

la diferenciación neuronal?

¿Qué cambios a nivel de la estructura cromat́ınica influyen en el patrón

de splicing alternativo de NCAM?

2. Estudiar los mecanismos moleculares involucrados en la regulación del splicing

alternativo del mRNA de la metiltransferasa G9a y su rol en la diferenciación

neuronal

¿Cómo se regulan los eventos de splicing alternativo del mRNA de un

modificador de la estructura cromat́ınica, G9a, durante la diferenciación

neuronal?

¿Cumple G9a algún papel fisiológico en la diferenciación de neuronas en

cultivo?

¿Cuál es el rol de las modificaciones epigenéticas en la regulación del

splicing alternativo de G9a?

¿Por qué el evento de splicing alternativo en G9a se encuentra finamente

regulado durante la diferenciación neuronal? ¿La inclusión del exón 10

alternativo le otorga alguna función diferencial a G9a?
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3. REGULACIÓN EPIGENÉTICA DEL SPLICING

ALTERNATIVO DE NCAM DURANTE LA

DIFERENCIACIÓN NEURONAL

El objetivo general de este caṕıtulo es estudiar el rol de la estructura cromat́ınica

en la regulación del patrón de splicing alternativo de NCAM durante la diferencia-

ción neuronal. Como vimos en 1, la modificación de la expresión relativa de las dos

isoformas de NCAM, que difieren en la inclusión del exón 18, juega un papel fun-

damental en la diferenciación neuronal. De esta manera, surge el cuestionamiento

de cómo esta modificación en los patrones de splicing es regulada, mientras nos

preguntamos si las modificaciones epigenéticas podŕıan influenciar el proceso.

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

a neuronas

La primera parte de este trabajo consistió en poner a punto las condiciones de

cultivo de distintas ĺıneas celulares para establecer una correcta inducción de la di-

ferenciación neuronal utilizando distintos protocolos. Nos centramos en dos ĺıneas

celulares murinas como modelo de trabajo. La ĺınea 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 ĺınea celular P19 proviene de un carcinoma embrionario mu-

rino. Las células son pluripotentes y en principio es posible inducir su diferenciación

a cualquier tipo celular. Sin embargo, los protocolos de inducción de la diferenciación

a células musculares card́ıacas y células neuronales están muy bien establecidos en

el campo y existe una amplia bibliograf́ıa descriptiva.

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

agentes diferenciantes como ácido retinoico (AR) y dimetilsulfóxido (DMSO). En
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cuanto a la ĺınea celular N2a vimos que cuando las células llegan a tener una alta

confluencia en las placas de cultivo se diferencian sin el agregado de ningún agente

diferenciante. Por lo tanto, las mantuvimos a una confluencia menor al 80% para

todos los experimentos. El agregado de AR provocó importantes cambios morfológi-

cos en las células, t́ıpicos de la diferenciación neuronal. Pasadas las 24 horas de

tratamiento, la extensión de neuritas se hizo más evidente y al tercer d́ıa de incu-

bación en el medio de diferenciación las células presentaban una morfoloǵıa t́ıpica

de neuronas maduras (Figura 3.1). Al cambiar el medio de diferenciación por otro

sin AR al tercer d́ıa, las células comenzaban a perder la morfoloǵıa neuronal y un

gran porcentaje volv́ıa a tener una forma redondeada despegándose de la placa.

De esta forma, usamos como máximo tres d́ıas de diferenciación con AR para los

siguientes experimentos. Por otra parte, el método de diferenciación en medio con

bajo suero y DMSO no provocó cambios morfológicos tan pronunciados, como se

observa en la Figura 3.1. Recién al tercer d́ıa del protocolo las células empezaban

a expandir neuritas y hasta el d́ıa 8 de tratamiento continuaron diferenciándose sin

despegarse de la placa. Si bien los cambios morfológicos asociados a este segundo

protocolo fueron más leves, a los 7 u 8 d́ıas de diferenciación las células tienen una

morfoloǵıa diferente a los precursores neuronales y un porcentaje variable muestra

extensión de neuritas. Incluso en algunas células se observa la extensión de una neu-

rita predominantemente más larga que las otras, presumiblemente identificada como

axón.

Cabe aclarar que en todos los casos, la inducción de la diferenciación neuronal

en células N2a no es 100% eficiente. Mientras que cierto porcentaje de las células

del cultivo se encuentran parcialmente diferenciadas aún cuando no se hizo efectiva

la inducción de la diferenciación, en todos los casos observamos un alto número de

células no diferenciadas al final del tratamiento con el agente diferenciante. Para

tener un control del grado de diferenciación de cada experimento, optamos por

cuantificar el porcentaje de células diferenciadas. Para ello tomamos una de las

consideraciones ampliamente extendidas en la bibliograf́ıa que consiste en contar

como neurona diferenciada aquella célula que presente al menos una prolongación
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Fig. 3.1: Imágenes de la diferenciación morfológica en células N2a con dos protocolos

de diferenciación. Precursores neuronales de la ĺınea celulas N2a fueron sometidos a dife-

renciación neuronal con el agregado de AR o bajo tratamiento con DMSO y bajo suero.

Las fotograf́ıas fueron tomadas en un microscopio óptico invertido con un aumento de

100X.

neural de longitud mayor o igual a dos veces el diámetro del soma celular. Este

método fue de fundamental importancia para partir de cultivos celulares con el

mismo grado de diferenciación celular en distintos experimentos. Una vez concluido

este análisis, utilizamos ambos protocolos de diferenciación, con AR y DMSO en los

experimentos con N2a diferenciadas.

En cuanto a la inducción de la diferenciación a un linaje neuronal en células P19

se debe primero plaquear las células con AR para promover la agregación celular

y la formación de cuerpos embrionarios. Luego de 4 d́ıas, los cuerpos embrionarios

están listos para ser resuspendidos y plaqueados en placas poli-lisinadas previamente

para su adherencia. Entre 2 y 4 d́ıas después de este plaqueo se alcanza una óptima

diferenciación neuronal. El cambio morfológico de las células P19 durante todo el

protocolo de diferenciación es muy evidente y en todos los experimentos en los que

utilizamos esta ĺınea celular nos aseguramos de obtener una correcta diferenciación
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basándonos en parámetros morfológicos.

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

NCAM

En una publicación previa [47], nuestro laboratorio hab́ıa investigado la impli-

cancia de la estructura de la cromatina en la regulación del splicing alternativo de

NCAM utilizando como modelo de estudio la despolarización neuronal. Los resul-

tados demostraron que la inclusión del exón 18 (E18) de NCAM en el mRNA es

sensible a la estructura de la cromatina y a la tasa de elongación de la RNAPII.

Por otra parte, está ampliamente documentado que las células neuronales hacen

un uso particularmente intensivo de la regulación del splicing alternativo con el fin

de aumentar y controlar su diversidad proteómica, habiéndose informado muchos

eventos de splicing alternativo espećıficos de células neuronales[135]. Dado que el

E18 de NCAM resulta un buen sistema para evaluar la influencia de la cromatina

en la regulación del splicing alternativo y, aprovechando su relevancia fisiológica

espećıfica a nivel de células neuronales, decidimos adentrarnos en la investigación

de la regulación epigenética del evento alternativo de splicing del E18 de NCAM

durante la diferenciación neuronal.

3.3. El splicing alternativo de NCAM es regulado por la

estructura cromat́ınica en neuronas maduras

Datos bibliográficos previos asociaban a la diferenciación neuronal con una mayor

inclusión del E18 de NCAM y desde comienzos de esta tesis sab́ıamos que la presencia

del E18 en el mRNA se correlaciona negativamente con la cromatina permisiva y

una alta tasa de elongación transcripcional [47]. Se hab́ıa demostrado, en particular,

que el evento de splicing del E18 de NCAM respond́ıa a la elongación de la RNAPII

puesto que la transcripción de un minigén con la RNPII lenta favorećıa la inclusión

del E18 en el mRNA maduro [47]. Dichas observaciones nos permitieron hipotetizar
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que marcas cromat́ınicas represivas podŕıan ser depositadas durante la diferenciación

neuronal a lo largo del gen NCAM y promover el aumento en los niveles de inclusión

del E18 caracteŕıstico de las neuronas maduras.

En una primera aproximación, analizamos el patrón de splicing del E18 de

NCAM en la ĺınea celular N2a. Como se observa en la Figura 3.2 A, la inclusión del

E18 aumenta durante la diferenciación neuronal con el protocolo de DMSO medido

por PCR radiactiva semicuantitativa y expresado como cociente entre la isoforma

de inclusión y la isoforma de exclusión del E18 (ver 7).

Fig. 3.2: Cambios en el patrón de splicing alternativo de NCAM durante la diferencia-

ción neuronal. (A) Aumento de la inclusión del E18 de NCAM después de la diferenciación

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 d́ıas. 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 bibliográficos que sugieren que la pre-

dominancia de la isoforma que incluye el E18 en neuronas maduras tiene una im-

portante función biólogica, 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 diferenciación 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 disminución de la metilación generalizada del

DNA y por ende, una apertura de la cromatina[136]. Según el modelo cinético, una

estructura menos compacta de la cromatina ofrece un menor obstáculo al paso de la

RNAPII mientras transcribe por lo que debeŕıa disminuir los niveles de inclusión de

exones alternativos[137]. Al tratar precursores neuronales de la ĺınea N2a con 5aC

la inclusión de E18 de NCAM no se ve afectada mientras que el mismo tratamiento

en neuronas maduras causa una reversión del efecto de diferenciación observado en

estas células (Figura 3.2 B). De igual manera, utilizamos la droga tricostatina A

(TSA) cuya acción consiste en inhibir desacetilasas de histonas (HDACs). El tra-

tamiento con esta droga causa una hiperacetilación generalizada de histonas y por

lo tanto, al igual que 5aC, genera una apertura de la estructura de la cromatina.

En células de la ĺınea P19, TSA revierte parcialmente el efecto de la diferenciación

sobre el patrón 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 espećıfico de las metiltransferasas de histonas

G9a y GLP. El tratamimiento con BIX genera una disminución generalizada de mono

y dimetilación de lisina 9 de histona H3 (H3K9me2), una modificación represora de

la transcripción y t́ıpica de estructuras cromat́ınicas compactas. De esta manera, al

igual que las drogas 5aC y TSA, BIX causa una disminución de la compactación

de la cromatina permitiendo una transcripción más rápida o con menos pausas y

favoreciendo la exclusión de exones alternativos, según el modelo cinético. La Figura

3.3 B muestra cómo el tratamiento con BIX en células N2a revierte parcialmente el

efecto de la diferenciación 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 cromat́ınica. (A) Efecto de la tricostatina A (TSA) en

células P19 en diferentes etapas de diferenciación. Una vez formados los cuerpos embrio-

narios (EBs) se resuspenden las células y se siembran en medio de diferenciación neuronal

durante los tiempos indicados. El tratamiento consiste en 5 ng/µl TSA durante 16 horas.

(B) Respuesta de células N2a al tratamiento con BIX 01294 (BIX) antes y después de la

diferenciación neuronal. Las células se trataron con 1 M BIX durante 3 d́ıas. 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 diferenciación neuronal aumentan las mar-

cas cromat́ınicas asociadas a la represión transcripcio-

nal en el gen NCAM

Con el fin de caracterizar más finamente la participación de la estructura de la

cromatina en la regulación de la inclusión del E18 durante la diferenciación neuro-

nal, analizamos el grado de metilación intragénica de DNA y de histonas en NCAM.

Para determinar los niveles de metilación en el DNA utilizamos la técnica de bisul-

fito (ver 7) y medimos espećıficamente el grado de metilación ŕıo arriba y ŕıo abajo

del E18. Como se observa en la Figura 3.4 A, no encontramos diferencias en cuanto

a la metilación en citosinas de estas regiones comparando precursores neuronales

y neuronas diferenciadas de la ĺınea N2a. Para determinar si exist́ıan cambios en
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metilación de histonas durante la diferenciación neuronal, utilizamos la técnica de

inmunoprecipitación de la cromatina nativa (nChIP, ver 7). Los amplicones que ana-

lizamos cubren densamente el área comprendida entre el exon 15 y el último exón

de NCAM, también incluimos cebadores que amplifiquen la región promotora y una

región intergénica ŕıo arriba de NCAM (ver Figura 3.4 B). Determinamos la dis-

tribución de H3K9me2 inmunoprecipitando nucleosomas con anticuerpos espećıficos

para esta modificación. El perfil obtenido muestra un enriquecimiento generalizado

de esta marca a lo largo del gen de NCAM en las neuronas maduras de la ĺınea

N2a con el protocolo de DMSO en comparación con los precursores neuronales de

la misma ĺınea (Figura 3.4 C).

Dado que la metilación de histonas está asociada a una cromatina más cerrrada

y una transcripción menos permisiva, los resultados son compatibles con la hipótesis

que sugiere que la diferenciación neuronal provoca un aumento local de la metilación

de histonas en la región del gen de NCAM. Este cambio conformacional de la cro-

matina podŕıa estar asociado a una elongación menos activa o a una disminución de

la procesividad de la RNAPII, lo cual podŕıa resultar en un aumento de la inclusión

del exón alternativo. Con el fin de analizar si los cambios observados en el grado de

metilación en histonas intragénicas eran revertidos por drogas modificadoras de la

estructura cromat́ınica, 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 metilación compara-

das con las no tratadas espećıficamente en regiones del gen de NCAM cercanas al

E18. Este control sugiere que al provocar una hiperacetilación, el tratamiento con

TSA genera una conformación de la cromatina más laxa evidenciado por la menor

metilación en histonas. De esta manera, comprobamos que durante la diferenciación

neuronal en la región del gen de NCAM la cromatina adopta una estructura más

compacta, hecho que resulta consistente con una menor procesividad de la polimera-

sa y la mayor inclusión del E18 observada. Por otra parte, la reversión del aumento

en H3K9me2 durante la diferenciación provocado por el tratamiento con TSA, pro-

voca una apertura de la estructura de la cromatina y correlaciona con una menor
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Fig. 3.4: Las células diferenciadas muestran un aumento de marcas represivas a lo largo

del gen NCAM. (A) Análisis de la metilación del DNA en NCAM. Luego del tratamiento

con bisulfito sódico, el DNA genómico fue amplificado por PCR y se secuenciaron 10

clones por muestra (se muestran cinco). Los ćırculos blancos y negros indican los sitios

CpG metilados y no metilados, respectivamente. (B) Un esquema del gen NCAM indicando

los amplicones usados para nChIP (ĺıneas negras gruesas de A a J). (C) Análisis del nivel

de H3K9me2 a lo largo del gen de NCAM y la zona intergénica ubicada 10,6 kpb ŕıo arriba

del promotor, usando inmunoprecipitación 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 inmunoprecipitación a partir de un experimento representativo, relativizados

al valor medio de HPRT exón 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 inmunoprecipitación por duplicado y todos los valores se muestran

relativizados a los del exón 4 de HPRT.

inclusión del E18 en neuronas maduras tratadas con TSA, como analizamos en el

apartado anterior.

En conclusión, nuestros resultados indican que la isoforma de inclusión del exón
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18 de NCAM aumenta durante la diferenciación neuronal y que este efecto correlacio-

na con un aumento de marcas epigenéticas t́ıpicas de una cromatina más compacta

espećıficamente en el locus del gen en estudio. Proponemos entonces, que el aumento

de marcas represoras de la transcripción tales como la dimetilación en lisina 9 de

histona H3 y la trimetilación de lisina 27 de histona H3, generan un empaquetamien-

to mayor de la cromatina en el locus de NCAM provocando una disminución 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 inclusión (Figura 3.5).

Región  

int ergénica Exón 18

A                  B                                           C                                     D                       E   F   G    H     I      J     K    L        M

inclusión E18

exclusión E18

RNAPII

RNAPII

Diferenciación

Nivel basal 
de H3K9me2

Cambios en el nivel de H3K9me2 
después de la diferenciación

Fig. 3.5: Splicing alternativo - cromatina alternativa. El modelo muestra que durante la

diferenciación neuronal aumentan los niveles de H3K9me2 intragénicos en el gen NCAM.

Este cambio correlaciona con un aumento en la velocidad de elongación de la RNAPII

provocando un incremento de los niveles de inclusión del exón alternativo 18 de NCAM

en el mRNA.
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En este sentido, fue posible establecer una conexión directa entre el patrón 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 inclusión del E18 de NCAM. No sólo fuimos

capaces de analizar cómo marcas epigenéticas pueden estar involucradas en la re-

gulación del procesamiento de los mRNAs, sino que además, establecimos distintos

modelos de diferenciación neuronal que nos permitieron encontrar correlato fisiológi-

co a los mecanismos moleculares que estudiamos. Los resultados que obtuvimos con

este modelo fueron el puntapié inicial que permitió la consolidación 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

DIFERENCIACIÓN NEURONAL

4.1. G9a es necesaria para la diferenciación neuronal

Se ha estudiado ampliamente que la metiltransferasa de histonas G9a regula el

proceso de diferenciación de gran variedad de células y tejidos. En este trabajo,

inspirados en los resultados recientes en NCAM, utilizamos el modelo ya establecido

de diferenciación neuronal para estudiar el papel de G9a durante la diferenciación

de las células precursoras a neuronas maduras. Las células N2a tratadas con AR

durante 1 a 3 d́ıas entran en un programa de diferenciación como se refleja en la

brotación de neuritas (Figura 4.1 A) y la expresión de la protéına Tau, un marcador

neuronal (Figura 4.1 B).

Sin embargo, la disminución en los niveles de G9a en células N2a por tratamiento

con un siRNA espećıfico previo a la inducción de la diferenciación, suprime comple-

tamente tanto la formación de neuritas (Figura 4.1 C) como el efecto en la expresión

de Tau (Figura 4.1 D). Más aún, células N2a tratadas con BIX desde el inicio del

protocolo de differenciación comienzan a desarrollar neuritas pero fallan en estable-

cer completamente el fenotipo diferenciado, en comparación con las células control

(Figura 4.1 E). Además, el tratamiento con BIX suprime el incremento en la expre-

sión de Tau durante la diferenciación (Figura 4.1 F). Estos resultados confirman un

rol importante de G9a en la diferenciación de las células N2a a neuronas maduras.

Para reforzar esta conclusión y estudiar con más profundidad la importancia

de la actividad de G9a en la diferenciación neuronal, realizamos un experimento

de rescate. En este caso, la disminución en la extensión de neuritas en células N2a

tratadas con el siRNA espećıfico contra G9a, pudo ser rescatado mediante la trans-

fección de una construcción que codifica G9a humana de tipo salvaje, pero no con

una que expresa una mutante de G9a sin actividad cataĺıtica (Figura 4.2). Al so-

45
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Fig. 4.1: G9a es necesaria para la diferenciación neuronal. Células N2a fueron diferen-

ciadas con AR durante 1 a 3 d́ıas. Se determinó el porcentaje de células con crecimiento

de neuritas (células diferenciadas) (A) y se evaluó mediante RT-qPCR los niveles de RNA

mensajero del marcador neuronal Tau, relativizandolo a HSPCB (B). Las células fueron

transfectadas con un siRNA espećıfico contra G9a (siG9a) (C y D) o fueron tratadas con

BIX (E y F) previamente a la inducción de la diferenciación y se analizaron como se des-

cribe en (A y B). El análisis estad́ıstico 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 espećıfico para G9a

endógena de ratón, la diferenciación neuronal puede establecerse, al menos analiza-

do desde el punto de vista morfológico. Estos resultados indican fuertemente que el

requerimiento de G9a durante la diferenciación neuronal depende de su actividad

enzimática.
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Fig. 4.2: La actividad de G9a es importante para la diferenciación neuronal. Previo a

la inducción de la diferenciación con AR, las células N2a fueron transfectadas con siG9a

o siRNA control contra luciferasa (siLUC), junto con plásmidos de rescate que codifican

la secuencia completa de G9a salvaje humana marcada con flag (WT) o la mutante ca-

taĺıtica (mut). Estas construcciones humanas no son reconocidas por el siG9a utilizado

puesto que es espećıfico contra las isoformas de ratón. Luego de 3 d́ıas de diferenciación,

las células se fijaron y la sobreexpresión de G9a se evaluó por inmunofluorescencia indi-

recta reconociendo el flag. En vista de la mayor eficiencia de transfección de siRNAs en

comparación con la transfección de plásmidos, la diferenciación solamente se evaluó 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 diferenciación neuronal

Tanto en humanos como ratón, el RNA mensajero de G9a existe como dos iso-

formas que se diferencian por la inclusión o exclusión del exón alternativo 10 (E10).

El exón 10 inserta un segmento interno de 33 aminoácidos hacia el extremo amino-

terminal, y por lo tanto no altera el marco de lectura abierto cuando se incluye.

Además, el E10 no afecta ningún dominio caracterizado de la protéına (Figura 4.3

A). Analizamos el patrón de splicing del E10 de G9a en células N2a y descubrimos

que la inclusión del E10 aumenta durante la diferenciación 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 espećıfico para esta ĺınea celular, realiza-

mos el mismo análisis utilizando la ĺınea P19, en la cual células madre embrionarias

murinas son inducidas a formar cuerpos embrionarios primero y células neuronales

después. Observamos el mismo patrón de splicing alternativo en la diferenciación

neuronal de células de la ĺınea P19 (Figura 4.3 D), concluyendo que la isoforma de

inclusión del E10 de G9a se encuentra enriquecida en neuronas maduras.

Fig. 4.3: El splicing alternativo de G9a es modulado durante la diferenciación neuronal.

(A) Diagrama esquemático 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 µM de AR (C) durante 1 a 6 d́ıas. En los puntos de tiempo indicados,

las células fueron levantadas, el RNA extráıdo, y el splicing alternativo de G9a evaluado

mediante RT-PCR radiactiva. (D) Células P19 fueron diferenciadas con AR durante 7

d́ıas y el splicing alternativo de G9a se evaluó como fue descripto en B y C. Los geles de

RT-PCR se muestran en la parte superior y la cuantificación correspondiente en la parte

inferior de cada panel. Todos los experimentos se realizaron por triplicado y se muestran la

media con el error estándar (DE) de experimentos representativos. El análisis estad́ıstico

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

Más importante aún fue el establecimiento de un correlato fisiológico del efecto
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observado. Para ello, analizamos el patrón de splicing de G9a en cerebros enteros

de ratones recién nacidos. Como se muestra en la Figura 4.4, la inclusión del E10

aumenta desde el d́ıa post-natal 1 al 7 y se mantiene elevada hasta por lo menos los

4 meses de edad.

Fig. 4.4: La inclusión del E10 de G9a aumenta durante el desarrollo del cerebro

en ratones. Muestras de cerebro entero de ratón fueron tomadas en los d́ıas postnatales

(DPN) 1, 7, 120. El RNA fue extráıdo y el splicing alternativo de G9a fue evaluado como

se describió en figuras anteriores. Los experimentos fueron realizados por triplicado y se

muestra la media junto con el error estándar de un experimento representativo. El análisis

estad́ıstico corresponde con un modelo lineal, de Bonferroni test post hoc (*) p <0,05, (**)

p <0,001.

Por otra parte, esta regulación no se restringe a la diferenciación neuronal dado

que durante la estimulación de células T del sistema inmune se observó un aumento

de la inclusión del E10 en G9a [138] al igual que en la diferenciación de células

de glándula mamaria en cultivo (resultados no mostrados del laboratorio de la Dr.

Anabella Srebrow). Estos resultados sugieren que la presencia del E10 en G9a podŕıa

estar jugando un papel importante en la diferenciación celular.



50

4.3. La secuencia del E10 de G9a está altamente conservada

Dada la fina regulación de la inclusión del E10 de G9a en el mRNA, analizamos

el grado de conservación de la secuencia en diferentes especies de mamı́mefos, como

una medida de su importancia evolutiva. Evulando en primer lugar las secuencias

nucleot́ıdicas de humano, rata y ratón encontramos que existen 3 bases diferentes en

la secuencia de 102 nucleótidos codificada por el exón alternativo E10. Para extender

el análisis, tomamos las secuencias nucleot́ıdicas correspondientes al E10 de G9a de

diez especies distintas de mamı́feros, y observamos exactamente las mismas 3 bases

distintas comparando todas entre śı. Para nuestra sorpresa, las 3 diferencias en

nucleótidos corresponden a mutaciones sinónimas puesto que la secuencia primaria

aminoácidica codificada por el exón 10 es exactamente idéntica para las diez especies

analizadas (Figura 4.5).

Fig. 4.5: Conservación del E10 de G9a en mamı́feros. El esquema es una representación

gráfica de los patrones de la alineación de secuencias múltiples correspondientes al E10 de

G9a de diez especies de mamı́feros. La altura de cada letra en cada posición indica la con-

servación de esa posición medida como frecuencia relativa del correspondiente nucleótido

en esa posición (medida en bits). La imagen se generó utilizando la herramienta WegLogo.

El alto grado de conservación de la secuencia codificada por el E10 de G9a

sugiere que su inclusión en la protéına podŕıa tener alguna función celular aún no

caracterizada.

4.4. La inclusión del E10 de G9a es necesaria para la dife-

renciación neuronal

Dado que G9a es fundamental para la diferenciación neuronal y que la inclu-

sión del E10, altamente conservado durante la evolución, 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 diferenciación celular. Con este fin, depletamos

a las células N2a de la isoforma de G9a que incluye el E10 (G9a E10+) mediante

un siRNA espećıfico cuyo blanco de acción se encuentra en los primeros nucleótidos

del E10 de G9a (siE10). En condiciones en las cuales la cantidad total de RNA

mensajero y de protéına de G9a no se vieron afectadas (Figura 4.6), el siE10 redujo

los niveles de inclusión del E10 en células N2a tratadas con AR (Figura 4.7 A).

Fig. 4.6: La disminución espećıfica 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 inducción de la

diferenciación. Los niveles totales del RNA mensajero de G9a fueron evaluados por RT-

qPCR y relativizados a HSPCB (A). (B) Las imágenes muestran los niveles de intensidad

de fluorescencia total medida por inmunofluorescencia con un anticuerpo espećıfico anti-

G9a con los tratamientos indicados y el gráfico corresponde a la cuantificación.

El tratamiento con siE10 provocó una significativa inhibición de la diferenciación

neuronal visto en la generación 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-

ficación del porcentaje de células diferenciadas en cada condición. Estos resultados
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revelan que la inclusión del E10 de G9a juega un papel importante en la promoción

de neuritas durante la diferenciación de células N2a.
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Fig. 4.7: Se requiere la inclusión del E10 de G9a para la diferenciación neuronal.

Células N2a fueron diferenciadas por tratamiento con AR o mantenidas sin diferenciar (-)

durante 1 a 3 d́ıas y fueron transfectadas con siLUC como control, o un siRNA espećıfico

contra el E10 de G9a (siE10) previamente a la inducción de la diferenciación. (A) El

splicing alternativo de G9a se evaluó como fue descripto anteriormente y el porcentaje

de inclusión del E10 se indica en cada panel. El porcentaje de células que mostraron

gran crecimiento de neuritas fue determinado morfológicamente (B) y cuantificado (C).

Se muestra un diagrama esquemático 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-

ciación neuronal y son estimulados por la inclusión del

E10 de G9a

Dado que se requiere la actividad metiltransferasa de G9a para la diferencia-

ción de las neuronas, decidimos evaluar los niveles globales de H3K9me2 en células

precursoras y neuronas maduras. Luego de 3 d́ıas de diferenciación neuronal indu-

cida por AR, las células N2a presentan una señal significativamente más fuerte de

H3K9me2 en comparación con las células no diferenciadas (Figura 4.8 A). Como el

aumento de H3K9me2 y la inclusión del E10 de G9a están correlacionados durante

la diferenciación neuronal, y en busca de identificar el papel del E10 en el proceso,

analizamos el efecto de la inclusión del E10 en la actividad de metiltransferasa de

histonas de G9a.

Fig. 4.8: La diferenciación neuronal y la inclusión del E10 estimulan el los niveles

de H3K9me2. (A) Células N2a fueron diferenciadas con AR por 3 d́ıas 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 plásmidos que codifican las isoformas de G9a de ratón

que incluyen (E10+) o excluyen (E10-) el E10, o el vector vaćıo correspondiente como

control. 48hs horas luego de la transfección, las células fueron levantadas y analizadas

como en (A).

Para ello, transfectamos vectores de expresión 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 dimetilación de
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H3K9 es prácticamente nula en las células knock-out de G9a (comparar los carriles 1

y 2), la sobreexpresión de ambas isoformas de G9a rescatan parcialmente el fenotipo,

con un efecto más fuerte provocado por la variante que incluye el E10 (comparar

los carriles 3 y 4). Estos resultados sugieren que la inclusión del E10 estimula la

capacidad de G9a para metilar histonas.

4.6. La inclusión del E10 no afecta la actividad cataĺıtica

intŕınseca de G9a

Para examinar más a fondo el papel del E10 en la actividad de G9a, utilizamos

una herramienta para medir la actividad de metiltransferasa por transmisión de

enerǵıa de resonancia (FRET) in vivo [139]. En este sistema reportero, un sustrato

pept́ıdico correspondiente al sitio de metilación de H3K9 está unido a través de un

enlace flexible a un dominio de unión 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 relación 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 localización subcelular

tanto del sensor de FRET como de las isoformas de G9a, los datos de fluorescencia

se recogieron sólo de los compartimentos nucleares de las células y se relativizaron

a los niveles de expresión de cada isoforma.

De esta forma, cotransfectamos células HeLa con el vector de expresión del repor-

tero de metilación 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 metilación (Figura 4.9). Estos resultados indican que la inclusión del

E10 no estimula la actividad cataĺıtica de G9a in vivo. Por otra parte, esta observa-

ción sugiere que el aumento en los niveles de H3K9me2 provocados por la inclusión

del E10 debe ser causado por un mecanismo diferente al aumento de la actividad

intŕınseca de G9a.
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Fig. 4.9: La inclusión del E10 de G9a no altera su actividad cataĺıtica. Arriba se mues-

tra un diagrama esquemático del reportero de actividad de metiltransferasa. Las células

HeLa fueron cotransfectadas con plásmidos de expresión de G9a de ratón incluyendo o ex-

cluyendo el E10 (G9a E10+ o G9a E10-), y el reportero de actividad de metiltransferasa.

La metilación de la protéına reportera se detectó mediante datos de FRET obtenidos sólo

de compartimentos nucleares. Las barras representan las medias con su error estándar. Se

utilizó 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 aminoácido

Como se comentó en 1, si bien se conoce detalladamente la función de G9a, no se

han descripto hasta el momento diferencias funcionales entre las dos isoformas.Hasta

aqúı hemos mostrado que si bien la inclusión del E10 promueve la dimetilación

en H3K9, esto no se debe a una mayor actividad de la isoforma de inclusión en

comparación con la de exclusión. De esta forma, y con el objetivo de determinar



56

si existe una diferencia funcional entre las dos isoformas de G9a generadas por

splicing alternativo del exón 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 ubicación de los dominios funcionales de G9a

en la secuencia primaria de la protéına. 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 están ubicados hacia

el extremo carboxilo terminal de la protéına. Por otro lado, el exón alternativo no

forma parte de ningún dominio funcional conocido, al menos en una predicción según

su secuencia aminoaćıdica.

Sin embargo, resulta evidente la cercańıa entre el exón alternativo y una señal

de localización nuclear (NLS) en la secuencia primaria de la protéına. Si bien la

isoforma que en la bibliograf́ıa se conoce como “G9a larga” por la utilización de un

promotor alternativo posee en el extremo amino terminal otra señal de localización

nuclear, la isoforma conocida como “G9a corta” tiene un único NLS situado muy

cercano a E10. En un estudio previo [132] se demuestra que en “G9a larga” ambos

NLS son funcionales. Sin embargo, aún sin estudios previos de la funcionalidad

del NLS en G9a corta, dado que es el único y G9a siempre fue informada como

una protéına nuclear, es esperable que funcione como la única secuencia capaz de

localizar a G9a en el núcleo. Dicha NLS consiste en una secuencia de aminoácidos

básicos bipartita localizada a exactamente 8 aminoácidos hacia el N-terminal del

comienzo de la región proteica codificada por el E10.

Con el fin de evaluar un posible cambio estructural en la protéına G9a a partir de

la inclusión del E10, utilizamos métodos predictivos de la tendencia al desorden de

cada aminoácido que forma parte de su secuencia. Esta es una forma de interpretar

si la presencia del exón modifica el entorno de la señal bipartita de localización

nuclear u otro dominio estructural o funcional cercano. La Figura 4.10 muestra la

gráfica del desorden de cada sección de la protéına junto con un esquema de los

dominios funcionales a los que corresponde cada conjunto aminoaćıdico. Se observa
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que en en el panel inferior, en el gráfico correspondiente a la isoforma de inclusión

del E10, el exón alternativo se encuentra en una región altamente desordenada de la

protéına. En comparación con la isoforma de exclusión del E10 se puede concluir que

la señal de localización nuclear se adapta a un contexto de mayor grado de desorden

en presencia del exón alternativo.

Fig. 4.10: Predicción del grado de desorden de los polipéptidos codificados por las

variantes de splicng alternativo de G9a. La enerǵıa 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 región de la secuencia aminoaćıdica
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4.8. La localización subcelular de G9a se modifica durante

la diferenciación neuronal

Dada la cercańıa de la NLS al E10 decidimos evaluar la localización 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 espećıficamente la sección carboxilo-terminal de G9a. En el

caso de las N2a sin diferenciar fijamos las células al d́ıa siguiente de ser plaqueadas

sobre portaobjetos, mientras que en el caso de las neuronas maduras, al d́ıa siguiente

del plaqueo sobre vidrio comenzamos la inducción de la diferenciación tanto para

el protocolo de diferenciación con DMSO como para el que usa AR y dejamos dife-

renciar los d́ıas necesarios. El ensayo reveló células con patrones distintivos. En las

células no diferenciadas, G9a se detecta tanto en el núcleo como en el citoplasma.

Este patrón cambia radicalmente durante la diferenciación de las neuronas a una

localización casi exclusivamente nuclear (Figura 4.11 A).

La cuantificación de la concentración 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

diferenciación neuronal aumenta significativamente la relación núcleo/citoplasma.

Los mismos resultados se obtienen mediante la cuantificación de la intensidad total

de fluorescencia con los dos protocolos de diferenciación (Figura 4.12 A y B). Por

otra parte, existe una correlación lineal entre el grado de inclusión del E10 de G9a y

la localización nuclear de la protéına en cuatro ĺıneas celulares humanas diferentes

analizadas (Figura 4.12 C).

Con el fin de obtener evidencias independientes, evaluamos la localización de

G9a por western blot en fracciones nucleares y citoplasmáticas de células N2a sin

diferenciar y diferenciadas. La Figura 4.13 muestra que la diferenciación neuronal

provoca una disminución de la fracción citoplásmica de las dos isoformas de G9a

(comparar intensidades globales en los carriles 1 y 3) y un aumento en la fracción

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 diferenciación neuronal promueve la localización de G9a en el núcleo.

Células N2a se diferenciaron con DMSO o AR 6 o 3 d́ıas, respectivamente. Luego, se fijaron

las células y se evaluó la localización de la protéına G9a por inmunofluorescencia indirecta

(A). En (B y C) se muestran los paneles de la cuantificación de la concentración relativa

de intensidad de fluorescencia de G9a en los compartimentos nucleares y citoplásmicos de

células N2a diferenciadas con DMSO (B) o AR (C).

intensidad de la isoforma de inclusión del E10.

Estos resultados indican que la diferenciación neuronal de células N2a promue-

ve la localización nuclear de G9a. En vista de estas observaciones y la correlación

con el aumento en la inclusión del E10 durante la diferenciación, razonamos que

si el E10 estimula la localización nuclear de la protéına, la traslocación al núcleo

de G9a debeŕıa afectarse por el tratamiento con siE10. Con el fin de probar esta

hipótesis, analizamos la localización subcelular de G9a en las células no diferencia-

das transfectadas con siE10. Al comparar la concentración relativa de la intensidad
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Fig. 4.12: La diferenciación neuronal desencadena una acumulación nuclear de G9a.

Células N2a fueron diferenciadas con DMSO o AR durante 6 o 3 d́ıas respectivamente. Las

células fueron fijadas y la localización de la protéına G9a se evaluó por inmunofluorescencia

indirecta. (A y B) Los gráficos muestran la cuantificación de la intensidad de fluorescencia

total de G9a en los compartimientos nucleares y citoplásmicos de células N2a diferenciadas

con DMSO (A) o AR (B). (C) Las células HaCaT, HeLa, MCF7 y T47D fueron fijadas y

la localización de la protéına G9a se evaluó por inmunofluorescencia indirecta. El splicing

alternativo del gen G9a se evaluó mediante RT-PCR radiactiva en cada ĺınea celular.

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

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

4.9. La inclusión del E10 promueve la localización nuclear

de G9a

Para determinar si la inclusión del E10 sólo se correlaciona con una mayor loca-

lización nuclear de la protéına o, si por el contrario, existe una relación de causa y

efecto, expresamos de forma transitoria vectores de expresión de las dos isoformas
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Fig. 4.13: La diferenciación neuronal promueve la localización nuclear de G9a. Células

N2a fueron diferenciadas por 3 d́ıas con AR o fueron mantenidas sin diferenciar, luego

fueron levantadas las células y se separaron las fracciones nucleares y citoplasmáticas. Los

niveles de G9a fueron analizados por western blot con anticuerpo anti-G9a, mientras que se

evaluó la extracción de las fracciones subcelulaes con anticuerpos anti-H3 para evidenciar

la francción nuclear y anti-GAPDH para evidenciar la fracción citoplasmática.

Fig. 4.14: La inclusión del E10 de G9a promueve la localización nuclear. Células N2a

fueron transfectadas con siE10 o siLUC como un control. La localización subcelular de G9a

fue evaluada por inmunofluorescencia con anticuerpo anti-G9a y se utilizó el anticuerpo

anti-H2B (histona 2B) para marcar el núcleo celular. El panel de la derecha muestra la

concentración relativa de la intensidad de fluorescencia de G9a en los compartimentos

nucleares y citoplasmáticos 48 horas después de la transfección. El análisis estad́ıstico

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 protéınas G9a recombinantes

muestran dos patrones de expresión en ambos tipos celulares: solamente nuclear (n)

o nuclear y citoplasmática (n + c) (Figura 4.15 A y B).
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Fig. 4.15: La presencia del E10 favorece la localización nuclear de G9a. Células HeLa

(A) o N2a (B) fueron transfectadas con plásmidos de expresión que codifican las isoformas

de G9a. 48 hs después de la transfección, las células fueron fijadas y la localización de G9a

sobre-expresada se evaluó por inmunofluorescencia con anticuerpo anti-Flag y se utilizó el

anticuerpo anti-H2B (histona 2B) para marcar el núcleo celular. Se muestran células con

localización tanto nuclear como citoplásmica (n + c) y células con localización únicamente

nuclear (n). (C) Los niveles de expresión 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 señal nuclear + citoplasmática

o sólo nuclear de G9a (n = entre 31 y 208 células). El análisis estad́ıstico corresponde a

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

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

presión de la isoforma E10+ disminuye el porcentaje de células con el patrón n +
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c al mismo tiempo que aumenta el porcentaje de células con el patrón n, tanto en

HeLa (Figura 4.15 D) como N2a (Figura 4.15 E). Esto indica que la inclusión del

E10 promueve la localización nuclear de los complejos de protéınas que contienen el

polipéptido G9a.

4.10. La inclusión del E10 está 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 aqúı demostramos que la

inclusión del E10 correlaciona con el aumento de la localización nuclear de G9a y el

aumento de los niveles de H3K9me2, modificación producida por G9a. Por lo tanto,

decidimos averiguar si la estructura de la cromatina teńıa algún rol en la regulación

de la inclusión o exclusión del exón 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 cromat́ınica tiene una función

importante en la regulación del splicing alternativo de G9a, entonces los cambios

estructurales del DNA debeŕıan mostrar una variación en los patrones de expresión

de las isoformas de inclusión y exclusión. El tratamiento con 5aC, como se mencionó

en 3, provoca una desmetilación generalizada tanto del DNA como de las histonas,

que genera una relajación de la cromatina. En el contexto de una cromatina más

abierta, según el modelo cinético, la RNAPII transcribe más rápido o menos pau-

sadamente y se presentan al mismo tiempo los sitios débiles y fuertes de splicing.

Al competir por la unión del spliceosoma, los sitios fuertes se unen con mayor afi-

nidad y esto lleva a la mayor exclusión 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 patrón de splicing alternativo de G9a, 5aC

debeŕıa modificar los niveles de inclusión en el mRNA del E10.

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

los niveles de inclusión/exclusión del E10 en precursores neuronales. Sin embargo,
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Fig. 4.16: Reversión del efecto de la diferenciación neuronal de N2a en la inclusión del

E10 de G9a. Las células N2a fueron tratadas con 5aC durante 3 d́ıas (A) o TSA (B) durante

16hs y se evaluó el patrón 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 extracción de RNA y RT-PCR radiactiva

semi-cuantitativa. Se muestra la cuantificación y el análisis estad́ıstico.

en el caso de realizar el tratamiento con la droga durante la última etapa de di-

ferenciación con DMSO, observamos que disminuyen significativamente los niveles

de inclusión del E10 de G9a en neuronas maduras. Este resultado sugiere que la

estructura cromat́ınica podŕıa estar implicada en la regulación que sufre el patrón

de splicing alternativo de G9a durante la diferenciación neuronal. Del mismo modo,

tratamos a las células N2a con TSA, compuesto que, como fue explicado en 3, pro-

voca una descompactación 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-

ferenciación en el patrón de splicing alternativo de G9a, si bien hay una tendencia

al aumento de la inclusión del E10 en los precursores neuronales. A partir de estos

resultados concluimos que la estructura de la cromatina está implicada en la regu-

lación del efecto que se observa en el patrón de splicing alternativo de G9a durante

la diferenciación neuronal, dado que alteraciones estructurales provocan la reversión

de dicho efecto.

Dado que las modificaciones de la cromatina están involucradas en esta regu-
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lación, una pregunta que surge inmediatamente es si la regulación positiva de la

inclusión del E10 podŕıa ser el resultado de cambios en la metilación de H3K9 en el

gen de G9a durante la diferenciación neuronal. Experimentos de inmunoprecipita-

ción de la cromatina (nChIP) muestran que la diferenciación neuronal aumenta los

niveles de H3K9me2 en el cuerpo del gen de G9a pero no en el promotor ni en una

región intergénica distante (Figura 4.17 A).

La metilación del DNA en citosinas se cuenta, junto con las modificaciones post-

transcripcionales de las histonas, dentro de los mecanismos epigenéticos. En mamı́fe-

ros, prácticamente toda la citosina metilada (5-metilcitosina) es encontrada en di-

nucleótidos CpG. Los dinucleótidos CpG están sub-representados en el genoma de

mamı́feros, y generalmente se los encuentra agrupados en regiones ricas, denomina-

das “islas CpG”. El análisis de secuenciación de bisulfito de una isla CpG ubicada

en el intrón 9 de G9a no muestra cambios en los niveles de 5-metilcitosina con la

diferenciación de las células N2a, lo que indica que el efecto de 5aC en la inclusión

del E10 no se debe a la inhibición de la metilación del DNA (Figura 4.17 B). En

conjunto, estas observaciones sugieren que la estructura de la cromatina tiene un

papel fundamental en la regulación del splicing alternativo G9a.

4.11. G9a regula su propio splicing durante la diferencia-

ción neuronal

A partir de las observaciones anteriores, sabiendo que los niveles de H3K9me2

(marca depositada por G9a) aumentan durante la diferenciación 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 podŕıa estar involucrada

en la regulación de su propio splicing alternativo. En primer lugar, tratamos a las

células con BIX y analizamos el patrón de splicing alternativo de G9a. Si bien el

tratamiento con BIX impide la diferenciación de precursores neuronales a neuronas

maduras, en este caso las células fueron tratadas después de que el programa de

diferenciación ya se hab́ıa establecido con el fin de descartar una posible inhibición
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Fig. 4.17: La estructura de la cromatina regula el splicing alternativo de G9a. (A)

Diagrama esquemático del gen de G9a que muestra la organización en exones e intrones y la

distribución de los amplicones utilizados en la qPCR (parte superior). Células N2a fueron

diferenciadas con AR durante 3 d́ıas 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 región. Un amplicón situado en una región intergénica (izquierda) se

utilizó como control. (B) Células N2a fueron diferenciadas con DMSO durante 6 d́ıas y

la metilación del DNA de la isla CpG situada próxima al E10 (cuadro rojo) se determinó

mediante la modificación con bisulfito de sodio seguido por secuenciación del DNA. Los

ćırculos negros representan dinucleótidos CpG metilados.

de la diferenciación. Como se observa en la Figura 4.18, BIX no parece revertir

la diferenciación cuando ya ha sido establecida, al menos a nivel de un análisis

morfológico.

El tratamiento de las células N2a diferenciadas con el inhibidor de G9a revier-
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Fig. 4.18: BIX no inhibe la diferenciación neural cuando las células fueron tratadas

una vez ya establecido el programa de diferenciación. Células N2a fueron diferenciadas por

tratamiento con AR durante 2 d́ıas y después se añadió BIX o veh́ıculo. Se determinó el

porcentaje de células que muestran el crecimiento de neuritas (células diferenciadas) y se

muestran imágenes representativas junto con la cuantificación.

te completamente el aumento en la inclusión del E10 provocada por diferenciación

(Figura 4.19 A). Esta observación apoya la idea de que se requiere la actividad de

metiltransferasa de G9a para la regulación de su propio splicing durante la diferen-

ciación neuronal.

Para examinar más a fondo el papel de G9a en la regulación 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 expresión del minigén de G9a es transfectado en células N2a,

muestra la misma regulación que el gen endógeno durante la diferenciación neuronal

(Figura 4.20 B). Los cebadores que amplifican los transcriptos del minigén fueron

diseñados para evitar la detección de las isoformas de G9a sobreexpresadas a partir

de las construcciones de cDNA (Figura 4.19 B, 3 calles de la derecha). La cotrans-

fección del minigén de G9a con las construcciones que codifican las isoformas de G9a

muestra que la isoforma E10+ es más 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 d́ıas y fueron posteriormente tratadas con BIX o su veh́ıculo como control.

El RNA fue extráıdo y el splicing alternativo evaluado como se describió anteriormente.

(B) Células HeLa fueron cotransfectadas con un minigén reportero de splicing del E10 de

G9a junto con plásmidos de expresión que codifican para el DNAc de longitud completa

de las isoformas de G9a o los correspondientes vectores vaćıos. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado y se muestran las media con el error estándar de un experimento

representativo. El análisis estad́ıstico corresponde a un ANOVA de uno o dos factores

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

inclusión 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 cataĺıtica (Figura 4.21

A). El efecto inhibitorio es incluso más fuerte cuando se expresa otra mutante de la

isoforma E10+ que además de una mutación puntual en el sitio cataĺıtico también

tiene una mutación puntual que impide la interacción con GLP [143] (Figura 4.21

B). Más aún, el efecto se revierte parcialmente con la inhibición 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-

ciación neuronal. (A) Diagrama esquemático del minigén de G9a. (B) Células N2a fueron

transfectadas con el vector de expresión del minigén de G9a y diferenciadas con DMSO

durante 6 d́ıas. EL RNA fue extráıdo y el splicing alternativo se evaluó mediante RT-PCR

radiactiva.

ternativo durante la diferenciación neuronal en un modo dependiente de su actividad

cataĺıtica como metiltransferasa y de la interacción con GLP. Como la isoforma G9a

E10+ es más potente en la inducción de la inclusión del E10 y este proceso es

necesario para la diferenciación eficiente de las neuronas, nuestros resultados son

consistentes con un feedback loop positivo en el que la diferenciación neuronal favo-

rece la śıntesis de la isoforma G9a E10+ que, a su vez, promueve una mayor inclusión

del E10 y estimula la localización nuclear de la protéına.

En conclusión, determinamos que tanto la estructura de la cromatina como la

misma protéına G9a regulan el patrón de splicing alternativo en el locus en cues-

tión. Descubrimos que la inclusión del E10 en el mRNA maduro de G9a aumenta

durante la diferenciación neuronal y que cambios en la estructura cromat́ınica son
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Fig. 4.21: G9a está implicada en la regulación de su propio splicing. (A-C) Las células

fueron cotransfectadas con un minigén reportero del splicing del E10 de G9a junto con

plásmidos de expresión que codifican para el DNAc de longitud completa de las isoformas

de G9a o los correspondientes vectores vaćıos. En (A), una versión mutante cataĺıtica de la

isoforma E10+ se evaluó en células HeLa, y en (B) dos versiones de mutantes cataĺıticos 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 cuantificación 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 vaćıo. Las células fueron levantadas 48 hs después

de la transfección y el splicing alternativo de G9a se evaluó mediante RT-PCR radiactiva

utilizando cebadores espećıficos para el minigén. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado y se muestran las medias con el error estándar de un experimento representativo.

El análisis estad́ıstico corresponde a un ANOVA de uno o dos factores según corresponda,

Bonferroni test post hoc (*) p <0,05, (**) p <0,001.

responsanbles de este efecto. Sugerimos, además, 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 inclusión va acompañado de un incremento en la localización 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 señal de localización

nuclear situada nueve aminoácidos ŕıo arriba del E10 se encuentre en un contexto de

mayor exposición. Finalmente, los datos indican que, mediante la regulación de su

propio splicing alternativo, G9a gatilla una retroalimentación positiva que reafirma

el compromiso a la diferenciación celular.
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5. DISCUSIÓN

La diferenciación celular implica la reprogramación de la expresión génica. Desde

un punto de vista clásico, esto se consigue a través de la regulación diferencial de la

transcripción, lo que resulta en el silenciamiento o la activación de genes espećıficos.

Sin embargo, cada vez más evidencias ponen de manifiesto al splicing alternativo

como una fuente importante de variación que contribuye fundamentalmente a la

regulación de la diferenciación celular [144]. Aun aśı, se sabe muy poco acerca de

las redes de regulación que resultan en patrones celulares espećıficos de splicing

alternativo y, en particular, sobre cómo el acoplamiento de la transcripción y el

splicing en diferentes contextos de la estructura de la cromatina contribuyen a la

diferenciación celular.

5.1. Regulación epigenética del splicing alternativo de NCAM

durante la diferenciación neuronal

En este trabajo, utilizando células N2a en cultivo demostramos que la inclusión

del E18 de NCAM aumenta entre 2 y 3 veces con la diferenciación 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

relajación de la estructura de la cromatina sugieren que el estado compacto de la

cromatina podŕıa ser en parte responsable del cambio en los patrones de splicing de

las células diferenciadas. Fue posible confirmar estas observaciones mediante análisis

de nChIP que demostraron que marcas represivas de histonas (H3K9me2) aumentan

a lo largo del gen NCAM después de la diferenciación (Figura 3.4 C). Esta conclu-

sión es apoyada también por la demostración de que el tratamiento de las células

diferenciadas con TSA inhibe el aumento de los niveles de H3K9me2 (Figura 3.4

73
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D), lo que explica el efecto de esta droga impidiendo la regulación positiva de la

inclusión del E18 durante la diferenciación.

Nuestros resultados son consistentes con un modelo en el que la diferenciación

neuronal de células en cultivo promueve el silenciamiento de la cromatina intragenica

en NCAM, disminuye de forma localizada la velocidad de elongación de la RNPAII

y promueve una mayor inclusión del E18 de NCAM. Más aún, 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 patrón diferente

de diferenciación pasando por un estad́ıo intermedio de cuerpos embrionarios. En un

trabajo previo de nuestro laboratorio [47] se hab́ıa demostrado que la despolarización

neuronal provoca la acetilación de histonas del gen NCAM, permitiendo una mayor

tasa de elongación de la RNPAII que deriva en bajos niveles de inclusión del E18 de

NCAM en el mRNA maduro. En conjunto, los resultados anteriores [47] y el presente

trabajo apoyan un modelo general de çromatina alternativa - splicing alternativo” en

el que un solo gen, con dos configuraciones diferentes de la estructura cromat́ınica

con efectos opuestos sobre la tasa de elongación de la RNAPII, da lugar a dos

patrones de splicing alternativos diferentes, cada uno caracteŕıstico de un estado

funcional y un paso de diferenciación neuronal (Figura 5.1).

La compactación de la cromatina y las marcas represivas parecen ser fundamen-

tales para la progresión de diversos sistemas de diferenciación celular en mamı́feros

[145, 146], lo que puede interpretarse como una forma de silenciar genes espećıficos

de linaje y no restringir el transcriptoma por completo. En genreal, los análisis de

la modulación de marcas epigenéticas espećıficas se han centrado históricamente 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 metilación del DNA intragénico durante la diferenciación de células madre

embrionarias de ratón a precursores neuronales [147] o los niveles de H3K27me3 y

H3K9me3 durante la diferenciación de células madre embrionarias humanas a fibro-

blastos [148]. También se demostró 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

despolarización neuronal aumentan los niveles de H3K9ac intragénicos en el gen NCAM

mientras que durante la diferenciación neuronal aumentan los niveles de H3K9me2. Los

distintos niveles de marcas en la cromatina correlacionan con distintos patrones de splicing

alternativo. Mientras que la acetilación correlaciona con exclución del E18, la metilación

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

tin K9 modifications) y que sus niveles se incrementan considerablemente durante

la diferenciación in vitro de células madre embrionarias de ratón tanto aśı como

en tejidos adultos como el h́ıgado o el cerebro [149]. Dichos LOCKs suelen incluir

muchos genes y se correlacionan negativamente con la expresión génica. Por otra

parte, un trabajo más reciente evalúa los cambios en H3K9me2 durante la diferen-

ciación de células madre embrionarias a neuronas mostrando que la cantidad total

y la cobertura del genoma con esta marca represiva no aumenta dramáticamente en

la diferenciación de forma global, pero śı se incrementa significativamente en ciertas
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regiones espećıficas [150]. Lo más interesante es que estas áreas locales espećıficas

son principalmente regiones intragénicas y no están asociados con el silenciamiento

génico [150]. Este tipo de regulación sugiere un rol clave de las marcas cromat́ınicas

represivas en pasos de la expresión génica posteriores a la iniciación de la transcrip-

ción, tal como el procesamiento de los mRNAs.

5.2. Regulación epigenética del splicing alternativo de G9a

durante la diferenciación neuronal

Las modificaciones intragénicas de histonas controlan el splicing alternativo, tan-

to a través de la modulación de la tasa de elongación de la RNAPII como del re-

clutamiento de adaptadores y factores de splicing al pre-mRNA que está siendo

sintetizado. La modulación generada por estos mecanismos, complementarios entre

śı, impone el estudio de la regulación de enzimas responsables de “escribir” las mar-

cas espećıficas de las histonas que regulan el splicing alternativo. Es este estudio

elegimos a G9a porque, además de su papel fundamental en la regulación de los

programas de expresión génica desencadenados por la diferenciación celular, se de-

mostró que la marca de silenciamiento H3K9me2 contribuye fundamentalmente a

distintas decisiones de splicing alternativo [131, 140].

El grupo de Juan Valcárcel estableció recientemente una red de interacción fun-

cional de protéınas cuya expresión afecta el splicing alternativo donde la mayoŕıa

de los nodos están ocupadas por reguladores de splicing conocidos [151]. Curiosa-

mente, y a pesar de que la mayoŕıa 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 función de

metiltransferasas y la regulación del splicing alternativo (Figura 5.2).

En este trabajo demostramos que G9a es necesaria para la diferenciación neuro-

nal de las células N2a en cultivo, y que esto correlaciona con altos niveles globales

de H3K9me2 en células diferenciadas. En consonancia, se hab́ıa informado anterior-
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mente que G9a afecta a una variedad de v́ıas de diferenciación celular [108, 109, 111],

además de sus implicaciones en el desarrollo de tejidos neuronales [120, 122, 123].

Por otra parte, nuestros resultados muestran que la regulación de G9a se lleva a

cabo a nivel del splicing alternativo por un loop de retroalimentación positiva. Más

aún, observamos que la inclusión del E10 de G9a aumenta durante la diferenciación

neuronal (Figura 4.3) y probamos que la isoforma E10+ de G9a favorece la inclusión

del E10 en el mRNA maduro y es necesaria para una completa diferenciación 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 diferenciación neuronal, sino que podŕıa

afectar la diferenciación de distintos tipos celulares ya que el efecto sobre la inclusión

E10 no se limita al desarrollo de las neuronas ([138] y resultados no mostrados del

laboratorio de la Dra. Srebrow con diferenciación de células mamarias en cultivo).

Múltiples 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 inclusión del E10 dependiente de la diferenciación se suprime por

el tratamiento con el inhibidor de G9a BIX (Figura 4.19 A), por los fármacos que

promueven la de-metilación de H3K9 como 5AC y TSA (Figura 4.16), y mediante

la mutación del sitio cataĺıtico de G9a (Figuras 4.21). Todos estos datos son consis-

tentes con los niveles más altos de H3K9me2 observados en el gen G9a en neuronas

diferenciadas (Figura 4.17). Es importante señalar que el aumento de H3K9me2 en

el gen de G9a se muestra relativizado a los nivles totales de H3, lo que indica que

la diferenciación no se limita a aumentar la densidad de nucleosomas en la región,

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 seŕıa un loop de retroalimentación positiva en el que

la inclusión del E10 regulara positivamente la actividad enzimática de G9a. Sin em-

bargo, demostramos aqúı que la inclusión del E10 no afecta la actividad de la enzima

in vivo (Figura 4.9). En cambio, la naturaleza intŕınsecamente desestructurada del

péptido codificado por el E10, caracteŕıstico de la mayoŕıa de los segmentos de pro-

téınas codificados por exones alternativos [152], puede contribuir a una exposición
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mayor de la NLS vecina (Figura 4.10) lo que sugiere que la inclusión del E10 pro-

mueve la localización nuclear de G9a. Esta predicción se confirmó indirectamente en

los experimentos mostrados en la Figura 4.11 y directamente mediante la evaluación

de la localización 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 núcleo, sino conformando complejos

de múltiples subunidades que contienen además a GLP y otras moléculas de G9a

endógenas 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 más defectuosa en la promoción de la inclusión del E10

(Figura 4.21). En este contexto, es previsible que la sobreexpresión de la isoforma

E10+ de G9a cambie el equilibrio aumentando el porcentaje de células que muestran

una localización de G9a exclusivamente nuclear.

La observación de que G9a está presente no sólo en el núcleo, sino también en

el citoplasma, puede explicar que G9a metile diversas moléculas no nucleares, como

se ha demostrado en distintos análisis de interacción. De hecho, se han identificado

más de 500 targets previstos de G9a y GLP, de los cuales más del 50% no tienen

localización nuclear [153].

Durante la preparación de este trabajo, un estudio funcional de las isoformas de

G9a tanto aśı como de las diferentes isoformas de la metiltransferasa de histonas en

heterocromatina SUV39H2 fue publicado [134].

Los autores encontraron que la inclusión del exón 3 alternativo de SUV39H2 es

clave para la sublocalización nuclear de la protéına y su actividad cataĺıtica. Este

hallazgo no resultó sorprendente puesto que la exclusión en el mRNA de dicho exón

alternativo provoca una protéına con aproximadamente 200 aminoácidos menos ubi-

cados en el dominio SET de la protéına, responsable de su actividad cataĺıtica. En

cuanto a G9a, los autores analizan que el patrón de splicing alternativo de su mRNA

se encuentra finamente regulado en distintos tejidos de ratón y realizan un estudio

de los factores de splicing involucrados en la regulación de estos cambios. En este
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trabajo, por estudios de western blot revelan la presencia de las dos isoformas de

G9a. En cuanto a la funcionalidad de la inclusión del E10, de manera similar a

nuestros resultados obtenidos in vivo con el reportero de metilación por FRET, los

autores no ven cambios en la actividad cataĺıtica de G9a medidos in vitro. A dife-

rencia de nuestros hallazgos, los autores no informan diferencias en la localización

subcelular de las isoformas E10+ y E10- de G9a. Lo analizan en células HeLa por

sobreexpresión de las isoformas y posterior inmunofluorescencia o fraccionamiento

subcelular seguidos por western blot. En cuanto a la inmunofluorescencia, no es po-

sible hacer un análisis diferente puesto que los autores muestran en la publicación

una única imagen correspondiente a un único núcleo 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 mención a la presencia de G9a en el citoplasma. Sus

observaciones los llevan a concluir que, dado que los niveles de inclusión del E10

vaŕıan 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

localización subcelular. Por el contrario, nosotros analizamos la localización de G9a

durante la diferenciación neuronal de células N2a en cultivo y observamos una mayor

concentración nuclear en las neuronas maduras. Al sobreexpresar las dos isoformas

en células HeLa, si bien encontramos que en la mayoŕıa de las células la localización

de G9a era exclusivamente nuclear, se visualizaron células con un patrón de locali-

zación distinto en el cual también detectamos G9a en el citoplasma. Al cuantificar

los porcentajes de células con distintos patrones de localización, pudimos concluir

que la presencia de la región codificada por el E10 favorece la entrada al núcleo de

la protéına. Estos resultados nos permitieron explicar las observaciones previas y

concluir que si bien el E10 no altera la actividad enzimática de G9a, al promover su

localización nuclear favorece un aumento en los niveles de H3K9me2 puesto que en

el núcleo es dónde ocurre la metilación de histonas.
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En conclusión, nuestros resultados revelan una retroalimentación positiva en la

que la inclusión del E10 de G9a aumenta durante la diferenciación neuronal y favo-

rece la localización nuclear de la protéına, posteriormente promoviendo una mayor

inclusión del E10 (Figura 5.3). Proponemos que G9a desencadena un loop de regu-

lación positiva que ayuda a mantener el programa de expresión génica y refuerza el

compromiso celular a la diferenciación neuronal.
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A

B

Fig. 5.2: Posición de G9a (EHMT2) y SUV39H1 en una red de interacciones funcionales

del splicing (tomado de [151] Las conexiones entre los factores indican la regulación de un

amplio conjunto de eventos de splicing alternativo. Las interacciones funcionales positivas

y negativas están representados por bordes verdes y rojos, respectivamente. El espesor del

borde indica la intensidad de la interacción funcional, mientras que el tamaño dle nodo

es proporcional al impacto global del factor en la regulación del splicing alternativo. Los

factores implicados en la modificación 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 posición de G9a.
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Fig. 5.3: El splicing alternativo de G9a regula la diferenciación neuronal. El modelo

muestra que G9a es necesaria para la diferenciación neuronal y que la inclusión de su E10

aumenta en neuronas maduras. Aunque el segmento codificado por el E10 no afecta a la

actividad cataĺıtica de G9a, aumenta la localización nuclear de la protéına y se requiere de

la expresión de la isoforma E10+ de G9a para una completa diferenciación de las neuronas.

Mediante el control de su propio splicing alternativo, G9a promueve la diferenciación de

las neuronas y crea un loop de retroalimentación positiva que refuerza el compromiso a la

diferenciación celular.



6. CONCLUSIONES

6.1. Regulación epigenética del splicing alternativo de NCAM

durante la diferenciación neuronal

La inclusión del E18 de NCAM aumenta durante la diferenciación neuronal de

células N2a en cultivo

La estructura de la cromatina regula los patrones de splicing alternativo de

NCAM durante la diferenciación neuronal tanto de la ĺınea celular N2a como

P19

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

ciación neuronal de células en cultivo

Los niveles intragénicos de la marca represiva H3K9me2 aumentan en NCAM

durante la diferenciación neuronal, mientras que se mantienen similares en una

región intergénica

El aumento en los niveles de H3K9me2 con la diferenciación neuronal se revier-

te con el tratamiento de las células con agentes de causan una hiperacetilación

de histonas

6.2. Regulación epigenética del splicing alternativo de G9a

durante la diferenciación neuronal

G9a es necesaria para la diferenciación neuronal de células N2a en cultivo

La inclusión del E10 de G9a está regulada positivamente durante la diferen-

ciación de células N2a
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La inclusión del E10 de G9a con la diferenciación neuronal también aumentó

en otra ĺınea celular en cultivo (P19)

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

desarrollo

Se requiere la inclusión del E10 para una completa diferenciación neuronal de

células en cultivo

Los niveles globales de H3K9me2 aumentan durante la diferenciación de células

N2a en cultivo

La inclusión del E10 en G9a no modifica la actividad enzimática de la protéına,

y sin embargo promueve un aumento de los niveles globales de H3K9me2

La inclusión del E10 de G9a promueve la localización nuclear de la protéına

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

aumentar la exposición de la NLS vecina

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

intergénica

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

de G9a con la diferenciación neuronal de células N2a

G9a regula su propio splicing alternativo por un loop de retroalimentación

positiva



7. MATERIALES Y MÉTODOS

7.1. Cultivos celulares y tratamientos

7.1.1. Cultivos celulares y diferenciación 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 antibióticos (100 U/ml final de penicilina y 100 µg/ml final de estrepto-

micina). Ocasionalmente, para utilizar el medio completo con posterioridad a las dos

semanas de preparación, se agrega también L-glutamina en una concentración 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 reacción con 9 ml de medio completo, se re-plaquea entre

1/5 y 1/20 del volumen a una nueva placa de plástico de 10 cm y se lleva a 12 ml

de volumen final con medio completo. Las células se congelan en nitrógeno ĺıquido

y se descongelan siguiendo protocolos convencionales. Para inducir la diferenciación

neuronal con el protocolo de baja concentración de suero y DMSO, las células N2a

son lavadas con PBS y e incubadas por 4 a 8 d́ıas 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 antibióticos (100 U/ml final de penicilina y 100 µg/ml final de estreptomicina) y

2% de DMSO. En el protocolo de inducción de la diferenciación neuronal con AR,

las células N2a se lavan con PBS y se incuban por 1 a 3 d́ıas en medio DMEM su-

plementado con 0,2% de suero fetal bovino, 4,5 g/L glucosa, antibióticos (100 U/ml

final de penicilina y 100 µg/ml final de estreptomicina) y una concentración final

de AR de 1 µM. Para la mayoŕıa de los experimentos se plaquean entre 200.000 y

400.000 células por cada pocillo de una placa de 6 pocillos aunque estos números

pueden varias según 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 antibióticos (100 U/ml final de penicilina y 100 µg/ml final de

estreptomicina). Para inducir la diferenciación neuronal, las células son estimuladas

para formar cuerpos embrionarios en placas de bacterias por el agregado de AR 1

µM en una densidad de 5 x 105 células por ml. Luego de 2 d́ıas, 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 d́ıas, el medio es

reemplazado por un medio de cultivo adecuado para permitir la maduración neuro-

nal. En este paso, utilizamos OPTIMEM suplementado con N2 y B27. Lás células

continúan el proceso de diferenciación y son viables hasta aproximadamente 2 se-

manas luego de ser plaqueadas.

7.1.2. Tratamientos celulares con inhibidores farmacológi-

cos

La droga TSA (Sigma) fue disuelta en etanol absoluto para preparar una solución

madre de 5mg/ml. Esta solución fue agregada directamente al medio de cultivo hasta

alcanzar las concentraciones indicadas. Para el control se utilizó etanol absoluto

como veh́ıculo y se agregó al medio de cultivo en la misma concentración que la droga.

El tratamiento duró 16 horas en todos los casos. La 5aC (Sigma) fue disuelta en 50%

(v/v) de ácido acético en agua hasta una concentración de 20 mM. Esta preparación

fue agregada directamente al medio de cultivo para alcanzar las concentraciones

indicadas. Como veh́ıculo se utilizó la misma solución de 50% (v/v) de ácido acético

en agua sin presencia de la droga. El tratamiento duró 3 d́ıas en todos los casos. Se

disolvió BIX en agua y se utilizó en las concentraciones indicadas agregándose al

medio de cultivo directamente. Como veh́ıculo utilizamos agua. El tratamiento duró

3 d́ıas en todos los casos.
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7.1.3. Transfección 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 µg de siRNA.

Resumidamente, el protocolo de transfección 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 µg totales de DNA plasmı́dico en un tubo eppendorf que contiene

250 µl de Opti-MEM (Invitrogen)

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

tapa que contiene 250 µl 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 policatión y el DNA

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

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

Se agregan por goteo 500 µl 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 transfección, para inducir la di-

ferenciación por ejemplo, se deja el Opti-MEM al menos 5 hs post-transfección

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



88

fueron realizados de acuerdo a las regulaciones locales y a la Gúıa de Cuidado y

Uso de Animales de Laboratorio del National Institutes of Health (NIH, publicación

80-23/96) y fueron previamente aprobados por el Comité de Ética (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 número

de animales utilizados. Los ratones fueron previamente anestesiados con Avertin®

2% mediante inyección intraperitoneal y luego sacrificados por dislocación cervical

en los d́ıas posnatales (DPN) indicados: DPN-7, DPN-25 and DPN-180. El cerebro

entero fue extráıdo, rápidamente congelado en nitrógeno ĺıquido y luego almacenado

a -80°C hasta su uso.

7.3. Vectores utilizados y preparación de plásmidos

7.3.1. Vectores utilizados

El plásmido de expresión pcDNA3.1 que expresa la secuencia codificante de G9a

corta de ratón fue cedido por el Dr. Shinkai de la Universidad de Kyoto, Japón. Veri-

ficamos que correspond́ıa a la isoforma de exclusión del E10. Utilizando dicho vector

como molde logramos clonar la isoforma de inclusión del E10 mediante digestiones

parciales y ligaciones.

Por otra parte, el plásmido pCAGpure que expresa la secuencia codificante de

G9a larga de ratón fue cedido por el Dr. Seo del College of Nature Science de Korea

del Sur. A su vez, el mismo autor nos envió el vector correspondiente a la secuencia

codificante de G9a larga de ratón con una mutación en el nucleótido 1115 codificante

para un aminoácido del sitio activo. Este vector también en el esqueleto pCAGpure

expresa una isoforma de G9a cataĺıticamente inactiva. Cuando nombramos a los

vectores G9a E10+ y G9a E10- hacemos referencia a los plásmidos en esqueleto

pcDNA3.1 clonados, mientras que cuando nombramos a G9a E10+ salvaje y mutante

nos referimos a los plásmidos pCAGpure.

Además, para este trabajo contamos con plásmidos de expresión 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 inclusión del E10 humana y realizaron distintas

mutaciones para obtener la mutante análoga a la cataĺıticamente inactiva isoforma

ya mencionada de ratón y otra mutante con una mutación puntual adicional en la

región de interacción con GLP.

Por último, utilizamos un plásmido reportero de metilación en los ensayos de

FRET desarrollado por el grupo de investigación de la Dra. Alice Ting y distribuido

por addgene (pcDNA3-K9 histone methylation reporter, #22866). El esqueleto es

pcDNA3 y expresa un biosensor que, dependiendo del grado de metilación, cambia

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

7.3.2. Preparación de plásmidos en pequeña escala y gran

escala

Se utiliza una miniprep para producir una pequeña cantidad de plásmido a partir

de un cultivo bacteriano de unos pocos mililitros, con el objetivo de chequear me-

diante mapeo de restricción y secuenciación si los clonados realizados generaron el

plásmido de interés y cuál es la isoforma clonada en caso de existencia de distintas

isoformas por splicing alternativo. Cuando la aplicación subsiguiente demandaba

una mayor calidad del plásmido, como por ejemplo, la transfección de células en

cultivo, se utilizó un kit de Invitrogen (PureLink HiPure Plasmid Miniprep). En

algunos casos utilizamos las columnas de intercambio aniónico de Qiagen que per-

miten obtener entre 100 y 500 µg de DNA plasmı́dico. También se utilizaron kits de

Invitrogen (PureLink HiPure Plasmid Maxiprep) para la obtención de grandes can-

tidades de plásmido libres de endotoxinas. En todos los casos, se realizó el protocolo

siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.
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7.3.3. Cuantificación de plásmidos

Para conocer la concentración de DNA o RNA en solución se midió absorbancia

a 260 nm con un espectrofotómetro (NanoDrop). Como alternativa se midieron

concentraciones por fluorometŕıa, utilizando el lector Qubit y los reactivos Quant-iT

RNA y dsDNA BR (Invitrogen). Paralelamente, para fragmentos de DNA se realizó

una cuantificación por electroforesis, corriendo aĺıcuotas en un gel de agarosa con

bromuro de etidio y comparando con estándares de masa (High Mass y Low Mass

Ladders, Invitrogen).

7.3.4. Transformación de bacterias competentes

Para generar bacterias competentes se utilizó la cepa DH5α de Escherichia coli,

y un protocolo tradicional basado en CaCl2 y otras sales. Con este protocolo, se

generan bacterias con una eficiencia de aproximadamente 106 UFC/µg. Estas bacte-

rias fueron transformadas según métodos convencionales basados en el protocolo de

Hanahan (Hanahan, 1983). Alternativamente, se prepararon bacterias electrocom-

petentes en los casos en que se necesitó una mayor eficiencia de transformación (107-

109 UFC/mg DNA).

7.4. Extracción de RNA, RT y PCR

7.4.1. Extracción 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 µg de RNA a partir

de células cultivadas en un pocillo de 35 mm de diámetro. En el momento de levantar

las células, para dar por finalizado cualquier experimento, se descarta el medio y se

agregan 500 µl de TRIzol o Tri Reagent por cada pocillo y luego se continúan los

pasos según el protocolo.



Materiales y Métodos 91

7.4.2. Retrotranscripción

Para obtener DNA copia a partir de RNA se realizan los pasos detallados a conti-

nuación tomados del protocolo provisto por el fabricante de la enzima transcriptasa

reversa (MMLV-RT, Invitrogen) con leves modificaciones. Se desnaturalizan 5 µl de

RNA colocándolo 5 min a 65°C. Se pasa el tubo inmediatamente a hielo para im-

pedir la re-naturalización. Se agregan 15 µl de mezcla de reacción a cada tubo. La

mezcla de reacción está compuesta de la siguiente manera:

4 µl de buffer de RT 5X

2 µl de DTT 100 mM

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

0,5 µl de inhibidor de RNasas 40 U/µl

0,5 µl de oligo dT 100 µM (oligo de 12-18 nucleótidos)

1,5 µl de enzima M-MLV RT 200 U/µl

H2O c.s.p. 15 µl

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 reacción. Se detiene la reacción incubando 5 min a 95°C.

7.4.3. PCR semi-cuantitativa

Para las PCRs convencionales se utilizan 2 µl de reacción de RT que contiene el

cDNA que servirá de molde para la reacción de PCR. A cada tubo de cDNA se le

agregan 48 µl de mix que estará compuesta de la siguiente manera:

5 µl de buffer de PCR sin MgCl2

entre 1,5 y 3 µl de MgCl2 25 mM
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2 µl de cebador forward 20 µM

2 µl de cebador reverse 20 µM

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

0,3 µl de Taq DNA polimerasa

0,05 µl de dCTP radiactivo (10 µCi/µl, act. esp.: 3000 Ci/mmol)

H2O c.s.p. 48 µl

Al finalizar la reacción 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 peĺıcula

con orientadores para generar una auto-radiograf́ıa. De esta manera, se puede ob-

servar la o las bandas correspondientes al producto de PCR. Para cuantificar estos

productos, se orienta la peĺıcula 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 ĺıquido. Debido a que utilizamos el

isótopo 32P, que es un emisor beta de alta enerǵıa, podemos evitar el uso de ĺıquido

de centelleo para amplificar la señal, y contamos la radiactividad en seco, por el

método de Cherenkov.

7.4.4. Evaluación de los patrones de splicing alternativo por

RT-PCR

Con el objetivo de evaluar el splicing del RNA mensajero se realiza una reacción

de transcipción reversa para producir DNA copia a partir del RNA, que servirá lue-

go como molde de una reacción en cadena de la polimerasa en la cual se amplificará

el fragmento de interés utilizando cebadores espećıficos. 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 relación inclusión/exclusión, y en los casos indicados además se relativiza
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la relación del experimento a la del tratamiento control que toma, entonces, el valor

1.

Fig. 7.1: Evaluación de los patrones de splicing alternativo de G9a. Esquema de

las estrategias de RT-PCR radiactiva semi-cuantitativa utilizadas para determinar las

relaciones de inclusión/exclusión 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 retrotranscripción, una reacción de PCR a tiempo real

o PCR cuantitativa. Paralelamente a las muestras se prepara una curva de calibra-

ción, obtenida por ocho diluciones sucesivas al medio a partir de una dilución 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 calibración. De estas

diluciones se utilizan 5 µl para la reacción, a los cuales se agregan 20 µl de la mezcla

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

2,5 µl de buffer de PCR sin MgCl2

entre 2 y 4 µl de MgCl2 50 mM
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1 µl de cebador forward 20 µM

1 µl de cabador reverse 20 µM

0,5 µl de dNTPs 10 mM

0,15 µl de Taq polimerasa 5 U/µl

0,025 µl de SYBR green (Roche) en dilución 1:30 en DMSO

H2O c.s.p. 20 µl

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 ratón (Sig-

ma), anti-G9a de humano (Genetex), anti-G9a de humano y ratón (Cell Signaling)

y anti-Flag (Millipore). Como anticuerpos secundarios se utilizaron el anticuer-

po Alexa 488 contra IgG de ratón o de conejo para el canal verde, y el anticuerpo

Alexa 647 contra IgG de conejo o ratón para el canal rojo. El protocolo se describe

brevemente a continuación:

Se remueve el medio y se lava una vez con PBS 1X

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

ambiente, y se lava dos veces con PBS 1X

Se permeabiliza con 0,2% (v/v) tritón 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 cuál fue

generado el anticuerpo secundario (cabra en nuestro caso)

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

lava 4 veces con PBS 1X
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Se incuba con el anticuerpo secundario en solución 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 solución que conteńıa

5% (p/v) leche descremada en TBS más 0,1% (v/v) tween-20 (TTBS). Posterior-

mente se agregó la dilución apropiada del anticuerpo primario, en la misma solución

de bloqueo y se incubó toda la noche a 4°C. Luego de 3 lavados de 10 minutos cada

uno con TTBS, las membranas fueron incubadas con los anticuerpos secundarios

correspondientes, acoplados a peroxidasa (Biorad) en solución 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 determinación de modificaciones post-traduccionales

de histonas

7.7.1. Inmunoprecipitación nativa de la cromatina (nChIP)

La técnica se conoce como nChIP, por inmunoprecipitación nativa de la croma-

tina. A diferencia del ChIP tradicional, se omite el paso de generación de enrecru-

zamientos por medio de la incubación con formaldeh́ıdo y el sonicado del DNA para

generar fragmentos pequeños. Todos esto es reemplazado por una incubación 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 preparación de núcleos se utilizan 2 placas

de 14 centŕımetros 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

continuación se agrega medio completo para inactivar la tripsina y se centrifugan

las células para descartar el sobrenadante y poder congelar el pellet celular a -80ºC.

A continuación se detallan los pasos siguientes:

Se resuspenden las células de cada tubo en 2 ml de buffer I (0,3 M sacarosa,

60 mM Kcl, 15 mM NaCl, 5 mM MgCl2, 0,1 mM EGTA, 15 mM Tris-HCl pH

7,5, 0,5 mM DTT, inhibidor de proteasas de Roche)

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

incuba 10 minutos en hielo, mezclando durante la incubación

Se van preparando por cada placa 2 tubos cónicos 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-

sión de células sobre el colchón de buffer III, se tapa el tubo y se centriguga

inmediatamente por 30 minutos a máxima velocidad (4ºC)

Se descarta el sobrenadante y se resuspenden los núcleos en 1 ml de buffer de

MNasa (0,32 M sacarosa, 50 mM Tris-HCl pH 7,5, 4 mM MgCl2, 1 mM CaCl2,

inhibidor de proteasas) por cada 2 ml de buffer I iniciales. La integridad de

los núcleos puede ser evaluada por observación al microscopio

Se agregan 50 unidades de nucleasa micrococal (MNasa - Amersham, solución

de trabajo 10 U/µl en 50% (v/v) glicerol) a cada tubo y se incuba a 37°C por

10 minutos. La reacción se detiene por el agregado de 20 µl de 20 mM EDTA

pH 8, mezclado suave e incubación 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 fluorometŕıa utilizando

Quant-iT dsDNA BR (Invitrogen)

Para las inmunoprecipitaciones se utiliza una cantidad de cromatina que

contenga entre 10 y 15 µg de DNA. El volumen se lleva a 1 ml final con buffer

de incubación (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 rotación en heladera

Se agrega 50 µl de protéına 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 fracción no unida

Se resuspenden las bolitas de agarosa en 1 ml de buffer de lavado A (50 mM

Tris-HCl pH 7,5, 10 mM EDTA, 75 mM NaCl) fŕıo y se incuba en continua

rotación 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-HCl pH 7,5, 10

mM EDTA, 125 mM NaCl) y buffer de lavado C (50 mM Tris-HCl 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 rotación a temperatura ambiente. Se centrifuga 3

minutos a 250 g y se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo constituyendo

la fracción unida

Se purifica el AND de las fracciones unidas y no unidas con el kit QIAquick

PCR purification Kit de QIAgen y las muestras están listas para ser analizadas

por PCR en tiempo real
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Como anticuerpos primarios se utilizaron para esta técnica: 10 µg de anti-H3K9me2

(Upstate 07-441), 10 µg de anti-H3K27me3 (Upstate 07-449) e 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

sección anterior utilizando el anticuerpo anti-H3K9me2 (Upstate 07-441). Previa-

mente a la corrida del gel realizamos un extracción de núcleos y citoplasmas para

analizar las distintas fracciones celulares por separado. Los pasos para el fracciona-

miento subcelular se detallan a continuación:

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

fŕıo

Agregar 7-10ml de PBS fŕıo, 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 MgCl2, 0.34 M, sacarosa, 10% (p/v) glicerol, 1 mM DTT, Inhibidores de

proteasas)

Agregar Tritón X-100 hasta una concentración 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 - Núcleos)
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7.8. FRET

Las células HeLa se cotransfectaron con plásmidos de expresión 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 vaćıo se utilizaron

como control para la estimación del FRET basal. La expresión de las isoformas

se evaluó por inmunofluorescencia. Las imágenes 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 relación 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 utilizó la prueba

de suma de rangos de Wilcoxon para evaluar si las diferentes poblaciones fueron

estad́ısticamente diferentes.

7.9. Oligonucleótidos 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: GGTTCGGCTTCTGGCGTGTGACCGR: 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

Región intergénica

F: GCAGCAGAGCATAGCAGAGG R: CAGAATGTAGTCCCAGGCAGTG

Promotor

F: CTCGGCAGTGGCTGGCAAG R: GACGGCGGCGGAGCAATG

Intrón 14

F: AATGTGAGTGCCAGCGAGAG R: GGGTGGTTTGTGGGAATGTTC

Exón 16

F: AACCACAGACCACTTCTTTCCC R: GACAATGAGGATGCCCACAATG

Intrón 16

F: TTCTTCCCACCAGCAGCATC R: TCTCACTCCATCCTTTCTCAGC

Exón 17

F: GAAGCACACAGAGCCCAACG R: GCGACAATCCCTCCTACTCCAC

Intrón 17

F: CGTCTCACAGGAACACCAATC R: AGCCAGAATGAAGAGGACCAG

Exón 18

F: TGCCTTCTGTCACCACCGTCAC R: GGTCTCACTGGTAGGGCTGTT-

CTG

para nChIP en G9a

Promotor

F:GGTGTCTTCCGTGAGTCTCTGTC R: TGTGCCTTTCCCGTTCTGAGC
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Exón 3

F:TGAGGAGACCCTTCCCAAG R: GACGGTGACAGTGACAGAG

Exón 7

F:CCTGGAGGAGTGGGAGAC R:CACCTTGCTGTCAGAGTCC

Intrón 7

F:GTGCCTCCTTCCTATTGCCTGTC R: ATCCTACGCCTCTGCCTCTGG

Intrón 9

F:GCATGTTCACTGTGTAGAC R: CCACACCATTCACTCCTG

Exón 10

F:CAGTGAGTACATGGAGGTTC R: CCTGGTGGCTCCCTGTCC

Intrón 10

F:GGGTGGCTGGGCGGAAAGR:TTAGACAGGAAGAGACAGAGATGATGG

Exón 11

F:CTCTGTCTCTTCCTGTCTAAG R:TGATGCGGTCAATCTTGG

Exón 14

F:CACTGACTCTGCCTAATGG R:AACTCACCTCTCAGACTCC

Exón 22

F:GTGTCAATGGTGTGGATGG R:CAGATGGGTGATGTTGCG

Exón 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: CCCAGUGAGUGGAGCUGCCCAGCGA3

Antisentido: UCGCUGGGCAGCUCCACUCACUGGG3
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Gómez, and Valeria Buggiano. Argonaute-1 binds transcriptional enhancers

and controls constitutive and alternative splicing in human cells. Proceedings

of the National Academy of Sciences, 111(44):15622–15629, 2014.
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