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Resumen

Rol de la RNA polimerasa Il en la regulacion del

splicing alternativo de genes eucariotas.

La transcripcién y el procesamiento del mRNA ocurren coordinadamente en la célula.
La RNA polimerasa II (pol II) se halla en el centro de este acoplamiento y puede dirigir
tanto la sintesis de mensajeros como su procesamiento simultineo. En esta tesis se
estudiaron dos modos generales de regulacion del splicing alternativo en los cuales la
pol II juega un papel central. Demostramos que una mutante lenta de pol II afecta el
splicing alternativo tanto de genes transfectados transitoriamente como de genes
endégenos. Esto constituye una prueba directa del control de la elongacién sobre el
splicing alternativo in vivo. Por otro lado se encontré que el dominio carboxilo terminal
(CTD) de la pol II regula el splicing alternativo del exén EDI de la fibronectina. Se
demostré que el CTD es necesario para que una proteina de la familia SR, SRp20,
ejerza su accion negativa sobre la inclusién de EDI, mientras que la accién estimulante
sobre la inclusién de EDI de otra proteina SR, SF2/ASF, es independiente del CTD.
Esto sugiere que el CTD actia reclutando a SRp20 y no a SF2/ASF a la proximidad de
EDI, llevando a la exclusion del mismo. Se sabe que la fosforilacion del CTD controla
la elongacion de la pol II. Sin embargo, el efecto inhibitorio de SRp20 persiste cuando
la elongacién se encuentra reducida en presencia de la pol II lenta o por la droga DRB.
Estos resultados sugieren que la elongacién y el reclutamiento de factores de splicing

contribuyen independientemente al control transcripcional del splicing alternativo.



Abstract

Role of RNA polymerase Il in the regulation of

alternative splicing in eukaryotes

Transcription and mRNA processing occur in a highly coordinated manner within the
cell. RNA polymerase II (pol II) lies in the center of this coupling and is capable of
carrying both the synthesis of mRNAs and their simultaneous processing. In this Thesis
we studied two general modes of alternative splicing regulation where pol II plays a
central role. We demonstrate that a slow pol II mutant affects alternative splicing of
both transiently transfected minigenes and endogenous genes. These results provide a
direct proof for the elongation control of alternative splicing in vivo. Additionally, we
found that the carboxy-terminal domain (CTD) of pol II regulates the alternative
splicing of fibronectin EDI exon. We found that the CTD is required for the inhibitory
action of the SR protein SRp20 on the inclusion of EDI into the mature mRNA, whereas
SR protein SF2/ASF stimulates EDI inclusion in a CTD-independent manner. This
suggests that the CTD acts by recruiting SRp20 but not SF2/ASF to the vicinity of EDI
leading to exon skipping. CTD phosphorylation controls transcription elongation which
is a major contributor to alternative splicing regulation. However, the SRp20 effect is
still observed when transcription elongation is reduced by the slow pol II or DRB.
These results suggest that elongation and splicing factor recruitment contribute

independently to the transcriptional control of alternative splicing.
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Introduccion

Introduccion

Entre los organismos vivos, los metazoos presentan un amplio espectro de
complejidad funcional y comportamental. Esto fue probablemente el resultado de un
aumento en el nimero de componentes que los constituyen y de las complejas
relaciones entre los mismos. Entre estos componentes, las proteinas son quizas las
principales responsables de alcanzar esta complejidad debido a su versatilidad
funcional. El proteoma, o conjunto de proteinas que se expresan a partir del genoma
de un organismo, pudo haber aumentado su complejidad durante la evolucioén a través
de un aumento en el nimero de genes y/o a través de mecanismos que permitieron
aumentar su diversidad.

La reciente secuenciacién de genomas eucariotas completos ha generado importantes
interrogantes acerca de la naturaleza de la complejidad gendmica. Las predicciones
iniciales indicaban que el genoma humano estaria compuesto por un nimero de genes
(estimado en unos 150.000) mucho mayor que el de organismos menos complejos
como Drosophila (14.000 genes) y Caenorhabditis elegans (19.000). El hallazgo de
que el genoma humano consta de aproximadamente 25.000 genes (1998; Adams et al.
2000; 2004), apenas unas dos a tres veces mds que en Drosophila, fue realmente
sorpresivo, e indicé que la principal fuente de diversidad responsable de la mayor
complejidad en vertebrados reside en cdmo esa informacién es procesada y no tanto
en el numero total de genes (Modrek y Lee 2002).

Los genes de eucariotas que codifican proteinas son muy complejos, su expresion
implica varios pasos y requiere de la accién concertada de distintas maquinarias que
se hallan altamente coordinadas dentro del nucleo celular. Los pasos intimamente
ligados a la expresion de genes involucran la sintesis del RNA mensajero (mRNA)
por la RNA polimerasa II (pol II) en el proceso de transcripcion, modificacion en el
extremo 5 del gen con la adicion del Cap (capping), la eliminacién de regiones no
codificantes o intrones y el empalme de los exones (splicing), modificacion de bases
A por I (edicién o editing), y la modificacion del extremo 3’ con el corte en el
extremo transcripto y la adicién de una cola de poliadeninas (corte y poliadenilacién).
Aunque estos pasos requieren de un gasto considerable de energia, permiten que los
organismos mas complejos expresen mayor diversidad de proteinas a partir de un

nimero limitado de genes. Esto es posible porque la informacién contenida en los
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genes puede ser expandida a través del inicio alternativo de la transcripcion desde
multiples sitios (Quelle et al. 1995), splicing alternativo (Black 2000; Goldstrohm et
al. 2001; Graveley 2001; Caceres y Kornblihtt 2002), poliadenilacién alternativa
(Gautheret et al. 1998) y edicién alternativo (Ochsenreiter y Hajduk 2006). Entre
estos mecanismos, el splicing alternativo es considerado la mayor fuente de
diversidad de proteinas en vertebrados (Black 2000; Graveley 2001; Maniatis y Tasic
2002).

Junto con los mecanismos que expanden la informacién del genoma, una compleja red
regulatoria ha también evolucionado para controlar la expresion de esta virtualmente
ilimitada fuente de informacién. Como se discute mas adelante, todos los pasos en la
expresion de genes ocurren en intimo contacto en el nucleo celular y se afectan
mutuamente, posibilitando la regulacion de cada uno a multiples niveles (Maniatis y

Reed 2002; Proudfoot et al. 2002; Kornblihtt et al. 2004).

1. Transcripcion

La regulacion de la expresion génica es una de las areas mas estudiadas en ciencia, ya
que su correcto funcionamiento es esencial para el crecimiento, desarrollo y sobrevida
de los organismos vivos. La expresion génica diferencial en organismos
multicelulares es una pieza fundamental en la determinacién de especificidad de los
distintos tipos celulares, y la desregulacion de los patrones apropiados de expresion
puede afectar profundamente la funcidn celular y ser causa de diversas enfermedades.
Si bien existen muchos procesos que controlan la expresion génica, la regulaciéon més
directa, o quizds la mas estudiada, es la que ocurre a nivel de la transcripcion.

La transcripcion en la célula es realizada por maquinarias enzimaéticas especificas, las
RNA polimerasas, que junto con factores denominados factores generales de la
transcripcion, llevan a cabo la sintesis de RNA a partir de DNA que actia como
molde. Los factores generales de la transcripcién estdn involucrados en el
reconocimiento del promotor, la respuesta a factores regulatorios y a cambios
conformacionales esenciales para la actividad de las RNA polimerasas (Hahn 2004).
Avances realizados durante las tltimas dos décadas han revelado las estructuras de las

RNA polimerasas bacteriana y eucariota, varios de los factores generales de la
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transcripcion y mads recientemente estructuras de la RNA polimerasa 1I (pol II)
interaccionando con factores generales de la transcripcion (Woychik y Hampsey
2002; Hahn 2004). Junto con estudios genéticos y bioquimicos, estas estructuras
proveen una importante informacion sobre el mecanismo de la maquinaria
transcripcional, la naturaleza dindmica de las interacciones proteina-proteina,
proteina-RNA y proteina-DNA involucradas, y el mecanismo de la regulacion
transcripcional.

Aunque la maquinaria transcripcional de eucariotas es mucho mas compleja que la de
procariotas o arqueas, los principios generales de la transcripcién y su regulacion
estan conservados. Las bacterias y arqueas poseen sélo una RNA polimerasa, mientras
que las células eucariotas poseen cuatro RNA polimerasas nucleares diferentes, tres
de las cuales (RNA polimerasa I a III) han sido descriptas en décadas anteriores
(Lewin 2004) y una de ellas, de origen mitocondrial (spRNAP-IV), fue descubierta
recientemente (Kravchenko et al. 2005). Las distintas RNA polimerasas inician la
transcripcion desde secuencias caracteristicas en el DNA y participan en la sintesis de
distintas clases de RNA. La RNA pol I transcribe los genes de los precursores 28S,
18S, y 5.8S del RNA ribosomal (rRNA), y es posiblemente la RNA pol més activa. La
pol II transcribe los RNA mensajeros (mRNAs) de genes que codifican proteinas y
algunos RNAs nucleares pequefios (snRNAs) involucrados en procesos como el
splicing (ver mas adelante). La pol III transcribe los RNAs 5S ribosomales y los
RNAs de transferencia (tRNAs). Por dltimo, la spRNAP-IV transcribe algunos
mRNAs (Kravchenko et al. 2005). Las RNA polimerasas nucleares I-III tienen cinco
subunidades en comun, y las restantes muestran una gran similitud entre las
polimerasas de eucariotas y de arqueas (Hahn 2004). Aunque las polimerasas
eucariotas I-III estdn compuestas por un mayor ndmero de subunidades que la
polimerasa de bacterias, las subunidades que componen la mayor parte de la pol II son
homdlogas de las subunidades de todas las RNA polimerasas celulares en general, lo
cual sugiere que estas enzimas poseen la misma estructura y mecanismos bdsicos
conservados (Ebright 2000). En bacterias, la subunidad o es el unico factor
relacionado a un factor de transcripcidon. ¢ Reconoce secuencias en el promotor,
promueve cambios conformacionales en el complejo polimerasa-DNA en la iniciacion
e interactda directamente con algunos activadores transcripcionales. En eucariotas, la

funcién del factor o ha sido reemplazada por un conjunto mucho mas grande de
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polipéptidos, y cada clase de RNA pol estd asociada a un grupo determinado de
factores generales de transcripcion (Lee y Young 2000; Schramm y Hernandez 2002;
Grummt 2003). La maquinaria transcripcional de la pol II es la mas compleja y
consiste en aproximadamente 60 polipéptidos, algunos de los cuales son necesarios
para la transcripcion por las otras RNA pol nucleares. Esto es consistente con el hecho
de que, como se verd mas adelante, la pol II es la encargada de sintetizar mRNAs que
son blancos de un procesamiento posterior exhaustivo del cual la misma pol II es
participe. La biogénesis de los mRNAs presenta esta caracteristica unica que es
posible debido a propiedades particulares de la pol II y que constituyen el objeto de

estudio en esta tesis.

2. Transcripcion por la pol 11

La pol II lleva a cabo la sintesis de todos los mRNAs en eucariotas. Comprende 12
subunidades con una masa total de mas de 500 kDa. La mayor contribucién a la
resolucion de la estructura de la pol II fue realizada en el laboratorio de Roger D.
Kornberg (Cramer et al. 2001; Gnatt et al. 2001) lo cual le ha valido recientemente la
obtencion del premio Nobel de Quimica 2006.

Practicamente todas las subunidades de la pol II tienen homdlogos en las RNA
polimerasas I y III. Sin embargo, la pol II posee en su subunidad mayor (RPB1) un
dominio carboxilo terminal (CTD) que es unico de esta polimerasa y que la distingue
de las demas polimerasas. Como se verd mds adelante, esta distincidén no es casual,
dado que este dominio le confiere a la pol II propiedades unicas tanto en la
transcripciéon como en la maduracion de los precursores de mRNAs (pre-mRNAs) que

no se observan en las demas polimerasas conocidas.

2.1 El ciclo de la transcripcion

La generacion de mRNAs maduros por la pol II involucra multiples procesos, algunos
de los cuales ocurren secuencialmente y otros en paralelo. Los distintos pasos de la

transcripcion de mensajeros constituyen el llamado ciclo de la transcripcion, e
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involucran la preiniciacion, iniciacidn, elongacién y terminacién (Figura 1). Durante
este ciclo la maquinaria transcripcional en general, y en particular la pol II, estan
sujetas a una serie de modificaciones y rearreglos que implican modificaciones
postraduccionales (siendo la fosforilacion la mds estudiada), ensamblaje vy
desensamblaje de complejos (secundarios y ternarios involucrando proteina, DNA y
RNA) en disposiciones altamente dindmicas e intrincadas. La especificidad estd
dictada tanto por factores especificos como por la interaccidon combinatoria entre
factores de transcripcion y secuencias regulatorias en el genoma (Barrera y Ren
2006).

El ciclo de la transcripcién comienza con el ensamblaje del complejo de preiniciacion
(PIC) sobre la region core o central del promotor (la minima secuencia de DNA
necesaria para especificar transcripcion basal o no regulada). El PIC incluye a los
factores generales de la transcripciéon (GTFs) que junto con la pol II y cofactores
adicionales determinan la ubicacién precisa del sitio de iniciacién de la transcripcion.
En este estado, la pol II y los GTFs se encuentran unidos en forma estable al promotor
resultando en una conformacion inactiva para iniciar la transcripcion. A partir de un
marcado cambio conformacional en el cual 11-15 pares de bases (pb) del DNA sobre
el sitio de inicio de la transcripcion son desnaturalizados, la hebra de DNA que actda

como molde es posicionada dentro del sitio activo de la polimerasa dando lugar al
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Figura 1. Ciclo de la transcripcion. Extraido de Hahn 2004
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complejo abierto o burbuja de transcripciéon (Wang et al. 1992). Este es un proceso
dependiente de ATP y requiere de la accién de dos GTFs, IIE y IIH (Goodrich y Tjian
1994). La iniciacion de la transcripcion comienza con la formacion del primer enlace
fosfodiéster al adicionarse los primeros dos nucledsidos trifosfato (NTPs). La
presencia de NTPs permiten a la polimerasa abandonar el promotor y sufrir la
transicion de iniciacion a elongacion en la cual el ATP es particularmente importante
(Dvir et al. 1996). Esta transicion estd caracterizada por el estadio conocido como
clearence del promotor, en el cual el PIC es parcialmente desmantelado y sélo
algunos factores permanecen unidos al mismo. El complejo que permanece sobre el
promotor es conocido como andamio o scaffold y es reciclado permitiendo la
reiniciacion de la transcripcion. La reiniciacion de la transcripcidén es un proceso
mucho mas ripido que la ronda inicial y es responsable de la mayor parte de la
transcripcion en la célula (Jiang y Gralla 1993; Orphanides y Reinberg 2000).

La regulacién transcripcional a nivel de la iniciacién es mediada por un complejo
multienzimatico conocido como Mediador. Este es un complejo de gran tamafio que
interacciona con la pol II, en parte a través de su CTD, uniéndose a la forma no
fosforilada de la misma (ver mds abajo), y es necesario tanto para la actividad
transcripcional basal como activada (Hahn 2004).

El paso final del ciclo es la terminacion de la transcripcion que requiere la disociacion
de la pol II del molde. Dos modelos alternativos, que no son necesariamente
excluyentes, se han propuesto para explicar el mecanismo de terminacién: el modelo
alostérico de terminacién implica un cambio conformacional en la pol II después de la
transcripcion del sitio de poliadenilacion (poliA) que la hace susceptible a la
terminaciéon (Zhang y Gilmour 2006); el modelo del torpedo involucra a una
exonucleasa con actividad 5°-3’ que, después del corte 3’, degrada al RNA vy
“persigue” a la pol II llevando eventualmente a su desestabilizacién y terminacién
(Connelly y Manley 1988; Proudfoot 1989; Kornblihtt 2004; Luo y Bentley 2004).
Como se vera mds adelante, el CTD de la pol II es blanco de modificaciones todo a lo
largo del ciclo de la transcripcién y actia como sitio de unién para una gran cantidad
de factores involucrados tanto en la transcripcion como el posterior procesamiento de

los mRNAs transcriptos.
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2.2 Acerca de la importancia de la elongacion transcripcional

Durante mucho tiempo la mayoria de las investigaciones dirigidas hacia el estudio de
los mecanismos moleculares de la transcripcion se enfocaron fundamentalmente en
estadios tempranos de la misma, que consisten en la formacién del PIC y la iniciacion.
Se consideraba que la elongacién transcripcional consistia en la simple adicion de
nucleésidos monofosfato a la cadena de mRNA naciente de una manera estable y mas
0 menos constante. Sin embargo, con el tiempo se hizo evidente que éste proceso es
un estadio dindmico y que esta altamente regulado durante el ciclo de la transcripcion.
Se ha identificado un gran nimero de factores que afectan especificamente a la
elongacion transcripcional. Existen evidencias cada vez mds abundantes en la
literatura que demuestran que la elongacién transcripcional es también capaz de
coordinar eventos del procesamiento de mRNA que ocurren rio abajo de la misma,
que incluyen la adicién del cap en el extremo 5’°, el splicing de intrones y
procesamiento 3’ (ver mds adelante). Por estas evidencias, la regulaciéon de la
elongacidn transcripcional ha cobrado una singular importancia debido a su capacidad
de afectar la expresion génica a distintos niveles que influyen sobre la cantidad y
calidad de los mRNAs resultantes. Distintas fallas en factores de elongacion son
ademds la causa de diversas enfermedades genéticas que han resaltado ain mas la
importancia del estudio de la elongacién transcripcional (Conaway y Conaway 1999).
Como se verd mads adelante, algunos resultados de esta tesis muestran que la
elongacion transcripcional es capaz de afectar la regulacion del splicing alternativo en

genes eucariotas, aportando un nivel més a la regulacion de la expresion génica.

2.3 Etapas en la elongacion

La procesividad de una polimerasa se define como su capacidad de transcribir todo el
largo de una unidad transcripcional. La pol II es una enzima extremadamente
procesiva, capaz de transcribir genes tan largos como la distrofina que abarca mas de
2 Mbases y requieren 17 hs para su sintesis (Tennyson et al. 1995), o ultrabithorax de
Drosophila cuya expresion requiere de una regulacion precisa durante el desarrollo

(Beachy 1990). Llamativamente, la pol II es al mismo tiempo altamente propensa a
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pausar y arrestarse, lo cual indica que estd sujeta a multiples niveles de control a lo
largo de los cuales sufre una maduracién que le permite avanzar y sintetizar los
mRNAs.

La elongacién transcripcional es compleja y estd caracterizada por distintos estadios:
Escape o clearence del promotor, pausado proximal al promotor y elongacion
productiva (Saunders et al. 2006). Cado uno de estos estadios estan definidos por una
marcada diferencia de estabilidad y comportamiento del complejo de la transcripcion,
y por los factores que se asocian con el mismo. Si bien se han establecido limites
arbitrarios entre los eventos tempranos de la elongacién, muchas veces es dificil
distinguirlos como pasos separados (Uptain et al. 1997).

El clearence del promotor es el estadio mas temprano en el cual la pol II rompe
contacto con las secuencias del promotor y comienza la sintesis del mRNA naciente.
En los pasos iniciales de la elongacién la pol II es altamente inestable y tiende a
liberarse del molde en lo que se conoce como iniciacién abortiva. En este estadio, la
pol II es también susceptible a desplazamientos laterales o slippage que implican su
disociacion y posterior reasociacion en un sitio rio arriba dando como resultado
transcriptos mas largos. Tanto la iniciacién abortiva como el slippage se reducen
ampliamente después de transcribirse los primeros 8-9 nucledtidos (nt) y es
practicamente indetectable una vez alcanzados los 23 nt (Pal y Luse 2002, 2003).
Hasta este punto, la pol II es ademds particularmente susceptible al arresto y al
pausado transcripcional, los cuales disminuyen una vez superado el nt +23. El
aumento inicial en la estabilidad una vez alcanzados los primeros 8-9 nt puede
explicarse por evidencias cristalograficas que muestran que el hibrido RNA-DNA
dentro de la burbuja de transcripcion tiene 9 nt de largo (Gnatt et al. 2001). Sin
embargo, la estabilizacion adicional alcanzada una vez transcriptos 23 nt no se
comprende claramente hasta el momento y sélo se han planteado hipétesis para
explicarlo que deben aun ser demostradas (Sims et al. 2004; Saunders et al. 2006).
Otro paso en la regulacion de la elongacion incluye el pausado proximal al promotor,
que es un fenémeno en el cual la pol II se pausa en la regién 5° de la unidad
transcripcional y sélo es capaz de progresar hacia la elongacién productiva bajo la
estimulacion por sefiales especificas. Este es un paso importante en la regulacion de
algunos genes in vivo, y constituye un punto de control o checkpoint en el progreso
hacia la elongacion productiva. Este tipo de control transcripcional tiene la ventaja de

ser notablemente rapido al evitar los pasos (lentos) de reclutamiento de factores al
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promotor y ensamblaje del PIC (Saunders et al. 2006). Casos paradigmaético de este
tipo de regulacion operan en los genes de respuesta al calor, o genes heat-shock, y en
los proto-oncogenes de mamifero MYC y FOS (Lis 1998), aunque evidencias mds
recientes indican que este tipo de regulacion es un fendmeno ampliamente distribuido

en el genoma (Kim et al. 2005).

2.4 Arrestos y pausas transcripcionales

Para que la elongacién transcripcional sea eficiente debe superar una serie de
bloqueos que son intrinsecos a la actividad catalitica de la pol II. Existen tres tipos de
impedimentos para la transcripcion que incluyen pausa, arresto y terminacion (Uptain
et al. 1997). Distintos factores de elongacién operan a través de mecanismos
especificos para aliviar o promover los distintos tipos de bloqueos. La pausa
transcripcional se define como un punto en el cual la pol II detiene la incorporacion de
NTPs por un tiempo determinado después del cual reinicia sin necesidad de ser
asistida por factores auxiliares (Figura 2). Por consiguiente las pausas

transcripcionales son auto-reversibles y se las considera un modo natural de
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—EY transcriptionales. El pausado de la RNA
e pol II es un modo natural de regulacién
TFIIF P . .
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— (RNAPIL) —— DSIF auto-reversible y es regulado por varios
%7 FCP1 factores celulares positiva (TFIIF,
NELF Elonguinas, ELL, CSB, FCP1 y DSIF) o
Arresto negativamente (NELF).
— El arresto transcripcional es aliviado por un

/,-——m proceso que requiere el corte del
U (Rnap nrl,% transcripto naciente por la RNA pol I, y es
TFIS estimulado por TFIIS.

Extraido de Sims et al. 2004.
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regulaciéon de la transcripciéon debido al gran ndmero de factores capaces de
modularlas (ver mas abajo). A diferencia de la pausa, el arresto transcripcional se
define como un bloqueo irreversible en la sintesis de RNA que sélo puede ser
revertido por medio de factores accesorios (Sims et al. 2004). Aunque las pausas y
arrestos estdn definidos funcionalmente, no son conceptos absolutos ni son
mutuamente excluyentes.

En la terminacidén, como fue anteriormente mencionado, la pol II y el RNA son
liberados del DNA efectivamente terminando el proceso de elongacion (Figura 1).

In vivo las pausas y arrestos transcripcionales son causados por la combinacién de
secuencias especificas de DNA, factores proteicos y el RNA naciente. Se considera
que el mecanismo de pausas y arrestos transcripcionales es similar. El mismo implica
un leve deslizamiento de la pol II en direcciéon rio arriba del punto de activa
incorporaciéon de nucledtidos, o backtracking, produciendo una pérdida de
alineamiento entre el hidroxilo 3’ (HO-3") del transcripto naciente y el sitio catalitico
de la enzima (Figura 2). Este deslizamiento seria mds pronunciado (e irreversible) en
los arrestos que en las pausas. Evidencias mds recientes demostraron que el pausado
de la RNA polimerasa bacteriana puede darse en ausencia de backtracking, y estaria
causado por un rearreglo estructural dentro del sitio catalitico de la enzima, y de la
secuencia de DNA en contacto con el mismo, que resultaria en la formacion de un
intermediario inactivado (Neuman et al. 2003). Dada la similitud entre los
mecanismos de la pol I y la RNA polimerasa bacteriana, es probable que
intermediarios similares participen en el pausado de la pol II.

Los complejos arrestados pueden volver al estado de elongacion productiva a través
de un mecanismo conservado evolutivamente que requiere el corte del RNA en
direccion 3°-5° (Figura 2). Esta actividad endorribonucleasa, asociada intrinsecamente
a la pol II, corta al transcripto naciente rio arriba del HO-3" creando un nuevo HO-3’
que estd posicionado correctamente con respecto al sitio activo de la enzima y puede
ser reextendido (Conaway et al. 2000). Existen evidencias estructurales que apoyan la
idea de que el corte de los transcriptos permite el realineamiento del sitio activo de la
enzima con el HO-3" del RNA promoviendo asi el sobrepaso de los sitios de arresto

(Kettenberger et al. 2003).
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2.5 Factores de elongacion

Numerosos factores de elongacién han sido definidos en funcién de sus propiedades
de afectar la actividad o de asociarse con el complejo de elongacion transcripcional
(TEC). Distinas evidencias han sido utilizadas en diferentes organismos para
descubrir y caracterizar factores de elongacion (Sims et al. 2004). Entre ellas pueden
mencionarse evidencias bioquimicas (como la de interaccionar con la pol II o de
afectar la elongacién in vitro), moleculares (como la de asociarse con regiones
codificantes y afectar la elongacion in vivo) y genéticas (como la de dar sensibilidad a
inhibidores de la elongacion). En levaduras, el andlogo de UTP 6-azauracilo (6-AU)
produce una disminucion en la concentracion celular de GTP y UTP (Exinger y
Lacroute 1992) y en consecuencia reduce la elongacién. Por lo tanto, cepas mutantes
para factores que dan sensibilidad a 6-AU son consideradas deficientes en elongacion.
Este enfoque genético ha ampliado el espectro conocido de factores de elongacion.

Se han descripto al menos dos tipos de factores de elongacion: factores de elongacion
activos que afectan a la actividad catalitica de la pol II, y factores pasivos que no la
modifican (Sims et al. 2004). La diferencia reside en la capacidad de dichos factores
de afectar la actividad catalitica de la pol II independientemente de si el factor
permanece unido o no al TEC.

Entre los factores que afectan al pausado transcripcional se encuentran TFIIF, la
familia ELL, Elonguinas, FCP1, CSB, DSIF y NELF (Sims et al. 2004; Saunders et
al. 2006) (Figura 2). Frecuentemente, los experimentos in vitro sugieren funciones
redundantes para distintos factores de elongacion, como es el caso para TFIIF, ELL,
Elonguinas y FCPI1. Sin embargo no siempre se observa lo mismo in vivo, lo cual
sugiere que posiblemente cada factor estimula la elongacién en contextos diferentes y
en distintos puntos dentro del ciclo de la transcripcion.

Dentro de los factores que afectan el arresto transcripcional se ha descripto hasta el
momento s6lo a TFIIS (SII). Este factor promueve la transcripcion a través de sitios
de arresto transcripcional (Fish y Kane 2002; Conaway et al. 2003) a través de activar
la capacidad endorribonucleasa intrinseca de la pol II (Rudd et al. 1994; Orlova et al.
1995). De acuerdo con lo discutido anteriormente, esta actividad facilita el
realineamiento del sitio activo de la pol II con el HO-3" del RNA estimulando la

elongacion (Kettenberger et al. 2003) (Figura 2).
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2.6 Regulacion de la elongacion por la cromatina

Hasta este punto se ha descripto la elongacion y su regulacién por factores que actian
independientemente de la cromatina. Sin embargo el DNA in vivo se encuentra
formando en una estructura cromatinica compacta que afecta en gran medida a todos
los procesos que requieren acceso al DNA como el caso de la transcripcion. Aunque
la cromatina cumple un rol esencial en compactar y proteger el material genético, la
célula ha desarrollado mecanismos para contrarrestar y aprovechar el acceso limitado
al DNA que impone la cromatina. La unidad repetitiva que forma a la cromatina es el
nucleosoma, que consiste en 147 pb de DNA que envuelven a un octdmero de
histonas formado por un tetrdmero H3-H4 y dos dimeros H2A-H2B. Los nucleosomas
estdn a su vez conectados por DNA conector o linker que puede interaccionar con una
quinta histona, H1, la cual estabiliza la formaciéon de cromatina mds compacta de un
orden superior (Khorasanizadeh 2004).

Las histonas tienen colas N-terminales que sobresalen del nicleo o core del
nucleosoma las cuales son sustrato de enzimas modificadoras que pueden acetilarlas,
metilarlas, fosforilarlas y ubicuitinarlas. Esto a su vez puede activar a reprimir la
expresion génica, y la elongacion en particular, dependiendo del tipo de modificacion
y contexto cromatinico en que se encuentra (Saunders et al. 2006). El efecto sobre la
transcripcion depende del tipo de histona y el residuo especifico dentro de dicha
histona que es modificado, de la magnitud de dicha modificacién (por ejemplo las
histonas pueden se mono-, di- o tri-metiladas en un mismo residuo), y de la
combinacidén de distintas modificaciones. Todas estas modificaciones son reversibles
y altamente dindmicas, y le confieren a la cromatina caracteristicas y propiedades que
pueden influenciar la eficiencia y regulacion de procesos como la transcripcion. Esto
ha llevado a la definicién de un ‘“cédigo de histonas” que operaria junto con la
informacion genética contenida en el DNA para regular de modo estricto los procesos
como la expresion génica (Clarke et al. 1993; Mellor 2006).

La acetilaciéon de histonas H3 y H4 ha sido en general correlacionada con la
activacion de genes, aunque en determinados residuos puede también estar asociada a
la inactivacion (Liang et al. 2004; Liu et al. 2005; Pokholok et al. 2005). Dentro de las

regiones codificantes la acetilacion de histonas es también importante para la
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transcripcion (Kristjuhan et al. 2002). Un candidato que acetilaria histonas dentro de
la region codificante es el factor elongator (Close et al. 2006). Es interesante notar
que este factor copurifica con la pol II hiperfosforilada, sugiriendo que in vivo podria
moverse con la polimerasa y al mismo tiempo “abrir camino” al paso de la maquinaria
transcripcional a través de la cromatina (Travers 1999). Sin embargo esto es s6lo una
interesante hipdtesis que debe atn ser probada.

La metilacion de histonas en sitios especificos y la magnitud de dicha modificacién
(mono-, di- o tri-metilacién) muestra una notable correlacién con activacién o
represion de la actividad transcripcional. En general se ha descripto un patrén de
metilacién a lo largo de la unidad transcripcional que es compartido entre varios genes
(Saunders et al. 2006). Algunas marcas que correlacionan con la activacioén
transcripcional son trimetilacién en H3-K4 y metilacion en H3-K36 (Krogan et al.
2003; Xiao et al. 2003; Schneider et al. 2004; Liu et al. 2005; Pokholok et al. 2005;
Rao et al. 2005). De modo similar a la acetilacion, ciertos factores con actividad
metiltransferasa de histonas han sido encontrados asociados a la pol II, como el caso
de Setl (metila H3-K4) que interacciona con pol II fosforilada en Ser5 del CTD (ver
fosforilacion del CTD mas abajo) y Set2 (metila H3-K36) que interacciona con pol 11
fosforilada en Ser2 y Ser5 del CTD (Krogan et al. 2003; Ng et al. 2003; Schaft et al.
2003). Esto podria ser una forma de dirigir la metilacion de histonas a genes en activa
transcripcion.

Otras modificaciones de histonas como la monoubicuitinacién también pueden afectar
la transcripcion (Saunders et al. 2006). La complejidad de este “cddigo de histonas™ se
hace ain més evidente por el hecho de que modificaciones en ciertos residuos afectan
la modificacién en otros residuos (Mellor 2006).

Otro tipo de modificaciéon en la cromatina que afecta la elongacién es el
reposicionamiento de nucleosomas, que incluye la remodelacién de la cromatina a
través de factores como SWI-SNF, desemsamblaje y reensamblaje nucleosomas por

medio de chaperonas de histonas como FACT y Spt6 (Sims et al. 2004).
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2.7 Elongacion versus procesividad. Distintos conceptos

Cuando se hace referencia a la elongacion transcripcional, en general se engloba a dos
aspectos fundamentalmente distintos del proceso de elongacién por la pol II. Uno es
la velocidad de elongacién que corresponde a la cantidad de nucledtidos transcriptos
por unidad de tiempo, y otro es la procesividad, que corresponde a la cantidad de
nucledtidos transcriptos por evento de iniciacion o la capacidad de recorrer todo el
largo de un gen. La diferencia fundamental entre los dos procesos reside en que el
primero es un pardmetro que depende del tiempo en tanto que el segundo es
independiente del mismo. A pesar de esta clara diferencia, frecuentemente se los
confunde, llevando eventualmente a asunciones erréneas en la interpretacion de
resultados. Esto en parte responde a que es técnicamente muy dificultoso evaluar estos
procesos por separado sobre todo en sistemas in vivo. Si bien es posible estudiarlos
mas facilmente por separado in vitro, siendo los resultados muchas veces
extrapolables a la situacion in vivo, existen diferencias claras que requieren del uso de
sistemas in vivo para su validacion.

En un trabajo reciente (Mason y Struhl 2005) se realiz6 una aproximacion exhaustiva
que permitié estudiar la relacién que existe entre velocidad de elongacion y
procesividad in vivo utilizando S. cerevisiae como modelo. En este trabajo se
evaluaron por separado los dos procesos de la elongacion ideando un método que
consiste en medir por inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) los niveles de pol 11
en diferentes posiciones dentro de un gen cuya expresion es regulada por el promotor
inducible GAL1. Para determinar la velocidad de elongacién partieron de células en
condiciones de activa transcripcién e indujeron una ripida represiéon del promotor
inducible. Luego, como medida de velocidad de elongacidn, hicieron un seguimiento
de la cinética de disociacion de la pol II a distintas distancias del promotor durante la
“dltima ola” de transcripcion. La procesividad se midi6é sencillamente evaluando la
distribucién de la pol II a lo largo del gen en el estado estacionario en condiciones de
activa transcripcion. Los defectos en la velocidad de elongacion resultaron
acompafiados por defectos de magnitud correspondiente en la procesividad. Por
ejemplo, dos condiciones que disminuyen la velocidad de elongacién como una

mutacién en la subunidad Rpb2 de la pol II o el tratamiento con 6-azauracilo (6-AU)
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producen también una disminucién en la procesividad (Mason y Struhl 2005). Esto se
manifiesta en que en el estado estacionario la densidad de pol II disminuye
gradualmente a medida que se aleja del promotor como resultado de una disociacion
progresiva del molde. La explicacion més simple para la conexion entre velocidad de
elongacién y procesividad in vivo es que a mayor tiempo que la pol II permanece
sobre el molde, mayor es la probabilidad de que la misma se disocie del mismo
llevando a la produccion transcriptos terminados prematuramente. En principio la pol
II podria disociarse aleatoriamente del molde en funcién del tiempo que permanece en
una posicion determinada, pero dado que los complejos de pol II con capacidad de
elongar son estables en vitro (Powel y Reines 1996), la disociacion de la pol II in vivo
requiere de un proceso activo (Mason y Struhl 2005). Resulta intuitivo pensar que los
cambios en la velocidad de elongacidn estdn asociados a cambios en la procesividad,
y de hecho esto es observado en algunos casos como los descriptos anteriormente. Sin
embargo, existen condiciones bajo las cuales ambos procesos pueden estar
desacoplados, como en el caso de mutaciones en factores que afectan a solo uno de
estos procesos. Algunos factores de elongacion, como miembros de los complejos
THO y Spt4 afectan la procesividad pero no la velocidad de elongacién de la pol 11, lo
cual sugiere que dichos factores afectan la estabilidad de la maquinaria de elongacién
sobre el molde de cromatina pero no su capacidad intrinseca de transcribir (Mason y
Struhl 2005). Otros factores de elongacion no afectan a ninguno de los dos procesos
de la elongacién, lo que indica que podria existir una redundancia funcional entre
factores de elongacion o que estos podrian afectar a otros pasos de la expresion génica
como el procesamiento del mRNA que, como se explicard mas adelante, estd
intimamente ligado a la transcripcion.

Estas observaciones sugieren que la velocidad de elongacién de la pol II in vivo estéa
gobernada en gran medida por sus propiedades intrinsecas y que la velocidad de
elongacion y la procesividad son procesos funcionalmente distintos y al menos

parcialmente separables.
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2.8 E1 CTD de la RNA polimerasa I1

El dominio carboxilo terminal (CTD) de la subunidad mayor (RPB1) de la pol II es
una caracteristica distintiva de esta polimerasa y estd compuesto por multiples
repeticiones de un heptapéptido con la secuencia consenso YSPTSPS (Figura 3). El
CTD esté conservado en eucariotas, aunque el nimero de repeticiones aumenta con la
complejidad gendmica del organismo: 26 repeticiones en levaduras, 32 en
Caenorhabditis elegans, 45 en Drosophila y 52 en mamiferos. El nimero de
repeticiones es importante para la funcién del CTD. Un minimo de 9 repeticiones en
levaduras y 28 repeticiones en células humanas es requerido para la viabilidad celular
(Kobor y Greenblatt 2002). Ratones knock-in con un CTD acortado a 39 repeticiones
son de menor tamafio que los salvajes (WT) o mueren prematuramente en el ttero
(Litingtung et al. 1999).

La actividad catalitica de la pol II no parece depender directamente del CTD, dado
que la transcripcién especifica de ciertos promotores puede ocurrir in vitro en
ausencia del CTD (Thompson et al. 1989; Buermeyer et al. 1992; Kang y Dahmus
1993). Lo mismo es cierto in vivo para ciertos reporteros transfectados en lineas
celulares en forma transitoria (Gerber et al. 1995). Sin embargo, el CTD es esencial
para la transcripcion in vivo de genes en su contexto cromatinico y su disrupcion lleva
a un defecto global en la transcripcién (Meininghaus et al. 2000). Esto es consistente

con el hecho de que el CTD interacciona con multiples factores de elongacién, con el

1 YSPTSPA 19 YSPTSPS 37 YSPTSPE
2 YEPRSPGG 20 YSPTSPS 38 YSPTSPK
3 YTPOSPS 21 YSPTSPS 39 YSPTSPK Figura 3. Secuencia del CTD humano.
4 YSPTSPS 22 YSPTSPN 40 YSPTSPK . . ..
5 “Sesauen 25 dparaidtiy o Autoalineamiento de atpmoamdos
6 YSPTSPN 24 YSPTSPS 42 YSPTTPK 1593-1979 de la subunidad mayor de la
7 YSPTSPS 25 YSPTSPS 43 YSPTSPT RNA pol II (Ndmero de acceso al
b Seens SO Tpr NS il GeneBank: NM_000937). Notar que la
9 YSPTSPS 27 YSPTSPN 45 YTPTSPK . . o
10 YSPTSPS 28 YSPTSPS 46 YSPTSPT serina en la posicion 7 del heptapéptido
11 YSPTSPS 29 YSPTSPS 47 YSPTSPK consenso no esta conservado la mitad
Ae TREIRRA 30 XBFXERS 45 TEPTSDE C-terminal del CTD. Los principales
13 YSPTSPS 31 YSPSSPR 49 YSPTSPKGST tduos fosforilables. Serinas 2 v 5
14 YSPTSPS 32 YTPQSPT 50 YSPTSPG residuos fostortiables, Sernas 2 y J, se
15 YSPTSPS 33 YTPSSPS 51 YSPTSPT muestran en rojo. Los residuos no
16 YSPTSPS 34 YSPSSPS 52 YSLTSPAISPDDSDEEN COnSCrVadOS se muestran en aZul.
17 YSPTSPS 35 YSPTSPK [ P
onsensus :

18 YSPTSPS 36 YTETSES Extraido de Palancade y Bensaude
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mediador, con factores relacionados con la remodelacion de la cromatina y la
modificacién de histonas (ver més arriba), y es ademds necesario para la correcta

funcién de enhancers (Gerber et al. 1995).

2.8.1 Modificaciones de CTD

Cinco de los siete aminodcidos (aa) presentes en el heptapéptido consenso del CTD
son aceptores de fosfato (YSPTSPS), y de hecho la fosforilacién es una de las
modificaciones mdas importantes que sufre el CTD in vivo (Palancade y Bensaude
2003). El CTD es fosforilado principalmente en los residuos de serina 2 y 5, aunque
fosfotreonina y fosfotirosina han sido detectados en menor cantidad (Zhang y Corden
1991; Baskaran et al. 1993). El CTD también puede ser O-glicosilado (Kelly et al.
1993) aunque se desconoce la funcién de esta modificacion. Las prolinas del CTD
también son susceptibles a isomerizacion cis/trans (Meinhart et al. 2005), lo cual
suma complejidad al repertorio de modificaciones posibles sobre el CTD que
potencialmente se combinan para generar el denominado ‘“cddigo del CTD”
(Buratowski 2003), denominacién que estd inspirada en el c6digo de histonas
mencionado anteriormente. La figura 4 (izquierda) muestra las modificaciones mas
importantes que sufre el CTD y algunas de las proteinas involucradas en las mismas.
Considerando s6lo dos de las modificaciones posibles del CTD, fosforilacién de
serinas e isomerizacion de prolinas, existen 16 combinaciones posibles dentro de una
sola héptada (Figura 4, derecha). Cada combinacién representa un blanco especifico
de interaccién potencial para distintos factores. Este nimero aumenta
considerablemente si se tienen en cuenta mas héptadas. Por lo tanto, a través de
regular los eventos de fosforilacion durante la transcripcion el CTD puede codificar
una enorme cantidad de informacién. Si se consideran ademds las otras
modificaciones descriptas anteriormente, la complejidad se incrementa atin mas.

Ademas de las interacciones descriptas con factores involucrados en la transcripcion,
el CTD es capaz de unirse a otros factores involucrados en el procesamiento del
mRNA, como factores de capping, splicing y poliadelinacién (Bentley 2005). Como
se discute mds adelante, estos procesos ocurren coordinadamente en el nicleo celular

afectdndose mutuamente, y dan lugar al fendmeno de acoplamiento entre procesos en
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16 configuraciones posibles del CTD

4 patrones de fosforilacion X 4 patrones de isomerizacion
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Figura 4. (Izquierda) Principales modificaciones que afectan al CTD (ver texto). Extraido de
Saunders et al. 2006. (Derecha) “Cédigo del CTD”. 16 posibles configuraciones que puede adoptar
una sola héptada del CTD al considerar dos modificaciones posibles sobre Ser 2 y 5. Extraido de
Buratowski S. 2003.

el cual el CTD tiene un papel central como plataforma de unién para los factores
involucrados (Bentley 2005). Un hallazgo reciente demuestra que el CTD puede
interaccionar inclusive con secuencias especificas del RNA en forma directa (Kaneko
y Manley 2005). En este punto surge la pregunta de cémo es posible que una
secuencia tan simple como el CTD pueda ser blanco de unién de tantos factores. En
lugar de transportar estos factores a lo largo de todo el ciclo de la transcripcion, el
CTD interacciona en forma dindmica con cada uno en el momento apropiado. La serie
de modificaciones que afectan al CTD produce cambios conformacionales que afectan
su estructura (Bienkiewicz et al. 2000; Buratowski 2003), y dan lugar a
configuraciones especificas de unién para los distintos factores. Esto convierte al
CTD en una estructura flexible, “contorsionista”, capaz de adoptar diferentes
conformaciones en funciéon de las modificaciones postraduccionales que sufre y
posiblemente a través de mecanismos de ajuste inducidos por los factores con los

cuales interacciona (Buratowski 2003; Bentley 2005).

2.8.2 El ciclo de fosforilaciéon del CTD durante la transcripcion

El cédigo del CTD especifica la posicion de la pol II dentro del ciclo de la
transcripcion y ayuda a reclutar factores requeridos en cada etapa del ciclo. En

particular la fosforilacién del CTD tiene un papel fundamental en la regulacién de la
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transcripcion y en el procesamiento del RNA (ver mas adelante). La existencia de las
isoformas hipo- e hiper-fosforiladas de del la pol II (II0 y ITA respectivamente) fue
descripta a principios de los *80 (Christmann y Dahmus 1981). Por medio de estudios
funcionales y la utilizacién de anticuerpos especificos para cada isoforma, se
demostré que el CTD de la pol II en se encuentra desfosforilado durante el ensamblaje
del PIC, mientras que durante la transcripcién activa se encuentra altamente
fosforilado (Christmann y Dahmus 1981; Cadena y Dahmus 1987; Laybourn y
Dahmus 1989; Payne et al. 1989; Lu et al. 1991; Chesnut et al. 1992). El CTD sufre
cambios dindmicos en su fosforilacién a lo largo de ciclo transcripcional. Distintas
quinasas y fosfatasas participan en cada etapa del ciclo permitiendo la transicion entre
cada una, el reciclado de la pol II y modulando la funcién del CTD en los procesos de
procesamiento posterior del mRNA (Kobor y Greenblatt 2002; Palancade y Bensaude
2003; Sims et al. 2004).

Por medio de anticuerpos que reconocen especificamente pol II fosforilada en Ser2 o
Ser5 y utilizando la técnica de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP), se
demostré que la pol II fosforilada en Ser5 esta asociada con regiones 5 proximales al
promotor y que estd aparentemente ausente en la region 3’ de genes. A medida que la
pol II se aproxima a la regién 3’, aumenta la fosforilacion en Ser2 (O'Brien et al.
1994; Komarnitsky et al. 2000; Cheng y Sharp 2003). Esto significa que la
fosforilacion del CTD en Ser5 correlaciona con la iniciacién de la transcripcion y
elongacion temprana (clearence del promotor), mientras que la fosforilacién en Ser2
estd asociada con la elongacion en las regiones codificantes lejos del promotor.
Aunque en general estos resultados parecen ser validos, debe tenerse en cuenta que
los anticuerpos existentes poseen especificidad limitada por el CTD fosforilado en Ser
2 0 5. Un estudio reciente demuestra que el anticuerpo especifico para fosforilacion en
Ser2 reconoce tanto las isoformas fosforiladas en Ser2 como en Ser5 (Jones et al.
2004), sugiriendo que algunas evidencias publicadas deberian ser revisadas.

Varias quinasas participan de la fosforilacion del CTD (Kobor y Greenblatt 2002;
Palancade y Bensaude 2003)(Figura 5). Las principales pertenecen a la familia de
quinasas dependientes de ciclinas (CDK, del inglés cyclin-dependent-kinase), que son
a su vez componentes de distintos complejos multienziméticos. Las CDKs principales
son CDK7, CDK8 y CDK9 que para su funcién requieren estar asociadas a las
ciclinas H, C y T1/T2/K respectivamente (Palancade y Bensaude 2003). CDK7

(Kin28 en levaduras), una subunidad de TFIIH, es responsable de la fosforilacién del
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Iniciacion Elongacion Terminacion
Ser5 CTD fosfatasas

Figura 5. Ciclo de fosforilacién del CTD en el ciclo de la transcripcién. Después del reclutamiento
al promotor el CTD es fosforilado en Ser5 por la subunidad CDK7 de TFIIH, permitiendo la
iniciaciéon de la transcripciéon. En un paso posterior, pTEFb a través de su subunidad CDKO9,
fosforila Ser2 induciendo la transiciéon a elongacion. Distintas fosfatasas asisten también la
transicion a elongacién removiendo los fosftatos en Ser5S. Después de la terminacién, FCP1 junto
con otras fosfatasas asisten al reciclado y reiniciacién de la RNA pol II removiendo los fosfatos del
CTD. El mediador, a través de su subunidad CDKS puede inhibir la reiniciacién.

CTD en Ser5 que sigue a la formacién del primer enlace fosfodiéster (Akoulitchev et
al. 1995). Esta fosforilacion desestabiliza al PIC y lleva a la formacién del complejo
scaffold (Figura 1) (Liu et al. 2004). CDKS8 (Srb10 en levaduras) estd asociado al
mediador y es capaz de fosforilar al CTD en Ser2 y 5, previniendo el reclutamiento de
la pol II al promotor (Hengartner et al. 1998), aunque estudios més recientes indican
que también podria promover la transcripcion in vivo e in vitro (Liu et al. 2004).
CDK9 (Ctkl y Burl son los homdlogos en levaduras) es parte del factor de
elongacion pTEFb (positive elongation factor b) que fosforila al CTD en Ser2 y
estimula la elongacién (Shim et al. 2002) principalmente en genes que se hallan en
activa transcripciéon (Ni et al. 2004). pTEFb fosforila también al factor de elongacién
DSIF, y lo libera de la inhibicion ejercida por NELF, y es el factor que confiere
sensibilidad a la inhibicion de la transcripcion por DRB (5,6-dicloro-furanosil-
benzimidazol) y flavopiridol (Sims et al. 2004). El hecho de que estas quinasas
puedan tener efectos contrarios, como el caso de CDK7 y CDKS, aunque tengan el
mismo blanco molecular dentro del CTD (Ser5), se explica si se tiene en cuenta que
las mismas integran distintos complejos, de modo que el momento o timing en el que

actian dentro del ciclo de fosforilacion es diferente (Hengartner et al. 1998). Otras
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quinasas y factores de transcripcion afectan la fosforilaciéon del CTD, como el caso
del factor Tat del virus HIV que es capaz de reclutar pTEFb al promotor LTR del
genoma viral activando la transcripcion de genes virales (Kobor y Greenblatt 2002;
Palancade y Bensaude 2003).

A diferencia de la gran cantidad de quinasas de CTD caracterizadas, s6lo unas pocas
fosfatasas de CTD han sido identificadas. La mejor conocida es FCP1 (Fcplp en
levaduras), la cual ha sido involucrada en el ciclo transcripcional y en la regulacion de
la elongacion por la pol II. FCP1 remueve los fosfatos del CTD en Ser2 y SerS y
permite el recliclado de la pol Il en el ciclo de la transcripcion (Lin et al. 2002b; Lin et
al. 2002a; Mandal et al. 2002)(Figura 5). Otras fosfatasas del CTD han sido
identificadas y participarian tanto en las distintas etapas de la transcripcién como en el
reciclado de la pol II (Sims et al. 2004). Entre ellas, SSU72 y las fosfatasas de CTD
pequefias (SCPs) son fosfatasas especifica de Ser5 (Meinhart et al. 2005) (Figura 4,
izquierda).

Como ya se menciond, ademas de las quinasas y fosfatasas que afectan directamente
al CTD, las peptidil-prolil isomerasas como PIN1 (Essl en levaduras) pueden alterar
la conformacién del CTD y regular su fosforilacion indirectamente (Meinhart et al.

2005).

3. Procesamiento del mRNA

En eucariotas la generacion de mRNA maduros que van a ser finalmente traducidos
en el citoplasma no resulta del simple copiado de la informacién genética contenida
en el DNA. Antes de estar listos para ser exportados del nicleo los transcriptos sufren
tres tipos principales de procesamiento que dan lugar a los mensajeros maduros. Estos
comprenden el agregado de la caperuza o Cap al extremo 5’ del transcripto, proceso
conocido como capping, la eliminacion de intrones del cuerpo del pre-mRNA durante
el splicing, y la generacion del extremo 3’ por medio de un corte seguido del agregado
de una cola de poliA. Estos procesos aumentan la estabilidad de mensajeros y afectan
el destino final de los mismos dentro del nucleo y en el citoplasma y participan en la
compleja regulacién de la expresién génica. A continuacidn se comentard acerca del

mecanismo del splicing por ser el tema de esta tesis. Para ver revisiones acerca de los
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mecanismos de capping y poliadenilaciéon consultar (Shatkin y Manley 2000;

Proudfoot et al. 2002).

3.1 Splicing

El descubrimiento de la naturaleza interrumpida de los genes y del splicing del mRNA
tuvo lugar hace casi 30 afios y fue recibida con asombro (Berget et al. 1977; Chow et
al. 1977). Aunque los intrones deben ser removidos con precision para evitar
introducir errores en el marco de lectura, existen pocas secuencias conservadas que
permiten su correcto reconocimiento. A esto se suma que la longitud de los intrones
en mamiferos varia ampliamente, y que se los encuentra por docenas en un solo
transcripto en la gran mayoria de los genes. Esto sugiere que la especificidad y
eficiencia del splicing son fundamentales para la correcta expresion de genes y la
funcion celular. La importancia del splicing es ilustrada por el hecho de entre 15 y
50% de las enfermedades genéticas se debe a mutaciones en sitios consenso de
splicing o en elementos auxiliares conocidos como enhancers y silencers del splicing
(ver mas abajo).

El splicing en eucariotas superiores es catalizado por el spliceosoma, un complejo
macromolecular ribonucleoproteico descubierto inicialmente en levaduras (Brody y
Abelson 1985). El spliceosoma estd compuesto por cinco RNAs pequefios nucleares
(snRNAs) y un ndmero creciente factores asociados. Una estimacion reciente del
nimero de proteinas que componen al spliceosoma asciende a aproximadamente 145
(Zhou et al. 2002), entre las cuales se encuentran proteinas involucradas no sélo en la
reaccion de splicing sino también en otros pasos de la expresion génica.

La remocion de los intrones de un pre-mRNA y la concomitante unién de los exones
son dirigidas por secuencias especiales presentes en las junturas exdén/intron
denominadas sitios de splicing (Black 2003). El sitio de splicing 5’ (SS-5’) marca la
juntura exén/intréon en el extremo 5° de intrén (Figura 6A). Este incluye el
dinucleétido GU en el extremo del intron presente dentro de una secuencia consenso
menos conservada (Zhang 1998). En el otro extremo del intrén, la region del sitio 3’
de splicing (SS-3’) que delimita la juntura intrén/exén, posee tres secuencias

conservadas consecutivas: el sitio de ramificacion o branch-point (BP), un trecho de
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Figura 6. Mecanismo de splicing. (A) El splicing ocurre a través de dos reacciones de
transesterificacion. En verde, primera transesterificacién. En rojo, segunda transesterificacion. (B)
Ensamblaje del spliceosoma.

polipirimidinas (Py) y el dinucle6tido AG en extremo 3’ del intrén (Zhang 1998). El
spliceosoma se ensambla sobre estas secuencias y cataliza las dos reacciones de
transesterificacion que comprende el splicing (Figura 6A y B). En la primera
transesterificacion, el grupo hidroxilo-2’ del residuo de adenina conservado en el
branch-point ataca al fosfato del sitio de splicing 5°. Esto lleva al corte del ex6n 5’ y a
la unién concertada del extremo 5’ del intrén con el hidroxilo-2’ del branch-point.
Este paso produce dos intermediarios de reacciéon: un exén 5’ libre y un fragmento
intrén/exén-3’ en una configuracion de lazo o lariat que contiene en una adenosina
ramificada en el branch-point. En la segunda transesterificacién el hidroxilo-3’ del
exon libre ataca al fosfato en el extremo 3’ del intrén produciendo la unién de los dos
exones y la liberacion del intrén en la forma de lazo (Figura 6A).

El ensamblaje del spliceosoma se realiza a partir de los cinco snRNAs asociados a
factores proteicos formando ribonucleoproteinas pequefias (snRNPs) y proteinas

accesorias (Staley y Guthrie 1998) (Figura 6B). El ensamblaje comienza con la
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asociacion del snRNP Ul al sitio 5’ de splicing a través de apareamiento de bases
entre el snRNA Ul y el sitio de splicing. El sitio de splicing 3’ es reconocido por otro
grupo de proteinas. Entre ellas, SF1 es una proteina de unién al branch-point (BBP en
levaduras). La subunidad de 65 kDa del factor dimérico U2AF (factor auxilar de U2)
se une al trecho de polipirimidinas, y en algunas casos, la subunidad de 35 kDa de
U2AF se une al dinucleétido AG en la juntura intrén/exén. El primer complejo
definido durante el ensamblaje del spliceosoma es el complejo E (del inglés early) y
contiene a Ul y U2AF unidos a ambos extremos del intrén (Das et al. 2000). Al
complejo E luego se une el snRNP U2, cuyo snRNA aparea con el branch-point
originando el complejo A. En un paso posterior, se une un complejo formado por los
tres snRNPs U4/U5/U6 dando lugar al complejo B en el cual se pierde el snRNP Ul.
El complejo B sufre finalmente una serie de rearreglos y da lugar al complejo C, en el
cual la interaccion del snRNP Ul con el sitio 5’ de splicing es reemplazada por el
snRNP U6, y el snRNP U4 se pierde del complejo. El complejo C es el que cataliza
las dos reacciones de transesterificacion (Figura 6B).

El spliceosoma es un complejo altamente dindmico (Figura 6B). Cada reaccion de
splicing requiere el ensamblaje y desensamblaje ordenado de snRNPs. El paso inicial
(formacion del complejo E) es el unico que no requiere de gasto de energia. Sin
embargo, los demés pasos requieren de la hidrélisis de ATP. Esto coincide con que en
casi todos estos pasos se forman y rompen hélices de RNA y cada uno requiere de una
o varias ATPasas que presentan similitud de secuencia con helicasas candnicas lo cual
sugiere que los componentes del spliceosoma consumen energia para desenrollar

RNA (Staley y Guthrie 1998).

3.2 Arquitectura exén/intrén

El mecanismo de splicing descripto en la seccion anterior, considera al intrébn como la
unidad reconocida por el spliceosoma. Sin embargo, los genes en vertebrados
consisten en multiples exones pequefos (aproximadamente 150 nucledtidos en
promedio) separados por intrones de mucho mayor tamafio (aproximadamente 3400
nucledtidos en promedio) (Goldstrohm et al. 2001). Por lo tanto la maquinaria de

splicing en vertebrados tiene la tarea de reconocer secuencias exonicas pequefias en
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Figura 7. Arquitectura exén/intrén. Los sitios de splicing 5’ y 3’ son apareados en funcién de su
proximidad. La interaccién entre sitios puede darse inicialmente a través de los exones (definicién
exodnica), o a través de intrones (definicidn intrénica). Las proteinas SR unidadas a ESEs (ver més
adelante) pueden reclutar factores activando la definicién exdnica. Las proteinas SR también
pueden activar la definicién intrénica funcionando como puente entre los factores de splicing
unidos en los sitios 5’ y 3’ intrones. Extraido de Maniatis y Tasic 2002

medio de largas extensiones intronicas. Sumado a esto, los sitios de splicing en
vertebrados presentan un consenso laxo, mds atin que en levaduras en las cuales s6lo
una minoria de los genes tiene intrones; y a su vez entre estos la mayor parte tiene un
unico intron (Guthrie 1991; Ruby y Abelson 1991). Por lo tanto el splicing en
vertebrados debe enfrentar un problema mas complejo de especificidad a través del
reconocimiento de secuencias consenso menos conservadas. Una solucién a este
problema fue propuesto originalmente por Susan Berget (Robberson et al. 1990). La
clave esta en la observacion de que los sitios de splicing no son reconocidos de modo
independiente. Tanto en levaduras como en vertebrados, los sitios de splicing 5 y 3’
mads proximos (dentro de una longitud 6ptima) son reconocidos de a pares, lo cual es
ademads consistente con que los sitios de splicing, y los factores que los reconocen,
presentan interacciones entre ellos (Berget 1995). La arquitectura exon/intron, por lo
tanto, determina si el spliceosoma reconoce a los sitios de splicing a través del exén o
a través del intrén. En genes con intrones cortos y exones largos, como ocurre en
levaduras, este apareamiento ocurren a través de los intrones y es llamado definicién
intrénica (intron definition). En vertebrados, que tienen genes con intrones largos y
exones cortos, el apareamiento de sitios de splicing ocurre a través de los exones y es
llamado definicién exoénica (exon definition, Figura 7) (Berget 1995). La observacion
mas clara que llevd a proponer el modelo de definicién exonica, fue que mutaciones
en sitios de splicing 5’ de exones internos flanqueados por intrones largos impedian

este apareamiento y llevaban a la eliminacién del ex6én junto con sus intrones
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flanqueantes (exon skipping), en lugar de conducir a la retencién del intrén en el
mRNA maduro. El modelo de definicién exénica propone que en pre-mRNAs con
intrones largos, la maquinaria de splicing busca pares de sitios de splicing cercanos
con polaridad exdnica. Una vez encontrados, el exén es definido por la interaccion
entre U2AF y el snRNP U1 que lo flanquean junto con factores de splicing asociados,
entre los que se encuentran las proteinas SR (Berget 1995) (ver mas adelante). Una
vez definidos, los exones contiguos deben ser yuxtapuestos presuntamente a través de
interacciones entre factores que reconocen a los exones individuales. Este modelo
implica que los exones terminales 5’ y 3’ requieren mecanismos especiales para ser
definidos. Como se verd mas adelante, las reacciones de procesamiento del RNA en
el nucleo se hallan conectadas y son capaces de afectarse mutuamente. De hecho, en
exones 5’ el reconocimiento de sitios de splicing 5’ es inducido por el Cap a través de
interacciones entre componentes del splicing y el factor CBC (Cap binding protein)
presente en el Cap (Ohno et al. 1987; Lewis et al. 1996). En el caso de los exones 3’
la interaccion estd dada entre el sitio de splicing 3’ y la sefial de poliadenilacién, e
involucran al factor U2AF65 y el dominio C-terminal de la poliA polimerasa (Vagner
et al. 2000).

El apareamiento de sitios de splicing a través de definicion exodnica es
significativamente menos eficiente que a través de definicion intrénica dado que para
eliminar un solo intrén por definiciéon exoénica se requieren de dos pasos de
reconocimiento (quizds tres considerando la yuxtaposicién), mientras que por
definicion intronica se requiere de solo un paso (Fox-Walsh et al. 2005). Esto implica
que a medida que la arquitectura exdn/intron se aproxima mds a la de definicién
exdnica, es mds probable que los exones sean débilmente reconocidos, ofreciendo la
posibilidad de que ocurra seleccion diferencial de sitios de splicing o splicing
alternativo (Fox-Walsh et al. 2005). Por otro lado, comparado con Drosophila, en
humanos hay una mayor proporcidén de exones con una arquitectura exon/intrén del
tipo de definicion exdnica (Fox-Walsh et al. 2005), que a su vez correlaciona con una
mayor proporcion de exones que sufren splicing alternativo. Junto con los
mecanismos regulatorios que se describirdin a continuacidén, la arquitectura

exoén/intrén es un factor importante en la compleja regulacion del splicing alternativo .
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3.3 Splicing alternativo

El splicing alternativo permite que distintas combinaciones de sitios de splicing sean
utilizadas dentro de una misma unidad transcripcional para generar distintos mRNAs
a partir de un solo gen. En los ultimos afios, con el inmenso aporte del andlisis de
genomas completos, el splicing alternativo ha cobrado mayor relevancia debido a los
descubrimientos de que los genomas de mamiferos poseen menos genes que los
estimados anteriormente (Lander et al. 2001), y que el splicing alternativo es mas la
regla que la excepcidon. Se sabe que aproximadamente el 60% de los genes humanos
estan sujetos a splicing alternativo, lo cual eleva la capacidad codificante del genoma
a niveles mucho mas altos que los que el nimero limitado de genes permitiria
alcanzar (Modrek y Lee 2002; Johnson et al. 2003; Kampa et al. 2004). Por otro lado,
parece existir un alto grado de coordinacién entre eventos de splicing vecinos que
limitarfa el nimero de variantes de splicing presentes en la célula (Fededa et al. 2005;
Lenasi et al. 2006).

El splicing alternativo permite la sintesis de isoformas de proteinas funcional y
estructuralmente distintas a partir de un mismo gen. Un ejemplo extremo es el gen
Dscam de Drosophila, que codifica una proteina de membrana involucrada en la
conexion de neuronas. Su pre-mRNA es procesado por splicing alternativo y puede
generar potencialmente 38016 isoformas distintas, mas del doble que el nimero de
genes de todo el genoma de Drosophila (Black 2000; Graveley 2001). En un extremo
de menor complejidad, se encuentran los genes de Drosophila Sex-lethal (SxI) y
transformer (tra). En estos genes el splicing diferencial en los distintos sexos da lugar
a proteinas funcionales s6lo en hembras. En machos el splicing alternativo lleva a la
inclusion de codones de terminacién y la produccién de proteinas truncas (Black
2003). El splicing alternativo es también usado en la célula en otros procesos como el
control de la apoptosis (Boise et al. 1993). Enfoques genOmicos mads recientes
sugieren que el splicing alternativo cumple su funcién mdis importante en sistemas
complejos en los cuales la informacién debe ser procesada diferencialmente a
distintos tiempos (como la tolerancia del sistema inmune y durante el desarrollo) o

con una alta diversidad (como en la guia axonal de neuronas) (Modrek y Lee 2002).
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Figura 8. Splicing alternativo. (A) Distintos modos de splicing alternativo. (B) Elementos
regulatorios que afectan el splicing alternativo. Los enhacers tanto exénicos como intrénicos (ESE
e ISE espectivamente) estimulan el splicing, mientras que los silencers (ESS e ISS
respectivamente) lo inhiben. Extraido de Sims et al. 2004

Existen distintos modos de splicing alternativo (Figura 8A). Ciertos exones,
frecuentemente denominados exones cassette, pueden ser incluidos o excluidos del
mRNA maduro. En otros casos, uno entre dos o mas exones puede ser incluido de
modo mutuamente excluyente. Algunos exones pueden variar su longitud de acuerdo
a la utilizacién de sitios 5’ o 3’ alternativos. Aunque con menor frecuencia, los
intrones también pueden ser retenidos alternativamente. Puede existir ademds una
combinacidn entre la utilizacién de promotores o sitios de poliadenilacion alternativos
con el uso de distintos sitios de splicing (Matlin et al. 2005), aunque estos ultimos
mecanismos no necesariamente estin regulados a nivel del splicing.

Tanto la eleccion de sitios de splicing constitutivos como la de sitios alternativos estan
intimamente relacionadas dado que los componentes de la maquinaria de splicing que

son esenciales para el splicing constitutivo también participan en la regulaciéon de
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splicing alternativo (Horowitz y Krainer 1994). La fuerza relativa de los sitios de
splicing influye sobre la frecuencia con la cual un exo6n es utilizado. Los exones
alternativos generalmente tienen sitios de splicing subdptimos y/o longitudes
subdptimas en comparacion con los exones constitutivos. La regulacion del splicing
de exones alternativos estd modulada por factores que actdan en ftrans sobre
elementos regulatorios en cis presentes tanto en regiones exonicas como intronicas
(Figura 8B). Los elementos que actian positivamente sobre el splicing se denominan
enhancers (ESE, exoénicos; ISE, intrénicos) y los que actian negativamente se
denominan silencers (ESS, exonicos; ISS, intrénicos) (Caceres y Kornblihtt 2002). El
descubrimiento de secuencias regulatorias conservadas sobre los exones fue
inicialmente recibido con sorpresa debido a las restricciones evolutivas impuestas
sobre esas secuencias por ser secuencias codificantes de proteinas. Por otro lado dej6
en claro que los criterios utilizados para evaluar el impacto de una mutacién sobre una
region codificante no sélo deben considerar el posible efecto sobre la secuencia de la
proteina codificada, sino también los posibles efectos sobre el splicing alternativo.
Una mutacién sindénima y aparentemente silenciosa podria eventualmente crear o
destruir un ESE y afectar asi el splicing alternativo. Esto tiene particular relevancia en
el caso de estudios de evolucion o enfermedades en los cuales ciertas mutaciones
pueden eventualmente ser ignoradas por ser inocuas traduccionalmente, mientras que
en realidad podrian afectar el splicing alternativo y ser el blanco de selecciéon en
algunas especies o estar asociadas a fenotipos y cuadros clinicos de enfermedades

genéticas (Caceres y Kornblihtt 2002).

3.4 Proteinas regulatorias del splicing

Las proteinas SR constituyen una familia de proteinas altamente conservadas en
metazoos. Las mismas participan en el splicing constitutivo y en la regulacién del
splicing alternativo (Fu 1995; Graveley 2000). Poseen una estructura modular que
consiste de una o dos copias de un motivo de reconocimiento del RNA (RRM) y un
dominio C-terminal rico en serinas y argininas intercaladas (dominio RS). El RRM
determina la especificidad de union al RNA sobre ESEs especificos, mientras que el

domino RS media interacciones proteina-proteina que se creen esenciales para el
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Figura 9. Factrores que regulan en splicing alternativo. (A) La proteina SR SF2/ASF interfiere con
la unién de hnRNP Al y promueve la unién deU1snRNP a ambos sitios 5’ alternativos, resultando
en la seleccion del sitio proximal. hnRNP Alse une cooperativamente al pre-mRNA e impide la
unién de UlsnRNP a ambos sitios, resultado en la seleccion del sitio distal. (B) Las proteinas SR
unidas a ESEs promueven el reclutamiento de U2AF al trecho de polipirimidinas, activando el sitio
3’ adyacente. (C) Las proteinas SR unidas a ESEs podrian antagonizar el efecto negativo de
hnRNPs que reconocen ESSs. Extraido de Caceres y Kornblihtt 2002.

reclutamiento del aparato de splicing y el apareamiento de sitios de splicing (Wu 'y
Maniatis 1993; Tacke y Manley 1999).

Otra clase de proteinas que también posee dominios RS son la proteinas relacionadas
a SRs (SRrps). Estas proteinas, que pueden tener RRMs, incluyen al factor U1-70K
(componente de Ul snRNP), ambas subunidades de U2AF, SRm160/300 (proteinas
de matriz nuclear relacionadas a SRs de 160 y 300 kDa) y factores Tra y Tra2 (Fu
1995). Tanto las proteinas de la familia SR como las relacionadas a SR funcionan en
el reconocimiento de ESEs e ISEs llevando a la activacién del splicing (Blencowe
2000). Algunas proteinas SR pueden unirse simultineamente a los factores U1-70K y
U2AF, funcionando como un puente que promueve la definicion exénica (Wu y
Maniatis 1993) (ver Figura 7).

Otra familia importante de factores regulatorios del splicing la integran las
Ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNPs). Las hnRNPs son un grupo de

mas de 20 proteinas, que se asocian a RNA nuclear de alto peso molecular. Contienen
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dominios RRM y KH de unién al RNA y dominios auxiliares de interaccion proteina-
proteina y, al igual que las proteinas SR, tienen multiples roles en el metabolismo del
pre-mRNA (Krecic y Swanson 1999). Las proteinas de la familia hnRNP funcionan
generalmente en el reconocimiento de ESSs e ISSs.

Las primeras evidencias indicaron que las proteinas SR y hnRNP tenian efecto
antagdénico sobre sitios alternativos 5’ (Figura 9A). Mientras que la proteinas SR
promueven la seleccion de sitios proximales al intron, las hnRNP promueven los sitios
distales (Mayeda y Krainer 1992; Céceres et al. 1994; Yang et al. 1994). Las proteinas
SR unidas a ESEs pueden promover el reclutamiento de U2AF al trecho de
polipirimidina y activar el sitio de splicing 3’ adyacente (Figura 9B). Al unirse a
ESEs, la proteinas SR pueden también antagonizar el efecto inhibitorio de proteinas
hnRNP presentes en ESSs (Figura 9C) (Graveley 2000; Hastings y Krainer 2001).
Distintas proteinas SR pueden a su vez tener efectos opuestos, como por ejemplo
SF2/ASF y SRp20 en la regulacion del splicing del exén 4 de SRp20 y de EDI de
fibronectina (Jumaa y Nielsen 1997; Cramer et al. 1999), o SF2/ASF y SC35 en la
regulacion de B-tropomiosina (Gallego et al. 1997). La actividad de las proteinas SR y
hnRNP es a su vez afectada por la fosforilacion, y las quinasas involucradas en la
fosforilacion de estos factores tienen un rol importante en la regulacion del splicing
alternativo por sefiales extracelulares (Blaustein et al. 2005).

Se han descripto otros factores regulatorios del splicing, entre los que pueden
mencionarse PTB (proteina de unién al trecho de polipirimidina), la familia de
proteinas CELF, NOVA-1 y brPTB, los dos ultimos especificos de neuronas (Céceres
y Kornblihtt 2002).

Durante el desarrollo y en diferentes tejidos celulares, las diferencias en las
abundancias o actividades de factores generales y regulatorios del splicing pueden
generar diferentes patrones de splicing alternativo. La abundancia relativa de
proteinas de splicing SR y hnRNP varia en algunos tejidos (de rata) y en lineas
celulares en cultivo (Hanamura et al. 1998), sin embargo no parecen tener una
distribucion altamente especifica de tejido. Aunque existen en algunos casos factores
regulatorios especificos de tipos celulares como Sxl y Tra, la regulacién mas comun
implica la participacion simultdnea de multiples factores positivos y negativos, que se
combinan en relaciones precisas para dictar patrones determinados de splicing

alternativo. Los patrones de splicing alternativo especificos de tejidos estarian
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determinados por “cédigos celulares” conformados por combinaciones de factores
especificas para cada tipo celular (Smith y Valcarcel 2000; Matlin et al. 2005).

Los enfoques tradicionales en el estudio del splicing alternativo por medio del genes
modelo se complementan actualmente por medio de enfoques sistemdticos que
permiten la identificacion de nuevos elementos y factores regulatorios, la deteccion
simultdnea de un nimero elevado de eventos de splicing alternativo y la deteccion
secuencias de RNA blanco para factores regulatorios (Matlin et al. 2005). Estos
enfoques incluyen SELEX (systematic evolution of ligands by exponential
enrichment) que permitié la identificacién de secuencias de unién para proteinas
regulatorias SR y hnRNPs (Tacke y Manley 1999), SELEX funcional in vivo (Coulter
et al. 1997; Wang et al. 2004), SELEX gendmico (Kim et al. 2003), microarreglos de
splicing alternativo (Johnson et al. 2003; Wang et al. 2003; Pan et al. 2004; Relogio et
al. 2005) y las técnicas de ChIP (inmunoprecipitacion de la cromatina) (Kotovic et al.
2003), ChRIP (inmunoprecipitacion de cromatina asociada a RNA) (Listerman et al.
2006) y CLIP (crosslinking por UV e inmunoprecipitacion) (Ule et al. 2003). Estas
nuevas estrategias permitirdn eventualmente identificar los mencionados cddigos
celulares de un modo que los genes modelo no permiten. Sin embargo, estos ultimos
seguirdn siendo necesarios para comprender los mecanismos regulatorios y el

funcionamiento de dichos c6digos.

4. Acoplamiento entre transcripcion y procesamiento del pre-mRNA

Si bien las reacciones involucradas en cada paso de la expresion de genes son
diferentes bioquimicamente, las mismas ocurren en intimo contacto dentro del nucleo
y muchas veces simultineamente. Aunque la vision clésica las consideré6 como
reacciones secuenciales e independientes dado que pueden ocurrir aisladamente in
vitro, mas tarde una serie de experimentos bioquimicos, citolégicos y funcionales
demostré que la transcripcidn, el capping, el splicing y el procesamiento 3’ no sélo
ocurren al mismo tiempo sino que ademds pueden afectarse mutuamente (Neugebauer
2002; Proudfoot et al. 2002; Kornblihtt et al. 2004; Bentley 2005). A este fenémeno
se lo denomina cominmente acoplamiento. Las maquinarias complejas y dindmicas

involucradas en cada proceso comparten componentes y estdn unidas formando las
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llamadas “fabricas de mRNA” que maximizan la eficiencia y especificidad en cada
paso de la expresion génica. La pol II estd en el centro de esta compleja red y a través
de su CTD coordina las distintas reacciones involucradas en el procesamiento. No
sOlo las reacciones encargadas de sintetizar y procesar el mRNA se hallan acopladas.
La compleja red de interacciones también se extiende a otros procesos como el NMD
(nonsense-mediated decay), un mecanismo de control de calidad que lleva a
degradacion a aquellos mensajeros con codones de terminacién prematuros originados
por errores en el splicing o introducidos por mutaciones (Cartegni et al. 2002; Lejeune
y Maquat 2005). La posterior exportaciéon de mensajeros al citoplasma también esta
acoplada al procesamiento (Maniatis y Reed 2002), y eventos tan distantes como la
traduccion citoplasmatica de mRNAs puede ser influenciada por factores involucrados

en el procesamiento nuclear (Sanford et al. 2004).

4.1 Acoplamiento transcripcion-splicing

En las secciones previas se describi6 al splicing constitutivo y alternativo como un
mecanismo estatico que actiia sobre un pre-mRNA presintetizado. Sin embargo, el
splicing puede actuar de modo dindmico sobre el pre-mRNA a medida que este
emerge de la pol II. Aunque el splicing puede ocurrir in vitro de un modo
independiente de la transcripcion, lo hace con mucho menor eficiencia que in vivo
(Wetterberg et al. 2001; Bird et al. 2004) o que en sistemas in vitro de transcripcion y
splicing simultdneos cuando la transcripcion es llevada a cabo por la RNA polimerasa
IT (Das et al. 2006; Hicks et al. 2006). El hecho de que sé6lo los transcriptos
sintetizados por la pol II estén sujetos a splicing, en si mismo sugiere la existencia de
un fenémeno de acoplamiento. Si se cambia el promotor de un gen transcripto por la
pol II por uno de RNA pol I, la transcripcién por pol I ocurre normalmente pero los
transcriptos resultantes no se poliadenilan y se vuelven altamente inestables (Smale y
Tjian 1985). De modo similar los transcriptos producidos in vivo por genes hibridos
que contienen promotores de pol III fusionados a genes especificos de pol II sufren
splicing y poliadenilaciéon de modo deficiente (Sisodia et al. 1987). Cuando genes

especificos de pol II se encuentran bajo el control de promotores de RNA pol T7, los
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transcriptos producidos in vivo al introducir la RNA polimerasa T7 en células de
mamifero también muestran defectos en el procesamiento (McCracken et al. 1998).
Estudios recientes en levaduras demostraron que los principales factores de splicing
(en particular los snRNPs) son reclutados cotranscripcionalmente al RNA naciente
sOlo en aquellos genes que poseen intrones (Kotovic et al. 2003; Gornemann et al.
2005; Lacadie y Rosbash 2005). Lo mismo fue posteriormente demostrado en células
de mamiferos (Listerman et al. 2006).

La visualizacién directa por microscopia electronica de transcriptos nacientes en
embriones de Drosophila demostré claramente que el splicing puede ocurrir
cotranscripcionalmente con una frecuencia razonable (Beyer y Osheim 1988) (Figura
10). El splicing cotranscripcional también ha sido observado en el mosquito
Chironomus tentans (Bauren y Wieslander 1994; Wetterberg et al. 1996) y en
humanos (Wuarin y Schibler 1994; Tennyson et al. 1995). La naturaleza
cotranscripcional del splicing pareceria ser un requisito razonable para el
acoplamiento, sin embargo, la cotranscripcionalidad per se no necesariamente implica
que la transcripciéon y el splicing estan acoplados. De hecho, el splicing
cotranscripcional no ocurre en todos los intrones. En genes largos, algunos intrones
pueden ser procesados cotranscripcionalmente, mientras que otros son procesados
después de que la transcripcion ha finalizado. En la mayoria de los casos no se conoce
el orden de eliminacién de los intrones, ni si un mismo intrén sigue siempre el mismo
orden. En algunos casos la posicién del intrén a lo largo del gen parece ser relevante
para el orden de eliminacion. El intrén 3 del gen Anillo de Balbiani 1 (BR1), ubicado
préximo al extremo 5’ del gen, es eliminado cotranscripcionalmente, mientras que el
intrén 4, cercano al extremo 3’, es eliminado cotranscripcionalmente solo en el 10%
de las moléculas y postranscripcionalmente en el resto (Bauren y Wieslander 1994).
Debe tenerse en cuenta que si el splicing fuera estrictamente cotranscripcional, es
decir si cada intron fuera eliminado antes de que el intrén siguiente fuera transcripto,
los mecanismos como la definicién exoénica y el splicing alternativo no existirian

(Kornblihtt et al. 2004).
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Figura 10. El splicing es cotranscripcional. (Izquierda) Micrografia electrénica obtenida por
extendidos de cromatina de Miller que permite visualizar directamente el splicing cotranscripcional.
La foto corresponde a un gen de Drosophila que abarca aproximadamente 6 kb de DNA. (Derecha)
Reproduccion artistica por A.R.K. que resalta aspectos importantes de la fotografia. El DNA (en
negro) ingresa por la parte superior izquierda en la micrografia y sale por la parte inferior izquierda.
La transcripcion inicia cerca del sitio sefialado con un asterisco y progresa en la direccidn sefialada
por la flecha verde. Los transcriptos de RNA naciente (en violeta) lucen como fibras de longitud
creciente que emanan del molde de DNA. Los transcriptos sufren splicing cotranscripcional
(sombreado en amarillo) de acuerdo con la formacién y eliminacién progresiva de los intrones en
forma de lazos de distintos tamafios (en rojo) cerca del extremo 5’ de los transcriptos. La flecha azul
sefiala a un transcripto cercano al extremo 3’ del gen que estd desprendido del molde de DNA y fue
capturado en la foto en el momento de la terminacién y liberacién del mRNA. Barra: 200 nm.
Extraido de (Proudfoot 2000). Reproduccién de Beyer and Osheim, 1988.

4.2 Modelo de reclutamiento de factores de splicing por la pol 11

4.2.1 CTD y acoplamiento

La eficiencia del splicing de un mismo gen depende del tipo de polimerasa que dirige
su transcripciéon. Dado que la naturaleza quimica de cualquier RNA es la misma
independientemente de la polimerasa que lo produce, ;qué confiere a la pol II la

capacidad de acoplar los procesos de transcripcion y splicing? En la actualidad casi
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todas las explicaciones tendientes a resolver el problema del acoplamiento sefialan al
CTD de la RNA polimerasa I como el punto central en la conexién de los distintos
procesos. El CTD es de hecho lo que més diferencia a la pol II de las demas RNA
polimerasas nucleares. Poco después de su descubrimiento hace unos 20 afios, la
estructura inusual del CTD provocé especulaciones acerca de su posible funcién
(Allison et al. 1985; Corden et al. 1985). Resultaba natural suponer que estaria
vinculado a la transcripcion, lo cual fue demostrado en primer lugar (Allison y Ingles
1989). Sin embargo, fue también propuesto tempranamente como un dominio capaz
de reclutar actividades relacionadas al procesamiento de transcriptos sintetizados por
la pol II (Howe 2002). Greenleaf sugirié inicialmente que las cargas negativas del
CTD hiperfosforilado funcionarian como una estructura idnica para el reclutamiento
de proteinas SR que estin cargadas positivamente (Greenleaf 1993), y que la
fosforilacion tanto del CTD como de las proteinas SR modularia la interaccion.
Aunque esta interaccion directa nunca fue demostrada, la hipétesis de Greenleaf
estimul6 la busqueda de otros factores de procesamiento que interaccionaran con el
CTD.

Las primeras evidencias de interaccion fisica demostraron que la pol II, snRNPs e
intermediarios de splicing coinmunoprecipitan con anticuerpos dirigidos contra el
CTD fosforilado (Chabot et al. 1995; Vincent et al. 1996; Kim et al. 1997). Otros
estudios demostraron las pol I10 se asocia a proteinas SM (componentes de snRNPs) y
que colocaliza con regiones nucleares enriquecidas en proteinas SR conocidas como
speckles (Mortillaro et al. 1996). Estas evidencias iniciales demostraron una
interaccion in vitro entre factores de splicing con la pol II y no necesariamente en
forma directa con el CTD. Las primeras interacciones directas con el CTD en células
fueron demostradas a través de la técnica de doble hibrido en levaduras. Esto permitié
descubrir un nuevo grupo de proteinas similares a proteinas SR (SCAFs) capaces de
interaccionar con el CTD (Yuryev et al. 1996). Las SCAFs contienen dominios RS
que, contrariamente a la hipotesis de Greenleaf, no participan en la interaccion con el
CTD y contienen otro dominio de interaccién con el mismo (Yuryev et al. 1996). Sin
embargo no se ha demostrado que las SCAFs participen en el splicing. Otros factores
que presentan interacciones directa con el CTD incluyen a p54™, PSF (PTB-
associated splicing factor) (Emili et al. 2002), CA150 (Carty et al. 2000), Essl
(Myers et al. 2001) y Prp40 (Morris y Greenleaf 2000).
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Ademas de las evidencias de interacciones fisicas entre el CTD y factores de splicing,
varias evidencias funcionales han demostrado la participacion del CTD en el
acoplamiento. El procesamiento cotranscripcional requiere que los factores de
splicing sean reclutados activamente al sitio de transcripcién o directamente al
transcripto naciente. De hecho, la distribucién de los factores de splicing esta
restringida espacialmente y coordinada dentro del nticleo. Esta organizacion
subnuclear de los factores de splicing es distorsionada por agentes que bloquean la
transcripcion (Misteli 2000). Del mismo modo el CTD es requerido para el correcto
reclutamiento de factores de splicing a los sitios de transcripcion (Misteli y Spector
1999). Esto es consistente con hallazgos previos que demuestran que la sobre-
expresion en células de péptidos de CTD de tamafio creciente desorganizan la
distribucién en speckles de factores de splicing llevando a un patrén mas difuso (Du y
Warren 1997). Cuando la transcripcion es dirigida por una polimerasa con un CTD
trunco, tanto el splicing como el capping y la poliadenilaciéon resultan inhibidos
(McCracken et al. 1997). Si bien la inhibicién del capping se explica al tener en
cuenta la interaccion directa encontrada entre el CTD y factores de capping (Cho et al.
1997; McCracken et al. 1997; Yue et al. 1997; Cho et al. 1998; Ho et al. 1998), el
efecto sobre el splicing no ha sido atn resuelto.

Resulta claro que el CTD participa en el splicing cotranscripcional, sin embargo
también es capaz de afectar al splicing de modo directo, independientemente de la
transcripcion. Esto fue demostrado in vitro sobre transcriptos presintetizados, en los
cuales la presencia de pol II0 o de péptidos de CTD hibridos en su estado fosforilado
aumentan significativamente la velocidad de ensamblaje del spliceosoma (Hirose et
al. 1999; Millhouse y Manley 2005). No obstante, al igual que en caso de la
transcripcion, el CTD no es esencial para la actividad catalitica del splicing. Tanto in
vitro como in vivo el splicing puede ocurrir en ausencia de transcripcién e
independientemente del CTD (Zeng y Berget 2000; Bird et al. 2004). Mientras que el
splicing de ciertos genes estd inhibido cuando la transcripcién es dirigida por una
polimerasa sin CTD (McCracken et al. 1997; Rosonina et al. 2003), en otros genes la
eficiencia del splicing general no depende del mismo (Laurencikiene et al. 2006).
Estas consideraciones sugieren que el CTD juega un papel regulatorio en el splicing,
afectando la eficiencia y/o la seleccion diferencial de sitios de splicing dependiendo
de la naturaleza y contexto de la unidad transcripcional sintetizada. Una posibilidad

interesante sugiere que el CTD estimula el splicing sélo cuando los sitios
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involucrados se hallan dispuestos en una polaridad exénica y no en una polaridad
intrénica (Zeng y Berget 2000). Esto indica que el CTD participaria en la definicién
exodnica actuando no sélo como una plataforma de unién para factores de splicing,
sino también acercando a los exones consecutivos y facilitando el ensamblaje del

spliceosoma .

4.2.2 Factores involucrados en el acoplamiento

Un anélisis reciente por protedmica del spliceosoma humano, revelé que al menos 30
proteinas de las 145 encontradas son factores que se sabe participan del acoplamiento
o son candidatos a serlo (Zhou et al. 2002; Jurica y Moore 2003). En otro estudio
similar se demostré que la pol II, junto con factores generales de la transcripcion,
puede copurificar con componentes del spliceosoma y que la mayor parte de la pol II
encontrada en este complejo estd en su estado hipofosforilado ITA (Robert et al.
2002). Esto implica que una parte significativa de la actividad asociada al splicing
podria ser reclutada al PIC por el promotor durante la iniciacion de la transcripcion,
posiblemente a través de factores que se unen al mismo. Algunos factores muestran
funciones duales al actuar en la transcripcion y en el splicing, como el activador
transcripcional HPV (human papilloma virus) (Lai et al. 1999), la proteina EWS
(Ewing sarcoma protein) (Yang et al. 2000), el coactivador p52 (Ge et al. 1998), las
proteinas CAPER (Dowhan et al. 2005), o el coactivador termogénico PGC-1. Por
ejemplo, resulta interesante que PGC-1 puede afectar el splicing alternativo sélo
cuando es reclutado a complejos que interaccionan con el promotor (Monsalve et al.
2000). Varias revisiones que profundizan mds sobre los factores duales que conectan
la transcripcién y reacciones de procesamiento han sido publicadas recientemente

(Goldstrohm et al. 2001; Howe 2002; Maniatis y Reed 2002; Kornblihtt et al. 2004).
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4.2.3 Promotores y acoplamiento

La regulacién del splicing por factores reclutados al inicio de la transcripcion, fue
originalmente sugerida por trabajos realizados en nuestro grupo que demostraron que
diferencias en la estructura del promotor conducian a diferencias en el splicing
alternativo del transcripto (Cramer et al. 1997). El sistema analizado en nuestro
laboratorio involucra la transfeccion transitoria de células de mamifero con minigenes
que poseen el exoén alternativo EDI, el cual codifica una repeticion facultativa de la
fibronectina humana (ver mas adelante). EDI contiene un ESE capaz de estimular la
utilizacion del sitio de splicing 3’ subOptimo presente en el exén. Este ESE es blanco
para las proteinas SR SF2/ASF y 9G8 (Lavigueur et al. 1993; Cramer et al. 1999). La
sobreexpresion de SF2/ASF y 9G8 estimula significativamente la inclusién de EDI,
pero este efecto parece estar modulado por la identidad del promotor (Cramer et al.
1999). El efecto del promotor no es la consecuencia trivial de los diferentes niveles de
RNA producidos por cada promotor (fuerza del promotor), sino que depende de las
propiedades cualitativas conferidas por los promotores a la maquinaria de
transcripcion/splicing. Este fendmeno fue més tarde corroborado en otros genes que
sufren splicing alternativo (Auboeuf et al. 2002; Pagani et al. 2003; Robson-Dixon y
Garcia-Blanco 2004).

Los hallazgos sobre el efecto del promotor sugieren que los patrones de splicing
alternativo especificos de tipo celular no dependerian s6lo de la abundancia relativa
de factores de splicing, sino también de la ocupacion del promotor. En la naturaleza,
sin embargo, los promotores no son cambiados y casi todos los genes poseen sélo un
promotor. La tnica manera en que un promotor podria afectar el splicing alternativo
in vivo seria a través de la ocupacion diferencial del promotor por factores de
transcripcion de distinta naturaleza y con distintas propiedades. Asi, cada tipo celular
o estado fisioldgico, podria determinar la ocupacién de cada promotor afectando a su
vez el splicing alternativo. En este sentido, en nuestro grupo se demostr6 que distintos
activadores transcripcionales dirigidos al promotor afectan el splicing alternativo
diferencialmente. Activadores clase I (Blau et al. 1996), como SW6, Spl y CTF/NF1,
que estimulan sélo la iniciacién de la transcripcidn, tienen poco efecto sobre la
inclusion de EDI. Por otro lado, activadores clase II, como VP16, que estimulan tanto

la iniciacion como la elongacion de la transcripcion, disminuyen notablemente la
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inclusion de EDI (Nogués et al. 2002). Algo similar fue descripto por Auboeuf y
colaboradores que demostraron que las hormonas esteroides son capaces de afectar el
splicing alternativo de genes sélo cuando la transcripcion es dirigida por promotores
sensibles a esteroides (Auboeuf et al. 2002). Asimismo, distintos correguladores de
los receptores esteroides afectan diferencialmente al splicing alternativo (Auboeuf et
al. 2004a; Auboeuf et al. 2004b) lo cual apoya la idea de que la ocupacién diferencial
del promotor afecta el patron de splicing alternativo resultante.

Originalmente los hallazgos del efecto del promotor sobre el splicing alternativo de
EDI fueron interpretados desde el punto de vista del reclutamiento de factores de
splicing por la maquinaria transcripcional. Sin embargo, algunos hechos hicieron
pensar en la posibilidad de que un mecanismo alternativo operara conjuntamente en el
acoplamiento entre la transcripcion y el splicing de EDI. En primer lugar se sabia que
pausas transcripcionales afectaban la competencia de sitios alternativos de
poliadenilacion y de splicing (Roberts et al. 1998; Yonaha y Proudfoot 1999). Por otro
lado, sélo los factores de transcripcion con capacidad de estimular selectivamente la
elongacién por la pol II eran capaces de afectar la inclusién de EDI (Nogués et al.
2002). En el mismo sentido la replicacién del molde de DNA, que introduce una
estructura cromatinica compacta sobre el molde, aumentaba significativamente la
inclusién de EDI (Kadener et al. 2001). Todas estas evidencias llevaron a proponer un
modelo cinético segun el cual las velocidades relativas de la transcripcion y del

splicing podrian modular el splicing alternativo.

4.3 Modelo cinético de regulacion del splicing alternativo

El splicing alternativo implica la existencia de sitios subdptimos de splicing que son
débilmente reconocidos por la maquinaria del spliceosoma, lo cual da por resultado la
competencia de sitios. Tomando como ejemplo el caso de un exdn cassette
alternativo, puede observarse que en general el sitio de splicing 3’ sobre el exén es un
sitio débil que estd seguido por un sitio 3’ mas fuerte en el exon rio abajo. Desde el
punto de vista cotranscripcional del splicing, el sitio 3° débil estd favorecido
temporalmente dado que puede ser “visto” por la maquinaria de splicing antes de que

el segundo sitio 3’ rio abajo sea sintetizado, ofreciendo la posibilidad de ser utilizado
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en primer lugar. Sin embargo, el sitio 3’ débil puede eventualmente ser seleccionado
en menor proporcién que el sitio mas fuerte rio abajo. Esto es posible porque las
distintas reacciones involucradas la sintesis del mRNA, ocurren con una cinética tal
que permite la competencia de sitios (Neugebauer 2002). Considerando un exén con
sus intrones flanqueantes de tamafios promedio (150 pb para exones y 3000 pb para
intrones), la transcripcion y el splicing ocurren a velocidades tales que, antes de que el
primer sitio pueda ser utilizado, el segundo ha sido ya sintetizado. Por otro lado, se
sabe que la estructura secundaria que adopta el RNA en torno a sitios de splicing
afecta la disponibilidad de los mismos y por ende la eficiencia del splicing (Eperon et
al. 1988; Muro et al. 1999). La estructura secundaria, puede formarse s6lo durante una
ventana temporal determinada por el tiempo que lleva transcribir las secuencias
involucradas en dicha estructura, la velocidad de plegamiento de la misma y la
velocidad de unién de factores a sitios contenidos dentro de la estructura (Eperon et
al. 1988). Por ejemplo, un determinado sitio de splicing puede ser utilizado sélo si el
spliccosoma es capaz de reconocerlo antes de que el mRNA adopte una
conformacién que lo ocluya. Estas consideraciones implican que la cinética de las
reacciones involucradas en la sintesis de un mRNA determinado dictaria el patrén de
splicing alternativo resultante. Si se varia la velocidad relativa de alguna de las
reacciones, es de esperar que el patrén de splicing alternativo sea afectado.

De acuerdo con este modelo varias evidencias de nuestro laboratorio mostraron que el
splicing alternativo de EDI es afectado por distintos cambios que afectan a la
elongacion. En general se encontrd un correlacion inversa segun la cual los cambios
que aumentan la velocidad de elongacion disminuyen la inclusién de EDI, mientras
que los cambios que disminuyen la elongacién aumentan la inclusién de EDI. Si se
coloca el enhancer del virus SV40 cercano a un promotor, la elongacion aumenta
significativamente y esto a su vez provoca una disminucién de 3 a 10 veces en la
inclusién de EDI, independientemente del promotor utilizado (Kadener et al. 2002).
El tratamiento de células con DRB o flavopiridol, drogas que inhiben al factor de
elongacion pTEFb, reducen la elongacién de la pol I (Price 2000; Ni et al. 2004) y a
su vez producen un aumento en la inclusién de EDI (Nogués et al. 2002). A los fines
de estudiar el efecto de la elongacién sobre el splicing alternativo con una
aproximacion mas directa, en esta tesis se utiliz6 como herramienta una pol II con una
mutaciéon puntual (C4) que le confiere una velocidad de elongacién reducida,

posiblemente como resultado de un cambio conformacional que afecta las
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propiedades intrinsecas de la pol II (Coulter y Greenleaf 1985). Esto estd desarrollado

en el capitulo I de esta tesis.

5. Fibronectina como gen modelo

En la mayor parte de esta tesis se utilizo a la fibronectina (FN) como gen modelo de
estudio, y en particular a su exén alternativo EDI. La FN es una glicoproteina de alto
peso molecular que estd en la matriz extracelular (MEC), y es la proteina de MEC
mas distribuida y mejor caracterizada (Kornblihtt et al. 1996). Ademas de localizar en
tejido conectivo y lamina basal, la FN esta presente a alta concentracion en plasma.
La FN tiene un rol esencial en adhesién y migracién celular en procesos como la
embriogénesis, malignidad tumoral, hemostasis, cicatrizaciéon de heridas, respuesta
inmune y mantenimiento de la integridad de tejidos. Su importancia queda
demostrada por el hecho de que ratones knockout para la FN son inviables (George et
al. 1993).

Existen dos formas mayoritarias de FN: una forma dimérica soluble que es sintetizada
en hepatocitos y secretada al torrente sanguineo (FN plasmatica), y una forma
dimérica o multimérica sintetizada en fibroblastos, células epiteliales y otros tipos
celulares, que es depositada como fibras en la MEC (FN celular). Las dos formas
estin compuestas por péptidos similares de aproximadamente 250 kDa, que
comparten una organizacion modular comun constituida por unidades de 40, 60 y 90
aminodcidos llamadas repeticiones de homologia tipo I, II y III respectivamente
(Petersen et al. 1983) (Figura 11). El gen de FN abarca 75 kb, contiene 50 exones y es
transcripto a partir de un solo promotor.

El gen de FN esta sujeto a splicing alternativo en tres regiones, EDII, EDI y IIICS
(Figura 11). EDII y EDI son exones cassette alternativos que codifican repeticiones

tipo Il y pueden ser incluidos o excluidos del mRNA maduro. La regién IIICS
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Figura 11. Variaciones de la estructura primaria de la fibronectina. El esquema superior representa
el polipéptido de mayor longitud posible con sus homologias internas. Se indican los sitios de
unién a integrinas: RCD, constitutivo; LDV, alternativo. Las lineas punteadas indican la posicién
aproximada de los intrones. Las repeticiones de tipo III estdn numeradas de 1 a 15. La numeracién
excluye a EDI y EDII. Extraido de Kornblihtt 1996.

presenta un modo particular de splicing con sitios 5° y 3’ alternativos que,
combinados con retencién de intrones, producen cinco variantes de splicing en
humanos (Gutman y Kornblihtt 1987). En total, 20 isoformas distintas de FN pueden
ser generadas por splicing alternativo.

El exén EDI (extra domain I) codifica una repeticion tipo III que, al igual que las
demas repeticiones de su tipo, conforma un dominio estructural independiente. La
inclusion de EDI es exclusiva de la FN celular, detectada en fibroblastos y ausente en
el higado, el cual produce FN plasmadtica (Kornblihtt et al. 1984). La FN EDI" es poco
abundante en la MEC de adultos, y es sobreexpresada en tejidos en alta proliferacion
tales como el tejido embrionario (Norton y Hynes 1987; Vartio et al. 1987) y tumores
hepaticos malignos (Oyama et al. 1989). La inclusiéon de EDI aumenta en condiciones
patoldgicas especificas como la cicatrizacion de heridas (ffrench-Constant et al. 1989;
Kuhn et al. 1989; Brown et al. 1993) y la fibrosis epitelial (Barnes et al. 1994).

La funcién de EDI parece estar relacionada fundamentalmente a la cicatrizacién de
heridas. EDI se encuentra aumentado en heridas pulmonares y de piel, con lo cual se

cree que puede contribuir a generar una MEC que facilita la cicatrizacion a través de
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promover la migracion celular (ffrench-Constant et al. 1989; Brown et al. 1993).
Estudios més recientes demostraron que EDI activa a un receptor del tipo Toll-like
(TLR4), y estaria involucrado en la respuesta inflamatoria (Okamura et al. 2001). La
importancia de EDI fue confirmada a través de ratones knock-out para este exén que
mostraron deficiencias en la cicatrizacién de heridas, tiempo de vida mds corto que
ratones control y deficiencias en la coordinacion motora (Muro et al. 2003; Chauhan
et al. 2005).

El splicing alternativo de EDI puede ser reproducido eficientemente en transfecciones
transitorias de lineas celulares con minigenes hibridos compuestos por un fragmento
de 3 kb que abarca a EDI con sus intrones flanqueantes y parte de sus exones vecinos,
insertado en el exon 3 del gen de a,-globina (Vibe-Pedersen et al. 1984) (Figura
12A). Esto permiti6é demostrar que EDI posee un ESE rico en purinas con la secuencia
GAAGAAGAC capaz de unirse a proteinas SR que estimulan al sitio 3° débil de EDI
(Lavigueur et al. 1993; Caputi et al. 1994), y un elemento exénico rio abajo del ESE
que regula negativamente la inclusion de EDI a través de afectar la estructura
secundaria del RNA y la disponibilidad del ESE (Muro et al. 2003; Buratti et al. 2004)
(Figura 12B).
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Figura 12. Reproduccién del splicing normal de EDI en transfecciones transitorias. (A) Los
minigenes son transfectados en lineas celulares. El patrén de splicing es posteriormente analizado
por RT-PCR visualizando los productos en un gel de poliacrilamida (PAGE). (B) Elementos
regulatorios en cis sobre el exén EDI (ESE y ESS) y factores en trans que lo regulan (proteinas
SR).
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis es investigar el rol de la pol II en la regulacién
splicing alternativo. Intentaremos demostrar la validez de los modelos de
reclutamiento y elongacién en distintos genes modelo que poseen splicing alternativo,
por medio de mutantes de pol II capaces de reemplazar la funcién de la polimerasa

enddgena.

Objetivos especificos
e Validar el modelo cinético de regulacién de splicing alternativo por medio de
una mutante lenta de pol II (mutacién C4) y distintos minigenes regulados por
splicing alternativo.
e Estudiar el splicing alternativo de genes enddégenos en moscas mutantes C4.
e Validar el modelo de reclutamiento de factores de splicing por el CTD por
medio de mutantes de pol II que presentan una eliminaciéon completa o parcial

de este dominio.
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Capitulo I

Una mutante lenta de la RNA polimerasa II afecta el splicing

alternativo in vivo

Estudios anteriores de nuestro grupo sugirieron a través de evidencias indirectas la
existencia de una correlacion inversa entre la velocidad de elongacién y la inclusion del
exon alternativo EDI. El nivel de exclusiéon de EDI correlacionaria con la velocidad de
elongacion, pero no con el simple aumento del nivel total de transcriptos acumulados
(Kadener et al. 2001; Kadener et al. 2002; Nogués et al. 2002).

De acuerdo a lo discutido en la introduccién, se propuso un modelo cinético de
acoplamiento segtn el cual la velocidad de elongacién de la pol II determina el producto
final resultante de la competencia entre dos reacciones de splicing que ocurren
cotranscripcionalmente (Caceres y Kornblihtt 2002).

En este capitulo demostraremos, con el uso de una herramiento directa, el modelo
cinético de acoplamiento transcripcidon y splicing. También demostraremos que la
regulacion del splicing alternativo por la elongacion transcripcional puede ocurrir in
vivo en el gen endégeno Ultrabitorax (Ubx) de Drosophila, 1o cual podria estar
relacionado al fenotipo de moscas que poseen una polimerasa mutante con una reducida

capacidad de elongacion.
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Resultados

Una mutante lenta de pol II como herramienta estudiar el

acoplamiento

Para probar el modelo cinético con una estrategia mas directa, utilizamos una pol II que
contiene una mutaciéon puntual (R749H) en su subunidad mayor, equivalente a la
mutacién C4 de Drosophila (R741H). La mutante C4 de pol II muestra una velocidad
de elongacion reducida in vitro (Coulter y Greenleaf 1985) y es menos eficiente en
transcribir a través de arrestos transcripcionales en comparaciéon con una pol II salvaje
(WT, del inglés wild type) (Chen et al. 1996). Transfectamos células de la linea Hep3B
(derivadas de hepatoma humano) con minigenes reporteros para splicing alternativo del
exon EDI, junto con vectores de expresion para la subunidad mayor de la pol II humana
(Rpbl) WT o con la mutaciéon C4 (hC4). Ambas variantes de pol II utilizadas en estos
estudios contienen una mutacién puntual adicional (distinta la mutacién C4) que les
confiere resistencia a a-amanitina. Esta toxina es capaz de unirse con muy alta afinidad
a la subunidad mayor de la pol II WT e inhibirla completamente. Como control se
transfecté una pol II que sélo lleva la mutacién de resistencia a o-amanitina (pol II
WT™). La transcripciéon de los minigenes por las RNA polimerasas ectdpicas es
favorecida a través de la inhibicion de la enzima endégena con a-amanitina (Gerber et
al. 1995) (Figura 13). Este ensayo permite obtener una alta expresién de las distintas
polimerasas, tanto a nivel del RNA mensajero (mRNA) (Figura 14A) como a nivel de
las proteinas (Figura 14B, calles 2 y 3). El peso molecular de la subunidad mayor
transfectada en cada caso es idéntico al de la pol II enddgena (aproximadamente 240
kDa). Por este motivo incluimos como control positivo un pldsmido que expresa una
version de Rpbl trunca en su CTD (ACTD, 200 kDa) en una transfeccién sin los
plasmidos de expresion para las subunidades Rpbl WT™ y hC4 (calle 1). Tanto la
version trunca como las de la longitud correcta son expresadas a mayores niveles que la
Rpbl end6gena. En estas condiciones la Rpbl C4 sélo provoca un 40% de inhibicién de

la transcripcién (Figura 14C).
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Figura 13. Esquema experimental.

Si bien la mutante C4 originalmente descripta en Drosophila promueve una menor
elongacion in vitro (Coulter y Greenleaf 1985), no estaba demostrado que tuviera el
mismo efecto in vivo. Tampoco estaba demostrado que la misma mutacién introducida
en la pol II humana causaria un efecto similar sobre la elongacién. Esto requeria estimar
la velocidad de elongacion de la mutante hC4 en nuestro sistema. En una primera
aproximacion asumimos que si la velocidad de elongacion in vivo estaba reducida en
esta mutante, esto se veria reflejado en una menor procesividad por parte de esta
polimerasa. Para probar que la mutante de pol II humana era menos procesiva in vivo,
aislamos RNA total de nicleos de células transfectadas, y determinamos las cantidades
relativas de mRNA inmaduro (pre-mRNA) transcripto del minigén, acumulado en
regiones proximales vs. distales con respecto al sitio de inicio de la transcripcion. En
este experimento, se asume que la mayoria de transcriptos inmaduros estdn en intimo
contacto con la pol II en activa transcripcién, y por lo tanto reflejan la distribucion de la
enzima a distintas distancias del promotor. Los niveles de pre-RNA fueron

cuantificados por RT-PCR en tiempo real. Para ello se sintetiz6 cDNA con diferentes
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Figura 14. La mutante de pol II humana hC4 (R749H) se expresa correctamente in vivo.

(A) Ensayo de proteccién a la RNasa (RPA) para cuantificar los mRNA correspondientes a las
subunidades Rpbl humanas endégenas y recombinantes, expresadas en células Hep3B transfectadas
con los pldsmidos pAT7Rpbl aAm" (WT) o pAT7Rpbl c Am'R749H (hC4) y tratadas con c.-amanitina
segln se indica en materiales y métodos. Se muestran diagramas para la sonda total (P, sonda input) y
para la sonda protegida. M, estindar de peso molecular; t, control con tRNA de levaduras; nt, células
no transfectadas; tr./en., relacion de radiactividad entre bandas de Rpbl1 transfectada sobre endégena.
(B) Western blots de extractos de proteinas totales de células Hep3B transfectadas con pAT7Rpbl
oaAm" (WT, calle 2), pAT7Rpbl aAm'R749H (hC4, calle 3), o un plasmido que expresa una version
trunca de Rpbl humana que carece el dominio carboxilo terminal (A0, calle 1). E1 Western blot se
reveld con anticuerpo sc-899 (N20,Santa Cruz Biotechnologies) contra la regiéon N terminal de Rpbl.
(C) Ensayo de proteccion a la RNasa (RPA) para cuantificar mRNA de fibronectina (FN) endégena y
mRNA recombinante (FN/aglobina) expresado en células Hep3B transfectadas con pSVEDA/FN y
pAT7Rpbl aAm" (WT) o pAT7Rpbl a Am'R749H (hC4), y tratadas con a-amanitina segin se indica
en Materiales y Métodos. Abajo se muestran los diagramas de las sondas protegidas.

primers para cada regiéon seguido de la amplificacién por PCR de los productos que
abarcan las junturas entre un intrén y un exon para cada regién, y que por lo tanto
corresponden a pre-mRNAs que aun no han sufrido splicing (Figura 15). La cantidad
de DNA proveniente de la contaminaciéon por el minigén transfectado en las
preparaciones de RNA fue estimada en reacciones de PCR en tiempo real en las cuales

se omitié la transcriptasa reversa en la reaccion de RT. La Figura 15 muestra que la
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mutante hC4 de pol II humana provoca un aumento de 2.7 veces en la acumulacién de
pre-mRNAs proximales (P) sobre distales (D) en comparacién con la pol II WT™, lo
cual revela que la mutacién hC4 provoca una disminucion de la procesividad en células
humanas. Nuestra conclusién fue que la disminucién en la procesividad posiblemente

reflejaba una disminuciéon en la velocidad de elongacién de esta polimerasa.
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Figura 15. La mutante de pol II humana hC4 (R749H) es menos procesiva in vivo. RT-PCR en tiempo
real para cuantificar la acumulacién de pre-mRNA en regiones proximales y distales con respecto al
inicio de la transcripcién. Se transfectaron células Hep3B con pSVEDA/FN (diagrama superior) y
pAT7Rpbl aAm' (WT™) o pAT7Rpbl cAm'R749H (hC4). Las células fueron tratadas con -
amanitina segin se indica en Materiales y Métodos. Se extrajeron niicleos 48 hs después de de la
transfeccion y se sintetizé cDNA utilizando primers “2” o “5”. Se realizaron reacciones de PCR en
presencia de SYBR green utilizando el equipo DNA Engine Opticon System (MJ Research), con los
primers “1” 'y “2” para la regién proximal (P) y con los primers “3” y “4” para la regién distal (D). La
vista obtenida con el Opticon (abajo, izquierda) ilustra las diferencias en nimero de ciclo umbral
obtenidas en las dos regiones con las pol I WT™ y hC4. Se muestran los promedios P/D+SD de las
mediciones en 5 transfecciones independientes (abajo, derecha).
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Determinacion de la velocidad de elongacion en tiempo real

Por medio de un método desarrollado por Edouard Bertrand (Institut de Génétique
Moléculaire de Montpellier, Francia), pudimos visualizar y medir directamente la
velocidad de sintesis de RNA por la pol IT a través de la técnica de FRAP (Fluorescence
recovery after photobleaching). Este método permite seguir en tiempo real la sintesis de
RNAs nacientes marcados con GFP (proteina fluorescente verde) en una tnica célula.
El reportero utilizado en estos experimentos consiste en un vector de HIV-1 con 24
repeticiones del elemento de union para la proteina de cubierta del fago MS2, insertadas
en la regién 3’ no codificante (3’UTR) del gen de HIV-1 (Figura 16A). La coexpresion
de este reportero con la proteina de fusion MS2-GFP permite la visualizacion directa de
los RNAs en lineas celulares con alta sensibilidad (Fusco et al. 2003).

Para realizar estos experimentos el reportero fue transfectado en forma estable en
células humanas U20S, de modo que al coexpresar MS2-GFP, ésta se une a los
elementos MS2 del mensajero naciente, y los sitios de transcripcién dentro de cada
nicleo son observados como un punto brillante en el nucleoplasma. Esto es
consecuencia de la alta concentracion de RNA en el punto de sintesis, que resulta del
estado estacionario alcanzado entre de la velocidad de sintesis y difusion de los
mensajeros. Al irradiar los sitios de transcripcidon con un l4ser, la fluorescencia de la
MS2-GFP asociada al RNA naciente es extinguida por el fenémeno de guenching. Las
polimerasas en activa transcripcién contindan sintetizando nuevos sitios MS2 lo cual
finalmente lleva a una recuperaciéon de la fluorescencia posterior a la extincion
(estrategia de FRAP) (Figura 16B). Afortunadamente para los fines de estos
experimentos, la union entre MS2-GFP y los elementos MS2 del RNA naciente es lo
suficientemente estable como para permitir evaluar diferencias en la dindmica de
movilidad y/o sintesis de los RNAs, y no el simple intercambio de MS2-GFP entre la
fraccion libre y la unida al mensajero. La velocidad de elongacion de la pol 11 puede por
lo tanto ser medida, al determinar el tiempo de recuperacion de la fluorescencia después
de la extincién (Basyuk et al. 2006, enviado a consideraciéon editorial). Un punto
importante a considerar es que la velocidad de iniciacién de la transcripcién se
mantenga constante durante el tiempo de recuperacion, de esta manera sdlo la

elongacion determina el tiempo de recuperacion de la fluorescencia.
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Figura 16. La polimerasa hC4 tiene una velocidad de elongacién reducida. (A) Reportero de HIV-1
(pPEX0O-MS2x24) utilizado para el ensayo de FRAP. El reportero contiene 24 repeticiones de MS2
insertadas en la region 3°’UTR, y los elementos mds importantes de HIV-1: el LTR 5’ (Long terminal
repeat), el sitio donor principal de splicing (SD1), la sefial de empaquetamiento (‘¥'), el gen de la
proteina Gag, el elemento regulatorio RRE, el sitio aceptor de splicing A7 (SA7), y el LTR 3’ que
lleva a cabo el procesamiento 3’. (B) Ensayo de FRAP para sitios de transcripcién. El area
redondeada indica el sitio de transcripcién que es irradiado. La recuperacion de la fluorescencia se
evalia a distintos tiempos indicados en segundos (s). (C) Curvas de recuperacién de la fluorescencia
para las polimersas WT™ y hC4. La fluorescencia estd normalizada a 1 respecto de la intesidad inicial
del sitio de transcripcion.

La Figura 16C muestra las curvas de FRAP obtenidas para la pol II WT™ y hC4 en
células U20S en presencia de a-amanitina. Puede verse que la recuperacion de la
fluorescencia para la mutante hC4 es marcadamente mas lenta que para la RNA pol
WT™, con tiempos de recuperacion medios de 129s y 75s respectivamente. Estos

resultados demuestran definitivamente que la mutante hC4 posee una menor velocidad
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de elongacion que la polimerasa WT. En consecuencia la mutante de pol II hC4 serd

denominada de aqui en mds mutante “lenta”.

La mutante lenta aumenta la inclusion de EDI

Para estudiar el efecto de la mutante lenta sobre el splicing alternativo de EDI,
transfectamos células Hep3B con minigenes sujetos a splicing alternativo del exén EDI,

" 0 con la mutante lenta. La

junto con vectores de expresiéon para la pol II WT
transcripcion mediada por la pol II lenta estimula la inclusiéon de EDI aproximadamente
4 veces (Figura 17A), lo cual confirma la hipétesis de la correlacion inversa entre la
velocidad de elongacion y la inclusién de EDI. Sin embargo, la inclusion de otros dos
exones alternativos (FN-EDII y ex6én 7B del gen de la ribonucleoproteina heterogénea
Al [hnRNP A1-E7B]) no es afectada por la pol II lenta (Figura 17B y C). Mientras que
el splicing de EDI es principalmente controlado por un enhancer exénico de splicing
(ESE) (Caputi et al. 1994), el splicing FN-EDII y hnRNP A1-E7B es controlado por
elementos intrénicos (Lim y Sharp 1998; Simard y Chabot 2000). Esta diferencia
podria explicar la falta de respuesta a la pol II lenta. Ademas, la falta de respuesta de
EDII es consistente con el hecho de que el splicing de este exdn no es afectado (o lo es
marginalmente) por la identidad del promotor (Pagani et al. 2003) o por reguladores
transcripcionales de la elongacién de pol II (Kadener et al. 2001). De hecho, la falta de

respuesta del EDII a la pol II lenta es independiente del promotor que dirige la

transcripcion (comparar calles 1y 2 con 3 y 4 de la Figura 17B).

La pol II lenta favorece la utilizacion del sitio 5’ distal en el splicing del

adenovirus E1A

En nuestra busqueda de otros sistemas de splicing que fueran afectados por la velocidad
de elongacién de la pol II, consideramos que el adenovirus E1A era un buen candidato
dado que el splicing de este gen cambia después de la replicaciéon del molde (Adami y
Babiss 1991), de la misma manera que EDI (Kadener et al. 2001). El splicing de E1A

presenta un unico sitio de splicing 3’ y tres sitios de splicing 5’ alternativos, y da lugar a
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Figura 17. Efecto de la sobreexpresién de las subunidades Rpbl WT™ y lenta (hC4) sobre distintos
sistemas de splicing alternativo. Se transfectaron células Hep3B con los plasmidos pSVEDA/FN (A),
pSVEDB-Xhol ([B], calles 1 y 2), pPCMVEDB ([B], calles 3 y 4), pPCMV-A1(C), o pMTE1A (D). En
cada caso las células fueron co-transfectadas con pAT7Rpbl aAm' (WT) o pAT7Rpbl a Am'R749H
(hC4), y tratadas con o-amanitina segin se indica en Materiales y Métodos. Las posiciones de los
primers se indican con flechas debajo de cada diagrama. Los histogramas expresan los promedios +
SD de los cocientes entre la radiactividad de las bandas de RT-PCR indicadas de un minimo de tres
transfecciones independientes.

3 isoformas de mensajeros, denominadas 13S, 12S y 9S. La replicacion viral provoca un
uso preferencial del sitio de splicing 5’ rio arriba (sitio distal con respecto al sitio de

splicing 3”) y origina una mayor proporcién de la isoforma corta. Esto ha sido atribuido
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a cambios en el estado del DNA molde que podrian reducir la velocidad de elongaciéon
de la pol II (Adami y Babiss 1991). Una reduccion en la velocidad de elongacion podria
dar mas tiempo a que el complejo de splicing se ensamble en el primer sitio de splicing
5’, favoreciendo su utilizacién en comparacién con el que se encuentra rio abajo (sitio
proximal con respecto al sitio de splicing 3’). Consistente con este hecho se observé un
incremento de 3 veces en la proporcion de las isoformas mds cortas (relacion 9S/13S)
cuando el minigén reportero E1A (Caceres et al. 1994) es transcripto por la pol II lenta
(Figura 17D calles 1 y 2). Una banda extra sefialada con una flecha en la Figura 17D
aparece aleatoriamente en las RT-PCRs de ElA. La presencia de esta banda,
probablemente causada por el tratamiento con a-amanitina, no afecta el cambio en la

relacion 9S/13S observada con la pol II lenta (calles 3 y 4).

Efecto dosis respuesta la mutante lenta e independencia con la sintesis

de proteinas

Los efectos de la pol II lenta sobre el splicing alternativo de EDI y E1A aumentan con
la dosis de a-amanitina (Figura 18A), lo cual refleja que a mayor inhibicién de la pol 11
enddégena en la célula huésped, mayor cantidad de minigenes son transcriptos por la pol
IT lenta recombinante. Por otro lado, la adicién de cicloheximida y a-amanitina a las
células transfectadas, no elimina el efecto de la pol II lenta sobre el splicing (Figura 18B
calles 2 vs. 4), lo cual indica que este efecto no esta mediado indirectamente por un

producto de la sintesis proteica de novo.

Efectos de la pol 11 lenta y del regulador de splicing SF2/ASF

La inclusiéon de EDI es estimulada por la unién del factor de splicing SF2/ASF a la
secuencia GAAGAAGAC que estd presente en el ESE de EDI, lo cual estimula la
utilizacion del sitio 3°débil de EDI. Ademas, EDI tiene un elemento silenciador de
splicing (ESS) rio abajo del ESE (Caputi et al. 1994). La mutacién del ESE reduce la
inclusién de EDI y previene la estimulacion de la misma por la pol II lenta (Figura 19A,

calles 1-4). Contrariamente, la mutacién del ESS provoca un aumento de la inclusion de

56



Resultados: Capitulo 1

A Fibronectina EDI Adenovirus Ela
hPol I WT hC4 WT hC4
a-amanitng == o—— 1 ——— 1 _— ] —— ]
(ug/ml) -+ 3 5 10 3 5 10 0 3 6 0 3 6
EDI —— - <«P
-— - e e - - 1 13S
RT-PCR T - - - - 125

o ——

- - — w— e 9S
0.8
hC4
5 0.6 3 hC4
o 2
QO 0.4 U:) 2
0.2 1 WT
T T T T T T T T T T T T T T T T
01 2 3456 78 910 012 3 45 6
o-amanitin (ug/ml)
B hC4 pol Il - -+ 4
cycloheximida (10 pg/ml) - + -+

+
EDI S — —

RT-PCR

TP T——

1 2 3 4
EDI'/EDI- 0.22 0.36 0.44 0.59

Figura 18. El efecto de la mutante lenta es dependiente de la dosis de a-amanitina y no depende de
la sintesis de proteinas. (A) Efecto dosis-respuesta de la a-amanitina sobre el splicing alternativo de
EDI y Ela en células que expresan la mutante lenta de pol II. Se co-transfectaron células Hep3B
con pSVEDA/FN (izquierda) y con pAT7Rpbl aAm" (WT) o pAT7Rpbl a Am'R749H (hC4). 24
hs después de la transfeccion se agregd a las células la cantidad de o-amanitina indicada y se
incubo por 24 hs adicionales antes de la extracciéon de RNA. Las curvas expresan los promedios +
SD de los cocientes entre la radiactividad de las bandas de RT-PCR indicadas de un minimo de
tres transfecciones independientes. (B) El efecto de la mutante lenta sobre EDI no es inhibido por
cicloheximida. Se co-transfectaron células Hep3B con pSVEDA/FN (en todas las calles) y
pAT7RpblaAmrR749H (hC4) (calles 3 y 4). 24 hs después, las células fueron tratadas s6lo con o-
amanitina (calles 1 y 2) o conjuntamente con cicloheximida (calles 3 y 4), a las concentraciones
indicadas. En el tiempo entre la transfeccion y el tratamiento con cicloheximida, la polimerasa
recombinante es acumulada segin fue demostrado previamente (MacCracken et al., 1997). Las
células fueron incubadas por 24 hs adicionales y posteriormente cosechadas. La preparacion de
RNA v ensavo de RT-PCR se realizé seetin se describe en materiales v métodos.
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EDI de 10 veces (calles 1 y 5) y no interfiere con el efecto de la pol II lenta, la cual
induce una estimulacion adicional de 3 veces. Esto indica que la pol II lenta no puede
sustituir el requerimiento de SF2/ASF para la inclusion de EDI.

Dado que la sobreexpresion de la pol II lenta inhibe parcialmente la transcripcion
(Figura 14C), también causa una disminucién parcial de SF2/ASF. El Western blot de la
Figura 19B muestra que un tratamiento con un RNA de interferencia (siRNA)
especifico para SF2 elimina completamente la sobreexpresion de SF2/ASF (calles 3-6).
Por medio de epitope T7, la proteina SF2/ASF recombinante de 36 kDa es diferenciable
de la proteina end6gena de 33 kDa. A pesar de que la eficiencia de transfeccion de los
plasmidos es solo del 10-20%, también se observa una disminucion de los niveles
endégenos de SF2/ASF debida al tratamiento con siRNA (calles 1-3). Esto se debe a

que la eficiencia de transfeccion de los siRNAs es mayor que la observada para los

ESE ESS

E (A
g10SF2/ASF~ — +
RNAi - Luc SF2 - Luc SF2 SF2/ASF
transfectado
EDI EDI AESE EDI AESS (36 kDa)
hPol Il WT hC4 WT hC4 WT hC4 Western e o
EDI" e (R enddgeno
(33 kDa)
EDIt s s — —
RT-PCR
RT-PCR
EDI - -
’ EDI oo ey - - -~
1 2 3 4 5 6
EDI'/EDI” 0,15 0,46 nd nd 1,8 5,0 1 2 3 4 5 6

EDI'/EDI” 0,21 0,25 0,05 4,80 5,20 0,53

Figura 19. Efectos de la pol II lenta y del regulador de splicing SF2/ASF. (A) Efectos causados por
la mutacion del ESE o del ESS sobre el efecto de la pol II lenta. Los minigenes EDI que tienes ESE
y ESS intactos (pPSVEDA/FN, calle 1 y 2), ESE mutado (pSVEDA/FN AESE, calle 3 y 4), y ESS
mutado (pSVEDA/FN AESS, calle 5 y 6) se transfectaron en células Hep3B con pldsmidos
pAT7Rpbl oAm" (WT) o pAT7Rpbl cAm'R749H (hC4) seguido por el tratatamiento con o-
amanitina y por la determinacién del splicing alternativo por RT-PCR como se describe en
Materiales y Métodos. (B) Efectos del siRNA contra SF2/ASF en splicing alternativo de EDI. Se
transfectaron células Hep3B con pSVEDA/EN (todas las calles), un plasmido que expresa SF2/ASF
humana con un tag de T7 (G10SF2/ASF, calles 4-6), y siRNA contra luciferasa (control negativo,
calles 2 y 5) o SF2/ASF humano (calles 3 y 6). Se extrajo RNA total 48 hs después de la
transfeccién y se determiné el splicing de EDI por RT-PCR como se describe en la figura 3A
(abajo). En el panel superior se muestra un Western blot de extracto de proteina total proveniente de
células transfectadas con un anticuerpo especifico para SF2/ASF (mAb 103, Hanamura et al. 1998).
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plasmidos. El andlisis por RT-PCR en la misma figura indica que la disminucion
especifica de SF2/ASF mediada por siRNA, inhibe los niveles de inclusion de EDI
basales (calle 1-3) y estimulados por SF2/ASF (calle 4-6). Esto elimina la posibilidad de
que el efecto de la pol II lenta sobre el splicing de EDI sea una consecuencia indirecta la

disminucién de SF2/ASF.

El resplicing del pre-mRNA de Ubx es estimulado en embriones C4 de
Drosophila

La mutacién C4 en Drosophila provoca un aumento sinérgico del fenotipo originado
por mutaciones en el gen Hox Ultrabitorax (Ubx) (Mortin et al. 1988). Ademas, las
moscas que tienen la mutacion C4 en heterocigosis y los dos alelos salvajes de Ubx,
presentan un fenotipo mutante denominado “efecto Ubx” que es muy similar al fenotipo
observado en moscas haploinsuficientes (que expresan cantidad insuficiente) para la
proteina Ubx (Greenleaf et al. 1980). Estas observaciones nos llevaron a investigar si el
splicing alternativo de Ubx se encontraba afectado en moscas C4 homocigotas. Estos
experimentos fueron hechos en colaboracion con el Dr. Claudio Alonso del
Departamento de Zoologia de la Universidad de Cambridge.

Ubx es una unidad transcripcional compleja que tiene tres intrones largos de 7,4; 14,6 y
51,5 kb. Por medio de splicing alternativo puede generar hasta seis variantes de mRNA
que comparten los exones 5’ y 3’ (E5° y E3’ respectivamente) y poseen inclusion
alternativa de tres unidades internas: el elemento B y dos microexones ml y mlII (Figura
20A). Las isoformas mas abundantes de Ubx (Ia, Ila, IVa y Ib) estdn sujetas a patrones
de expresion especificos espacio-temporales (Hatton et al. 1998). El splicing de ml o
mll con el ex6n E5’ que elimina el primer intrén, regenera un sitio de splicing 5’
consenso en la nueva juntura exén-exon resultante. Por lo tanto, mI y mlII son unidos
constitutivamente al ES’ en el transcripto naciente y removidos, en un paso siguiente,
junto con el intrén rio abajo por un mecanismo conocido como resplicing o splicing
recurrente. Variando la longitud de los intrones de Ubx, Hatton et al. (1998)
demostraron que el resplicing es mas eficiente cuando el intrén rio abajo es lo
suficientemente largo como para permitir la regeneracion de un sitio de splicing 5’ antes

de que el siguiente exon sea transcripto. A partir de este resultado se puede predecir que
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Figura 20. El resplicing de Ubx es afectado en embriones C4 de Drosophila. (A) Diagrama del gen
Ubx de Drosophila 'y de las diferentes isoformas de splicing alternativo Ia, Ila, IVay Ib. ES’, exén 5°;
ml y mll, microexones I y II; E3’, ex6n 3’; B, elemento B. (B) RT-PCR radiactiva para evaluar la
abundancia relativa de las isoformas de mRNA de Ubx en embriones de Drosophila colectados a
diferentes tiempos durante el desarrollo. Los histogramas expresan los promedios + SD de los
cocientes entre la radiactividad de las bandas de RT-PCR indicadas de un minimo de tres
recolecciones independientes (n) para cada ventana de tiempo.

una disminucién en la velocidad de transcripcion favoreceria el resplicing y por ende
aumentaria la abundancia relativa de las isoformas mds cortas. Al medir los niveles
relativos de las isoformas de mRNA de Ubx en embriones de Drosophila C4 durante el
desarrollo, encontramos que el resplicing de Ubx estaba aumentado en las moscas C4
(Figura 20B). Para esto se colectaron huevos en intervalos de 1 hora. A las 2,5 + 0,5 hs
después de la puesta de huevos (AEL, del inglés after egg laying), los embriones C4
mostraron relaciones de isoformas Ia/lla 3 veces menores que los embriones WT. Esta
diferencia se reduce en embriones colectados a las 6 = 0,5 hs AEL y desaparece en las
dos ventanas de tiempo tardias que fueron ensayadas (18,0 = 0,5 y 20,0 = 0,5 hs AEL).
La isoforma IVa es virtualmente indetectable en las dos ventanas de tiempo tempranas,
pero es la mas abundante en las dos ventanas tardias. Es interesante recalcar que la
isoforma I'Va es especifica del sistema nervioso central, el cual no esta desarrollado en

los embriones de las dos ventanas temporales tempranas. La relaciéon de isoformas
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Ia/IVa no muestra diferencias significativas entre moscas WT y C4 a las 18 = 0,5 hs
AEL, pero es significativamente menor a las 20 + 0,5 hs AEL en moscas C4. Por lo
tanto, como resultado de estimular el resplicing, las moscas C4 muestran una clara
disminucién de la abundancia relativa de la isoforma Ia larga en favor de la isoforma

corta Ila en estadios tempranos, y de la IVa en estadios posteriores.

Transfecciones estables de la mutante lenta

El hecho de que las moscas C4 sean viables indica que la polimerasa lenta es capaz de
transcribir genes endogenos, lo cual fue a su vez confirmado experimentalmente en el
experimento de FRAP en células humanas. Esto nos condujo a realizar transfecciones
estables en lineas celulares humanas con el fin de estudiar la regulacion del splicing
alternativo por la elongacién sobre genes enddgenos. La baja eficiencia de transfeccion
de pldsmidos en transfecciones transitorias impide este tipo de experimentos. Por otro
lado el nivel de expresion de los vectores transfectados de manera estable se aproxima a
los niveles de expresion endégena, mientras que en transfecciones transitorias el nivel
de expresion es muy superior. Para ello cotransfectamos células Hep3B con los vectores
de expresion para las polimerasas (WT o lenta), junto con un vector que expresa
resistencia a G418 (pcDNA 3.1) en una relacién 10:1 (vector de polimerasa:vector de
resistencia) para favorecer la integracion al genoma de los vectores de expresion para
las polimerasas. 48 hs postransfeccion agregamos G418 al medio para seleccionar las
células resistentes al antibidtico (que hubieran integrado el plasmido al genoma) y luego
de sucesivas amplificaciones obtuvimos cultivos aislados a partir de colonias tnicas. La
expresion de las polimerasas fue monitoreada por RPA con una sonda especifica para
las polimerasas ectépicas. La inclusién de EDI endégeno mostré ser muy variable entre
los clones analizados debido a que la misma es afectada significativamente por la tasa
de proliferacion celular (Kornblihtt et al. 1996) y a que los diferentes clones aislados
poseian distintas tasas de proliferacion. Esto impidi6 evaluar el efecto de la mutante
lenta sobre la inclusién de EDI endégeno. Por este motivo, como una forma de validar
que la expresion estable de la polimerasa lenta era capaz de afectar el splicing
alternativo de genes, transfectamos a los distintos clones con minigenes EDI seguido del

tratamiento con o-amanitina y posterior andlisis por RT-PCR del splicing de este exon.
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Al hacer este experimento asumimos que los minigenes, al no estar integrados al
genoma celular, serian menos sensibles a la variacion en la tasa de proliferacion de los
distintos clones. En la Figura 21 se muestra el efecto sobre la inclusion de EDI de un
clon representativo de cada polimerasa, y la cuantificaciéon promediada de los distintos
clones (Figuras 21A y B respectivamente). Puede verse que la expresion estable de la
mutante lenta muestra una tendencia a aumentar la inclusion de EDI de modo
consistente con los resultados obtenidos anteriormente. Esta herramienta permitird, en
un futuro préximo, estudiar el efecto de la velocidad de elongacién sobre el splicing
alternativo de un gran ndmero de genes mediante estudios sistemdticos como la

utilizacion de microarreglos de splicing alternativo.
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Figura 21. Clones estables para polimerasas WT™ y hC4. (A) Se muestra el efecto sobre la inclusién
de EDI de un clon representativo de cada polimerasa a distintas dosis de o-aminitina. (B)
Cuantificacion de los efectos promediados de los distintos clones sobre la inclusién de EDI a distintas
dosis de o-aminitina. Los histogramas expresan los promedios + SD de los cocientes entre la
radiactividad de las bandas de RT-PCR indicadas
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Capitulo II

El dominio carboxilo terminal de la pol II es requerido para la

regulacion del splicing alternativo mediado por SRp20

El modelo cinético sugerido en el capitulo previo ha cobrado fuerza en el campo del
acoplamiento transcripcion-splicing porque potencialmente explica una gran cantidad de
fendmenos observados en distintos sistemas. Inclusive el efecto del promotor sobre el
splicing alternativo puede ser explicado a través del modelo de control por elongacion,
dado que existen correlaciones entre la procesividad y el efecto sobre el splicing
inducido por cada promotor (Kadener et al. 2002). Sin embargo muchas observaciones
indican que el control por elongacion no puede explicar todos los fendmenos
relacionados al acoplamiento. Por lo tanto es probable que exista un control debido al
reclutamiento de factores de splicing por la maquinaria transcripcional. El control
cinético no excluye un rol simultdneo del control por reclutamiento diferencial a la pol
IT de factores en trans en el acoplamiento de la transcripcion y el splicing (Bentley
2002).

Segun se expuso en la introduccién muchas de las interacciones fisicas y funcionales
descriptas entre factores de splicing y componentes de la maquinaria transcripcional
involucran al dominio carboxilo terminal (CTD) de la subunidad mayor de la pol II.
Varios estudios han subrayado la importancia del CTD de la pol II en el splicing
constitutivo tanto in vitro como in vivo (McCracken et al. 1997; Misteli y Spector 1999)
(Hirose et al. 1999; Zeng y Berget 2000; Rosonina et al. 2003; Millhouse y Manley
2005); sin embargo muy pocos han abordado el estudio de su posible funcién en la
regulacién del splicing alternativo (Rosonina y Blencowe 2004).

En este capitulo se exponen los resultados y conclusiones acerca de la participacion del
CTD en la regulacion del splicing alternativo aprovechando un sistema que permite
controlar estrictamente la transcripcion de minigenes reporteros por polimerasas

mutantes que carecen completa o parcialmente de su CTD. Se demostrard que la
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presencia del CTD en la polimerasa que transcribe activamente al gen inhibe la
inclusién de un exon cassette alternativo a través de su capacidad de permitir la accién

negativa del factor de splicing SRp20.
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Resultados

La ausencia del CTD aumenta la inclusion del exon EDI

Como primera aproximacion para analizar si el CTD jugaba un papel en el splicing
alternativo, utilizamos nuestro modelo de minigenes de fibronectina para el estudio del
splicing alternativo del exén EDI, bajo el control de diferentes promotores (Figura
22A), combinandolos con construcciones que expresan la subunidad mayor de Rpbl
humana (hRpbl) con un CTD WT (WT™) o con ausencia completa del CTD (pol II
ACTD o AO) (McCracken et al. 1997). Estas polimerasas también tienen la mutacién
que les confiere resistencia a a-amanitina descripta en al capitulo I (Bartolomei et al.
1988).

Se cotransfectaron en forma transitoria células Hep3B con minigenes de EDI y vectores
de expresion para la subunidad mayor de la pol II. Las células se trataron con o-
amanitina 24 hs postransfeccion y se cosecharon a las 48 hs. La relacion
inclusién/exclusion del exén EDI se determiné por RT-PCR radiactiva como se explica
en Materiales y Métodos. La RT se realiz6 con un primer que hibrida con la regién 3’
de los minigenes para analizar los transcriptos con o sin poliadenilacién que pueden
originarse a partir de la transcripcion de la pol II ACTD. Resulté interesante que la pol
IT ACTD aumenta significativamente la inclusion de exén EDI (Figura 22B). Este efecto
también se observa en diferentes medidas (entre 4 y veces de efecto) con los cuatro
promotores diferentes analizados. Como control negativo se realizé una transfeccion en
la que se omitié la pol II resistente a o-amanitina (Figura 5b, calle 3). Bajo estas
condiciones no se observo efecto en los niveles de inclusiéon de EDI, lo cual descarta la
posibilidad de un efecto indirecto de la a-amanitina per se. El hecho de que los niveles
de mRNA permanezcan altos cuando sélo estd presente la pol II enddgena podria
deberse a una estabilizacion del mRNA causada por el tratamiento con o-amanitina
(Meininghaus et al. 2000). Una estabilidad diferencial de las dos isoformas que
explicara los efectos observados también es descartada a partir de este control. En vista
del efecto imprevisto sobre el splicing alternativo, result crucial demostrar que los

resultados observados eran consecuencia directa de la capacidad de la pol II ACTD de
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Figura 22. La pol II ACTD incrementa la inclusién de EDI de manera independiente del promotor.
(A) Se transfectaron células Hep3B con minigenes reporteros de splicing alternativo del exén EDI
bajo el control de diferentes promotores y vectores de expresion de la subunidad mayor de la pol II
resistentes a o-amanitina (pAT7Rpbl oAm") portando un CTD wt (WT™) o carente de CTD
(ACTD). En el caso de pSVEDA/Gal5-HIV2 eo’, se co-transfectaron células con un vector que
expresa una proteina de fusién de el dominio de unién al DNA de Gal4 y el dominio de
transactivacion de Spl (Kadener et al. 2001). Se trataron las células 24 hs postransfeccién con o-
amanitina y se cosecharon a las 48 hs. (B) Andlisis por RT-PCR de las isoformas EDI. Los
histogramas expresan los promedios + SD de los cocientes entre la radiactividad de las bandas de
RT-PCR indicadas de un minimo de tres transfecciones independientes. En la calle 3 se muestra un
control de transfeccién con un vector vacio.

transcribir el minigén y no, por ejemplo, un efecto negativo dominante de la pol II
ACTD sobre la actividad remanente de la pol II end6gena. Los reporteros utilizado en el

experimento de la Figura 22 contienen promotores constitutivos que son activos antes y
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después del tratamiento con oi-amanitina. Esto implica que durante las primeras 24 hs
en ausencia de la droga —necesarias para la expresion de la polimerasa ectdpica— se
acumula activamente mRNA debido a la transcripcion mediada por las polimerasas
enddégena y transfectada. Después del tratamiento con a-amanitina, cesa la transcripcion
mediada por la pol II endégena mientras que la pol II ectopica continta transcribiendo a
tasas diferentes dependiendo de la naturaleza de su mutacion. También se ha descripto
que la pol II ACTD posee una capacidad limitada para transcribir pldsmidos
transfectados de manera transitoria (McCracken et al. 1997; Meininghaus et al. 2000).
Debido a estos dos motivos decidimos desarrollar un sistema de transfecciéon con un
minigén reportero inducible que nos permitiera evaluar si el efecto de la pol II ACTD

sobre el splicing alternativo dependia de su capacidad de transcribir.

Un sistema inducible para estudiar la pol I ACTD

Un sistema inducible resultaba ideal para restringir estrictamente la transcripcion de
polimerasas transfectadas de manera controlada en el tiempo. Dado que el CTD es
indispensable para la activacion de la transcripcion por activadores fuertes como VP16
(Gerber et al. 1995) (Figura 23C) decidimos utilizar, en lugar de VP16, al dominio rico
en glutaminas de Spl para dirigir la transcripcién de un minigén reportero de splicing
alternativo inducible. Para ello se reemplaz6 el dominio acidico de transactivacién de
VP16 presente el transactivador clasico Tet-Off por el dominio de activacion rico en
glutaminas de Spl. A diferencia de VP16, la cual estimula tanto la iniciacién como la
elongacion de la transcripcion, Spl promueve principalmente la iniciacion (Blau et al.
1996) y es capaz de mediar la transcripcion en ausencia del CTD (Gerber et al. 1995).
Se construy6 el reportero inducible insertando el minigén hibrido de fibronectina rio
abajo de un promotor minimo de CMV unido a un operador Tet, el cual permite
disparar la transcripcion s6lo después de que la pol II transfectada ha sido expresada en
el nacleo celular (Figura 23).

La estrategia experimental utilizada se muestra en la Figura 23A. Se cotransfectaron
células Hep3B con el plasmido que expresa el transactivador regulado por tetraciclina
(tTA) y reportero de splicing alternativo bajo el control del operador Tet en presencia de

tetraciclina (tet). Se indujo la transcripcién del reportero mediante la eliminacion de tet
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Figura 23. Un sistema inducible muestra que la transcripciéon de reporteros transfectados
transitoriamente puede ser llevada a cabo por la pol II ACTD. (A) Esquema experimental. Se
transfectaron células Hep3B con un transactivador tet (tTA) y con un reportero Luc (pUHC 13-3) o
un minigén EDI (pUHC-EDA) controlados por tet. (B) Ensayo de Luc utilizando el transactivador
tTA-Spl. La activacidn transcripcional se determiné calculando el cociente entre la actividad Luc en
condiciones inducidas (con o-amanitina) y el estado basal. (C) Ensayo de Luc utilizando el
transactivador tTA-VP16 (pUHD 15-1). Pcyy, promotor de citomegalovirus; Pycyy«j, promotor
minimo de CMV con 7 operadores fet; tetR, gen represor tetraciclina; aa, posiciones de amino acidos.

del medio de cultivo sélo después de que la pol II ectopica ha sido expresada y que la
transcripcion por la pol II endégena se halla inhibida por la adicion de o-amanitina.

En primer lugar se demostr6 que la pol Il ACTD es capaz de transcribir pldsmidos
transfectados de manera transitoria utilizando un reportero de luciferasa (Luc) inducible
por tetraciclina (pUHC 13-3, Gossen y Bujard 1992). La activacion transcripcional se
determiné calculando la relacién de la actividad luciferasa en la condicion inducida (con

o-amanitina) vs. la actividad de luciferasa el estado basal. Se utilizé como control
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negativo del experimento un vector que expresa una pol II sensible a o-amanitina
(WT®). Bajo estas condiciones la pol II ACTD fue capaz de inducir la transcripcién del
reportero Luc mientras que la pol I WT sensible a a-amanitina no lo fue (Figura 23B,
ACTD vs. WT"). Este hecho permite concluir que la pol I ACTD es realmente capaz de
transcribir reporteros transfectados transitoriamente bajo la activacion del transactivador
Spl. De forma coherente con publicaciones previas (Gerber et al. 1995), la pol I ACTD

fue incapaz de mediar la activacion fuerte por VP16 (Figura 23C).

La pol II ACTD también afecta el splicing alternativo de EDI con el

minigén inducible

Posteriormente analizamos el efecto de la ausencia del CTD en los niveles de inclusion
de EDI, utilizando el minigén inducible (pUHC-EDA). En la Figura 24A se observa que
la pol II ACTD incrementa varias veces la inclusién de EDI con respecto a las pol II
WT™ y WT® (comparar calles 2, 4 y 6). Este efecto se pierde completamente cuando no
se agrega a-amanitina (calles 1, 3 y 5). Es importante destacar que la presencia de o.-
amanitina inhibe la transcripcion de la pol II sensible aproximadamente 10 veces
(inhibicién del 90%, Figura 24B). Esta disminucién en la transcripcion sdlo puede
observarse a través de métodos cuantitativos como en los experimentos de RT-PCR en
tiempo real de la Figura 24B. Por el contrario, las condiciones no lineales de la RT-
PCR (Figura 24A), aunque permiten la cuantificacion de la abundancias relativas de las
1soformas de mRNA, no permiten cuantificar los niveles absolutos de mRNA. Por otro
lado los experimentos de actividad luciferasa (Figura 23B y C) ya indicaban altos
niveles de inhibicién de la transcripcion por a-amanitina (en un rango de 78-97%). En
conclusion, la pol II ACTD afecta el splicing alternativo de EDI aumentando su
inclusién y este efecto es dependiente de la transcripcion por parte de la polimerasa
mutante. Este resultado descarta la posibilidad de la que polimerasa mutante estuviera
actuando como negativo dominante sobre la polimerasa endégena remanente sin inhibir,
e indica que el efecto sobre el splicing es cotranscripcional. Por lo tanto se puede

concluir que la presencia del CTD en la pol II regula negativamente la inclusién de EDI.
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Figura 24. El sistema inducible muestra que el efecto de la ausencia del CTD en sl splicing
alternativo es dependiente de la transcripciéon mediada por la pol II ACTD. (A) Se co-transfectaron
células Hep3B con tTA-Spl y pUHC-EDA en combinacién con vectores de expresién de las
polimerasas wt™ y ACTD. Los cocientes de inclusién de EDI se determinaron por RT-PCR
radiactiva. El histograma expresan los promedios + SD de los cocientes entre la radiactividad de las
bandas de RT-PCR indicadas (B) La a-amanitina inhibe a la pol II sensible aproximadamente un
90%. Ensayos de RT-PCR en tiempo real para medir mRNA maduro a partir de pUHC-EDA en
presencia o ausencia de c.-amanitina.

El efecto de la pol II ACTD sobre el splicing alternativo no es

consecuencia de una inhibicion global del procesamiento del pre-

mRNA

Una explicacion posible de la influencia del CTD en el splicing alternativo podria ser la
inhibicion global de las reacciones de procesamiento de mRNA (McCracken et al.
1997), tales como capping, procesamiento 3’ y splicing constitutivo. Para analizar esta
posibilidad evaluamos si la pol II ACTD afectaba la eficiencia del splicing constitutivo

y si su efecto sobre la inclusiéon de EDI dependia de la presencia del Cap y de una cola

de poliA.
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Figura 25. El efecto del CTD no depende del procesamiento global del mRNA. (A) La pol I ACTD
no afecta la eficiencia de splicing constitutivo. Andlisis por RT-PCR en tiempo real para mRNA
precursor y maduro a partir de pUHC-EDA transcripto por la pol I wt o ACTD. (B) El efecto del
CTD sobre el splicing alternativo es independiente de su influencia en el capping y en el
procesamiento 3’ del mRNA. Se analiz6 por RT-PCR radiactiva la inclusiéon de EDI a partir de las
fracciones de mRNA polyA®, polyA”, Cap® y Cap, sintetizadas por la pol II WT™ y ACTD. El
histograma expresan los promedios + SEM de los cocientes entre la radiactividad de las bandas de
RT-PCR indicadas
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La eficiencia del splicing constitutivo fue determinada por RT-PCR en tiempo real
utilizando dos pares de primers que amplifican una region exdnica, para detectar mRNA
maduro, y una regién de juntura intron/exon para detectar mRNA inmaduro. Como se
muestra en la Figura 25A, no se observaron diferencias significativas en la eficiencia del

Tres

splicing constitutivo entre la pol I WT™ y la ACTD, indicando que el efecto sobre la
inclusién de EDI no responde a una inhibicion global del splicing. Para analizar si el
efecto del CTD dependia del capping o del procesamiento 3’, se aislaron fracciones de
mRNA con Cap y con cola de poliA (Cap’ y polyA™) mediante inmunopurificacién con
un anticuerpo anti-Cap (Bochnig et al. 1987) y por medio columna de afinidad de oligo-

dT respectivamente. En nuestro sistema, el efecto de la pol I ACTD en la inclusién de
EDI es igualmente observado en las fracciones Cap+ y Cap, como también en las

fracciones polyA™ y polyA™ (Figura 25B). Estos resultados demuestran que el efecto del
CTD sobre el splicing alternativo de EDI es independiente de su influencia en el
procesamiento general del mRNA, y sugieren la existencia un efecto directo de este

dominio sobre la regulacion del splicing alternativo.

Ambas mitades del CTD son igualmente efectivas para revertir el

efecto de la pol II ACTD sobre la inclusion de EDI

El CTD estd compuesto a grandes rasgos por dos mitades que difieren en su
composicion de héptadas. La mitad N-terminal (héptadas 1-25) contiene principalmente
repeticiones consenso mientras que la mitad C-terminal (héptadas 27-52) contiene
repeticiones degeneradas (Figura 26). Rio abajo de la héptada 52 hay un motivo C-
terminal de 10 aminodcidos (Cter) critico para la estabilidad del CTD (Chapman et al.
2004), del cual se creia inicialmente que cumplia un papel en el procesamiento del
mRNA (Fong et al. 2003). Con el fin de estudiar si una composicién particular de
héptadas tenia un efecto en splicing de EDI se transfectaron construcciones de pol II
conteniendo la mitad N o C-terminal (1-25 y 27-52 respectivamente) en presencia o
ausencia del motivo Cter. De acuerdo con Chapman et al. 2004 encontramos que la pol
IT es estable cuando cualquiera de las mitades del CTD contiene el motivo Cter pero se

degrada a una forma limite de 180 kDa llamada IIB cuando este estd ausente (Figura 26,
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Figura 26. Ambas mitades del CTD permiten niveles normales de inclusiéon de EDI. Se co-
transfectaron células Hep3B con el minigén inducible (pUHC-EDA) y vectores que expresan la
subunidad mayor de la pol II con la mitad N o C terminal del CTD. Analisis de la estabilidad del CTD
por Western Blot (izquierda) con el anticuerpo anti B10. Se utilizaron para estudios posteriores s6lo
las mutantes que contienen el motivo Cter de 10 aa. que previene la degradacién de la pol II a la
isoforma IIB de 180 kDa. Los asteriscos sefialan las mutantes que no poseen el motivo Cter y que se
degradan a la isoforma IIB. Andlisis de los cocientes de inclusién de EDI (derecha) por RT-PCR
radiactiva inducida por diferentes variantes de pol II.

Western Blot). La isoforma IIB es equivalente a la pol II ACTD dado que la
degradacion que la origina ocurre justamente sobre el CTD. Por consiguiente decidimos
analizar el efecto sobre el splicing s6lo de aquellas mutantes que contienen el motivo
Cter. El andlisis por RT-PCR radiactiva revel6 que ambas mitades del CTD revierten el
efecto de la ausencia de CTD en el splicing de EDI (Figura 26, RT-PCR), lo que
demuestra que la composicién del CTD no es crucial para sostener los niveles de
inclusion normal de EDI. Este resultado concuerda con estudios previos donde se

muestra que las mitades N y C-terminales del CTD asi como un CTD sintético con 27
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héptadas consenso pueden sostener el splicing constitutivo en presencia del motivo Cter
(Fong et al. 2003). De modo similar, el CTD también es requerido para la edicion del
mRNA y ambas mitades son suficientes para permitir una edicién eficiente
(Laurencikiene et al. 2006).

En ausencia del motivo Cter todas las construcciones se degradan a la isoforma IIB y se
comportan como la pol II ACTD en su efecto sobre el splicing de EDI (datos no

mostrados).

Un tamafio minimo del CTD es requerido para el splicing normal de

EDI

Hasta este punto sabiamos que no era determinante una composicion particular del CTD
para permitir la inclusién normal de EDI. El paso siguiente fue investigar si la longitud
del CTD era un factor importante para su funcién en el splicing. Para este analisis
aprovechamos un evento inesperado que ocurrié en las bacterias utilizadas para
amplificar los plasmidos. Como se ha informado recientemente (Chapman et al. 2005),
después de transformar bacterias con una construcciéon de pol II que contiene 27
héptadas consenso y de seleccionar clones diferentes encontramos que el numero de
repeticiones del CTD se habia modificado, posiblemente debido a eventos de
recombinacion durante la divisién bacteriana. Posteriormente analizamos la expresion
de tres clones que contenian 9, 12 y 19 repeticiones, para confirmar la integridad
proteica de los mismos (Figura 27, Western blot). Los clones también fueron
secuenciados y se descarté que tuvieran mutaciones que pudieran haber ocurrido en las
bacterias (Figura 28). Por dltimo se analiz6 la capacidad de estos clones de afectar el
splicing de EDI por RT-PCR radiactiva (Figura 27, RT-PCR). El CTD mas corto (9
repeticiones) provocd un fuerte aumento en la inclusion de EDI, pero inferior
comparado con la pol I ACTD; el CTD con 12 repeticiones tuvo un efecto intermedio
en la estimulacion de la inclusion de EDI y el CTD con 19 repeticiones revirtié la
inclusion de EDI a niveles normales. Estos resultados demuestran que un minimo de 19

héptadas es necesario para la funcién normal del CTD en el splicing alternativo.
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Figura 27. Una longitud minima de 19 repeticiones en el CTD es requerida para obtener niveles normales
de inclusién de EDI. Se co-transfectaron células Hep3B con pUHC-EDA y vectores para diferentes
variantes de pol II que contienen CTD con un niimero variable de héptadas consenso ademas del motivo
Cter. Las 3 mutantes de CTD responden a la férmula (YSPTSPS),-YSPTS-(H)s-ISPDDSDEEN donde n
esigual a9, 12 o 19 (ver Figura 24). Se analiz6 la integridad del CTD por Western Blot contra el epitope
B10 (arriba). El andlisis por RT-PCR radiactiva muestra el efecto de la longitud del CTD sobre la
inclusiéon de EDI (abajo). Los histogramas expresan los promedios + SD de los cocientes entre la
radiactividad de las bandas de RT-PCR indicadas de un minimo de tres transfecciones independientes.
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Clon #12_ n=9

Y S P T S P S Y S P T S P S

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC

Y S P T S P S Y S P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
P T P P T P

Y S S S Y S S S
TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T S P S Y S P T S P S
TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T S P S Y S P T S H H
TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CAC CAT
H H H Q I S P D D S D E E N

CAC CAT CAC CAG ATC AGC CCA GAT GAC AGT GAC GAG GAG AAC
*

TGA

Clon #13_n=12

Y S P T S P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T 0 P
TAT TCT CCG ACT AGC CAC CAT CAC CAT CAC CAG ATC AGC CCA
D D S D E E N *

GAT GAC AGT GAC GAG GAG AAC TGA

Clon #11_n=19

Y S P T S P S Y S P T S P S
TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T S P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T P

TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC
Y S P T P P T H H
TAT TCT CCG ACT AGC CCG AGC TAT TCT CCG ACT AGC CAC CAT
H H H 0 I P D D E

CAC CAT CAC CAG ATC AGC CCA GAT GAC AGT GAC GAG GAG AAC
*

TGA

Figura 28. Secuencias de CTD de los clones de Rpbl que contienen CTDs
sintéticos de distinta longitud. Las 3 mutantes de CTD responden a la férmula
(YSPTSPS),-YSPTS-(H)s-ISPDDSDEEN donde n es igual a 9, 12 o 19. Los
residuos subrayados corresponden a la secuencia C-terminal (Cter) del CTD,
esencial para la estabilidad del mismo (Chapman et al. 2004).
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El CTD es requerido para la inhibicion de SRp20 sobre el splicing de
EDI

Pensamos que la ausencia del CTD podria afectar el reclutamiento de factores de
splicing al mRNA naciente de manera tal de regular positivamente la inclusion de EDI.
Se consideraron dos hipétesis alternativas: la ausencia del CTD podia favorecer el
reclutamiento de un activador de splicing, o abolir el reclutamiento de un inhibidor de
splicing.

La mayoria de los factores de splicing que regulan a EDI son conocidos por estimular la
inclusién del exoén, dentro de los cuales SF2/ASF es el mas potente entre las proteinas
SR (Cramer et al. 1999). S6lo un miembro de las proteinas SR estudiadas, SRp20,
inhibe la inclusién de EDI (Cramer et al. 1999). En la figura 29A se muestra que la
sobreexpresion de SF2/ASF promueve un aumento en la inclusion de EDI, el cual es
revertido por la sobreexpresion de SRp20 (calles 1-3). Posteriormente se analizé el
efecto sobre el splicing de EDI disminuyendo los niveles de estas dos proteinas SR por
medio de siRNAs cuando la transcripcién es llevada a cabo por una pol II en presencia o
ausencia del CTD. Mediante Western blots se comprobd que en efecto ambos siRNAs
reducen significativamente los niveles de proteina tanto endégenos como ectépicos de
SF2/ASF y de SRp20 (Figura 29B). Como se demuestra en el capitulo I (Figura 19B),
los siRNAs contra SF2/ASF reducen 2 a 3 veces la inclusién de EDI (Figura 29C, calles
1 y 2). Este efecto resulté ser completamente independiente de la presencia del CTD
debido a que se observo una reduccion similar con la pol I ACTD (Figura 29C, calles 3
y 4). De modo consistente con este resultado, evidencias in vitro muestran que el CTD
facilita el reclutamiento temprano de Ul snRNPs al sitio de splicing pero no de
SF2/ASF (Zeng y Berget 2000). Por otro lado, la transfecciéon con un siRNA contra
SRp20 incrementa la inclusion de EDI 3-4 veces (Figura 29C, calles 5-6). En este caso
el efecto depende completamente del CTD debido a que desaparece cuando la
transcripcion es llevada a cabo por la pol I ACTD (Figura 29C, calles 7-8).

A partir de este experimento concluimos que la inhibicién de la inclusiéon de EDI por
parte de SRp20 requiere del dominio CTD, lo cual sugiere que, ademds del
acoplamiento con la velocidad de elongacion, el splicing de EDI esta también regulado

por un mecanismo de reclutamiento de factores de splicing mediado por el CTD. Este
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Figura 29. SRp20 promueve la exclusién de EDI a través del CTD. (A) Se co-transfectaron células
Hep3B con pUHC/FN solo (calle 1) o en combinacién con: un vector que expresa SF2/ASF (5 ng de
plasmido) o vectores que expresan SF2/ASF (5Sng de plasmido) y SRp20 (200 ng plasmido) —calle 2 y
3—.(B) Se analiz6 por Western Blot la eficiencia de silenciamento de SRp20 y SF2/ASF endégenas
(calle 1, 2, 5y 6) y expresadas ectépicamente (calles 3, 4, 7 y 8) en células Hep3B transfectadas con
siRNA esfecificos. Se utiliz6 como control negativo un siRNA no especifico contra GL3 Luciferasa.
Se detectaron las proteinas SR enddgenas con sus respectivos anticuerpos especificos (ver materiales
y métodos). Las proteinas SR recombinantes se detectaron con el anticuerpo contra el epitope T7
presente en estas proteinas. Se normalizaron los niveles de proteina SR con la expresién de ERK-2
como se indica a la izquierda. (C) Se co-transfectaron células Hep3B con pUHC-EDA y diferentes
vectores para la pol II en combinacién con siRNAs especificos contra distintas proteinas SR o contra
Luc como control negativo. El anélisis de inclusién de EDI se realizé por RT-PCR radiactiva sobre el
RNA de células cosechadas 48 hs postransfeccion. Calles 11-12: Se agregé DRB simultdneamente
con la induccién a una concentracion final de 50 uM. (D) Experimento similar a (c¢) pero cosechando
las células 96 hs postransfeccion. Los histogramas expresan los promedios + SD de los cocientes entre
la radiactividad de las bandas de RT-PCR indicadas de un minimo de tres transfecciones
independientes.
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rol especifico podria estar relacionado con una publicacién previa segin la cual el CTD

es requerido para la funcion correcta de enhancers de splicing (Fong y Bentley 2001).

El requerimiento del CTD para el efecto inhibitorio de SRp20 sobre el

splicing de EDI no se debe a una reduccion en la elongacion

Se ha establecido que el CTD es un blanco de fosforilacion durante el ciclo de la
transcripcion (Komarnitsky et al. 2000; Palancade y Bensaude 2003). Tanto factores de
elongacidn positivos como negativos interaccionan con el CTD afectando la elongacién
de la pol II (Kobor y Greenblatt 2002; Palancade y Bensaude 2003). E1 CTD también es
necesario para la transicion de la iniciacion a la elongacion (Lux et al. 2005). Estas
evidencias llevan a preguntarse si el efecto observado con la pol II ACTD es causado
probablemente por una elongacion reducida de esta polimerasa. Ninguna de las
condiciones ensayadas en esta tesis que reducen la elongacion de la transcripcion, ya sea
la utilizacion de la mutante lenta (hC4) o un inhibidor de CDK9 (5,6-dicloro-furanosil-
benzimidazol, DRB), eliminan el efecto del siRNA contra SRp20 (Figura 29C, calles 9-
12). Por lo tanto concluimos que el efecto de la pol II ACTD no es consecuencia de una

menor velocidad de elongacidn por parte de esta polimerasa.

El efecto del CTD sobre el splicing de EDI puede ser atribuido
completamente a SRp20 y no depende del promotor que dirige la

transcripcion

Los resultados de la Figura 29C se obtuvieron con células cosechadas 48 hs
postransfeccion. En estas condiciones la pol II ACTD estimula la inclusién de EDI a
mayores niveles (comparar calles 5 y 7) que los inducidos por el siSRp20 (comparar
calles 5 y 6). El experimento también se realizé a las 96 hs asumiendo que un
tratamiento mds prolongado con el siRNA produciria una mayor reduccién en los
niveles de SRp20. En la Figura 29D se observa que el incremento en la inclusion de

EDI o por la pol I ACTD o por el tratamiento con siRNA contra SRp20 son de la
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misma magnitud (aproximadamente 20 veces de aumento). Esto sugiere que el efecto
del CTD sobre el splicing de EDI puede atribuirse mayoritaria o completamente a su
capacidad de mediar el efecto de SRp20.

Los experimentos de la Figura 22 muestran que el efecto de la pol II ACTD sobre el
splicing de EDI es independiente del promotor. De modo consistente con este resultado,
la Figura 30 muestra que cuando la transcripcién es llevada a cabo por la pol II ACTD,
la disminucién de SRp20 no afecta los niveles de inclusion de EDI independientemente
del promotor utilizado. Esto significa que el posible reclutamiento de SRp20 por la
maquinaria transcripcional a través del CTD, no responde a sefiales especificas dentro

del promotor.

FN eo- ogb eo- Gal5/HIV2 eo-

WTe  ACTD WTes  ACTD WTes  ACTD

siLuc + - + - + - + - + - + _
siSRp20 - + -+ - + - + - + -+

“--- e - . -.‘- EDI+

RT-PCR
W - = D w—— . - —ED
5
5 4
w3
+5 2 V_—- v——-

Wy

WTres  ACTD WTres  ACTD WTrs  ACTD

FN eo- agb eo- Gal5/HIV2 eo-

Figura 30. La falta de respuesta a siRNA contra SRp20 es independiente del promotor.

Se co-transfectaron células Hep3B con minigenes EDI controlados por diferentes promotores y
diferentes vectores que expresan variantes de pol II, en combinacién con siRNAs especificos contra
diferentes proteinas SR o contra Luc GL3 como control negativo. Los histogramas expresan los
promedios + SD de los cocientes entre la radiactividad de las bandas de RT-PCR indicadas de un
minimo de tres transfecciones independientes.
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El requerimiento del CTD para el efecto inhibitorio de SRp20 también

se observa en condiciones de baja inclusion de EDI

Se realizaron controles adicionales para confirmar la ausencia de efecto del siRNA
contra SRp20 cuando la transcripcion es llevada a cabo por la pol II ACTD. Existia la
posibilidad de que los altos niveles de inclusién de EDI inducidos por la pol II ACTD
marcaran un limite por encima del cual no pudiera detectarse un aumento aiin mayor.
Para descartar esta posibilidad repetimos los experimentos de la Figura 29C utilizando
una variante de minigén que carece del nicleo de 9 nucleétidos (GAAGAAGAC) del
ESE (mutante AESE, Figura 31, diagrama superior). Al eliminar este ESE, SF2/ASF se
une con menor afinidad al exén EDI disminuyendo asi la inclusién de EDI (Cramer et
al. 1999). Al igual que con el minigén WT, el siRNA contra SRp20 aumenta la
inclusion de EDI entre 3-4 veces (Figura 31, calles 1-2) pero este efecto no ocurre
cuando la transcripcion es llevada a cabo por la pol II ACTD (Figura 31, calles 3-4). El
efecto persiste cuando la mutante lenta (hC4) dirige la transcripcion del minigén (Figura
31, calles 5-6). Cuando se cotransfecta con una pequefia cantidad de un vector que
expresa SF2/ASF, los niveles basales de inclusion de EDI aumentan levemente sin
eliminar el efecto del siRNA contra SRp20 (Figura 31, calles 7-8). Esta condiciéon nos
permitié6 comparar directamente las polimerasas WT y ACTD bajo niveles basales de
inclusion de EDI similares (Figura 31, calles 3 y 7). A pesar de que los niveles basales
de inclusiéon de EDI son similares en estas condiciones para ambas polimerasas, el
siRNA contra SRp20 incrementa dramaticamente la inclusion de EDI en presencia de la
pol II WT™ (Figura 31, comparar calles 7 y 8) pero no tiene efecto en presencia de la
pol II ACTD (Figura 31, comparar calles 3 y 4). Cuando se expresa SF2/ASF en
presencia de la pol II ACTD los niveles basales de EDI se incrementan pero permanecen
iguales cuando se cotransfecta siRNA contra SRp20 (Figura 31, calle 9-10). Estos
resultados confirman que, en presencia de la pol II ACTD, la falta de efecto del siSRp20
sobre la inclusion de EDI no es una consecuencia trivial del incremento de los niveles

basales provocados por la pol II mutante.
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Figura 31. La falta de respuesta a siRNA contra SRp20 no es consecuencia de una elevada inclusion
basal de EDI. Se co-transfectaron células Hep3B con pUHC-EDA AESE y diferentes vectores que
expresan variantes de pol II en combinacion con siRNAs especificos contra diferentes proteinas SR o
contra Luc GL3 como control negativo. Se analizaron los niveles de inclusién de EDI por RT-PCR
radiactiva. Calles 7-10: Se co-transfectaron 20 ng de un vector que expresa SF2/ASF para elevar los
niveles basales de inclusién de EDI. Los histogramas expresan los promedios + SD de los cocientes
entre la radiactividad de las bandas de RT-PCR indicadas de un minimo de tres transfecciones
independientes.

La interaccion entre SRp20 y el CTD no es directa

A pesar de que no se ha encontrado una interaccion fisica entre proteinas SR y el CTD,

y dada la interaccién funcional demostrada en esta tesis, nos preguntamos si en nuestras
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condiciones experimentales existia una interaccion fisica directa entre el CTD y SRp20.
Para ello utilizamos el sistema de doble hibrido para células humanas (CheckMateTM).
El mismo se basa en la naturaleza modular de algunos factores de transcripcion, con
dominios de unién al DNA y dominios de transactivacién capaces de estimular la
transcripcién. En el sistema CheckMate™, se utilizan los dominios de unién al DNA del
factor Gal4 y el dominio de transactivacion de VP16, fusionados cada uno a una
proteina o dominio proteico cuya interaccidn se quiere probar (cada uno en plasmidos
separados). Una vez cotransfectados en células, los dominios Gal4 y VP16 se asocian
sOlo si las proteinas fusionadas a los mismos son capaces de interaccionar. En estas
condiciones, la transcripcion de un reportero de luciferasa con sitios de unién para Gal4
(pGS5luc) resulta activada. El vector pBIND contiene el dominio de unién al DNA de
Gal4, y el vector pACT contiene el dominio de transactivaciéon de VP16.

Para probar si SRp20 interaccionaba con el CTD, fusionamos SRp20 al dominio de

union al DNA de Gal4 (pBIND-SRp20) y el CTD completo con el dominio de
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Figura 32. SRp20 y el CTD no interaccionan directamente. Ensayo de doble hibrido en mamiferos
(CheckMate™). Se co-transfectaron células Hep3B con los vectores pBIND-SRp20, pACT-CTD y
pG5luc. (A) Se analizé por Western Blot la expresion de las proteinas de fusiéon pBIND-SRp20 y
pACT-CTD revelando con un anticuerpo anti-SRp20 y anti-CTD (8WG16) respectivamente. Puede
verse que las proteinas enddgenas también son detectadas (pol II y SRp20 respectivamente). (B)
Ensayo de luciferasa. Como control negativo se transfectaron los vectores vacios pBIND y pACT.
Como control positivo se transfectaron los vectores pACT-MyoD (MyoD) y pBIND-Id (ID).
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transactivacion de VP16 (pACT-CTD). Antes de realizar el ensayo comprobamos por
Western blot que las dos proteinas de fusion se expresaran correctamente. La Figura
32A muestra que las dos proteinas de fusién son expresadas en células Hep3B. pBIND-
SRp20 presenta el peso molecular esperado de 39 kDa, mientras que pACT-CTD
muestra un peso molecular aparente mayor al esperado (90-100 kDa contra 50 kDa
esperados), posiblemente debido a que es altamente fosforilado in vivo. Esto coincide
con lo observado por otros autores que expresaban péptidos sintéticos de CTD de
distintos largos. Para todos los largos reportados, el peso molecular aparente de lo
péptidos sintéticos practicamente duplicaba el esperado de acuerdo el nimero de amino
acidos (Du y Warren 1997), y los mismos eran reconocidos por anticuerpos especificos
contra CTD fosforilado. El anticuerpo 8WG16 utilizado en nuestros experimentos es
capaz de reconocer al CTD tanto hipo como hiperfosforilado, de modo que no permite
determinar el estado de fosforilacion directamente.

Como control positivo del ensayo de doble hibrido utilizamos dos vectores que
expresan dos proteinas cuya interaccidn in vivo es conocida. Los plasmidos pACT-
MyoD (MyoD) y pBIND-Id (ID) expresan segmentos de los reguladores miogénicos
MyoD e Id capaces de interaccionar in vivo. En estas condiciones, mientras que los
plasmidos MyoD e ID activaron significativamente al reportero de luciferasa, la
coexpresion de pBIND-SRp20 y pACT-CTD no indujo activacion (Figura 32B). En este
punto lo correcto hubiese sido probar la combinacion reciproca de fusiones (pBIND-
CTD y pACT-SRp20). Sin embargo, aunque pudimos obtener el subclonado pBIND-
CTD, este no se expresé correctamente al ser transfectado en células. La conclusion es
que en la condiciones probadas, SRp20 no interacciona directamente con el CTD de la

pol II.

Otros casos de splicing alternativo. Efectos diferenciales de la pol

ITI ACTD y de la mutante lenta hC4

El efecto diferencial encontrado de la pol II ACTD sobre distintas proteinas SR sugiere
que el CTD podria regular diferencialmente a distintos exones alternativos segtn el tipo
de mecanismo que regule a cada uno. De acuerdo a lo expuesto en la introduccién

distintas disposiciones de elementos en cis exonicos € intrénicos, junto con factores en
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Figura 33. Efecto del CTD sobre otros exones alternativos. Se co-transfectaron células Hep3B con los
minigenes indicados junto con vectores de expresion para variantes de pol II. Se trataron las células 24
hs postransfecciéon con a-amanitina y se cosecharon a las 48 hs. Posterriormente se analizaron las
isoformas sefialadas por RT-PCR radiactiva. (A) Minigenes EDII pSVEDB-Xho o pFNEDB Xho. EDII.
Los histogramas expresan los promedios + SD de los cocientes entre la radiactividad de las bandas de
RT-PCR indicadas. (B) Andlisis para el minigen SMN2. (C) Andlisis para el minigen hnRNPA1 (ver
también Figura 14C).

trans especificos para cada caso, regulan diferencialmente las decisiones de splicing en
distintos exones alternativos.

Entre los casos de exones alternativos probados, la inclusion del ex6n cassette EDII de
fibronectina mostré no ser afectada por la pol II ACTD con ninguno de los promotores
ensayados (Figura 33A). Un caso interesante resultd ser el exén 7 del gen SMN2 (Figura
33B). En presencia de la pol II ACTD, el ex6n 7 de SMN2 aumenta levemente su
inclusién con cantidades crecientes de a-amanitina. La inclusion del exén 7 no cambia
en presencia de la mutante lenta hC4, sugiriendo un mecanismo no relacionado a
cambios en la velocidad de elongacién. Debe notarse que la cantidad total de transcripto

disminuye considerablemente en presencia de la pol II ACTD. Esto ocurre porque el
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promotor de CMV que posee este minigén tiene elementos enhancer de la transcripcion,
y el CTD es necesario para mediar eficientemente el efecto de los mismos (Gerber et al.
1995). Aun en estas condiciones subdptimas de transcripcion por la pol II ACTD puede
detectarse un efecto. Si bien en los dos casos anteriores la pol Il ACTD induce aumento
en la inclusién de los exones alternativos, encontramos un caso en el cual el efecto
parece ser opuesto. La inclusion del exén 7B del gen inRNPAI resulta parcialmente
inhibida por la pol II ACTD (Figura 33C). Del mismo modo que para el exén 7 de
SMN2, la polimerasa lenta hC4 no afecta significativamente la inclusion de este exon
(ver también Figura 17C), lo cual es consistente con el hecho de que un mecanismo
adicional al control por elongacion opera en el acoplamiento entre el splicing alternativo

y la transcripcion.
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Modelo cinético de regulacion del splicing alternativo

Distintas evidencias de nuestro y de otros laboratorios eran indicativas de que un
mecanismo cinético operaba sobre la regulacion del splicing alternativo. Varios estudios
sugerian que la velocidad de sintesis de mensajeros impactaba sobre el splicing (ver
introduccidn) y sobre otras reacciones de procesamiento, en particular el procesamiento
3’ (Yonaha y Proudfoot 1999). Sin embargo todos los enfoques experimentales
utilizados en estos estudios se valian de estrategias indirectas para modificar la tasa de
elongacion de la pol II. En particular la utilizacion de factores de transcripcion capaces
de estimular selectivamente la elongacion transcripcional (Kadener et al. 2001; Nogués
et al. 2002), la utilizacién de drogas como el DRB que inhiben la elongacién (Nogués et
al. 2002), la introduccién de pausas transcripcionales en regiones intrénicas (Roberts et
al. 1998), la insercion de enhancers transcripcionales capaces de estimular la elongacién
(Kadener et al. 2002) y la induccién de cromatinizacion del molde que obstaculiza el
avance de la pol II (Kadener et al. 2001). En conjunto estas estrategias conformaron un
cuerpo sélido de evidencias a favor del modelo cinético, pero poseian al mismo tiempo
limitaciones que impedian probar el modelo ripida y especificamente en otros genes
con splicing alternativo. La mayoria de estos experimentos requieren de la construccion
de vectores con promotores especificos y/o inserciones determinadas para producir los
efectos buscados. Esto impide probar el modelo sobre genes endégenos en su estado
transcripcional y contexto cromatinico fisiol6gicos, mientras que se limita a utilizar
reporteros transfectados en forma transitoria en cultivos de lineas celulares. Aunque la
utilizacion de drogas como el DRB o flavopiridol ofrece una solucion parcial a este
inconveniente, la especificidad de las mismas presenta cierta limitaciéon y puede
conducir a efectos pleiotrépicos indeseados.

Para obtener una respuesta mas directa al problema, aprovechamos de la existencia de
mutantes de pol II con una reducida velocidad de elongacién y asi probar en modelo

cinético tanto en transfecciones transitorias como en genes endégenos.
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Una polimerasa lenta como modelo

Gracias a la colaboracion establecida con el Dr. David Bentley de la Universidad de
Colorado obtuvimos un vector de expresion para una mutante de pol II humana con una
mutacién puntual (R749H) en su subunidad mayor. Esta mutacién es equivalente a la
mutacién C4 de Drosophila (R741H), descripta hace mas de 30 afios por A. Greenleaf y
col. (Greenleaf et al. 1979), quienes entonces se hallaban estudiando aspectos bésicos de
la estructura, funcién y regulacion de la pol II. Una estrategia muy utilizada para
analizar a la pol II ha sido la purificacién de formas alteradas de la enzima. Para ello, la
toxina a-amanitina del hongo Amanita phaloides, un potente y especifico inhibidor de
la pol II, ha sido de gran utilidad en estos estudios. La mutante C4 se obtuvo
originalmente por mutagénesis inducida con EMS (Sulfonato de etilmetano), y
seleccionada por su capacidad de inducir resistencia a o-amanitina en moscas
Drosophila melanogaster (Greenleaf et al. 1979). Este fue de hecho el primer
organismo eucariota resistente a o-amanitina que se describié. Mapeos posteriores
determinaron que la mutacion estaba situada en el cromosoma X y afectaba a la
subunidad mayor de la pol II (Greenleaf et al. 1980; Chen et al. 1993).

Los primeros estudios demostraron que la pol II C4 tiene in vitro una velocidad de
elongacion reducida a la mitad en comparacioén con la pol I WT (Coulter y Greenleaf
1985). Més tarde se demostré que la mutante C4 es menos eficiente que la WT en
transcribir a través de arrestos transcripcionales, que responde mas lentamente a factores
que desarrestan a la pol II (TFIIS) y que su movimiento hacia atrds en la reaccién
reversa a la transcripcion (pirofosfordlisis) ocurre también mas lentamente (Chen et al.
1996). El hecho de que la mutacion C4 per se confiera resistencia a o-amanitina se
explica porque reduce la afinidad de la enzima por la toxina (Coulter y Greenleaf 1982).
De hecho el sitio de unién de la a-amanitina a la subunidad mayor de la polimerasa
coincide con la regién en la que se sitian la mayoria de las mutaciones que dan
resistencia a la toxina. En este sentido se ha propuesto que la mutacién C4 podria
inducir cambios funcionales similares a los que causa la unién de o-amanitina a la
enzima (Chen et al. 1996). Esto es consistente con el hecho de que, aunque en distinta
medida, tanto la mutaciéon C4 como la a-amanitina reducen la translocacién del DNA y
RNA préximos al sitio activo de la polimerasa, la cual es necesaria para la elongacion

de la cadena naciente de RNA (Chen et al. 1996; Bushnell et al. 2002).
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En esta tesis demostramos que la expresion de la mutante lenta hC4 en lineas celulares
provoca una disminucion de la transcripcion de aproximadamente 40% (Figura 14C), lo
cual es coherente con la disminucién del 50% en la elongacién in vitro causada por la
mutaciéon C4 en Drosophila (Coulter y Greenleaf 1985). Debido al alto grado de
conservacion en la estructura de la pol II entre distintas especies, era altamente probable
que la mutaciéon C4 de Drosophila afectara a la pol II humana de igual manera. Sin
embargo, dado que no se conocian los efectos de esta mutacion in vivo, y menos aun si
la mutacién produciria los mismos efectos en la pol II humana, fue necesario medir la
velocidad de elongacion de esta polimerasa al ser transfectada en lineas celulares
humanas.

Debido a la dificultad técnica de medir la velocidad de elongacién in vivo, inicialmente
nos limitamos a evaluar la procesividad de la pol II mutante como una estimacion
indirecta de la velocidad de elongacién. En funcién de lo expuesto en la introduccion,
asumimos que al estar relacionadas, una disminucion en la procesividad indicaria una
menor velocidad de elongacion. Mediante RT-PCR en tiempo real determinamos que la
polimerasa hC4 produce un aumento en la acumulacién de pre-mRNAs proximales
sobre distales en comparacién con la pol II WT™, mostrando que la mutacién hC4
provoca una disminucion de la procesividad en células humanas (Figura 15). Si bien
esto sugeria que la mutante tenia una menor velocidad de elongacién in vivo, varios
puntos débiles en la interpretaciéon podian potencialmente invalidar dicha conclusion.
En primer lugar, si bien asumimos que al cuantificar mensajeros inmaduros estariamos
evaluando indirectamente la procesividad, el resultado en realidad podria reflejar la
velocidad relativa de eliminacién de los intrones, y no la procesividad real de la
polimerasa. Por otro lado, de acuerdo a lo expuesto en la introduccién, una disminucion
en la procesividad de la pol II no necesariamente estd acompafiada de una reduccion en
la velocidad de elongacion (Mason y Struhl 2005). De modo que era requerida una
técnica que evaluara directamente la velocidad de elongacion para demostrar el efecto
de la mutacién hC4 sobre la misma.

En colaboracién con Edouard Bertrand del Institut de Génétique Moléculaire de
Montpellier, Francia, pudimos utilizar un método para visualizar y medir directamente
la velocidad de sintesis de RNA por la pol II. Los resultados obtenidos demostraron que
la mutante hC4 es efectivamente mas lenta en elongar genes in vivo en células humanas

(Figura 16). Debe tenerse en cuenta que la velocidad medida en este ensayo no es una
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medida de la velocidad instantdnea de cualquier polimerasa transcribiendo en un
momento dado. En cambio, refleja la velocidad promedio de multiples moléculas de
polimerasa transcribiendo en un tiempo dado al gen reportero. La velocidad medida esta
a su vez determinada por la frecuencia y tiempo de pausado de las polimerasas y no sélo
por la velocidad intrinseca (entre pausas) de las polimerasas a lo largo del reportero. El
patron de pausado de las polimerasas en distintas posiciones a lo largo del gen no puede
determinarse con este ensayo. Esto significa que la mutante lenta podria en realidad
tener una velocidad catalitica normal in vivo, pero ser mas propensa al pausado, lo cual
se reflejaria en una menor velocidad promedio. Sin embargo, en funcién de los
resultados in vitro para la mutante C4, lo mas probable es que ademds de ser mas
susceptible al pausado posea también una menor velocidad de elongacion.
Afortunadamente ninguna de las dos posibilidades invalidaria las conclusiones de este
trabajo.

Otro dato importante de estos resultados es que la polimerasa lenta es capaz de
transcribir genes integrados en el genoma celular y que por lo tanto tienen una
estructura cromatinica. Esto es coherente con el hecho de que moscas C4 son viables, y
permitird en un futuro utilizar a esta mutante para estudiar la regulacion del splicing

alternativo en genes endogenos humanos.

Efectos de la mutante lenta sobre el splicing alternativo de exones

cassette

Los resultados del capitulo 1 demuestran que la transcripcion mediada por la pol II lenta
estimula la inclusion del exén alternativo EDI (Figura 17A). Este efecto es dependiente
de la dosis de a-amanitina; las mismas dosis aplicadas a células en las cuales no se ha
transfectado la mutante lenta no afectan la inclusion de EDI (datos no mostrados). Esto
indica que la mutante lenta, resistente a a-amanitina, es responsable de transcribir los
mensajeros sensibilizados a incluir EDI, los cuales no resultan de un efecto de la a-
amanitina per se ni de un efecto negativo dominante de la mutante sobre la polimerasa
enddgena. Por otro lado, la utilizacion de minigenes mutantes que carecen del ESE
dentro de EDI, indican que la mutante lenta no puede reemplazar la necesidad de

SF2/ASF para la inclusién de EDI.
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Como la transcripcién por la mutante lenta es menor que por la WT, la concentracién
de muchos factores, entre ellos SF2/ASF, estarad potencialmente disminuida en la célula.
Aunque parezca contradictorio, esta menor concentracion de SF2/ASF podria actuar
sobre otros factores e indirectamente aumentar la inclusién de EDI. Sin embargo, la
disminucién especifica de SF2/ASF mediada por siRNA, inhibe los niveles de inclusion
de EDI descartando esta posibilidad (Figura 19B). La posibilidad de efectos indirectos
causados por la mutante lenta debido a cambios en la sintesis proteica, fue también
descartada porque el tratamiento de células con cicloheximida no inhibe su efecto sobre
la inclusion de EDI (Figura 18B).

Estos resultados refuerzan la hipétesis del mecanismo cinético segin el cual la
correlacion inversa entre la velocidad de elongacion y la inclusion de EDI se debe a que
las decisiones de splicing alternativo son dictadas por la velocidad de elongacién de la
pol II. Esto valida las conclusiones de trabajos previos de nuestro laboratorio mediante
una prueba mds directa, ya que la polimerasa hC4 tiene efectivamente una menor
velocidad de elongacion que pudo ser medida experimentalmente (Figura 16). Por otro
lado, la mutante lenta produce niveles de mensajero comparables a los de la WT,
situacion que difiere significativamente de las demostraciones previas en las cuales se
comparaban condiciones donde los niveles de transcripcidon eran muy distintos (por
ejemplo en presencia o ausencia del transactivador VP16 (Kadener et al. 2001; Nogués
et al. 2002), o en presencia o ausencia del enhancer de SV40 (Kadener et al. 2002)).

De modo consistente con lo encontrado para EDI en esta tesis, en un trabajo simultdneo
(Howe et al. 2003) se encontrd que la exclusion de un ex6n de un gen de levaduras es
inhibido cuando la velocidad de elongacion es reducida en mutantes de pol II o cuando
las células son tratadas con inhibidores de la elongacion. A partir de genes que tienen
dos intrones y un exén interno constitutivo, los autores construyeron minigenes
mutantes para debilitar el reconocimiento del punto de ramificacion (branchpoint) del
intrén 1 y asi crear un exdn cassette alternativo. La inclusidon de este exon cassette
artificial estd aumentada en levaduras mutantes que contienen una pol II lenta y es
inhibida por la sobreexpresion del factor de elongacién TFIIS.

Una evidencia de que la velocidad de elongacion puede afectar a la cinética de
reclutamiento de factores y a la eficiencia del splicing en levaduras fue provista
recientemente por el grupo de Michael Rosbash (Lacadie et al. 2006). Por medio de una

estrategia muy ingeniosa los autores demostraron que el splicing protege a los
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mensajeros que contienen intrones de los efectos inducidos por el corte de una ribozima
intrénica (ribozima cabeza de martillo, del inglés hammerhead ribozyme), en una clara
muestra de que en este sistema el splicing ocurre cotranscripcionalmente. El corte por la
ribozima (situada en el medio de un intrén) y el splicing compiten temporalmente, de
modo que la ribozima es capaz de cortar al intrén sélo si la eficiencia del splicing esta
disminuida. En este trabajo se utiliz6 un reportero disefiado de tal modo que expresara
B-galactosidasa unicamente cuando el splicing fuera eficiente, es decir en ausencia del
corte por la ribozima. Esto les permiti6 realizar un rastreo para detectar mutantes que
afectaran la expresion de [-galactosidasa e indirectamente la eficiencia del splicing
cotranscripcional. En esta biisqueda los autores encontraron dos genes que resultaron
codificar sendos factores de elongacion (TFIIS y Paflp) que al estar mutados reprimen
la sintesis de B-galactosidasa probablemente a través de afectar la eficiencia de splicing.
Sin embargo aunque TFIIS causa una reducciéon en la eficiencia del splicing
cotranscripcional (medida a través de ChIP), Paflp no lo afecta, e implica que los
cambios en la elongacién por parte de estos factores no son los tnicos determinantes de
los fenotipos observados en cada mutacién. Estos factores podrian cumplir funciones
adicionales como en el procesamiento 3’ y modificaciéon de la cromatina en el caso de
Paflp (Lacadie et al. 2006).

De manera similar un trabajo reciente demostré que la catdlisis del splicing en células
de mamifero ocurre en intimo contacto con la cromatina (y por ende con la maquinaria
transcripcional). Una reduccion en la velocidad de elongacién de la pol II inducida por
la droga camptotecina, que bloquea a la topoisomerasa I, estimula el ensamblaje del
spliceosoma en genes con intrones y acelera significativamente la catélisis del splicing
(Listerman et al. 2006).

Aunque el modelo cinético podria afectar a otros genes con exones cassette alternativos,
es importante sefialar que no todas las regiones que tienen splicing alternativo estan
sujetas al control por la elongacién (Figuras 17B y C). Distintos factores como la
arquitectura de pausado en cada unidad transcripcional, la arquitectura exén-intrén de
cada gen, y la fuerza relativa de los sitios de splicing que son presentados al
spliceosoma deben ser cruciales para el grado de respuesta a la velocidad de elongacion.
Por otro lado, la disposicion de elementos en cis que regulan positiva y negativamente a
cada ex6n determinan su sensibilidad a la velocidad de elongacion. En este sentido el

exén EDII, cuya inclusion es insensible a la transcripcion por la polimerasa lenta, se
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torna sensible a la misma si se inserta un fragmento con la regién regulatoria de EDI
(ESE y ESS) en el centro del exén (Tesis de Licenciatura de Mariano All6, 2004). Al
igual que EDI, la inclusion de este exon quimérico es estimulada significativamente en
presencia de la polimerasa lenta. La eliminacion adicional de un enhancer intrénico
(ISE) rio abajo de este EDII, aumenta ain mas la respuesta de este exén a la
transcripcion lenta. Existe la posibilidad de que este incremento en la respuesta sea
consecuencia de una alteracion en la arquitectura de pausado rio abajo de EDII. Si una
pausa se generara como resultado de la eliminacién del ISE, esta podria a su vez afectar
en mayor medida a la polimerasa lenta debido a su reducida capacidad de elongar a
través de arrestos transcripcionales. Sin embargo experimentos no mostrados en esta
tesis, en los cuales se insertaron pausas transcripcionales rio abajo de EDII, muestran
que las mismas no son suficientes para sensibilizar al exén EDII a la velocidad de
elongacion. Evidentemente muchos factores dictan el modo de regulacion de cada exén
y la velocidad de elongacién participa como un factor mas en la compleja regulacién del

splicing alternativo.

Efectos de la mutante lenta sobre el splicing alternativo de E1A

A pesar del claro efecto de la elongacion sobre la seleccidon de sitios splicing no se
conocen en la naturaleza casos en los cuales la regulacion del splicing alternativo esté
dada por la modulacién de la elongacion. En este sentido el gen E1A de adenovirus es
un caso particular en el cual este tipo de regulacién podria estar operando. El hecho que
nos condujo a estudiarlo fue la estricta correlacion existente entre la regulacion normal
del splicing de E1A durante el ciclo de infeccién del adenovirus y algunos resultados
previos de nuestro grupo.

La expresion de genes del adenovirus estd regulada temporalmente en el curso de la
infeccion no sélo a nivel de la transcripcion, sino también a nivel del procesamiento del
mRNA. La acumulacién de distintas variantes de splicing alternativo es un proceso
regulado en este sistema y fue la primera evidencia en eucariotas de que la expresion
génica puede estar regulada al nivel del procesamiento alternativo del mRNA (Imperiale
et al. 1995). El splicing mismo fue descubierto por primera vez en adenovirus (Berget et

al. 1977) y existe la interesante posibilidad de que la regulacion del splicing alternativo
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por cambios en la elongacién sea demostrada por primera vez en este sistema. Mucho
para un solo virus.

Existen varias diferencias entre los genes de adenovirus y los genes celulares. Ademas
de contener menos intrones que los genes celulares, la arquitectura exén-intrén en
adenovirus difiere significativamente de los genes celulares (Imperiale et al. 1995). Los
modos mas estudiados de splicing alternativo en adenovirus incluyen: sitios de splicing
5’ alternativos con un tnico sitio 3’ en los genes E1A y E1B; y sitios 3’ alternativos con
un dnico sitio 5’ en el gen L1 (Figura 34).

El ciclo normal en la infeccién por adenovirus comprende dos estadios bien
diferenciados, temprano y tardio. La tendencia general es que durante la fase temprana
de infeccién se producen isoformas de splicing largas (eliminacién de intrones cortos) y
durante la fase tardia se acumulan isoformas cortas (eliminacién de intrones largos)
(Figura 34). Por ejemplo, las isoformas E1A 13S y E1B 22S son las mis abundantes
durante la fase temprana de la infeccion, mientras que las isoformas E1A 9S y E1B 13S
predominan en la fase tardia. Las dos fases en la infeccion viral estan delimitadas por
una serie de eventos que incluyen la replicaciéon del genoma viral y la sintesis de
proteinas tardias del virus. Aunque algunas evidencias sugerian que el cambio en el
patron de splicing requeria de la sintesis de proteinas virales, resultados posteriores
indicaron que la replicaciéon del DNA viral per se es capaz de inducir el cambio de
isoformas de splicing tempranas a tardias (Adami y Babiss 1991; Larsson et al. 1991).
En un experimento muy elegante se demostré que dos moldes idénticos de DNA virales
introducidos en la misma célula sufren splicing diferencialmente segun la fase del ciclo
en la que se encuentran. Esto indicaba que la replicacién le confiere al genoma viral
propiedades en cis que afectan su splicing alternativo independientemente de los
factores en trans presentes en el nucleo celular. Una interpretacion interesante para esos
hallazgos propuso que como consecuencia de la replicacion, el molde adquiere una
estructura cromatinica mas compacta que reduce la velocidad de elongacién o pausado
del la polimerasa, la cual a su vez afectaria el splicing alternativo. Resultados similares
de nuestro grupo demostraron que este tipo de regulacidén puede ocurrir sobre el exon
EDI de fibronectina cuando los minigenes son forzados a replicar su DNA. Los
nucleosomas depositados sobre el molde llevarian a una menor velocidad de elongacion
por parte de la pol II, aumentando inclusiéon de EDI (Kadener et al. 2001). De modo

coherente con estas evidencias, en esta tesis se demostré que la mutante lenta induce un
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Figura 34. Genes de adenovirus con distintos modos de splicing alternativo.

aumento en la proporcion de isoformas cortas de E1A (relacion 9S/13S), en el mismo
sentido que la replicacion del molde viral, lo cual apoya el modelo arriba descripto
(Figuras 17D y 18A).

Un punto interesante a resaltar es que la mutante lenta y la proteina SF2/ASF se
comportan de una manera distinta sobre el splicing de EDI y E1A. Mientras que la
mutante lenta tanto como SF2/ASF aumentan la inclusion de EDI (Figura 17A y 19B),
se comportan de modo opuesto en E1A, ya que la mutante lenta aumenta la proporcién
de isoformas cortas de E1A y SF2/ASF la proporcién de isoformas largas (Figura 17D y
datos no mostrados). Esto implica que los pasos limitantes en la seleccion de sitios de
splicing que favorece la transcripcion lenta no son los mismos en cada gen, e indica que
no es posible predecir (al menos no todavia) el efecto que tendrd una menor velocidad
de elongacion sobre el splicing alternativo de distintos genes. Ademds de los casos que
no responden a la elongacién (Figura 17B y C), resultados preliminares sugieren que
algunos exones pueden inclusive disminuir su inclusion en presencia de la mutante lenta
(datos no mostrados). En estos casos, el retraso en la sintesis de secuencias regulatorias
intrénicas (como un ISE) podrian conducir a la exclusién de exones.

Para agregar atin més complejidad a estas consideraciones, existe la hipétesis de que
tanto una elongacién mas lenta como mas rapida tengan el mismo efecto sobre el
splicing de ciertos genes (Bentley, comunicacion personal). Segun esta hipétesis, la

cinética de ensamblaje de las maquinarias ribonucleoproteicas involucradas en las
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reacciones de procesamiento del mRNA estd finamente sintonizada. De modo que un
aumento o reduccion en la velocidad de elongacion de la pol II (o cambios en el patron
de pausado) llevarfan a la formacién de complejos no funcionales, con estructuras
secundarias de RNA o factores de unién al RNA incorrectos. Aunque todavia falta una
demostracién formal para esta hipdtesis, es probable que en ciertos genes, sélo una
velocidad 6ptima de elongacion permita un procesamiento cotranscripcional eficiente.

Todas estas observaciones ponen de manifiesto la extraordinaria complejidad del
procesamiento cotranscripcional, que seguramente dista aun de ser resuelta por nuestras
muchas veces rudimentarias aproximaciones. Afortunadamente esto no afecta la validez
de los resultados obtenidos, que muy probablemente deberan ser reinterpretados a la luz

de nuevos hallazgos.

Efectos de la mutante lenta sobre el resplicing de Ubx de Drosophila

La utilizacion de minigenes transfectados resultd ser una herramienta extremadamente
util para encontrar el mecanismo por el cual la transcripcién controla el splicing
alternativo. Sin embargo la relevancia fisiol6gica de los experimentos de transfeccion
podria ser cuestionable debido a que los minigenes son construcciones quiméricas
donde las regiones alternativas de splicing estan posicionadas a distancia incorrecta con
respecto a los promotores. Una aproximacion mas fisioldégica al acoplamiento entre
transcripcion y splicing debe necesariamente considerar un gen endogeno en su entorno
natural.

La existencia de la mutante lenta en Drosophila ofrece la posibilidad de estudiar el
efecto de la elongacion sobre el splicing alternativo de genes enddgenos en un
organismo multicelular eucariota. Aunque las moscas C4 son viables y fértiles,
presentan un defecto en su desarrollo que también es observado en mutantes para otros
alelos de pol II. Esto se manifiesta en un fenotipo homedtico dominante en el cual las
estructuras de alas rudimentarias (halterios) del tercer segmento tordxico (T3) se
transforman parcialmente en estructuras andlogas del segundo segmento toraxico (T2),
es decir en alas (Greenleaf et al. 1980) (Figura 35A). Este fendmeno es denominado
“efecto Ubx”, debido a que un fenotipo similar se observa en moscas heterocigotas para

la mutacién de gen Hox Ubx (Ultrabitérax), que expresan una cantidad insuficiente de la
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Figura 35. Transformacién homeoética en Drosophila del tercer segmento tordxico (T3) en uno
idéntico al segundo segmento (T2). (A) Diagrama que muestra los segmento abdominales y toraxicos
normales de Drosophila. Notar la estructura de ala rudimentaria (halterio) derivada del segmento T3.
(B) Mosca WT con una copia de T2 y una T3. (C) Mutante triple homocigota en el complejo bitorax
que presenta una transformacion completa del segmento T3 en T2. Extraido de (Griffiths ez al. 1996).
(D) Halterios de moscas WT y mutantes Ubx®**/bx**F con haploisuficiencia para Ubx (Kerridge y
Morata 1982). Notar que la escala es la misma en los dos casos. Extraido de Scott D. Weatherbee
S.D. et al. 1998.

proteina Ubx (haploinsuficiencia) (Figura 35D). Cuando el gen Ubx estd mutado en
homocigosis, la transformacion de tercer segmento tordxico es completa y resulta en
moscas con dos pares de alas (Lewis 1978) (Figura 35B-C). La mutacién C4 en
Drosophila provoca ademds un aumento sinérgico del fenotipo originado por
mutaciones en el gen Ubx (Mortin et al. 1988). Estas observaciones, junto al hecho de
que Ubx expresa distintas isoformas de splicing, nos llevaron a investigar el splicing
alternativo de Ubx en moscas C4.

El gen homeotico Ubx presenta un modo de splicing alternativo particular denominado
resplicing (Figura 20A). En este mecanismo de splicing, las junturas exon-exdn
formadas en un paso inicial de splicing, regeneran sitios 5’ que puede ser reutilizados en
pasos de splicing subsiguientes. Este mecanismo permite que el inmenso tamafio de los

intrones de Ubx no impida su eficiente eliminacion. Para la generacion de las isoformas
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cortas de Ubx (Ila y IVa, que excluyen a los microexones ml y mll), el resplicing
permite la eliminacién de los intrones en etapas lo que reduce su tamafio efectivo. De lo
contrario, la formacién de la isoforma IVa por ejemplo, requeriria la eliminacién de un
intrén de 74 kb (abarcando los 3 intrones internos y los 2 microexones) cuya
transcripcion lleva aproximadamente 60 min. De este modo el resplicing minimiza el
tamafio de los intrones y permite que sean eliminados ni bien son transcriptos.

En colaboraciéon con el Dr. Claudio Alonso del Departamento de Zoologia de la
Universidad de Cambridge, demostramos que la mutacién C4 aumenta la eficiencia del
resplicing de Ubx en algunos estadios del desarrollo de Drosophila, y favorece la
generacion de isoformas cortas de splicing (Figura 20B). Esto indica que el mecanismo
de control cinético podria operar sobre el splicing de Ubx, alterando el patrén normal de
isoformas y posiblemente contribuyendo al fenotipo observado en esta mutante.
Actualmente no se sabe en qué medida la alteracion en el resplicing de Ubx es causante
del “efecto Ubx”. Un trabajo en particular muestra que mutaciones en ciertos genes,
como el gen hrp48 (de la familia hnRNPA/B), aumentan la eficiencia del resplicing en
el mismo sentido que la mutaciéon C4, y provocan también un aumento sinérgico del
efecto Ubx (Burnette et al. 1999). En el mismo sentido, otras mutaciones y deficiencies
que aumentan el efecto Ubx son también capaces de aumentar la eficiencia del
resplicing. El hecho de que las isoformas de splicing de Ubx sean distintas
funcionalmente, y que estén altamente reguladas durante el desarrollo de modo
especifico de tejido y estadio, sugiere que la regulacién del splicing (y no sélo de la
transcripcion de Ubx) tiene un papel importante en el desarrollo. Esto estd apoyado por
el hecho de que tanto la secuencia de isoformas como la regulacién tejido especifica del
splicing de Ubx estin altamente conservadas en distintas especies de Drosophila
separadas por 60 millones de afios de evolucion (Bomze y Lopez 1994). Ademas el
patrén de splicing de Ubx es muy estable, y son relativamente pocas las mutaciones que
lo afectan (Burnette et al. 1999).

Los resultados obtenidos con la mutante lenta implican que el mecanismo de control
cinético del splicing podria operar sobre genes endégenos y cumplir funciones en el
desarrollo u homeostasis de los organismos. Juntos, el splicing del gen EIA de
adenovirus y el resplicing de Ubx constituyen dos ejemplos posibles de este tipo de

control.
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Distintos modos de splicing alternativo, distintas respuestas a la

mutante lenta

Nuestros resultados indican que el control cinético ocurre de modo diferente en genes
con exones cassette opcionales como EDI, con respecto a genes que presentan sitios de
splicing 5’ alternativos o resplicing, como Ela y Ubx respectivamente. A diferencia del
splicing de exones cassette, el resplicing per se permite la eliminacion de cada intrén
inmediatamente después de ser transcriptos, lo cual evita la competencia entre sitios de
splicing alejados en el tiempo y espacio (Hatton et al. 1998). Esto explica por qué una
velocidad de elongacién lenta aumenta la inclusion del exén EDI pero favorece el
resplicing en Ubx. Segun nuestro modelo, la exclusion de EDI ocurre porque el SS 3’
del intrén rio arriba es un sitio débil en comparacion con el SS 3’ del intron rio abajo. Si
la pol II reduce su velocidad de elongacion o si se pausa en alglin punto entre estos dos
sitios, solo la eliminacién del intrén rio arriba puede ocurrir. Una vez superada la pausa
o si la polimerasa continua a su velocidad normal, no queda otra opcién para la
maquinaria de splicing que eliminar el intréon rio abajo. Una alta velocidad de
elongacion, o la ausencia de pausas internas, favoreceria la presentacion simultdnea de
los dos intrones a la maquinaria de splicing, situacién en la cual el sitio de splicing 3’
fuerte del intrén rio abajo seria mas utilizado que el sitio de splicing 3* débil del intrén
rio arriba, resultando en la eliminacién de EDI (ver modelo Figura 36). En el caso de
ElA, una velocidad de elongacion lenta o el pausado daria mdis tiempo para el
reclutamiento de componentes de splicing al sitio de 5’ mas distal con respecto al sitio
3’, favoreciendo asi la generacion de isoformas cortas.

De acuerdo a lo expuesto en la seccién anterior, esta sencilla interpretacién no es
necesariamente generalizable a otros genes y la respuesta del splicing alternativo a la

elongacion dependera en cada caso de multiples factores involucrados.
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Modelo de reclutamiento en la regulacion del splicing alternativo

El modelo de acoplamiento cinético ha surgido como un modo natural de regulacién del
splicing. Aun en ausencia de interacciones fisicas directas entre las maquinarias
responsables de la sintesis de mensajeros, el modelo cinético es concebible desde el
punto de vista cotranscripcional del splicing, debido a la conexion temporal existente
entre los dos procesos. Muchos fenémenos de acoplamiento inicialmente interpretados
como el resultado de la interaccion fisica entre maquinarias, pueden ser reinterpretados
por medio de consideraciones cinéticas referidas a las velocidades relativas de las
reacciones involucradas. Un ejemplo es el caso del efecto del promotor sobre el splicing
alternativo (Kadener et al. 2002). Sin embargo, el hecho de que la mayor parte de la pol
IT que copurifica con la maquinaria de splicing esté en su estado defosforilado (Robert
et al. 2002), hace pensar que existen interacciones desde el inicio de la transcripcién
entre la maquinaria transcripcional y factores de splicing, que pueden eventualmente ser
transportados por la pol II y afectar el procesamiento posterior de los mRNAs. Por otro
lado, algunos efectos parecen contradictorios si son interpretados s6lo desde el punto de
vista de la elongacion. Por ejemplo, los promotores de a-gb y FN tienen un efecto
diferencial sobre la inclusién de EDI (Cramer et al. 1997) (Figura 22B, calles 4 vs. 6;
notar que el promotor a-gb incluye significativamente menos que FN), pero en EDII no
se detecta diferencia (Pagani et al. 2003) o la diferencia es ligera y en el sentido opuesto
a EDI (Figura 33A, notar que a diferencia de EDI, el promotor de a-gb incluye
levemente méas a EDII que el de FN. Tener en cuenta ademéas que EDII no responde a la
transcripcion lenta, Figura 17B). Esta evidencia, junto con otras expuestas en el capitulo
2, sugiere que un mecanismo de reclutamiento estd operando en paralelo al de

elongacion sobre el control del splicing alternativo.

Una mutante de pol II sin CTD

En el capitulo 2 de esta tesis se demostré que la transcripcién por una pol II mutante que

carece del CTD (ACTD) provoca un aumento marcado en la inclusiéon de EDI
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independientemente del promotor que dirige la transcripcion del minigén (Figura 22). Si
este efecto se debiera a un fendmeno de reclutamiento significaria que la maquinaria de
transcripcion, quizds via su CTD, estd interaccionando con algun regulador/res en un
paso de iniciacion comuin en todos los promotores, o posterior al inicio de la
transcripcion. Resulta natural pensar que el caricter dindmico tanto de las maquinarias
de transcripciéon como de splicing hace que las interacciones entre las mismas también

lo sean y ocurran en distintos pasos durante el ciclo de la transcripcion.

Un minigén inducible para el estudio del splicing alternativo de EDI

Como el CTD es esencial para el control de la transcripcidn in vivo, existia la
posibilidad de que al eliminarlo toda transcripcion estuviera inhibida. De hecho la
eliminacion del CTD impide la transcripcion de genes endégenos y es necesario para la
transicion de iniciacion a elongacién en la transcripcion (Meininghaus et al. 2000; Lux
et al. 2005). También estd demostrado que el CTD es requerido para permitir la
transactivacion de activadores fuertes y de enhancers transcripcionales (Gerber et al.
1995).

En este tesis se desarroll6 un sistema inducible con el fin de demostrar que la pol II
ACTD es capaz de transcribir minigenes transfectados transitoriamente. Esto se logré en
base al sistema inducible clasico de tetraciclina (Tet-Off) (Gossen y Bujard 1992), pero
cambiando el dominio de transactivacion fuerte de VP16 por el de Spl que se sabia
podia transactivar aun a través de una polimerasa sin CTD (Gerber et al. 1995).
Mediante este sistema se demostré que la pol II ACTD puede transcribir reporteros en
transfecciones transitorias (Figura 23). La utilizacién de un minigén reportero de
splicing alternativo inducible, permitié confirmar que los efectos observados sobre la
inclusion de EDI son causados por la transcripcién de de la pol I ACTD y no debidos a
efectos negativos dominantes sobre la pol II endégena (Figura 24A).

En reportes previos se indicaba que la falta de CTD provoca una inhibicion global de las
reacciones de procesamiento (capping, splicing y poliadenilacion) (McCracken et al.
1997). Una reduccion en la eficiencia global del splicing en nuestro sistema podria
llevar a un desbalance en la competencia de sitios de splicing e indirectamente a un

aumento en la inclusion de EDI en el mRNA maduro. De modo similar, dada la
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interaccion conocida entre el capping y la eliminacion de intrones en la regién 5° de
genes (Proudfoot et al. 2002), existia la posibilidad de que la falta de CTD produjera
una inhibicién del capping que a su vez llevara a un efecto indirecto sobre el splicing
alternativo de EDI. Por razones similares, un defecto en la poliadenilacion podria
afectar indirectamente el splicing alternativo (Proudfoot et al. 2002).

Por medio de RT-PCR en tiempo real, en esta tesis demostramos que la pol II ACTD
aumenta los niveles de inclusion de EDI sin afectar la eficiencia del splicing
constitutivo (Figura 25A). Aunque la falta de inhibicién del splicing constitutivo difiere
de reportes previos llevados a cabo utilizando minigenes reporteros de [(-globina
(McCracken et al. 1997; Rosonina et al. 2003), es consistente con un estudio mas
reciente en el cual la falta del CTD no afecta el splicing normal del intrén 4 en los
transcriptos de ADAR?2 (adenosina deaminasa que actua sobre el RNA) (Laurencikiene
et al. 2006). Por otro lado demostramos que el CTD afecta el splicing alternativo de una
manera independiente del capping y del procesamiento 3’ (Figura 25B). Esto significa
que el mecanismo por el cual el CTD inhibe la inclusiéon de EDI debe ser directamente

sobre splicing y no indirecto a través de afectar el capping o la poliadenilacion.

Se trata de la cantidad y no de la calidad de héptadas en el CTD

De las 52 héptadas que componen al CTD, las primeras 25 muestran un alto grado de
conservacion de la secuencia consenso YSPTSPS. Las 27 restantes, en cambio, se alejan
en mayor medida de este consenso. Algunos trabajos previos sugerian funciones
diferentes para cada mitad del CTD. A pesar de su mayor grado conservacion, la mitad
N-terminal (1-25) parecia ser menos importante funcionalmente que la C-terminal (1-
27) (Fong y Bentley 2001; Fong et al. 2003). Mas tarde se demostrd que esta diferencia
obedecia a que la mitad C-terminal, y en particular un motivo de 10 aa (Cter) al final de
la dltima héptada, contribuian a la estabilidad del CTD (Chapman et al. 2004). De
modo que un CTD con sélo la mitad N-terminal, al carecer de este motivo, se degradaba
resultando en una polimerasa sin CTD. En esta tesis se demostr6 que las dos mitades del
CTD son capaces de revertir el efecto de la pol II ACTD sobre el splicing alternativo
con la misma eficiencia si poseen el motivo Cter (Figura 26). Por otro lado, la

utilizacién de variantes de CTD con diferente niimero de repeticiones consenso reveld
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que la longitud del CTD correlaciona inversamente con los niveles de inclusiéon de EDI,
requiriéndose 19 repeticiones de héptadas como minimo para sostener el splicing
normal de EDI (Figura 27). Esto estd de acuerdo con reportes previos que demuestran
que el condicionante mds importante para la funcién del CTD es su longitud y no su
composicién (Ryan et al. 2002; Rosonina y Blencowe 2004; Chapman et al. 2005), lo
que sugiere que las héptadas degeneradas podrian o bien ser dispensables, o bien
funcionales para mecanismos atin desconocidos. Rosonina y Blencowe demostraron que
22 repeticiones en tindem son suficientes para permitir niveles normales de splicing en
pre-mRNAs que contienen intrones constitutivos o intrones que dependen de un ESE
para su correcto procesamiento. En cambio, 22 repeticiones, ya sean consenso O
degeneradas, son insuficientes para permitir la inclusién de un ex6n alternativo regulado
por un ESS, lo cual indica que la longitud minima de CTD requerida podria variar en

diferentes mecanismos regulatorios de splicing (Rosonina y Blencowe 2004).

El CTD podria reclutar SRp20 al spliceosoma

Para entender las bases moleculares del efecto del CTD observado en esta tesis,
buscamos proteinas cuyos roles conocidos en la inclusion de EDI pudieran estar
afectados por la ausencia del CTD. Utilizando la estrategia de RNA de interferencia
(RNAI1) se encontr6 que mientras que la activacion de la inclusion de EDI por la
proteina SR SF2/ASF no es afectada por la ausencia del CTD, la inhibicién de la
inclusion de EDI por otra proteina SR, SRp20, es completamente abolida en ausencia
del CTD (Figura 29C y 31)). Esto sugiriere que SRp20 necesita el dominio CTD para
ser reclutada a la maquinaria de transcripcion y splicing. Ademas, se demostrd que el
efecto del CTD sobre el splicing de EDI, puede atribuirse mayoritaria o completamente
a su capacidad de mediar el efecto inhibitorio de SRp20 (Figura 29D). No se conoce el
mecanismo a través del cual SRp20 inhibe la inclusién del exén EDI. SRp20 podria
actuar interaccionando con EDI e interfiriendo en su reconocimiento como exon, o
activando la definicién exdnica de los exones vecinos e induciendo indirectamente la
exclusion de EDI. En cualquier caso, el CTD podria ser responsable del reclutamiento
de SRp20 a la maquinaria de splicing. Una posibilidad adicional fue sugerida

recientemente, segtin la cual SRp20 unida a EDI secuestraria al exén en un complejo
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formado por la pol II y el mediador, impidiendo su contacto con el spliceosoma (Lynch
2006). Este modelo seria consistente con los hallazgos de un trabajo reciente que
demuestran que un exén puede ser secuestrado en un complejo no productivo o

impedido estéricamente, llevando a la exclusion del ex6én (House y Lynch 2006).

No se trata so6lo de la velocidad de elongacion

El hecho de que el CTD cumpla un rol central en la transcripciéon hace posible que su
eliminaciéon cause defectos en la elongacién y que actie mediante un mecanismo
cinético en el acoplamiento con el splicing.

Los resultados de esta tesis demuestran que la disminucion de los niveles de SRp20
mediante RNAi aumenta la inclusién de EDI aun cuando la transcripcion es llevada a
cabo por una mutante de pol II lenta (hC4) o en presencia de DRB que reduce la
elongacion (Figura 29C y 31). Esto no ocurre cuando la pol II ACTD dirige la
transcripcion. Consistente con este hecho, el requerimiento del CTD para la inhibicion
por SRp20 es independiente del promotor utilizado (Figura 30). Dado que los
diferentes promotores utilizados en esta tesis han sido asociados a diferentes
velocidades de elongacion (Kadener et al. 2002), nuestros resultados confirman que el
efecto del CTD en el splicing alternativo es debido principalmente al reclutamiento de
factores y no a cambios en la elongacion. Estos resultados argumentan en contra de que
la pol I ACTD afecte el splicing de EDI debido a una reduccion de la velocidad de
elongacion. Por el contrario existen evidencias que indican que la ausencia del CTD
podria incrementar la elongacion transcripcional en lugar de disminuirla (McCracken et
al. 1998; Park et al. 2004) (Bentley, comunicacién personal), lo cual seria consistente
con una inhibicién de la inclusiéon de EDI. En este escenario se puede concluir que
SRp20 requiere la presencia del CTD para actuar en el splicing alternativo de EDI a
través de un mecanismo que es independiente de la modulacion de la velocidad de
elongacion de la pol 1I.

El mensaje principal de estos resultados es que la elongacién y el reclutamiento de
factores contribuyen independientemente al control transcripcional del splicing
alternativo. Se ha propuesto al CTD como una plataforma para los factores de

procesamiento del mRNA. De hecho se han reportado algunas interacciones entre
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factores de splicing y el dominio CTD (Yuryev et al. 1996; Carty et al. 2000; Morris y
Greenleaf 2000). En particular un grupo de proteinas conocido como SCAFs (SR like
CTD Associated Factors) son factores que interaccionan con el CTD y, de modo similar
a las proteinas SR, contienen un dominio RS y un dominio de unién al RNA (Yuryev et
al. 1996). El hecho de que las SCAFs interaccionen con el CTD podria no estar
relacionado con el splicing. No obstante, en la busqueda de posibles interacciones entre
el CTD y SRp20 que pudieran explicar el rol funcional del CTD descripto en esta tesis,
se probaron diferentes enfoques experimentales que incluyeron ensayos de doble
hibrido en mamiferos (Figura 32) y coinmunoprecipitaciones (datos no mostrados).
Ninguno de estos ensayos reveld una interaccion fisica directa entre SRp20 y el CTD o
la subunidad mayor de la pol I, 1o cual sugiere que, de existir, la interaccion seria débil,
altamente dindmica o indirecta. Sin embargo, cabe mencionar que se ha encontrado a
SRp20 en el complejo mediador junto con la subunidad mayor de la pol II (Sato et al.
2004). De hecho la interaccion entre la pol II y el mediador ocurre al menos en parte a
través del CTD hipofosforilado (Hahn 2004). Esto es a su vez coherente con el hecho de
que el DRB, que inhibe la fosforilaciéon en del CTD, no interfiere con el efecto de
SRp20 sobre la inclusién de EDI (Figura 29C). Creemos que la interaccion entre SRp20
y el CTD probablemente involucra a un complejo ternario dindimico formado por DNA-
proteina-RNA en el cual el CTD serviria para coordinar el ensamblaje especifico del
mismo sobre el pre-mRNA. Ademds, de modo consistente con nuestros resultados, se
demostré por inmunofluorescencia que SRp20 esta preferencialmente asociado a sitios
de transcripcion (Neugebauer y Roth 1997) y es reclutada eficientemente hacia los sitios
de transcripcion del gen tau cuando se incluye uno de sus exones alternativos, pero no

cuando es excluido (Mabon y Misteli 2005).

Otros efectos diferenciales de la pol II ACTD y la mutante lenta

Otra evidencia a favor de un modelo de reclutamiento es el hecho de que no todos los
exones alternativos son afectados por la falta de CTD y por la elongacion lenta de la
misma manera. Ademas del efecto diferencial sobre el proceso inhibitorio de SRp20, la
pol II ACTD y la mutante lenta tuvieron distinto comportamiento frente a por lo menos

otros dos exones alternativos adicionales. En particular SMN2 mostré ser un caso en el
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cual la inclusién del exén 7 es aumentada por la mutante ACTD y no es afectada por la
mutante lenta (Figura 33B). De modo similar, la inclusién del exén 7B de hnRNPA1 es
disminuida por la RNA pol ACTD, pero no cambia con la mutante lenta (Figura 33C).
El caso de EDII de fibronectina es un caso particular porque no responde a ninguna de
las dos mutantes de polimerasa (Figura 33A y 17B), y sin embargo muestra una leve
regulacion por el promotor (Figura 33A, comparar calles a-gb vs. FN en presencia de la
pol I WT™). En conjunto, estas evidencias sefialan que el mecanismo de reclutamiento
por la maquinaria transcripcional podria en algunos casos inclusive exceder a la funcion
del CTD e implicar otro tipo de interacciones. Por ejemplo la participacién de factores
duales con funciones tanto en la transcripcidon como en el splicing, es candidata natural
a este tipo de acoplamiento. Resultados recientes sugieren que el reclutamiento de
ciertos factores de splicing ocurre de modo cotranscripcional al RNA naciente, sin
necesariamente asociarse de modo directo a la pol II (Listerman et al. 2006). Una
posibilidad es que la maquinaria basal de splicing se asocie de manera cotranscripcional
directamente al RNA naciente independientemente de la pol II, y que la eficiencia y/o
fidelidad de las reacciones de eliminaciéon de intrones estén moduladas por factores
asociados a la pol II. En este escenario sélo serian modulados por la pol II
preferencialmente aquellos exones alternativos sensibles a factores de splicing

asociados de algiin modo a la polimerasa.

Conclusiones generales

En esta tesis se estudiaron dos modos generales de regulacion del splicing alternativo
que involucran un acoplamiento intimo con la maquinaria transcripcional. Este
acoplamiento implica que el splicing esti regulado a varios niveles, no sélo a nivel del
ensamblaje directo del spliceosoma como resultado de la unién de factores a secuencias
de RNA vy a proteinas de la maquinaria de splicing, sino también por la maquinaria
transcripcional, que es capaz de balancear la cinética de las reacciones y contribuir al
reclutamiento de factores al sitio de procesamiento. Esto aporta mayor grado de
complejidad a los mecanismos de expresiéon génica lo cual implica no sélo a la
transcripcion por la pol I de manera temporal y espacialmente especifica, sino también

al procesamiento posterior intimamente ligado a la misma. Los tipos de regulacion del
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splicing aqui descriptos permiten pensar en nuevas funciones fisioldgicas asociadas a la
regulacion del splicing en metazoos, y a nuevas explicaciones para las causas de
enfermedad genéticas (Céceres y Kornblihtt 2002). Los defectos en los componentes de
la maquinaria transcripcional podrian afectar directamente la tasa de expresion de
muchos genes y también la “calidad” de expresion de los mismos a través de afectar el
splicing y/o poliadenilacién alternativos acoplados a la transcripcién. Un acoplamiento
reciproco también puede ocurrir, ya que componentes de la maquinaria de splicing
pueden a su vez estimular la elongacién por la pol II (Fong y Zhou 2001); la mera
presencia de un intrén, o simplemente un sitio de splicing 5’ inmediatamente rio abajo
del promotor, pueden estimular la transcripcion en gran medida (Furger 2002).

Los modelos de la Figura 36 resumen las conclusiones de esta tesis. El modelo de
regulacién cinético del splicing alternativo (Figura 36A) sugiere que la transcripcion
puede regular el splicing a través de afectar la velocidad de elongacion de la pol II. Baja
velocidad de elongacién o pausas internas favorecerian la inclusion de exones
alternativos gobernados por un mecanismo de definicién de exén (Robberson et al.
1990), mientras que una alta velocidad de elongacién o la ausencia de pausas internas
favorecerian la inclusion de este tipo de exones. El mecanismo por el cual la velocidad
de elongacion afecta el splicing de EDI es una consecuencia de la secuencia del pre-
mRNA del mismo, y es valido cuando existen dos SS 3’ consecutivos, el primero de los
cuales es débil con respecto al segundo (Kornblihtt et al. 2004). Sin embargo, cuando
existen dos SS 3’ fuertes consecutivos, como en el caso de los exones constitutivos, la
velocidad de elongacion se vuelve irrelevante (Nogués et al. 2003).

El modelo de regulacion de splicing alternativo de EDI por reclutamiento a través del
CTD (Figura 36B) propone que mediante interacciones fisicas y/o funcionales el CTD

aproxima a la proteina SRp20 al mRNA naciente e inhibe la inclusion del exén EDI.

Un modelo general para la regulacién del splicing alternativo propone un mecanismo
combinatorial de regulacion de las decisiones de splicing por asociacion diferencial de
factores de splicing generales (Smith y Valcéarcel 2000; Mabon y Misteli 2005; Matlin
et al. 2005). Diferentes combinaciones de factores de splicing podrian dar lugar a las
diferencias observadas en la seleccion de sitios de splicing entre diferentes tipos

celulares y tejidos. Los resultados de esta tesis muestran que tanto la velocidad de
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Figura 36. (A) Modelo cinético de regulacién del splicing alternativo. (B) Modelo de regulacion de

splicing alternativo por reclutamiento.

elongacién de la pol II como el reclutamiento de factores a través del CTD son actores
criticos que afectan potencialmente el acceso de factores a la vecindad del sitio de
ensamblaje del spliceosoma. Cualquier modificacion fisiolégica postraduccional sobre

la pol II en general o sobre el CTD en particular que afectara sus propiedades de union
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podria modular la regulaciéon combinatorial de la seleccion del sitio de splicing. El
hecho de que el CTD estd sujeto a un grado tan alto de modificaciones
postraduccionales lo convierte en un blanco ideal para la regulacion del splicing

alternativo del pre-mRNA.

Perspectivas y direcciones futuras

Estudios sistemdticos podrian contribuir a establecer cudles son los factores que
determinan cada patron de respuesta a cambios en la elongacién o a la falta de CTD en
distintos genes con splicing alternativos. Esto permitird predecir los patrones de
respuesta del splicing en distintos genes, lo cual seria interesante sobre todo en aquellos
involucrados en procesos fisioldgicos y/o patolégicos. En este sentido, la utilizacion de
microarreglos de splicing alternativo permitird detectar genes que respondan a la
elongaciéon o a defectos en el CTD. Un estudio posterior més detallado, y en forma
individual, de aquellos genes detectados serd luego necesario para buscar patrones en la
arquitectura exon-intron, en las secuencias regulatorias en cis de la transcripcion y del
splicing (o de ambas), en la respuesta a factores regulatorios en trans, y en la estructura
cromatinica que rodea a dichos genes en distintos contextos celulares. Gran parte de
estos estudios posteriores requerirdn necesariamente la experimentacion con genes
modelo en transfecciones transitorias y/o estables, debido a su gran versatilidad, con
una posterior validacion en genes enddgenos. En nuestro laboratorio varias lineas de
investigacién ya apuntan en estas direcciones. Juan Pablo Fededa investiga mecanismos
de coordinacion, segin los cuales distintos eventos de splicing alternativo sobre un
mismo gen pueden “comunicarse” y afectarse mutuamente restringiendo el nimero o
proporcidn de variantes producidas. El cardcter “polar” de esta coordinacion, es decir la
asimetria observada que implica una comunicacién preferencial en la direccién de la
transcripcion (5 a 3’), sugiere un acoplamiento con la maquinaria transcripcional y en
particular con la elongacion (Fededa et al. 2005). Este mecanismo podria explicar en
parte por qué muchos genes expresan un menor nimero de variantes que las
potencialmente codificadas, o por qué ciertas variantes estin menos representadas que
otras. Manuel Mufioz investiga el efecto de la radiacion UV sobre el splicing

alternativo, enfocandose principalmente en los cambios que el UV induce sobre la
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maquinaria transcripcional. La radiacion UV afecta tanto la estabilidad de la pol I como
su actividad transcripcional lo cual sugiere que un mecanismo de acoplamiento participa
en los efectos observados del UV sobre el splicing. Por otro lado estos resultados
pueden tener importancia clinica. Mariano All6 estudia como el contexto cromatinico de
un gen influye sobre su splicing alternativo, en particular analizando modificaciones de
metilacion especificas sobre las histonas a lo largo de la unidad transcripcional. Esto
tiene una posible conexidn con la transcripcion y en particular con el CTD de la pol 11
debido a las interacciones conocidas entre este dominio y enzimas con actividad
metiltransferas (Setl y Set2, ver introduccion). Ignacio Schor investiga efectos sobre el
splicing alternativo de genes en neuronas (N-CAM particularmente) en distintos
estadios de diferenciacion o causados por distintos estimulos como la despolarizacion.
Estos estimulos parecen estar vinculados a cambios en la acetilacion de histonas que a
su vez podrian afectar la transcripcion y splicing de dichos genes. El estudio del splicing
alternativo en el sistema nervioso tiene particular relevancia debido a la mayor
complejidad del transcriptoma en este tejido, en especial en organismos superiores
(Gustincich et al. 2006). En una extension a otros organismos, Ezequiel Petrillo estudia
la regulacion del splicing alternativo en genes de plantas en distintas condiciones de luz-
oscuridad. Tanto la intensidad como la calidad de la luz parecen afectar la regulacion
del splicing alternativo del gen de rubisco activasa, cuyas isoformas podrian tener
diferentes funciones en el metabolismo fotosintético del carbono. Por otro lado las
distintas isoformas de splicing alternativo de ciertos genes como FT de Arabidospis
thaliana son capaces de afectar profundamente el tiempo del desarrollo floral, indicando
un papel importante del splicing en estos procesos. Serd interesante determinar si la

transcripcion participa en la regulacion del splicing alternativo de estos genes.

Las principales conclusiones de esta tesis se basan en interacciones funcionales entre
fendmenos estudiados. En un futuro serd interesante poder profundizar el estudio con el
fin de entender las bases moleculares del mecanismo de reclutamiento descripto para el
gen de la fibronectina (ex6n EDI), y extender el estudio a otras unidades
transcripcionales. En particular, el gen de SRp20 es un caso interesante dado que la
proteina SRp20 es capaz de regular su propio splicing alternativo (Jumaa y Nielsen
1997). Al igual que para EDI, SF2/ASF antagoniza a SRp20 en el splicing del exén 4 de

SRp20 (Jumaa y Nielsen 1997), y representa un buen sistema para comparar los
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resultados encontrados para EDI. De esta manera se podrd comprobar si el mecanismo
propuesto para la regulacion de EDI por el CTD puede operar en otro caso de splicing
alternativo.

El estudio del reclutamiento también implicard buscar nuevas interacciones funcionales
entre la maquinaria transcripcional y factores involucrados en el splicing alternativo. En
este sentido existe la posibilidad de utilizar métodos no sesgados tales como bancos de
siRNAs contra genes humanos, con el fin de ampliar el espectro de posibles
interacciones funcionales y/o fisicas entre el CTD y la maquinaria de splicing.

Ademas de la regulacion directa del splicing alternativo por la transcripcion, otros
modos de acoplamiento han sido descriptos. La poliadenilacion es capaz de afectar el
splicing de intrones terminales (Proudfoot et al. 2002), y en particular la proteina SRp20
es capaz de afectar el procesamiento 3’ (Lou et al. 1998). Algunas observaciones
indicarian que la inclusiéon de EDI, al ser el peniltimo exén en los minigenes
estudiados, podria ser afectada parcialmente por la poliadenilacion (Figura 25B,
comparar calles 3 y 5). Esto ofrece un modelo para estudiar la influencia de la
poliadenilacién sobre el splicing alternativo de EDI. Por otro lado serd interesante
determinar si SRp20 participa en este posible acoplamiento y si es a su vez dependiente

del CTD de la pol II.
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Conclusiones

Capitulo 1.

Una mutante lenta de RNA polimerasa II afecta el splicing alternativo

in vivo

La introduccién de la mutacién C4 de Drosophila en la pol 11 humana (hC4) le
confiere a esta dltima un reducida procesividad y menor velocidad de elongacion
in vivo.

La transcripcién por la polimerasa lenta hC4 afecta el splicing alternativo del
exon EDI de fibronectina aumentando su inclusion en el mRNA maduro.

La polimerasa lenta hC4 estimula la seleccion de sitios alternativos 5° distales de
splicing del gen E1A de adenovirus.

El efecto de la polimerasa lenta hC4 sobre la inclusiéon de EDI es independiente
de la sintesis proteica.

El efecto de la polimerasa lenta hC4 no puede sustituir la necesidad de SF2/ASF
para la inclusion de EDI y no es una consecuencia indirecta la disminucion de
SF2/ASF causada por su menor transcripcion.

El resplicing del gen enddgeno Ubx es estimulado en embriones C4 de
Drosophila.

No todos los exones alternativos responden al control por elongacién del

splicing.

Capitulo 2.

El dominio carboxilo terminal de la pol Il es requerido para la

regulacion del splicing alternativo mediado por SRp20.
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A través de un sistema inducible de demostré que la transcripcion de reporteros
transfectados transitoriamente puede ser llevada a cabo por una pol II que carece
del CTD (pol IT ACTD).

El CTD de la pol II afecta el splicing alternativo EDI de la fibronectina,
disminuyendo su inclusion.

El efecto del CTD sobre el splicing alternativo de EDI es independiente del
promotor que dirige la transcripcion.

El efecto de la pol II ACTD sobre el splicing alternativo de EDI no ocurre a
través de la inhibicion global de las reacciones de procesamiento del pre-mRNA.
Ambas mitades del CTD son suficientes para alcanzar niveles normales de
inclusién de EDI.

Un numero minimo de 19 heptapéptidos en el CTD es suficiente para el splicing
normal de EDI.

El CTD es necesario para la inhibicién del splicing de EDI por el factor SRp20.
La funcién del CTD en el efecto inhibitorio de SRp20 sobre el splicing de EDI
no se debe a una reduccion en la velocidad de elongacion.

El efecto del CTD sobre el splicing de EDI no depende del promotor que dirige
la transcripcion.

La interaccién entre SRp20 y el CTD no es directa.

La pol I ACTD y la mutante lenta hC4 actian diferencialmente sobre el splicing
alternativo. En tanto que la mutante lenta no afecta el splicing de los exones de 7
y 7B de SMN2 y hnRNPAI1 respectivamente, la pol I ACTD aumenta la

inclusion del primero e inhibe la inclusién del segundo.

Conclusiones generales

El splicing alternativo responde al menos a dos tipos de regulacién en su
acoplamiento con la transcripcion: una regulacion cinética dada por la velocidad
de elongacién de la pol II y las velocidades relativas de splicing de cada intrén;

y una regulacién dada por el reclutamiento de factores de splicing por parte de la
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maquinaria transcripcional al menos parcialmente via el dominio CTD de la pol
II.

Algunos exones alternativos responden més a un tipo de regulacion que a otro, o
a ninguno, dependiendo de la arquitectura exOn-intron y de los factores

regulatorios que los afectan.
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Materiales y Métodos

1. Plasmidos

1.1. Minigenes reporteros de splicing alternativo

pSVEDATOt contiene el ex6n alternativo EDI de la Fibronectina (FN) humana
(también llamado EDA) bajo el control del promotor de la a-globina humana
(Caputi et al. 1994).

pSVEDA/EN contiene el exén alternativo EDI de la FN humana bajo el control
del promotor de la FN humana (Cramer et al. 1997).

pSVEDA/FN AESE y pSVEDA/FN AESS son derivados de pSVEDA/FN que
contienen mutaciones en el enhancer exénico de splicing (ESE) y en el
silenciador exoénico de splicing (ESS) respectivamente (Cramer et al. 1999).
pSVEDB-Xhol contiene el exén alternativo EDII de la Fibronectina (FN)
humana (también llamado EDB) bajo el control del promotor de la a-globina
humana (Muro et al. 1999).

pCMVEDB-Xhol es una variante de pSVEDB-Xhol en la cual se reemplazé el
promotor de la a-globina por el de citomegalovirus (CMV).

pFNEDB-Xhol es una variante de pSVEDB-Xhol en la cual se reemplazé el
promotor de la a-globina por el de fibronectina (FN).

pCMV-A1 expresa el ex6n alternativo 7B de hnRNP A1 de ratén bajo el control
del promotor CMV (Simard y Chabot 2000).

pMTEILA contiene la regién de splicing alternativo del gen de adenovirus Ela
bajo el control del promotor de la metalotioneina I de ratén (Céceres et al. 1994).

pSVEDATot eo y pSVEDA/FN eo son derivados de pSVEDATot y

pSVEDA/FN respectivamente, en los cuales se eliminé la regién enhancer-

origen de SV40 (Kadener et al. 2002).
pHIV2EDA eo contiene el ex6n alternativo EDI de la FN humana bajo el

control del promotor de HIV (Nogués et al. 2002).
pUHC-EDA se obtuvo a partir de pUHC13-3 (Gossen y Bujard 1992). Para ello

se removio el gen de Luciferasa presente en este vector mediante una digestion
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con la enzima de restriccion Xbal, y se lo reemplazé por el fragmento
BssHII/Pvull de 3899 pb de pSVEDATot que contiene el exon EDI y parte de
sus exones flanqueantes rio arriba y rio abajo del mismo.

pUHC-EDA AESE es un derivado de pUHC-EDA que contiene una mutacién en
el enhancer exénico de splicing (ESE).

pSMN?2 contiene la regién gendmica de SMN clonada en el vector pCI bajo el

control del promotor de CMV (Lorson et al. 1999).

1.2. Transactivadores controlados por tetraciclina

pUHD 15-1 (tTA-VP16) expresa una fusion entre el represor procariota tet y el
dominio de transactivacion acidico C-terminal (aa 363-490) de VP16 del virus
herpes humano (Gossen y Bujard 1992).

tTA-Spl es un derivado de pUHD 15-1 en el cual se reemplazé el dominio de
transactivacion acidico de VP16 por el dominio de transactivacién rico en

glutaminas (aa 268-499) de Sp1 mediante PCR de ensamblaje.

1.3. Vectores de expresion de pol 11

Los siguientes vectores de expresion para la subunidad mayor de pol II fueron

gentilmente cedidos por el Dr. David Bentley de la Universidad de Colorado:

pAT7RpblaAm’ (Nguyen et al. 1996) expresa la subunidad mayor (hRpb1) de
la pol II humana con una mutacion puntual (N792D) que confiere resistencia a
o.-amanitina.

pAT7RpbloAm'R749H (hC4) es un derivado de pAT7RpblaAm’ con una
mutacién en el codén 749 de hRpbl (CGT a CAG), que produce el cambio de
un unico amino 4cido (R749H) de modo equivalente a la mutacion C4 de
Drosophila (R741H) (Coulter y Greenleaf 1985).

Los derivados de pAT7RpblaAm’ con una eliminacién total o parcial del CTD
(hRpbl ACTD, hRpb1 1-25, hRpbl 1-25+Cter, hRpbl 27-52ACter y hRpb1 27-
52Cter) han sido descriptos en reportes previos (Fong et al. 2003).

Las variantes hRpbl con CTDs de distinta longitud (9, 12 y 19 héptadas
consenso), fueron obtenidas al transformar bacterias con una construccién que
contiene 27 repeticiones consenso —hRpbl (YSPTSPS),;+WT Cter (Fong et al.

2003)- y seleccionando clones aislados con diferente niimero de repeticiones,
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que se originaron posiblemente a partir de eventos de recombinacién durante la

division celular (ver secuencias de CTD en Figura 28).

1.4. Vectores de expresion de proteinas SR
Los plasmidos de expresion para SF2/ASF (g10SF2/ASF) y SRp20 fueron descriptos en

reportes previos (Cramer et al. 1999).

2. Transformacion bacteriana, minipreps, maxipreps

2.1. Transformacion de bacterias

Para generar bacterias competentes se utilizé la cepa DH5a 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/ug. Estas bacterias fueron
transformadas segin métodos convencionales basados en el protocolo de Hanahan

(Hanahan 1983).

2.2. Preparacion de plasmidos a pequeiia escala (minipreps)

Se utiliza esta técnica para producir una pequena cantidad de pldsmido a partir de un
cultivo bacteriano de unos pocos ml, con el objetivo de, por ejemplo, chequear mediante
mapeo de restricciéon o secuenciacion si los clonados realizados habian generado el
plasmido de interés. No se detalla esta técnica debido a que es realizada en cualquier

laboratorio de biologia molecular.

2.3. Preparacion de plasmidos a gran escala (maxipreps)

2.3.1. Por columna (Qiagen)

Las columnas de intercambio aniénico de Qiagen permiten obtener unos 100 pg de

DNA plasmidico (columnas tip 100) o 500 pg (columnas tip 500). Se realiza el

protocolo siguiendo las recomendaciones de los fabricantes.
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2.3.2. Por gradiente de cloruro de cesio
Con este protocolo se pueden obtener 5-10 mg de plasmido a partir de 500 ml de un
cultivo saturado de E. coli que creci6 toda la noche en agitaciéon en medio rico (Terrific

broth) en presencia del antibidtico de seleccion.

2.3.3. Cuantificacion de los plasmidos

Para conocer la concentracion aproximada, los plasmidos fueron cuantificados en todos
los casos con un espectrofotometro (GeneQuant) que mide la absorciéon a 260 nm
(ultravioleta). Luego, las concentraciones fueron ajustadas corriendo alicuotas en un gel

de agarosa con bromuro de etidio y comparando con estdndares de masa.

3. Lineas celulares

3.1. Mantenimiento de las lineas celulares

Para las transfecciones transitorias realizadas en esta tesis se utilizaron células de la
linea, Hep3B. Esta linea celular es mantenida en placas de plastico de 10 cm de
didmetro con medio completo, en un incubador para células con temperatura controlada
(37 °C) y en presencia de 5% de CO2. El medio completo consiste en D-MEM baja
glucosa (Invitrogen), al cual se le agrega 10% v/v de suero fetal bovino, antibiéticos
(100 U/ml final de penicilina y 100 pug/ml final de estreptomicina). Ocasionalmente, si
se quiere utilizar el medio completo con posterioridad a las dos semanas de preparacion,
se agrega también L-glutamina en una concentracién final de 2,9 g/ml. 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 temperatura ambiente unos dos o tres minutos, se
detiene la reaccion con unos mililitros de medio completo, se replaquea entre 1/4 y 1/8
del volumen a una nueva placa de pléstico de 10 cm y se lleva a 8 ml de volumen final
con medio completo. Las células son congeladas en N2 liquido y descongeladas

siguiendo protocolos convencionales.
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3.2. Células Hep3B
La linea celular de hepatoma humano Hep3B es utilizada desde hace muchos afios en
nuestro laboratorio. Proviene de un carcinoma hepatocelular y es una linea celular

adherente con morfologia epitelial (para més informacién ver http://www.atcc.org).

3.3. Transfecciones

Se transfectaron células Hep3B (derivadas de hepatoma) con Lipofectamina
(Invitrogen) siguiendo las indicaciones del fabricante. Se plaquean las células en placas
de plastico de 6 pocillos (cada pocillo tiene un didmetro aproximado de 3,5 cm) el dia
anterior a realizar la transfeccion. En el caso de las células Hep3B, se sembraron
200.000 células por pocillo. La cantidad de plasmido total transfectado se ajusté a 2 ug
para una cantidad de 6 pL de lipofectamina. Cuando se cotransfectaron minigenes junto
con vectores de expresion de variantes de pol II se mantuvo una relacién molar minima
de hRpbl:minigén de 4:1. Cuando se cotransfectaron minigenes inducibles con
transactivadores tTA, se mantuvo una relacién molar tTA:minigén de 10:1 segtn
descripto previamente (Gossen y Bujard 1992).

Para poder medir la eficiencia de transfeccion, se cotransfecta un plasmido que expresa
la proteina B-galactosidasa (B-gal) y se realizan ensayos de actividad de dicha enzima.
Como no podemos preparar RNA (para medir efectos sobre el splicing) y un extracto
proteico (para medir eficiencia de transfeccion por [-gal) a partir de las células
presentes en un mismo pocillo, ya que el RNA se degrada con relativa facilidad,
realizamos transfecciones en duplicado, de manera de obtener RNA de un pocillo y el

extracto proteico para la medicion de actividad B-gal de otro.

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

— Se coloca 2 pg totales de DNA plasmidico en un tubo eppendorf que contiene 100 pl
de D-MEM solo (sin suero ni antibiéticos).

— Se coloca 6 pl de Lipofectamine en un tubo polipropileno de 5 ml con tapa que
contiene 100 ul de D-MEM solo (sin suero ni antibidticos).

— Se transfiere el contenido del tubo eppendorf al tubo con Lipofectamina.
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— Se incuba 30-45 minutos para que se formen los complejos entre el polication y el
DNA.

— Se lava 2 veces con PBS 1X (Invitrogen) las células a transfectar para eliminar trazas
de suero y antibidticos que inhiben la transfeccion.

— Se deja las células en el incubador unas 5 hs aproximadamente para que ocurra la
transfeccion.

— Luego se aspira el medio para eliminar la Lipofectamine, que de lo contrario tiene
efectos toxicos a largo plazo, y se agrega 2 ml de medio completo por pocillo.

— Se deja las células en el incubador 48 hs, y luego se prepara RNA o un extracto

proteico a partir de las mismas.

3.4. siRNAs

En los experimentos de RNAIi, se transfectaron 500 ng de siRNA doble cadena por
pocillo de 3,5 cm. Las secuencias de los siRNAs utilizados son las siguientes (s6lo se
muestra la secuencia sentido): SF2/ASF (siRNA) 5’-CCAAGGACAUUG
AGGACGUATAT-3"; SRp20 (Stealth™ siRNA) 5'-GGACUGUAAGGUUUAUGU
AGGCAAU-3’; Luc (siRNA contra Luciferasa GL3) 5’-CUUACGCUGAGUACU
UCGAJdTdT-3’. En las transfecciones de siRNAs las células fueron incubadas por 18 hs
(Figuras 19B, 29B-C, 30, 31) o 66 hs (Figura 29D) antes del pretratamiento con o-
amanitina. El tratamiento mds largo se hizo para permitir un silenciamiento mas

eficiente antes de la induccién de la transcripcion.

3.5. Tratamientos

En las transfecciones de minigenes con promotores constitutivos y variantes de pol II
resistentes a a-amanitina, las células fueron tratadas con 2,5-10 pg/mL de a-amanitina
a las 24-48 hs postransfeccion segiin indicado en el texto. Las células se cosecharon 24
hs después del tratamiento.

En los experimentos de induccién (Figura 23A), las células fueron cotransfectadas con
un transactivador controlado por tetraciclina (tTA-VP16 o tTA-Spl) y un minigén
reportero inducible (pUHC 13-3 o pUHC-EDA segtn indicado en el texto). Se agregd
tetraciclina (1 pg/mL) inmediatamente después de la transfeccion, y 18 hs (Figuras 19B,
29B-C, 30, 31) o 66 hs (Figura 29D) postransfeccion las células fueron pretratadas con

o-amanitina (5-10 pg/mL) para detener la transcripcién por la pol II enddgena. 10 hs
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mads tarde las células fueron inducidas por medio del dos lavados con PBS para eliminar
la tet y posterior agregado de medio sin tet conteniendo o-amanitina (Figura 23A).
Los tratamientos con DRB fueron hechos simultdneamente con la induccién a una

concentracion final de 50 uM.

3.6. Ensayo de actividad de -galactosidasa

Para realizar este ensayo, primero se debe realizar un extracto proteico. Para ello, se
lava las células dos veces con PBS 1X, se escurre bien, y se colocan 150 ul de buffer de
lisis. Se transfiere el lisado a un tubo eppendorf y se elimina el detrito celular
centrifugando 10 min a 12 krpm. Luego se transfieren 50 ul del sobrenadante, donde se
encuentra la enzima [-gal, a un tubo eppendorf nuevo, y se le agrega 50 ul de buffer -
gal 2X, que contiene ONPG como sustrato. La actividad de la enzima -gal se evidencia
como aparicién de color amarillo por acumulacién del producto ONP. Se detiene la
reaccion con 100 pl de Na,CO3 1M. Por ultimo, se cuantifica la actividad de la enzima
midiendo en un espectrofotometro a una longitud de onda de 415 nm. Soluciones
utilizadas

— PBS 10X: 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 g Na,HPOy, 2.4 g KH,PO4, H,O c.s.p. 1 litro.

— Buffer de lisis 1X: 100 mM buffer fosfato de potasio pH 7,8 + 0,2 % Triton X- 100.

— Buffer B-gal 2X: 0,2 M buffer fosfato de sodio, 2 mM MgCl,, 0,1 M B-
mercaptoetanol, 1,33 mg/ml ONPG.

4. Analisis de RNA

4.1. Preparacion de RNA

Para obtener el RNA de las células transfectadas, se utiliza una adaptacion del protocolo
original de Chomczynski (Chomczynski y Sacchi, 1987). Con este protocolo se pueden
obtener aproximadamente 5-10 ug de RNA a partir de un pocillo de 35 mm de diametro.
Cabe aclarar que todos los reactivos utilizados deben estar libres de RNasas, lo que se
logra autoclavando las soluciones o utilizando stocks con cuidado.

— Se descarta el medio de las células y se aspira bien para que no queden restos de

liquido.
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— Se agrega 500 pl de soluciéon D, que ya contiene B-mercaptoetanol y glucégeno, a
cada pocillo con células.

— Se levanta el lisado de células con pipeta y se las transfiere a un tubo eppendorf.

— Se agrega 1/10 de volumen (50 pl) de AcONa pH 4,2 2M y se mezcla por

inversion.

— Se agrega un volumen (500 pl) de fenol 4cido saturado en agua y se agita con un
.vortex..

— Se agrega 1/5 de volumen (100 pl) de una mezcla 49:1 de cloroformo:alcohol
1soamilico y se agita vigorosamente con un .vortex..

— Se deja 30 min en hielo.

— Se centrifuga 30 min a 10.000 rpm en una centrifuga refrigerada a 4 °C.

— Se toma la fase acuosa (superior) y se la pasar a un nuevo tubo eppendorf.

— Se precipita con un volumen (500 pl) de isopropanol y se agita con un .vortex..

— Se deja al menos 2 hs a -20°C.

— Se centrifuga 30 min a 10.000 rpm en una centrifuga refrigerada a 4 °C.

— Se vuelca el sobrenadante.

— Se agrega 500 pl de etanol 80% v/v y se agita con un .vortex. para lavar bien el
precipitado.

— Se deja unos 15 min a temperatura ambiente.

— Se centrifuga 20 minutos a 10.000 rpm a temperatura ambiente para disminuir la
cantidad de sales precipitadas.

— Se vuelca el sobrenadante y se aspira bien para que no queden restos de etanol.

— Se seca el pellet al aire.

— Se agrega 20 pl de agua y se congela a .20 °C o .80°C.

— Para resuspender bien el RNA, se descongela en un bafio de agua a 50 °C durante 5
min y se agita vigorosamente con un .vortex..

Se puede controlar la integridad del RNA extraido corriéndolo en un gel de agarosa 1%
p/v, a un voltaje relativamente alto y por poco tiempo, para disminuir la degradacion
durante la corrida. En una preparacion buena de RNA, deben observarse 3 bandas

correspondientes, de mayor a menor tamafo, al rRNA 28S, al rRNA 18S y a los tRNA.

Soluciones utilizadas
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— Solucién D o desnaturalizante: A 234 ml de H20 mQ se le agregan 200 g de
1sotiocianato de guanidinio, 14 ml de citrato de sodio pH7 0,75 M y 21,2 ml de sarcosil
10 %. Antes de usar se agrega 7 pl de 3-mercaptoetanol y 40 pug de glucégeno por cada

ml de solucidn desnaturalizante.

4.2 RT-PCR

Con el objetivo de evaluar el splicing del mRNA transcripto, se realiza una RT-PCR, es
decir, una reaccion de transcripcion reversa (RT) para producir cDNA a partir del RNA,
que servird a su vez como molde de una reaccion posterior de reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) en la cual se amplificard el fragmento de interés utilizando primers

especificos.

Transcripcion reversa (RT)

Primer para RT especifica de EDI

pSVcDNA: 5°-GGTATTTGGAGGTCAGCA-3’

— Se desnaturaliza 5 pl de RNA colocandolo 5 min a 65 °C.

— Se pasa el tubo inmediatamente a hielo para impedir la renaturalizacion.

— Se agrega 15 pl de .mix. a cada tubo. La .mix. estd compuesta de la siguiente manera:
4 ul de buffer de RT 5X.

0,2 ul de DTT 100 mM.

0,24 pl de dNTPs 25 mM (mezcla equimolar de dATP, dCTP, dGTP y dTTP).

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

0,5 pl de oligo dT 100 uM (oligo de 12-18 nucleétidos), o primer especifico.

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

H20 c.s.p. 15 pl.

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

— Se incuba 1h a 35 °C para que ocurra la reaccion.

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

PCR de ¢cDNA de minigén EDI de fibronectina humana
Primers para EDI
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pSV5’j: 5.-CACTGCCTGCTGGTGACTCGA-3.
pSV3’): 5.-GCGGCCAGGGGTCACGAT-3.

Reaccién de PCR radiactiva

— Se utilizan 2 pl de reaccion de RT que contiene el cDNA que serd el molde para la
reaccion de PCR.

— A cada tubo de cDNA se le agregan 48 ul de .mix. que estard compuesta de la
siguiente manera:

5 ul de buffer de PCR sin MgCI2

3 ul de MgCl12 25 mM

1,5ul de DMSO (dimetil sulf6xido)

2,5 pl de primer pSV5’j 20 uM

2,5 pl de primer pSV3’j 20 uyM

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

0,3 pl de Taq polimerasa 5 U/ul

0,1 pl de dCTP radiactivo (10 pCi/pl, act. esp.: 3000 Ci/mmol )

H20 c.s.p. 48 ul

— Se agrega una gota de aceite mineral a cada tubo.

— Reaccion de PCR:

457 a 94 °C

1”a63°C 30 ciclos
30”a72°C

4.3. Observacion y cuantificacion de productos de PCR radiactiva

Al finalizar la reaccion de PCR radiactivas, se procede a separar los productos
corriéndolos en un gel de poliacrilamida 6% nativo. Luego de la corrida, se seca el gel
sobre un papel Whatmann y se lo expone a una pelicula con orientadores para generar
una autoradiografia. De esta manera, se puede observar las bandas correspondientes al
producto de PCR que incluye el exon y al que lo excluye. Para cuantificar estos
productos, se orienta la pelicula sobre el gel utilizando los orientadores, se recorta las
bandas correspondientes a los productos de interés (con y sin exdn alternativo), y se
cuenta la radiactividad que poseen utilizando un contador beta. Debido a que utilizamos

el is6topo 32P, que es un emisor beta de alta energia, podemos evitar el uso de liquido
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de centelleo para amplificar la sefial, y contamos la radiactividad con el método
Cerenkov, que es en seco. La eficiencia de este método en seco es algo menor que
utilizando un liquido de centelleo pero, por otra parte, es mas rapido y se evita el

manipuleo de tolueno.

4.4. Ensayos de splicing alternativo de otros genes

La amplificacién de las isoformas de splicing por RT-PCR radiactiva se llevo a cabo
utilizando primers especificos para EDII (Kadener et al. 2001), hnRNPA1 (Simard y
Chabot 2000), y Ela (Caceres et al. 1994). Para detectar las isoformas de splicing de
Ubx se utilizaron los siguientes primers: 5'-“TGGAATGCCAATTGCAC CATC-3'y 5'-
GTCTGGTAGCGGGTGTATGTC-3'. Condiciones de PCR: 30 ciclos de 45s a 94°C,
60s a 56°C y 30s a 72°C.

4.5. Reacciones de RT-PCR real time

4.5.1. Ensayo de procesividad de la pol 11

Se preparé RNA de nucleos aislados de células Hep3B transfectadas con pSVED/FN y
pAT7RpblaAm’ o pAT7RpblaAm'R749H. La cuantificacién de transcriptos
inmaduros acumulados en regiones proximales o distales (Figura 15) se llevo a cabo por
PCR en tiempo real utilizando un termociclador DNA Engine Opticon System (MJ
Research). Para la sintesis de cDNA proximal (P) se utilizé el primer “2” (5’-
GCATTCAGACACCCAAGAAC-3’) y para la PCR los primers “17 (5°-
TTCTCTGCACAGCTCCTAAG-3’) y “2”. Para la sintesis de cDNA distal (D) se
utiliz6 el primer “5” (5’-GGTATTTGGAGG TCAGCA-3’) y para la PCR los primers
“3” (8-TTGGAACTACGTTTATTTTCC-3’) y “4” (5- GCGGCCAGGGGTCA
CGAT-3). Las reacciones de PCR se realizaron en presencia de MgCl, 4 mM, SYBR
Green 1:30000 (Molecular Probes Inc) con el siguiente programa: 3 min a 95°, seguido

por 35 ciclos de 30s a 95°, 30s a 57° y 45s a 72°.

4.5.2. Medicion del splicing constitutivo
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La reaccion de RT se realizé con el primer especifico para la region 3’ del minigén EDI:
pSVcDNA (5’-GGTATTTGGAGGTCAGCA-3’). La cuantificaciéon de los mensajeros
maduros (mRNAs) se llevé a cabo por PCR en tiempo real con los primers 5’-
AGCTATTCCTGCACCAACTG-3’ y 5°-GCGGCCAGGGGTCACGAT-3’, y la de los
mensajeros inmaduros (pre-mRNAs) con los primers 5’-GGTATTTGGAGGTC
AGCA-3’y 5’-GCGGCCAGGGGTCACGAT-3".

4.6. Obtencion de mRNAs con Cap y cola de PoliA
Las fracciones de mRNA con Cap (Cap+) fueron obtenidas por inmunoseleccién con el

anticuerpo anti-cap H20 (Bochnig et al. 1987) de acuerdo al procedimiento seguido por

otros autores (Kabrane-Lazizi et al. 1999).
Las fracciones de mRNA poliadeniladas (PolyA+) fueron obtenidas por medio de

hibridacién a oligo-dT biotinilado y posterior separacion con particulas magnéticas
unidas a streptavidina. Se utiliz6 el sistema PolyATract® mRNA Isolation System (de
Promega Corporation) siguiendo las instrucciones del fabricante.

4.7. Ensayo de proteccion a la RNasa (RPA)

Sonda para minigenes EDI

D
oy | | ] B— B N
LT LT
el e2 EDI
Sonda distal (D): 400 nt
Fragmento protegido: mRNA: 248 nt
precursor: 320 nt

Preparacion del molde a partir del cual se transcribe la sonda
— Se linealiza el plasmido (sonda D) con HindIII.
— Se agrega proteinasa K hasta 0,1 mg/ml y se incuba 30 min a 37 °C.

— Se extrae 2 veces con un volumen de PIC (fenol:cloroformo:isoamilico 25:24:1).
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— Se extrae con cloroformo.

— Se precipita con 0,2 vol de NH4OAc 10 M y 2,5 vol de etanol.
— Se lava con etanol 75 % v/v y se deja secar.

— Se resuspende en 10 mM Tris-HC1 pH 7.

— Se realiza la transcripcion in vitro con RNA polimerasa T7.

Sondas: Transcripcion in vitro, marcacion y eluciéon

— Se mezcla en un tubo los siguientes reactivos para la transcripcion in vitro:
5 ul de buffer de transcripcion TSC 5X

2 ul de DTT 100 mM

1 pl de inhibidor de RNasas 40 U/ul

4,5 ul de rATP, rCTP, rGTP 2,5 mM cada uno

2,4 pl de rUTP 100 uM

6 ul de rUTP radiactivo (10 pCi/ul, act. esp.: 3000 Ci/mmol )

1 pl de RNA polimerasa T7 20 U/ul

500 ng de plasmido molde previamente linealizado

H20 c.s.p. 26,1 pl

— Se incuba una hora a 37 °C para que ocurra la reaccion.

— Se agrega 0,5 pl de inhibidor de RNasas 40 U/ul y, para digerir el molde de DNA,

se agrega DNAsa RQ1 a una concentracion final de 1 U/ug de molde.

— Se incuba 15 min a 37 °C.

— Se agrega 37,5 ul de buffer de siembra (aprox. 1,5 volimenes).

— Se calienta 5 min a 90 °C para desnaturalizar el RNA, y se pasa a hielo
inmediatamente.

— Se siembra en un gel preparativo 6% de acrilamida:bisacrilamida, 42% urea
(desnaturalizante) y se corre a 300 V. De esta manera se separa la sonda de interés de
productos espurios y/o semidegradados de la transcripcién in vitro.

— Luego de correr el gel, se lo expone a una pelicula autoradiogréafica para detectar la
presencia de las moléculas radiactivas. Orientando bien, se procede a cortar la banda
con la ribosonda de interés (corresponde al transcripto de mayor tamafio) y se la pasa a
un tubo eppendorf.

— Se agrega 1 ml de buffer de elucién con tRNA que funcionaré de carrier.
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Materiales y Métodos

— Se incuba toda la noche a 37 °C.

— Al dia siguiente se transfiere el sobrenadante a un tubo nuevo y se cuenta en contador
beta de centelleo una alicuota para estimar la actividad especifica de la ribosonda.

— Utilizar aproximadamente 105 cpm de ribosonda (unos 2 pl aprox.) para cada
reaccion de proteccion a la RNasa.

Soluciones utilizadas

— Buffer de siembra: A 485 pl de formamida deionizada se le agregan 5 pl de Tris- HC1
1 MpH7,5,5ulde SDS 10 % p/v, y 5 ul de azul de bromofenol 0,5 % p/v.

— Buffer de elucion: NH4OAc 2 M, SDS 1 % p/v, tRNA 25 pg/ml.

Protocolo de RPA

— Se agrega a cada muestra de RNA (5-10 pg) el equivalente a 10° cpm de ribosonda
(actividad especifica 2-3 x 108 cpm/pg) en buffer de elucion.

— Se precipita agregando NH4OAc hasta 0,5 M final (solucién stock 5 M por ej.) y 2,5-3
vol de etanol.

— Se incuba 20 min a -20 °C y se centrifuga 15 min a velocidad méxima.

— Se retira el sobrenadante con pipeta y, sin dejar secar el pellet, se resuspende cada
pellet en 25 ul de buffer de hibridacion (tomar el buffer 5X y diluir una parte en 4 partes
de formamida en el momento de usar).

— Se agita con un vortex, se centrifuga brevemente, se calienta 5 min a 60 °C, se vuelve
a agitar con un vortex, se desnaturaliza 5 min a 90 °C, se agita con un vortex por ultima
vez, se centrifuga brevemente y se incuba toda la noche en un bafio a 45 °C.

— Al dia siguiente, se agrega 300 pl de solucién de RNasa a cada muestra y se incuba 30
min a 30 °C para que ocurra la digestion de las hebras de RNA simple cadena.

— Se agrega 10 ul de SDS 20 % p/v y 3 ul de proteinasa K 10 mg/ml (aprox 100 X) a
cada muestra.

— Se incuba 15 min a 37 °C.

— Se extrae con un volumen de PIC (fenol:cloroformo:isoamilico 25:24:1).

— Se agrega 1 pl de tRNA 10 mg/ml como carrier.

— Se agrega 1 ml de etanol y se incuba 30 min a -20 °C.

— Se centrifuga 15 min y se resuspende el pellet en 10 pl de buffer de siembra.

— Se calienta 5 min a 90 °C y se siembra inmediatamente en un gel desnaturalizante de

acrilamida 6%.
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— Se corre a 60 W aproximadamente. Soluciones utilizadas

— Buffer de hibridacion: PIPES pH 6,7 200 mM, NaCl 2M, EDTA 5 mM. Se congela a
-20 °C, y antes de usar se diluye 1:4 en formamida deionizada.

— Solucién de RNasa: Tris-HCl1 10 mM pH 7,5, EDTA 2,5 mM, NaCl 0,2 M, LiCl 0,1
M. Se mantiene a -20 °C y, antes de usar, se agrega las RNasas a partir de la siguiente
solucion stock 250 X: 500 pg/ml de RNasa A 'y 10.000 U/ml de RNasa T1.

d. Observacion y cuantificacion del resultado de la RPA

Una vez corrido el gel, se lo seca sobre un papel Whatmann y se lo expone a una
pelicula autoradiogréfica. De esta manera se visualiza el resultado de la RPA, que puede
ser escaneado. La cuantificacion se realiza recortando las bandas de interés luego de
orientar la pelicula sobre el gel por medio de orientadores fluorescentes, y colocandolas

en un contador beta de centelleo.

El molde para la ribosonda especifica contra hRpbl se obtuvo subclonando en
pBluescript KS+ un fragmento de DNA de 506 pb que abarca la fusion del epitope B10-
hRpbl obtenido de pAT7RpblaAm'". El plasmido resultante fue linealizado con EcoRI
y transcripto in vitro con la RNA polimerasa T7 en presencia de [o**P]UTP, con lo que

se obtiene una sonda marcada de 547 bases.

5. Anticuerpos

Anti-SRp20, cedido por Karla Neugebauer (Neugebauer y Roth 1997).

Anti SF2/ASF, Mab103 (Hanamura et al. 1998), cedido por Adrian Krainer.
Anti-B10, comprado en Chemicon.

Anti-ERK?2, comprado de Santa Cruz.

Anti-T7, comprado en Novagen.

6. Stocks de Drosophila

Los stocks de moscas homocigotas para el alelo de pol II 215 C4 fueron obtenidos del
Bloomington Stock Centre. Los embriones fueron colectados en placas conteniendo
jugo de manzana por aproximadamente 1 hora, y luego se los dejo desarrollar a 25°C

durante tiempos variables.
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