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Regulacién post-transcripcioml de la expresion génicpor sefiales extracelulares

El splicinglternativo del precursor del RNA mensajero es una fuentedexdrea de
diversidad proteica y la regulacion de este presesucial para diversas funciones celulares tanto
en situaciones fisiolégicas como patoldgicas. Sin embargo, poe@sersa de las sefiales y vias
que regulan etplicinglternativo. Un modelo relevante de este proceso es provid po
fibronectina, que contiene tres regionespliinglternativo conocidas como EDI, EDII y IIICS.
Encontramos que diferenfiestores de crecimiento estimudaimclusion de EDI y de IIICS pero
no la de EDIl en el RNA maduro de la fibromecten diferentes lineas celulares, favoreciendo
isoformas de fibronectina asociadas con li#epaoion, migracién y remodelado de tejidos.
Caracterizamos a la via de supervivencia Ras-fosfatidilinositab&-8K T/Proteina quinasa B
como la principal responsable de esta regulacion. Mostramios dactores de crecimiento
gatillan la fosforilacion de proteinas ricas eraf&eginina tales como SF2/ASF y 9G8, las cuales
son importantes reguladores gpdicing probamos que AKT/Proteina quinasa B funciona como
una proteina quinasa de proteinas ricas eriagiimaa. Asimismo, maamos que bfactores
de crecimiento no s6lo modifican el patronsplecinglternativo de la fibronectina sino que
también alteran la traducciéon de RNAs reporteros conteniendo uneiaeu&DI responsable
de la unién de proteinas ricas en serinait@agirsugiriendo dos niveles co-regulados de
amplificacién especifica de isoforma. Tanto la regulacgplicieomo la de la traduccion en
respuesta a factores de crecimiento son inhibidas por RNAs pequefiedsedencia contra
SF2/ASF y 9G8. Finalmente, stramos que SF2/ASF es capaz de regular la diversidad
protedbmica alterando el balance entre difereméesnismos de iniciati de la traduccion,

expandiendo alin mas su ya descripto potencial para aumentaorib Eoéeico.

Palabras clavé&plicinglternativo, traduccion, fibronectina, proteinas ricas en agiimaA,
AKT/Proteina quinasa B
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Post-transcripcional reguléion of gene expression by extracellular signals

Alternative splicing of messenger RNA precursors is an dinagoisource of protein
diversity and the regulation of this processrusial for diverse cellular functions in both,
physiological and pathological situations. However, little is lfbmamh signals and pathways
regulating alternative splicing. A relevant modbisoprocess is provided by fibronectin, which
contains three alternativedgliced regions known as EDI, EDIl and IlICS. We found that
different growth factors stimulate EDI and IlIR& not EDII inclusion ito fibronectin mature
RNA in different cell lines, favoring fibronectin isoforms associategraliferation, migration
and tissue remodeling. We characterized the Ras-phosphatidylikioselBKT/Protein kinase
B survival pathway as the main contributor to this regulation. Wehahgrowth factors trigger
phosphorylation of serine/arginine-rich proteins such as SFZAd 9G8, which are important
regulators of splicing and prove that AKT/Protein kinase Bidnacas a serine/arginine-rich
protein kinase. We also show that growth factors not only niodifie€tin alternative splicing
pattern but also alter translation of reporter RNAs contaniri§Dl sequence responsible for
serine/arginine-rich binding, suggesting two co-regulated leiseifowh-specific amplification.
Both, regulation of splicing and translation by growth factoishabited by small interfering
RNAs against SF2/ASF and 9G8. Finally, we #hatwsF2/ASF regulates proteomic diversity by
altering the balance between different translation initiatidranisees, expanding its already
described potential to increase protein repertoire even further.

Key words: Alternative splicing, translation, fibronectin, segingda-rich proteins,
AKT/Protein kinase B
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publicaciones:

SF2/ASF regulates proteomic diversity by dffdatiog letween translation initiation mechanisms.
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Blaustein, M., Pelisch, FandSrebrow, A.
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Abreviaturas

Actinomicina D, ActD; AKT/Proteina cquasa B, AKT/PKB; anti-fosfo-AKT/PKB,
pAKT; anti-fosfo-ERK, pERK; anti-fosfo-JNK/pkb, pJNK; aftsfo-p38, pp38mmunoglobulin
heavy chain binding pBiRiIrCDC-like kinas€lk; cicloheximida, CHX; cloranfenicol acetil-
transferasa, CAT,; dimetilsulfoxido, DMSO; Ddbpia, cDNA; dominio carboxiterminal rico en
serinas y argininas, dominio B&l-specificity tyrosine kiGRIERS;enhanced chemiluminiscence
ECL; enhanced green fluoresceriGirdtpronisplicing enhar€8E;exonisplicing silenESS;
extra domain EDI; extra domain, [EDII; factor auxiliar de U2 snRNP, U2AF; factor de
crecimiento de fibroblastos acido, aFGF; factor de crecimidimimblastos basico, bFGF; factor
de crecimiento de hepatocitos/factorsdatteHGF/SF; factor de crecimiento de queratinocitos,
KGF; factor de crecimiento epidermal, EGF; factor de crecimiergfotnaante-betal, TGH;
factor de crecimiento, FC; factor de iniciacion de la traduccién ed€&aredtadF; fibronectina,
FN; fosfatidilinositol 3-quinasa, PI(3)K; glutation-S-transfer&Sa, ierferencia por RNA,
RNA:; internal ribosome entrRES; intronic splicing enha8Eerintronicsplicing silentss;
isoelectroenfoque, IEF; isoproftiogalactopiranosido, IPTGgiferasa, LUC; LY 294002, LY;
mammalian target of rapamioim MAPK quinasa, MAPKK, MKK o MEK; MAPKK quinasa,
MAPKKK o MEKK; matriz extracelular, MEC; die condicionado por células mesenquimales,
MCmes; motivo de reconocimiento del RNA, RBp&n reading fra@diF; Orto-nitro-fenil-
galactopiranésido, ONPG,; particula ribompeteeica nuclear pequefa, snRNP; PD 98059, PD;
polinucleétido quinasa, PNK; proteina quinasa activada porS#saisproteina quinasa activada
por mitégeno, MAPK; proteina quinasa C, PKC; proteina quilgsandiente de
Ca&*/calmodulina, CaMK |V; proteina rica en serina/arginina, proteirguiRsa de proteinas
SR, SRPK; quinasa N-terminal de c-jun, JNK; quinasa regulada poexdeficdbdares, ERK;
reaccién en cadena de la polimerasa, PCR; receptor tirosina quihast&roRanscripcion, RT;
ribonucleoproteina heterogénea nuclear, hnRNP; RNA mems&bBiky, RNA nuclear pequefio,
snRNA; RNA polimerasa, Pol Ipolypyrimidine-tract-binding Bo®&inRNA precursor, pre-
MRNA; sitio desplicingss;small interferRNA, siRNA; transportador catiénico de aminoacidos,

catl;type Il connecting seff@&htvirus de la hepatitis C, HGMus de la leucemia murina de
Moloney, MMLV;Dglobina humanalgb.
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“(...) y aun siendo bellos tanto el conocimiento como la verdad, si estimamos
correctamente el asunto, tendremos a la ldea del Bie  n por algo distinto y mas bello
que ellas. Y asi como djjimos que era correct o tomar a la luz y a la vista por afines
al sol, pero que seria erroneo creer que so n el sol, analogamente ahora es correcto
pensar que ambas cosas, la verdad y la ciencia, son afines al Bien, pero seria
equivocado creer que una u otra fueran el Bien, ya que la ¢ ondicion del Bien es
mucho mas digna de estima.

Platon, Republica 508e — 509a
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Durante las Ultimas doscdéas, se ha vuelto ampliamente aceptado que
las células interactan con su microamebtee un modo dinamico y que esta
interaccion conlleva efectos profundos en su patron de exménida,
conduciendo a un balance apropiado entre los programas deagéoljfer
diferenciacién y apoptosis.

Es sorprendente que, pese a compartir el 98,7% de su secuencia
gendmica, el ser humano y su pariente evolutivo mas cerchimopasio®,
difieran en tantos aspectos compoetatales y cognitivos. Las similitudes
observadas en el transcriptoma y en el proteoma de leucocitos eenhigado
ambos organismos refleja esta proximidad y, sin embargo, es at tmsnpara
patrones de expresion en el cerebro que se encuentran asfgnefichdas
entre humanos y chimpancés (Erere).2002). Esto muestra a las claras el
potencial de la regulacién de la expresiébn génica a la hora de producir
diversidad.

Por muchos afios, el campo de la regulacion de la expresgeegBaic
enfocado en el control transcripcionajrandes esfuerzos fueron realizados
con el objeto de comprender como las sefiales recibidas por las células son
transducidas en cambios en la dativide los factorede transcripcion
(Whitmarsh y Davis, 2000; Chang yrK&D01). Mas recientemente, se ha
comenzado a considerar como un elemento clave, dentro decaat@oest
control de otros pasodel metabolismo del RNA mensajero (MRNA),
incluyendo el procesamiento del RNA precursor (pre-mRNA), asi como
también la exportacion, estabilidadagluccion del mRNA (Graveley, 2001;
Gingerichet a].2004; Shin y Manley, 2004).

En metazoos, la mayor parte de los genes transcriptos por la RNA
Polimerasa 1l (Pol Il) sufren la eliminaciébn de parte de sus secuencias,
conocidas como intrones, y la uniéiadesecuencias flanqueantes, conocidas
como exones. Este proceso es conocido splhoing fue descubierto en 1977
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por los grupos de Philip Sharp y Richard Roberts (Bemet977; Chovet
al, 1977).

A medida que ascendemos eneszala de complejidad de los
organismos, la proporcion de genes conteniendo intrones auRent
ejemplo, menos del 5% de los geneS. deerevis@mntienen intrones, pero
alrededor del 25% de los mRNAs maslprovienen de estos genes (Ares et
al., 1999). En mamiferos, la mayoritbbslgenes contienémrones (Black,
2000) y el mecanismo basico de remaedas mismos es conocido (Staley y
Guthrie, 1998; Reed, 2000). El inteés separado de los exones en los
extremos 5" y 37, llamados sitiossplécinss) dadores y aceptores. El ss 5
consiste en una secuencia corta eusaja vagamente en el consenso
GURAGU (donde R es una purina). EB’'ssonsta de tres elementos: un sitio
de ramificacion (consenso YNYURAYNde Y es una pirimidina y N es
cualquier base); una seguidilla deniginas conocida como tracto de
polipirimidinas; y la secuencia final C/UAG. En base a los dos primeros
nucleétidos del ss 5" y a los ultimos diossd® es que a esta regla se la conoce
como GU-AG. Estas secuencias deben ser reconocidas por ebsicens
complejo macromolecular que consiste en cinco particulas rilpooteitss
nucleares pequefiasnéll nuclear ribonuclegpsofeMBs) y un total de al
menos 45 proteinas. Los componeti¢eRNA son RNAs nucleares pequefios
(snRNAs), U1, U2, U4, U5 y U6, ensamblados en snRNPs. Los pasos
cataliticos de este proceso se han determinado en gran detallgs (fHastin
Krainer, 2001; Will y Luhrmann, 2001). limzate, el ss 5" es reconocido por
Ul snRNP por apareamiento de ba&esontinuacion, se ensambla paso a
paso el spliceosoma de&dor de los sitios dsplicingEl tracto de
polipirimidinas es reconocido por U2 snRNP y U4/U6 y U5 snRNPs son
reclutados (Fig. 1). La seleccién correcta de los siijpiidgs crucial para la
expresion génica (Sharp, 1994; Black, 2003).

Un segundo tipo de spliceosoma actda en una clase minoritaria de
intrones transcriptos por la Pol Il, obedeciendo la regla AU-AC (Staitzy
1996). Estos casos no seratattos en este trabajo.

Introduccion
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: Ciclo de splicing . Los snRNP (U1, U2, U4, U5 y U6) se asocian entre si y con el
RNA inmaduro en una secuencia ordenada de pasos para formar el spliceosoma. Este
complejo ribonucleoproteico cataliza las dos reacciones de transesterificacién que resultan
en el splicing de los exones (rojo claro y oscuro) y la eliminacién del intrén (azul) en forma

de lazo o lariat.

La existetia de ss diles que segan signifiativamentelel sitio de
recalocimiento onsenso penite que goartir de unmismo gense expresen
MRNAs con dishta compogion de exees. Este mceso, queesdenomina
splici¢ alternatio, puede temm tambiénlugar cuandl existen mteinas que

ocullen un ssconsenso akpliceosomaEn la mgor parte @ los casos
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conaiidos desplinc alternatie parece Hger una cominacion denmecanismos
de egulacion, oo factores @uando entrart y elerentos trabpndo encis
deteminando laproporciénfinal de cad@&oforma d mRNA. En particular,
exisen secuencsade RNA ae no constilyen ss, perque puedeigualmente
jugarun papel @dtico influgndo en elreconocimisto y uso @ ss por el
apa#to desplicingstas secueias se de@minanexonieintronic spiic enhancers
(ESEs o ISEs) yexonio intonicsplicinglence(ESS o ISSs), yromueven
(enhces) o inhiken (silencg® reconoaniento de esnes por efpliceosoma
(Malin et al., 208). Son, poto general, @hentos cdos (~10 nuledidos) de
secencia consemda y estdampliamete distribuilos dentrodel genoma
trangripto, pudi@doselos emmmtrar aislask 0 en gmpo.

Se conogaecuatro tips desplicindternativo (k. 2). En etaso de los
exores cassettel exén aérnativo estotalmenteincluido o totalmente
exclido del masgero mauro; en elcaso de os exonesmutuamente
exclyertes, doso mas esnes de unpre-mRM nunca so incluidos
simdtdneamenteen el mRIA; para kb caso delos sitios eeptores 3’
altenativos o sitis dadores mlternative se obseryademas dia exclusion
0 indusion totable un exoén,sinclusion prcial; y finahente, parka retencion
de w intrén, seve que la saencia coespondiental intrén psa a formar
partedel de mRM maduro Ilynch, 2004).

f : Difere ntes \

patrones de splicing
alternativo. Los exones
estan representados por
rectangulos y los intrones
por lineas sélidas negras.
Las lineas entrecortadas
representan diferentes
posibilidades de empalme.
Las regiones constitutivas
son mostradas en gris

oscuro, las alternativas en

‘\ gris claro. l’

Distintas isformas denRNA puedn coexistien un misno tgido y en

un mismo momaeto, puederalternarseresu expreén en un tgdo dado en
distntos mometos del desrollo o endistintas siiaciones fisldgicas,0
puedn expresaeen distintosgidos de o mismo orgnismo.
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La complejidad de organismos tales como el ser humano basada en un
numero relativamente pequefio de genes (solamente el doble gedaesale
o0 la mosca, aproximadamente) es explicada mayormente pdsnmmoecan
capaces de expandir la complejidace@muta codificada por el genoma, es
decir capaces de generar multiples proteinas a partir de unniriitonge
relevante de estos mecanismos, el que desempefia un papel demiglante,
splicinglternativo (Sharp, 1994; Maniaflasic, 2002). Hoy en dia, se estima
que mas del 70% de los genes humanos que codifican para pofteinas s
splicinglternativo de su pre-mRNBlack, 2000; Graveley, 2001).

Muchos ejemplos de alteraciones eplaingsociadas al cancer son
atribuibles a mutaciones que crean o disrusglieing enhancsiiencerSin
embargo, sélo en pocos casos ha sido probada una relaciGsaddgectu
(Srebrow y Kornblintt, 2006).

A pesar de que la regulacion de la expresion de cada isoforma particular
sea, probablemente, de excepcional iemdatpara el destino celular, el modo
preciso por el cual splicinglternativo es controlado en las células y en los

tejidos es, al dia de la fecha, tan sélo pobremente comprendido.

En la mayor parte de los casossjising enhancsgitenceggecutan sus
efectos a través de la unién especifica de proteinas reguaktsrasio las
proteinas ricas en serina/arginina (proteinas SR) y las riboniedtesspro
heterogéneas nucleares 0 hnRNPs (Drestfa$d993; Manley y Tacke, 1996;
Graveley, 2000). Sin embargo, algsiteiscersn lugar de unirse a proteinas
regulatorias, forman una estructura secundaria particliRNzngue impide
el reconocimiento de wplicing enhaneerano por parte de las proteinas SR
(Buratti y Baralle, 2004).

SF2/ASF, la primera proteina SR descubierta, fue descripta por un lado
como factor deplicinglternativo y denominada A®#ernative Splicing Factor
(Ge y Manley, 1990). Por otro lado, fuacterizada como uactor esencial
de splicing llamada SFZplicing Facter(Rrainer et al., 1990a) y como un
factor desplicinglternativo (Krainer et al., 1990b). El clonado de los cDNAs de
ASF y de SF2 permitié establecer que se trataba de la misma proteiha (Ge et a
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1991; Krainer et al., 1991). Posteriormeptéogrd la purificacion de SC35 y

de otro grupo de proteinas de distintos PM, todas con un alto contenido de
serina y arginina (Roth et al., 1%Hhler et al.,, 1992). A este grupo de
proteinas, que incluia a las previandascriptas SF2/ASF y SC35, se lo
denomino “familia SR”. Esta familia, quseilta esencial tanpara la ejecucion

como para la regulacién (generalmente positiva) de la reasgilicingesta
constituida por unos doce polipéptidoaservados evolutivamente (Manley y
Tacke, 1996; Graveley, 2000).

El splicingambién puede ser inhibido, y varias proteinas regulatorias
capaces de desempefiar este papel han sido caracterizadas. lde istasria
pertenece a la familia de las hnRNPs (Dregfugsl993; Smith y Valcarcel,
2000). Estas incluyen a la proteina hnRMBPla cual bloquea los efectos de
proteinas SR uniéndose a ESSs (Maydtainer, 1992). Otro represor del
splicingxtensivamente estudiado es la proteina hnRNP |, también conocida
como polypyrimidine-tract-binding pré&€B (Singh et al., 1995). PTB ha
recibido ese nombre debido a su habilidad de unirse a secuencias ricas e
polipirimidinas localizadas en layonea de los ss 3", y podria funcionar
blogueando competitivamente fagsor positivos que reconocen estas
secuencias tales como el factor auddidy2 snRNP o U2AF (Ruskin et al.,
1988).

Las proteinas SR (Fig. 3) estan caracterizadas por una astructur
modular, andloga a la de los factores de transcripcion (€acdré997;
Graveley y Maniatis, 1998). Esta estructumaiste en la presencia de un
dominio carboxiterminal rico en serinas y argininas (dominio RS}ticipa pa
de las interacciones proteina-pnatéWu y Maniatis, 1993; Kobtzal.1994)

y también en las interacciones contiel d& ramificacion y con el ss 5" del
RNA (Shenet al. 2004; Shen y Green, 2006), y de uno o dos motivos de
reconocimiento del RNA (RRM) que influgebre la especificidad de sustrato
(Manley y Tacke, 1996). Se piensa glemahio RS promueve interacciones
con componentes de la maquinariaplieingue contienen otros dominios RS
(Fig. 4), tales como U1 70K y la subunidad pequefia de U2AF, (Jbadkd5

y Manley, 1999).

Como se describié para el caso de SF2/ASF, ademas de ser requeridas
para remover los intrones constitutivamente eliminados, las pr&Rina
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puedn regular esplicingltenativo, tan in vitrocamo in vivqGe y Manley,
1990 Kraineretd., 1990bu et a). 192; Zahleretal, 1993; &ereset al.
1994 Wang y Maley, 1995Este efectosdependiemde la conmtracion de
las poteinas SREsto ha HBvado a prponer qued splicingliernativo en
mamiferos estarideterminad por el deliado balanceelativo de labundancia
de dstintas prainas desplice, el cualpodria variaen distintoggidos, en

diferentes mometos del deseollo, o en dstintas conidiones fisidgicas.

RRM (RS
RS )

RRM

: Proteina s SR. En la figura se muestran algunas de las proteinas SR
humanas conocidas hasta la fecha, evidenciando su estructura modular. RRM:
motivo de reconocimiento del RNA; RRMH: dominio con homologia al RRM; Z:
motivo, rico en cisteinas, capaz de unir zinc; RS: dominio carboxiterminal rico en

serinas y argininas.

Por otro &do, las mteinas SRmigran desel los specklgdominios
subrucleares qupueden fudonar cono reservoriopara ciertogactores de
splici, Fig. 5) aisos de actia transcrigén. La locdtacion sulgular de las
protenas SR pude ser modifiada por fderilacion isteliet al.1998; Misteli
y Spector, 1998) algunos eentos regutbos desplici¢ sin dudase basan en
estefenémeno Xiao y Mardy, 1997; Xb y Manlg, 1998; Gneeley, 2000;
Boumgeoiset a).2004). El dminio RS esambién unmportante éterminante
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de lalocalizaciérsubcelulade las proteas SR, actodo como na sefal de
localzacion nuehr al mediala interadén con el eceptor de mportacion

nuclar de proteilas SR, catido como tansportinesF (Cacerest al., 1997,
Lai ¢ al., 2001).

: Modelo s de accion de las proteinas SR en el splic ing dependien te de ESE. Mecanismos
dependientes del dominio RS. Una proteina SR se une a un ESE a través de sus RRM y contacta a U2AF y/o a
U1 snRNP a través de su dominio RS. La subunidad mayor de U2AF se une al tracto de polipirimidinas (Py) y esto
promueve la unién de U2 snRNP al sitio de ramificacién. Algunas interacciones indirectas son favorecidas por el
co-activador Srm160, que estimula el splicing dependiente de ESE de algunos pre-mRNA y también interactda con
U2 snRNP. Mecanismo independiente del dominio RS. Aqui, la principal funcién de la proteina SR unida a un
ESE es antagonizar el efecto negativo de una proteina inhibitoria como podria ser una hnRNP pegada a un ESS.
Estos modelos no son mutuamente excluyentes, y el splicing de algunos intrones podria involucrar una
combinacién de estos mecanismos (Cartegni et al., 2002).

Un estud reciente Ngo et al. 2005) apoyain modeloen el cual
SF2/ASF seria pmeramentdosforiladoen el citogsma por laquinasa de
protdnas SR 1SRPK1) enunos pocogesiduos deserina premtes en el
domnio RS. SHASF hipofosforilado eria entoncegmportadoal nucleo y
alma&enado enok specklauicleares. d liberacionde SF2/A% de estos

resevorios y sureclutamiemt a sitios d transcripdn activa rgueriria una
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seguda ronda d fosforilacid, que serilevada a cabpor CDClike kinasl
(CIkY). La defogirilacion deSF2/ASF egequerida parsu actividhdurante el
splicicdel mMRNA y por lo tato es condagble que emste punto B2/ASF sea
defcsforilado porfosfatasadHuarg et a).2004).

El haber acontrado u subcojunto de proteias SR congpacidad de
trangocar entre allcleo y dlitoplasmam®forma dinénica sugirida existencia
de atividades tbplasmaticaen las prizinas SR €Ceres et al1998). En
coircidencia coresta idea, &uencontrag que alguss de estasrgteinas SR
juega un papelmportante e la exportaén del mMRM (Huang W&eitz, 2001;
Huang et a). 20@), en la edbilidad delmRNA (Lamaire et al.2002), en el
nonge-mediateatd (Zhang yKrainer, 204), e incluséFig. 6) endtraduccion
delmRNA (Sanfrd et al., 209.

: Speckle s.
Fotografia de cinco nicleos
celulares, tomada con el
microscopio confocal de
nuestro laboratorio,
mostrando la particular
distribucion nuclear en
speckles de la proteina de

fusion fluorescente enhanced

green fluorescent protein
(EGFP)-SF2/ASF.
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En particlar, SF2/A% estimulad traduccionde RNAs eporterosin
viveein vitrgy esa traducciores incremeada por la ggsencia den ESE que
funciona como $io de unidérpara esta pteina 8 (Saford et al.2004). Se ha
encatrado que leestado deokforilacionde SF2/ASHnfluye en s capacidad
de wién a losmRNAs callares, asiomo tambié afecta suuncion en
tradiccidn (Sanfal et al., 238). Al iniciodel presentrabgo se @sconaocia si
las poteinas SRestarian d@stulando elreclutamieto del mRA a sitios
activos de la tragtcion, la imiacion y/o & elongaciotraduccionaHasta aqui,
el mecanismo paciso por elcual las mteinas SRncrementarla actividad
tradwccional agwda nuevasivestigaciorse

. Mdltiples funcion es de las
proteinas S R. Las proteinas SR son
reclutadas en su version fosforilada al
pre-mRNA. Durante el proceso de

Nucleo splicing son desfosforiladas y
depositadas en el exon junction
complex (EJC) para cumplir funciones
en la exportacion del mRNA, en la

Citoplasma traduccion y en la estabilidad del
mismo (Huang y Steitz, 2005).

Existen derentes Swles extraulares quepueden ifiuir en el
progama que wmceélula lleva cabo. Elantacto ente un ligandextracelular

y sureceptor rpercute gemando unaintrincada ed de trardhiccion de
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sefiales que puede derivar en la proliferacién, diferenciacggenqisieo
apoptosis celular. Los agentes mitogénicos como los FC tiemefundop
impacto durante el desarrollo del organismo y un papel fundamental en
mantener la homeostasis tisular. La desregulacion de su prodicdtion

cascada de sefales que desencadenan, o de los genes que las amsmas activ

puede generar graves pataggintre ellas el cancer.

Las proteinas quinasasivaclas por mitégenomifogen activated protein
kinasesMAPK) son enzimas evolutivamente conservadas que conectan
receptores de superficie celular, Ipogeneral receptareirosina quinasa
(RTKs) con sus blancos regulatorios dentro de las células. KasaiBién
responden a estrés quimico y fisicotr@lando la supervivencia celular. La
actividad de las MAPK est4 regulada a través de cascadas compiesias por
MAPK; ii) una MAPK gquinasa (MAPKK, MKK o MEK); iii) y una MAPKK
qguinasa o MEK quinasa (MAPKKK o ME) (Davis, 1993; English et al.,
1999). En mamiferos existen, clasicamemndé&o grupos distintos de MAPK:
las quinasas reguladas gefales extracelula(BERK)-1/2; las quinasas N-
terminales de c-jun/proteinas quinasas activadas por (&NtéSAPK)-
1/2/3; la familia de las proteinas p38 (pP3B£ 9; y ERK5. Estas son
activadas por MAPKKs especificas: MEK1/2 para ERK1/2, MKK3/6 para
p38, MKK4/7 para las JNK/SAPKs y MEK5 para ERK5 (Fig. 7). Cada
MAPKK puede ser activada, sin embargo, por mas de una MAPKKK,

aumentando la complejidad y diversidad de la sefializacion a través de MAPK.

Presumiblemente, cada MAPKKK confiespacidad de resgsta a distintos
estimulos. Por ejemplo, la actvacile ERK1/2 por FC depende de la
MAPKKK c-Raf, pero otras MAPKKK mden activar ERK1/2 en respuesta a
estimulos pro-inflamatorios (Chang y Karin, 2001).

Otra via de sefializacibn que es también activada por agentes
mitogénicos, que al igual que la via de Raf-MEK-ERK se encuerdda asoc
la activacion de la proteina G pequefia Ras (que se activa intetoaBbP
por GTP), y que también ha sido muy bien caracterizada es la via de
supervivencia (Potempa y Ridley, 1998). Esta via esta coppudata
fosfatidilinositol 3-quinasa (PI(3)K), por AKT/Proteina quinasa B
(AKT/PKB), que resulta activada por los inositol-fosfolipidos gesgradia
primera, y por la proteina blanco de la rapamicina en mamii@musglian

target of rapamyweimer, Fig. 8).
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Entre un 70% y n 90% de lseventos deplicipalterrativo alterarel producto
protaco resultate (Kanetd., 2001; Mdrek et al.2001). Ests hallazgos
refuezan la visid de que etontrol delglidnges uncomponentemportante
de h regulaciénde la expmadn génicaEs por elb sorprendete que los
mecaismos queaegulan eldici, en @ticular lasvias de tramsiccion de
sefigds, no seamin bien coocidos; loque contrast marcadaente con el
profundo conoaniento existete acercaelos mecanimosy vias mvolucrados
en elcontrol tramscripcional.

Hacia la feha de inia del trabp que dio lugr a la preste tesis se
habén publicad unos poos articulosreportandocambios e el splicing
altenativo de tanscriptos povenientesde distintosgenes errespuesta al
tratamiento conestimulos exacelularesse supone up estas sdligés podrian
actua a través deias de trsduccion geenviarianainformacid al nucleo.
Efedivamente, esencontrd ge, en resmsta a estréssmatico, lacascada de

sefidkacion MKK3/6-p38 aléra la distribcion subcelar de hnRIP Al y es

Introduccit

: Vias de
transduccié n de sefiales d e
MAPK. El esquema muestra
las principales vias
conocidas, asi como algunos
estimulos capaces de activar
a cada via (no
necesariamente especificos).
La linealidad de cada via es

una simplificacién, existe una

importante comunicacién

horizontal entre las vias
representadas. A modo de
ejemplo, se ha reportado que
tanto los factores de
crecimiento como el estrés
oxidativo son capaces de

activar a Racl.
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capa de modulael splicingkernativo ddos transcrifps provenietes de una
congruccion reprtera conteiendo secancias del ahovirus EA (van der
Houven van Oailt et a).2000.

Por otro &do, si bienexiste eviehcia de ge la proteinaguinasa C
(PKC), Ras y PHK puedenregular ebpicirt alternaio (Fichteret al. 1997;
Smih et a).1997Kdnig et a].1998; Lyrity Weiss, @0) muy pco se sabia,
parala fecha € inicio de este tralja, acerca & los compnentes de
sefidkacion quemedian ent la superfie celular ya maquinaai de splicing

nucler.

FC

: La via de PI(3)K.
En respuesta a la unién de
un FC a un RTK, se activa la
proteina pequefia G Ras,
intercambiando GDP por
GTP. Esto da lugar a la
activacion de la via MAPK de
Raf-MEK-ERK por un lado y
a la de supervivencia de
PI(3)K-AKT/PKB-mTor, por el
otro. Estas vias se
encuentran interconectadas
(Sebolt-Leopold y English,
2006).

Por su pae, algunosréabgos seflan un papgbredominate de la via
RasRaf-MEK-ERK en la trasduccién d sefales ajinada pord activacion
de Infocitos T aie deviene ela regulaciddelsplicingternativo @ exon 5 de
la molécula de perficie CD4 (Koniget &, 1998; WeeRemer®t &, 2001). Se
encaitré que la pteina Sa68 seria el eblon final @ esta via (Bi 9), siendo
fosforilada dire@mnente porERK, interatuando diretamente co el RNA y

llevando a un amento en lanclusién deban alternavio (Matterd al, 2002).
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Finalmente, ebplicinglel pre-mRNA de la proteina fosfatasa de
superficie CD45 también es regulado por sefiales extracaiuiafesitos T.
Contrastando con lo descripto para CD44, la transduccion deeseBhbzso
de CD45 resulta en la exclusién de un exon alternativo. Estaigaec
inducida por vias de transduccion de sefales que involucran a Ras y a PKC
(Lynch y Weiss, 2000). La exclusionnesthada por un ESS ubicado hacia el
extremo 5” del exén alternativo. La iiomalidad de este ESS es independiente
de un ESE que se encuentra rio abajo y que activa el sitio ®ndel ex
alternativo en ausencia de estimutaatular (Lynch y Weiss, 2001; Rothrock
et al.2003). El ESS contiene una secuencia conaetnsatibn responsive yequence
gue se encuentra en otros exones alternativos del mengai246 dsomo asi
también en exones alternativos regulados por sefiales ertsaakdutdaros
genes (Rothrocét a).2003). EI ESE contiene wsgcuencia rien purinas y
funcionaria mediante la actividad de proteinas SR (Letrahit899; ten Dam
et al.2000) mientras que la identidadas proteinas represoraspliEingue
participan en esta regulacion era aln desconocida al inicieded pedsajo.

Aungue se ha encontradoe varias quinasaglityendo la familia de
SRPKs, Clksjual-specificity tyrosine-regulatédYiiade CRKRS (también
conocida com&DC2-related protein kihaS®K7), DNA topoisomerasa | y
GSK-3 entre otras, son capaces de fosforilar a las prote{GasetR).1994;
Colwillet aJ.1996; Rossit al.1996; Kcet a).2001; Hernandest aJ.2004), no
se han descripto vias de transduccion de sefiales activadas por estimulos
extracelulares que funciones a través de estas quinasas. IMasaaéna en
que las actividades de pasteinas SR son reguladasmodo de asegurar la
coordinacion de sus diferentes funciones en el metabolismo del mRNA,
requiere una investigaciénsne&thaustiva. Por su parte, se ha encontrado que
las proteinas fosfatasas de serina/treonina tales como PRlspiPP2paces
de defosforilar a varios miembros de las proteinas SR (incluyendo a SRp70,
SRp55, SRp40 y SF2/ASF) y a otros factorsglide@Mermoudet al.1994;
Boudrezet a).2000; Chalfardt aJ.2001), alterando eansecuencia el patron
desplicinde varios transcriptos. Este mecanismo parece ser elatdspasa
regulacién dedplicinde Bcl-x en respuesta a ceramidas via PP1 (Gitadflant
2002).
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: Activacion d e la célula T, s efializacion y r egulacién del splicing altern ativo de
CD44. La activacion de la célula T activa a su vez la via de Ras-Raf-MEK-ERK. El blanco
final de esta via es Sam68, que es fosforilado y desplaza o inhibe a hnRNP Al en el ex6n v5
de CD44, promoviendo su inclusion en el mRNA. Otros factores como Srm160 y Brm

participan también de esta regulacion.

La adhesid celular erorganismosnulticelulare involucraun grupo de
protdnas con umamplio rang de actividdes de unid. Estas maomoléculas
son scretadas depositadaen la vecidad de célas formado una red
organizada conada como rdriz extracelar (MEC) Entre las puteinas de la
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MEC, la glicoproteina de alto pesolecular, FN, es la mas ampliamente
distribuida y la mejor caracterizada. Adede su localizaciébn en matrices de
tejido conectivo y lamina basal, la FN se encuentra en altasamones en

el plasma. La FN juega un papel clave en el comportamiento adhesivo y
migratorio de las células. Este comportamiento esta relacionradesasp
fundamentales como la embriogénesdesalrrollo tumoral, la hemostasis, la
cicatrizaciéon de heridas y el mantenimide la integratl tisular (Akiyamet

al, 1995; Kornblintet aJ.1996). La importancia deFld es conclusivamente
ilustrada por el efecto letal de experimentkaatkowgn raton (Georget al.

1993).

Existen dos formas de FN: una forma dimérica soluble que es sintetizada
por hepatocitos y secretada al torrente sanguineo (FN péggmatia forma
dimérica o multimérica, sintetizada fimoblastos, células epiteliales y otros
tipos celulares, que es depositada €ibnilas en la MEC (FN celular). Ambas
estdn formadas a partir de polipéptidos similares, pero no idétdicos,
alrededor de 250 kDa, los cuales est®p una organizacién modular comuin
consistente en unidades homoéloga40d&0 y 90 aminoacidos, denominadas
repeticiones de tipo I, Il y lll, respectivamente (Petaisa 1983). En
particular, las repeticiones de tipo IHrapen en un granméro de proteinas
adhesivas (tenascina, undulina, ciertos colagenos, contd:trvy, asi
como en algunas proteinas intracelulares (titina y twitckhimads dominios
extracelulares de varios tipos de reeptie membrana, como el de insulina 'y
el de la hormona de cre@mto (Bork y Doolittle, 1992).

Existe una Unica copia del gen de FN por genoma haploide tanto en
humanos (Kornblihtet aJ. 1983) como entes (Schwarzbauet aJ. 1983) y
ratones (Georget a). 1993). El gen de FN tiene una extensién de 75 kb,
contiene 50 exones y es transcripto a partir de un Unico promdtopdgen
a un anico transcripto primario. En el gen de rata, todas ei@xckepuna de
las 12 repeticiones de tipo | y las 2 de tipo Il estan codificadas paoun G
exén cada una, mientras que 14 de las 17 unidades de tipo lll estan codificadas
por 2 exones cada una. Las otrap&iotones de tipo Ill (EDI, EDII y 111-9)
estan codificadas por un Unico exén largo cada una (Fig. 1Q)iclaa es
correlacion entre la organizacion intrénica/exonica y la declim@nmoodular,
junto a la amplia distribucién de los mo6dulos de FN en proteinas no
relacionadas, refuerzan la teoria del barajado de exaxws gbuff)ipagra el
origen de proteinas de wardominios (Gilbert, 1978).
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Cuando erel afio 198 se desculi¥ el splicindternativo @ la FN, de
marera indepenénte por ds grupos € investigadn (Schwatmaueret al.
1983 Kornblintt et al. 198l), el procso era concido comouna rareza
encaitrada en undocena dgenes de nmaifero.

Pese a losuevos desibrimientosel gen dé-N continta siendo un
moddo paradigratico por sufascinanteomplgidad (Kornblihtt & al, 1996),
carateristica qudlevd a Sap, en sudiscurso cmo ganadordel Premio
Nobd, a elegirl@omo gempb para iluster el valor adptativo debargado de
exores y delspleinc alternatio (Sharp, 994). De heho, difererdgs variantes
polipeptidicas so generadas travésde un cormplgo patrén de splicing
altenativo en tre sitios del tnscripto pimario de K. Estos sonde 5" a 3":
EDII (extra domall), EDI (extra domdiny HIICS ¢ype Il contiag segmen
(Fig.10).

: Variaci ones en la est ructura primar ia de la FN hu mana. El esquema muestra las tres regiones que
presentan splicing alternativo. Arriba se muestra el mayor polipéptido de FN posible. Las lineas punteadas
verticales sefialan los limites entre exones; los bloques de color marcan los tres tipos de homologia encontrados

en esta proteina. Se sefialan los motivos de union a integrinas mejor descriptos: RGD y LDV. cFN: FN celular;

pFN: FN plasmatica.
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La subdivision exénica eregion IlICS da gar, en humanos, a cinco
variantes porsplicinglternativo de las secuencias codificantes (Gutman y
Kornblihtt, 1987), mientras que en roedexésten tan sélo tres variantes. EDI
y EDII son exones que codifican para una repeticién de tipo Il cada uno,
siendo incluidos o excluidos durantespdicingComo consecuencia de las
posibles combinaciones, existen 8 vasigoisibles de FN en pollo, 12 en rata
y 20 en humanos (Kornblilet al.1996).

EDI (también conocido como EDA o EIIIA) codifica para una
repeticién de tipo Il que puede seruitd o excluida de la FN, entre las
repeticiones IlI-11 y 1lI-12. La inclusiénE@l resulté ser distintiva de la FN
celular y se identific6 en mRNAs de fibroblastos y de otros tipossghaliay
no de higado, lo que es consistente con la ausencia de este FEX6n e
plasmatica (Kornblihét a).1984).

In vivpla FN EDI+ esta pobremente representada en la MEC de
tejidos adultos normales. Sin embargo, esta variante estelsela en
tejidos con alta tasa de proliferacion, como durante el desarrolbmaobri
(Norton y Hynes, 1987; Vartb al.1987), en células de la granulosa ovérica
(Colman-Lerneet al. 1999) y en condiciones patologicas de proliferacion y
migracion, como es el caso endres hepaticos malignos humanos (Ogama
al, 1989), cicatrizacion tigidos (ffrench-Constaet al. 1989; Kuhret al.
1989; Browret a].1993; Inouet aJ.2001), fibrosis epitelial (Barata).1994)

y proliferacion vascular (Glukhostaa). 1989). Inclusive, se ha propuesto a
EDI como marcador molecular de carcinomas hepatocelulares €Talia
1994).

Ademas de haberse encontrado iamgortante correlacion entre la
inclusion de EDI y la proliferacion celular, migracion y repadgci@jidos,
han surgido fuertes evidencias de una participacién activa de este exén
alternativo en estos procesos. En esta linea de resultadosgesedoagsie la
inclusion de este exd6n mediaria un cambio conformacional en la FN que
resultaria en una exposicién incréatendel motivo RGD en el médulo 1l1-

10 (Manabet a).1997). Dado que este modulotieme el principal dominio

de adhesién celular de la FN, y que éste a su vez es capaz de regular la
proliferacion celular mediante ilderaccion con la integrine B, EDI

actuaria aumentando la unién a esta integrina en condicioreeseenapesita
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mayor motilidad y prolif@cion celular. Se ha demostrado, a su vez, la
importancia de EDI en la migracién celular (Shietaal. 1999) y en la
progresion del ciclo celular y mitogénesis (Mahah&999).

Mas adn, un importante nimero de experimentos demuestran que EDI
es biolégicamente actiper sd.a conversion de lipocitos en miofibroblastos,
inducida por la matriz de FN depakitgor células endoteliales sinusoidales
provenientes de higado fibrético, es bloqueada por anticaerpms el
segmento EDI y es reproducida por FN celular y por un polipéptido EDI
recombinante, mientras que la FNmpégka es incapaz de promover esta
conversién (Jarnaget al. 1994). En esta dltima linea de evidencias, se ha
demostrado también que el efectogéitico del medio condicionado por una
linea celular de granulosa bovina, BGC-1, es inhibido por la dejddeidn
EDI+ de este medio y es reproducido por un péptido EDI recombinante
(Colman-Lerneet aJ.1999). Se ha descripto tamhig papel central de EDI
en la activacion de la expresion de metaloproteinasas de la ME@asnecesar
para la migracion celular y remodelacion de tejidos (Hulatal®95; Saitet
al, 1999) y en la diferenadecidel masculo liso (Seriet al. 1998). Estas
observaciones fueron reforzadas por el hallazgo de que EDI esdorpliga
las integrinas®BE y D E confirmando un nuevo mecanismo para la
regulacion de la adhesion celular mediado pplichglternativo (Liaet a.
2002). Recientemente, hao gienerados ratonesapaces de regulasglicing
de EDI y fue demostrado que esta regifaes requerida para la correcta
cicatrizacion de heridas y para una longevidad normak(ML2003).

La primera region exdnica relevante en el procestidgiedescripta en
un sistema natural fue la corresponéial exéon EDI de la FN humana
(Mardonet alJ. 1987). El exén alternativo Edcluye una secuencia de 81
pares de bases con estructura bipartita (Matdgril987; Muraet al. 1999)
que regula el uso del ss 3" subéptimo (Fig. 11a). La disrupcionate tindra
en purinas (GAAGAAGAC) incluido en esta region, conocido como elemen
A o ESE, reduce marcadamente la inclusion dénEDi¢Caputiet al.1994)

e in vitroLavigueuret aJ.1993). Se ha demostradsimismo, la interaccion
fisica entre proteinas SR y esta secuencia (Laeigael®93). Mas aun, el
elemento A es practicamente idéntico a la secuencia coasefsamon de
proteinas SR como SF2/ASF, 9G8 y H@acke y Manley, 1995; Taekal.
1998; Cavaloet a). 1999). Fue a raiz de estmslltados que a este tipo de

secuencias se las llasplicing enhandada su capacidad de estimuksplieing
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de sitios débiles, y de actuar sobre sitigglidmbeterdlogos (Tian y Maniatis,
1992).

Se ha demostrado que la mutacidiE8& de EDI bloquea la inclusion
de EDI inducida por un aumento de la compactacion de latinegma
indicando que SF2/ASF y/o 9G8 son necesarias en el mecanismo que media
esa respuesta (Kadeeta].2001).

Ademas de la secuencia ESE, el exén EDI incluye también un ESS o
elemento B (CAAGG) responsable del efecto inhibitorio sobre $mcla
EDI (Caputiet a].1994), cuya funcion seria lagla conformacion del RNA 'y
por ende la exposicion del ESE (Metra).1999).

La regulacion del procesospdicinglternativo por sefiales extracelulares
es crucial para modificar la expresiéon génica durante el desarrollo y la
diferenciacion celular (Koniet a). 1998). Poco se bea de las sefiales
extracelulares que controlars@icinglternativo de EDI. Entre ellas, se ha
demostrado que tanto el factor decitniento de hepatocitos o factosdatter
(HGF/SF) como el factor de crecimiento transformante-beta 1H)GF€l
factor de crecimiento epidermal (EGF) son FC capaces de estimular la
inclusién de EDI en ciertos tipos celulares (Iratugg. 1999; Shimaet al.
1999; Georget aJ.2000; Srebroet aJ.2002). Por otro lado, se ha encontrado
gue una MEC de tipo membrana basal es capaz de inhibir la inclusién de EDI
en células Hep3B, observandose una paralela disminucion de kcidiolifer
celular (Srebroet aJ.2002).

EDIl (también llamado EDB o EIIIB) fue el dltimo sitio sf@icing
alternativo en descubrirse en eNARle FN (Gutman y Kornblihtt, 1987;
Zardi et aJ.1987). Como EDI, EDII codifica auna repeticion de tipo 1l
gue puede o no ser incluida en la Fitedas repeticiones IlI-6 y IlI-7, y esta
regulado de manera especifica en el desarrollo y en cada tejido. Si bien la
inclusién de este exdén correlaciona con la inclusiéon de EDI en cs&a$os ca
excluyéndose de la FN plasmatica y de tejidos adultos e incluyéndose en
condiciones patoldgicas y durante el desarrollo (Korebldjt1996), existen
numerosos ejemplos en que la inclusion de ambos exones aciauardlos
mecanismos que regulan el procesamiento de EDII parecen ser independien
de los que regulansgllicinde EDI (Baroneet a).1989; Kornblihtet a).1996;
Lim y Sharp, 1998; Kaderara). 2001; Srebrowt a). 2002). La secuencia
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amiroacidica d&DII esta nés conservaden la evokion de lo ge cualquier
otra repeticion d tipo I, lo cual sugierfuertemerg una funan bioldgica
paraeste segméo. De cualgier manerasi bien se dasugerido m papel para
EDII en la proracién de la@hesion celar (Chen Yulp, 1996; Ben y Culp,
1998 y en la dédrenciaciérde células éeliales altares (Arag al, 1997),
muy poco es lague se sabacerca dealfuncion yregulacién el EDII. La
reguécion de lainclusion deEDII, por su parte, sencuentranediada por
secuencias intréitas rio aja de EDIl Huh y Hynes]1993). Estoelementos
sonuna serie dé hexamero6 UGCAWG y 1 AGQAUG) localizdos en una
regidh de tan si® 500 base La deleén o mutadn de las 4ecuencias
centeles resultaen la eXosion total de este »®n en u@ linea de
terabcarcinomague exhibenormalmenrg, altos nivels de inclién (Huh vy
Hynes, 1994). Has repeticites aparenteente estiman el usod ss 5° (Fig.
11b),no sélo deintrén rio aljo de EDII, sino tambig de exonealternativos
en gaes no relaosnados (Konblihtt et a].1996).

Se ha deostrado, awsvez, que lesplicingltenativo de ge exdn se
encentra contraddo por SRgO0 (Lim y Sharp, 1998).

: Secuencias
génicas que controlan el
splicing de EDIy EDII. (
Se resalta la secuencia
regulatoria (blogue rayado)
de EDI (rectangulo central)
gue contiene al ESE y al
ESS.( Se muestran las
repeticiones GCATG (barras
verticales) contenidas en el
intron 3" de EDII (rectangulo

central).
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En cuantoa IllICS, m se han mgortado, hga la fechasecuencias
reguétorias deglicit. En el Gnico reprte donde & indaga a&ca de los
mecaismos queegulan egficirt alternato en estaegion, se aaostré que
SF2/ASF es qamz de aummtar laindusién del xdn, increnentando la
proporcion de lasoforma 11CS-120 (Skissianet al.1996). Lanclusion de
IICS es méas aten tododos tgidos fetales enamparacioncon tgidos
adulbs, y esta gin es requala para laecrecion delimeros dé&N durante
la bbsintesis (Salarzbaueetal, 1989; Mrdon y Selstio, 1992).

Mediante retrotranscpcion seguia de reaidn en cdena de la
polimerasa(RT-PCR) radioativa con primer que gparean enlos exones
congitutivos flaigueantes a@ o a EDII (Fig. 12)de analizada lexpresion
de Izisoformagle FN EDI+, FN EDI-, FN EDII+y FN EDII- en dos lineas

celures mamarsamurinas, na epitelial gtra mesengmal.

: Andlisis del splicing alternativo de EDI y E DIl. Representacién esquematica de
una porcién del gen de FN. Las flechas indican la ubicacién de los primers utilizados para

amplificar los mensajeros EDI+, EDI- y EDII+, EDII-.

Experimetos de la Da Anabellar@brow mostban que lénea celular
mesaquimal, S@, expresaiveles maglevados dé& isoformaEDI+ del
mengjero de FNque la lineaelular epit@al SCp2. & interacciérentre estos
dos tpos celulasgnduce la iflerenciacide célulaspieliales, eW@ada por la
formacion de estrcturas trighensionalede tipo alvelar, capacede producir
protdnas de laethe. La ¢élas mesepimales mducen FCtales como
HGF/SF y KGF,cuyos recdpres se ementran en lamembrana élas células
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epiteliales (Imagawaal.2002). Para evaluar sntaraccion entre ambos tipos
celulares podria también tener algun efecto sobre la axpeedas dos
isoformas de FN estudiadas, fueron llevados a cabo experimentos ide co-cult
celular utilizando filtros de Ofh de poro (Eell culture inYeqise se insertan
dentro del pocillo de cultivo y permitercdtivo de un tipo celular sobre la
superficie del pocillo y otro tipo celidabre la superficie del filtro. De esta
manera, se permitié el intercambio de factores solubles producidosigsr los
tipos celulares co-cultivados pero no el contacto directo entrs. &ebo
observé entonces que la presenciacalelas mesenquimales estimula la
expresion de FN EDI+ en células epiteliales, incrementando apiaxiemte
cuatro veces el cociente EDI+/EDEpmparado con el cociente observado
cuando a ambos lados del filtro se cultéanas epiteliales. Contrariamente, la
expresion de las isoformas EDI+ y EDI- del mRNA de FN en células
mesenquimales no fue modificada por la presencia de las célidbes €pitp
13a).

Se estudi6 también si el medio condicionado por las células
mesenquimales (MCmes) era suficiente para desencadenar eldsutaento
expresion de la isoforma EDI+ en céwdpiteliales o si, por el contrario, era
necesario el co-cultivo de ambos tipos celulares para gkiaraipo de
retroalimentacion, de intercambio dindmico entre los mismos, como lo
reportado en otrosistemas (Shimaa al. 1999). Este medio condicionado
produjo un aumento de la inclusion del ex6n EDI en células epiteliales similar
al obtenido durante los experimentosadeultivo (Fig. 13b). Por el contrario,
ni los experimentos de co-cultivo, ni los experimentos de medio condicionado
alteraron el cociente EDII+/EDII-.

Durante la realizacion de mi tesis de licenciatura, encontramos que el
agregado de distintos F€combinantes, como el F@ fibroblastos acido
(aFGF), el basico (bFGF) y el de queratinocitos (KGF/FGRui)meedio sin
condicionar indujo también un aumento de la inclusion de EDI en células
epiteliales, extendiendo los resultadddicados hasta el momento (Inetie
al, 1999; Shimaet al. 1999; Srebrowt al. 2002) que describian para esta
regulacién el papel de HGF/SF, el de EGF y el de EGF-
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. Experi mentos de co-c ultivo y de tra tamiento con medio condici onado. Andlisis por RT-PCR de
la proporcion de isoformas de FN EDI+ y EDI- en experimentos de co-cultivo. Las células epiteliales SCp2 (ep)
fueron cultivadas sobre un filtro poroso ubicado dentro de un pocillo de cultivo conteniendo medio libre de suero
(ep/-), o bien células epiteliales (ep/ep) o células mesenquimales SCg6 (ep/mes). Las células epiteliales fueron
cultivadas en pocillos y luego de 24 h en medio sin suero permanecieron sin tratamiento (-) o fueron tratadas con
medio condicionado por células epiteliales (MCep) o por células mesenquimales (MCmes) por 24 o 48 h. Se

muestra el analisis por RT-PCR de cada isoforma.

Dado quelas célulasnesenquinias expresab un elevdo nivel de
inclieién de ED, dado quesl MCmesy los FCaumentabarel nivel de
inclleén de ED en célulaepitelialesy teniendoen cuenta ge tanto el
MCmes como leHGF/SF gatillaban o cambio faotipico enlas células
epitdiales genemdo disperi®n celular(cell scatterizguna pélida de la
morfologia epitél, caractedma por lauptura de niones celufas y por la
pérdda de E-catkrina en embrana plasatica (Figl4a-f), espetamos que
la caisa de esteambio enel patrénde splicingternativo delas células

epitdiales podiaaberse a urteansicion gitelio-mesequimal.
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: Lainclu sién de EDI en células epitel iales mamaria s no esta asoc iada con unat ransicién epit elio-
mesenquimal. Las células epiteliales SCp2 muestran una tipica morfologia eplitelial cuando son plaqueadas en
plastico pero resultan dispersadas (cell scattering) luego del tratamiento con HGF/SF o MCmes
Inmunofluorescencia de células epiteliales en cultivo. La proteina de membrana E-Cadherina es mostrada en verde
(FITC) y los nucleos celulares en rojo (ioduro de propidio). Los grupos de células SCp2 muestran una localizacion de
E-Cadherina en los contactos célula-célula. Esta distribucion es perturbada por tratamiento con HGF/SF 0 MCmes

Doble inmunofluorescencia contra citoqueratinas (rojo, Cy5) y vimentina (verde, FITC) en células epiteliales

, mesenquimales y epiteliales tratadas con HGF/SF o MCmes  por 24 h. Barras: 250 Pm; 30
Fm: 75 Fm.
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Sin embargo, el analisis de marcadores fenotipicos como la expresién de
citoqueratinas (marcador epitelial), vimentina (marcador uresdngy de
diferentes isoformas dplicinglternativo del receptor 2 de FGF evidenciaron
que, por lo menos a los pocos dias del tratamiento, no et@tsitabn (Fig.
14g-j y datos no mostrados) indicando que el cambispéinietie EDI no es
el resultado trivial de esta transicion o bien, alternativamengésteycambio
es un marcador temprano de una potencial transicion epitelio medenqu

Experimentos posteriores de mi tesis de licenciatura mostraron que la
regulacién desplicingle EDI por MCmes y por FC recombinantes era
reproducible en las células epiteliaéanarias EpH4 y en las células Hep3B.

Este efecto se observé también en un minigen de EDI transfectado
transitoriamente (Fig. 15), demostrando que para el aumento lesidan inc
inducido por FC o bien por el MCmes es suficiente con la preskaginde
alternativo (y de sus intrones y partsudeexones flanqueantes) y la region
promotora de FN -220/+44. Por otro lado, dado que el estado de la cromatina
en este plasmido es diferente al del gen enddgeno, estos etamnsspar
independientes del grado de organizacién basal de la cromatina.

El MCmes, por su parte, no fue capaz de producir ningan efeettasobr
inclusion de EDI en transcriptos provenientes de construcciones con
mutaciones en el ESE o en el ESS sefalando que la integridad de estas
secuencias y, probablemente, la unién de proteinas SR a la ra@ian exé
regulatoria son indispensables para que el MCmes pueda ejercer el citado

efecto.
: Minigen de EDI.
promotor Dglobina EN [-globina Disefio del minigen reportero
= mmm  eecccccccccccccccccce ceee del splicing de EDI. El uso de

a; — J—ﬁ—‘({ primers (en rojo) que anillan

contra las junturas de las
Transcr'F)C'O” l ED secuencias de los genes D

lobina y FN permite obtener
sphcmg 9 yrRe

un producto de PCR que

.i- mRNA EDI+ corresponde a los

transcriptos derivados del
.( ( mRNA EDI- minigen pero no del gen

endoégeno de FN.
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Finalmente, y de modo de empezar a conocer las vias de transduccion
activadas por FC que partigipen la regulaciéon dgllicinglternativo de FN
EDI, mi tesis de licenciatura concluyé con la realizacion de ensayos de
luciferasa (LUC) con sistemas reporteros que responden addascds
transduccién de sefales de ERK1,2, Jp#8yPara ello, las células fueron co-
transfectadas con un vector que codifica para la enzima LUG bajeras
de un promotor minimo conteniendo secuencias de union de GAL4 (pG5-Luc)
y construcciones que expresan proteinas de fusion GAL4-Eigl @A 4-
ATF2, capaces de activar la tmpsion cuando ELK-1 o ATF-2 se
encuentran fosforilados. La fosforilacion del factor de traiseilK-1 esta
asociada a la activacion de la via Ras-Raf-MEK-ERK1,2. Sin enmbbigyo, ta
JNK y p38 son capaces de activar este factor de transcripaigny(¥uise-
Helmericks, 2000). Por su parte, ATés2ctivado por JNK y p38, pero no
directamente por ERK1,2. Los FC fueron capaces de aciistens SALA4-
ELK1 fuertemente y el sistema GAL4-ATF2 débilmente. Estos resultados
sefialaron, en conjunto, una importante activacion de la vida-R&kRa
ERK1,2 en respuesta a estos tratamientos ya que es la Udedasiares
estudiadas, que es capaz de estimular Gnicamente a ELK-1.
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Nuestro grupo de trabajo estd interesado en estudiar y cardateriz
influencia del microentorno celular sobrspltinglternativo en particular y
sobre los procesos de regulacibn de la expresion génica que genera
variabilidad proteémica en generaloljetivo del proyecto en el cual esta
inmersa esta tesis de doctorado es el de intentar definir los complawentes c
de la cascada de transduccion de sefiales que, desencadenadan igr lsnunié
FC, determina la regulaciongpdicinglternativo del pre-mRNA de FN.

Se intentara responder los siguientes interrogantes:

I. ¢Como afectan los FC el patron completo de isoformas de FN
(regiones alternativas EDI, EDII y 1ICS)Obedecen estmmbios en el
patrén de isoformas a una regulaciésmiinglternativo, a la estabilidad
diferencial de cada una de las isoformas y/o a una exportacion diferencia

de las mismas al citosol?

II. ¢Qué vias de transduccidn delsefson activadas por FC? ¢Cuales
vias de transduccion de sefiales estan involucradas en la regulacién de
splicinglternativo de FN y cuéles npQudles son las moléculas clave

involucradas? ¢, Cudles son necesarias y cudles son suficientes?

lll.  ¢Cudles son los factoressgkcingvolucrados en dicha regulacion?

¢, Coémo se modifica su actividad?

IV. ¢Afecta/n esta/s via/s de transddocte sefiales otros pasos en el
metabolismo del mMRNA de FN?

Objetivos
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Fueron utilizadas distintas lineasla@ls mamarias murinas cedidas por
la Dra. Mina Bissell (LBNUniversity of Califodé&akeley, Estados Unidos):
SCg6(linea mesenquimal, queratina-negativa y vimentina-positizaly SCp
EpH4 (lineas epiteliales, queratindipas y vimentina-negativas). SCp2 y
SCg6 son lineas derivadas de la cepa heterogénea CID9 (Schmidijauser
1990; Desprez, 1993), mientras que Bpddina linea derivada de la cepa
heterogénea IM-2 (Reichmaatral.1989; Hiragt a).1998). Estas lineas fueron
mantenidas en medio Dulbecco’s fiedliEagle’s medium-F12 (DMEM-F12,
Invitrogen) (1:1) conteniendo 2% (v/v) suero fetal bovinbviadeo por calor,
insulina (5 pg/ml, Sigma) y antibiético gentamicina (50 pg/ml, Invitrogen), y
fueron repicadas cuando alcanzaron una subconfluencia alaraem0%,
mediante la tripsinizacion con 0,05% tripsina pancreaticadémjitrddemas,
fueron utilizadas las lineas Hefliea de tipo epitelidérivada de hepatoma
humano), HelLa (linea de tipo djaitederivada de uoarcinoma cervical
humano), COS-7 (linea fibroblastica transformada derivada de mifidmode
verde africano) y HEK293T (linea fibroblastica transformada ddewatan
embrionario humano), las cuafegron mantenidas en medio DMEM
(conteniendo alta glucosa en el caso de las Ultimas tres lineas gelula
conteniendo piruvato de sodio s@o el caso de la linea HEK293T)
conteniendo 10% (v/v) suero fetal bovino inactivado por calor, y
penicilina/estreptomicina (100 unidades/ml y H0nl respectivamente,
Invitrogen) y fueron tripsinizadas con 0,25% tripsina pacereatia 3 dias
aproximadamente.

Para la mayor parte de los experiosese trabajé con las lineas SCp2 y
Hep3B con resultados similares. Muchos de los experimentos fueron
reproducidos en células EpH4 y Hdlas experimentos de interferencia por
RNA (RNAI) fueron mayormente llevados a cabo en células Hep3B o también
en Hela para el andlisis de lpresion de FGF-2. Las lineas COS-7 y
HEK293T fueron utilizadas para sslexpresar grarglecantidades de
AKT/PKB y mutantes. Para el andlisis de la traduccion del mRNA de FGF-2
se utilizaron células Heldado que expresan abante cantidad de esta
proteina.

Todas las células fueron mantenidas en estufa a 37°C con 5% de CO
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X Medio condicionadoy FC

Para la obtencién de medio condicionado, 183ckliflas “donantes”
(SCg6, SCp2 o EpH4) fueron plaqueadaglacas de 100 mm de didmetro.
Luego de 24 h, las células fueron lavadas dos veces con medio gin suero
condicionaron 10 ml de medio libre de suero por 24 h. El medio condicionado
de esas primeras 24 h fue colectado gfegatlo para eliminar restos celulares
(méxima velocidad, en centrifuBalco 2036). Las uok&s donantes
condicionaron otros 10 ml de medio por las subsiguientes 24 h. El
sobrenadante de cada centrifugacion fue utilizado para tlasacéulas

“receptoras”. Los efectos inducidos por este sobrenadanteeseadhis

factores en él disueltos y no a la presencia de células en el mismo ya que los

mismos resultados fueron obtenidos al filtrar el sobrenadaanésade un
filtro estéril de 0,43M (datos no mostrados). EI mismo procedimiento fue
repetido 24 h mas tarde, por lo gmalfhente las células receptoras fueron
tratadas durante 48 h con medio condicionado. La misma duracién twieron |
tratamientos realizados con FC.

En paralelo, 2 x:@élulas receptoras (SCp2, EpH4 o Hep3B) fueron
plagueadas por pocillo en placas de 6 pocillos, en medio DMEM-F19) 2% (v
suero (SCp2 y EpH4) o DMEM 10% (v/v) suero (Hep3B). A las 24 h |
células fueron lavadas dos veces con medio sin suero y permameeleron e
mismo por 24 h, luego de lo cual fueron tratadas por 48 h con medio
condicionado (con un cambio de medio luego de las primeras 24 ho con F
(en medio DMEM-F12 sin suero) o bien dejadas sin tratar en medio DMEM-
F12, sin suero.

Los FC utilizados fueron EGF, aFGF, bFGF, KGF/FGF-7, HGF/SF,
todos de Sigma y TGE- de R&D Systems. Estostfaes fueron utilizados

en concentraciones de 20 ng/ml.

x Tratamiento con inhibidores farmacoldgicos de vias de

sefalizacion

Las células fueron pre-tratadas con los inhibidores de MEK1, PD
98059 (PD) o U0126; con el inhibider PI(3)K, LY 294002 (LY); con el
inhibidor de p38, SB 202190; comiebidor de JNK, SP 600125; o bien con
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vehiculo (dimetilsulfoxido, DMSQO) por 3 h antes de ser incubadas con el
estimulo correspondiente en presedeiacada uno de los inhibidores (o

DMSO como control). Todos los intibies utilizados son de Calbiochem.

x Tratamiento con inhibidores de la transcripcién y de la
traduccién

Luego de un pre-tratamiento de 2 h con el inhibidor transcripcional,
actinomicina D (Act D, Invitrogen); con el inhibidor tradudgiona
cicloheximida (CHX, Sigma) o con sus respectivos vehiculos (DMSO,y etanol)
las células fueron incubadas con el estimulo correspondiergseanig de
cada inhibidor o vehiculo.

X Hambreado de aminoacidos

Para los ensayos de induccion de estrés por ausencia de agji@oacido
x10 células Hep3B fueron plagueadasppoillo en placas de 6 pocillos, en
medio DMEM-F12 10% (v/v) suero. A B4 h, las célulasefton lavadas dos
veces con PBS 1X, luego de lo cual fueron tratadas por 48 hsennigesb
buffe(D-glucosa 1,8 g/L, cloruro de magio [anhidro] 0,0468 g/L, cloruro de
potasio 0,34 g/L, cloruro de sodio 7.0 g/L, fosfato de sodio dibasimrdan
0,1 g/L, fosfato de sodio monobasico [anhidro] 0,18 g/L] suplementado con
10% (v/v) suero dializado o bien con DMEM-F12 suplementado con 10%
(v/v) suero dializado, como control.

x Reporteros desplicing alternativo

pSVEDA Tot(Caputiet aJ. 1994), que cuenta clanregion genémica

conteniendo al exdn EDI, sus intrones flanqueantes y los éanqeedntes

EDI-1 y EDI+1 del gen de FN humangddos al tercer exdn del gen db la
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globina humanal{gb). La expresion del gen quiméiBgh/FN se halla bajo

regulacién del promotor de lgb humana.

pSVEDA/FN mut (Crameret al. 1997), idéntico al anterior pero con
una regioén del promotor de FN conteniendo dos mutaciones|@sigfue no
afectan su regulacion en el contexto estudiado. Este minigen eyial ant
fueron utilizados con resultados simikanes estudio de la regulacién por FC.

pSVEDA/FN mut ‘2e (A-B+) (Crameret al. 1999), idéntico a
pSVEDA/FN mut pero con una delecion en el ESE.

pEDB-FN w{disponible en nuestro laboratorio), similar a pPSVEDA/FN
wtpero conteniendo al exon alternaBal y sus secuencias flanqueantes.

pEDB-9G8idéntico al anterior peronteniendo la secuencia de union
de 9G8, creada por insercidde un oligo doble cadena (5'-
GACAACGACGACGACTAGAA-3") en el sitixhd presente en el exon
EDB. Esta insercion no altera el marco de lectura.

pEDB-9G8asidéntico al anterior pero portando la insercibn en
orientacion antisentido y que fue utiizadmo control. Esta insercion no
altera el marco de lectura.

x Reporteros de traduccién

pLCS-EDA (Sanfordet al. 2004), cedido generosamente por el
laboratorio del Dr. J.F. Cacerbkedical Research Cbluman Genetics Unit,
Western General Hodpdtmhburgo, Escocia, Reino Unido) y que cuenta con la
secuencia codificante del gen de LUC a la cual se le agregé el ESE del exdén
EDI de FN al cual se une SF2/ASF (5 -GAAGAAGAC-3"). Esta insercion no
altera el marco de lectura.

pLCS-EDA (Sanfordet al. 2004), cedido generosamente por el
laboratorio del Dr. J.F. Cacerbkedical Research Cbéluman Genetics Unit,
Western General Hodpdtmhburgo, Escocia, Reino Unido) y que cuenta con la
secuencia codificante del gen de LUCualase le agrego una version mutante
del ESE del exén EDI de FN que carece, cuando es transcripta a RNA
mensajero, de sitios de pegada [B2/ASF (5"-GTTGTTGTAC-3"). Esta
insercion no altera el marco de lectura.

pSVCAT/catl/LUC(Yamaret aJ.2003), cedido gensamente por el
laboratorio de la Dra. Maria Hatzoglbegartments of Nutrition and Biochemistry,
Case Western Reserve University School GlewaicineDhio, Estados
Unidos), que es un reportero bicistrénico que expresaeiagmoranfenicol
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acetil-transferasa (CAT), traducida por el mecanismo canomieparagiente
y la proteina LUC, cuya traduccion dependatdeial ribosome entfijR&f)
del gen eucariota que cadifpara un transportador catidnico de aminoacidos
(catl), ubicado entre medio de ambas unidades codificantes.
pSVCAT/BIP/LUC (Yamaret al.2003), cedido generosamente por el
laboratorio de la Dra. Maria Hatzoglbegartments of Nutrition and Biochemistry,
Case Western Reserve University School GieMsdimineOhio, Estados
Unidos), idéntico al anterior pero conteniendo el IRES del gen eacariota
codifica para la proteina de union a la cadena pesada de la inmunoglobulina
(immunoglobulin heavyictoing prote®iP) en lugar del de catl.
pHPI1484(Kalliampakouet al. 2005), cedido generosamente por el
laboratorio de la Dra. Penelope Mavrombdtalegular Virology Laboratory,
Hellenic Pasteur Insthteaas, Grecia), similar al anterior pero conteniendo un
IRES del virus de la hepatitis C (HCV) en lugar del de catl.

x Plasmidos de expresion de proteinas SR

Para sobre-expresar proteinas SR adigleeta T7 en células eucariotas
fueron utilizados los pladsmidos pCGT7-SF2/ASF, pCGT7-9G8, pCGT7-SC35,
pCGT7-SF2/ASF 'RS, pCGT7-SF2/ASF'RRM1 y pCGT7-SF2/ASF
'"RRM2 (Cécerest a).1997; Sanfordt a).2005), cedidos generosamente por
el laboratorio del Dr. J.F. CaceMsdical Research Council Human Genetics Unit,
Western General Hgspitiimburgo, Escocia, Reino Unido). Para sobre-
expresar proteinas SRsifnadas a EGFP fuerartilizados los plasmidos
pPEGFP-SF2/ASF y pEGFP-9G8 (Denegfria).2001), cedidos generosamente
por el laboratorio del Dr. G. Biamonistifuto di Genetica Molededania,
Italia). Los plasmidos utilizados pamxfaesion en bacterias de proteinas SR
fueron pGEX-SF2/ASF, pGEX-SF2/ASFRS y pGEX-9G8 (Cavalat a).

1999), cedidos generosamente por losatabos de los Dres. J. Stevenin
(Institut de Génétique et de Biologie MoléculaireCMRINBERM/ULP,
Estrasburgo, Francia) y J. Tazi (CNRS, Montpellier, Francia).

x Plasmidos de expresion y reporteros de quinasas y proteinas

de sefializacién celular

Los siguientes plasmidos fueron cedidos generosamente por el
laboratorio del Dr. Omar Coso (LFBM-IFIBYNE-CONICET-FCEyN-UBA,
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Buenos Aires, Argentina): para la sobre-expresion degsraeisefalizacion
celular fueron utilizados pCEV-RdAX)/ pPCDNA3-Rac(QL) (Hochbawha).
2003); pCMV6-HA-AKT, pCMV6-HAT KM y pCMV6-HA-AKT Myr
(Ahmedet a).1997); mientras que para mediciavidad de la via de Ras-Raf-
MEK-ERK1/2 y de Rac los plasmideslizados fueron pG5-Luc (Promega),
pGal4-Elkl y pGBDXGal4-Atf2

El plasmido pCEFL-KZ-AU5-Ras(V12C40) (Olefa al. 2004) fue
cedido generosamente por el laborat®idr. J.M. Rojas (Centro Nacional
de Microbiologia, Instituto de $htarlos Ill, Madrid, Espafia).

Los plasmidos pECE-Myc-Clk1/2/3 (Duncat al. 1998) fueron
cedidos generosamente por el laboratorio del Dr. J.ReB@in@l Cancer Centre
Research LaboratQiigsva, Ontario, Canadd).

Los plasmidos pME-HA-mSRPK1/2 (Kuroyanagial. 1998) fueron
cedidos generosamente por el laboratorio del Dr. M. Hadilediea{ Research
Institute, Tokyo Medical & Dental UnilegpSity

x Otros plasmidos

Para la medicion de la eficiencia de transfeccion, las construcciones
anteriores fueron co-transtatas con el plasmido pCMgfal (Promega) que

expresa la enzim&galactosidasa decolia partir del promotor del gen
inmediato temprano de citomegalovirusmano. El plasmido Bluescript (pBS
SKr, Stratagene) fue utilizado para cdanple masa de DNA a transfectar.

En los casos en que fue necesario generar masa suficiéigmide p
para las transfecciones, fueron ssldiz Maxipreps mediante el uso de
columnas QIAGEN.

Brevemente, 250 ml de medio LB fueron inoculados con una alicuota de
bacterias conteniendo el plasmido de interés con el antibiotispormtiente
y fueron mantenidos por no menos de 20 h en agitador (Orlitl, Foama
Scientific). El cultivo fue trasvasadoamaderas de 1/2 litro y fue dejado
enfriar en hielo unos min. Fue centrifugado en rotor JA ldif{igenAvanti
J-25, Beckman) a 6.000 x g por 15 mi€.ae4%obrenadante fue descartado y
la mamadera fue invertislabre papel absorbente. El pellet fue resuspendido
en 10 ml de P1 (Tris-HCI 50 mM pH 7,5; EDTA 10 mM) conteniendsaRN
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A (Sigma) 5@®/ml. Luego, 10 ml de P2 (hidroxido de sodio 0,2 N; SDS 1%)
fueron agregados, mezclados por iiressesta mezcla fue mantenida por 5
min a temperatura ambiente. Posteriormente, 10 ml de P3 (aceitsia@ p

M pH 5,2) a 0°C fueron agregados, mezclados por inversidimegldscpor 15

a 20 min en hielo. Este volumen fugrdegado a 20.000 x g (rotor JA14) por

30 min a 4°C y el sobrenadante fue filtrado por embudo con gasa. Este fue

volcado en una columna QIAGEN-tip G@f@viamente equilibrada, la cual fue
vaciada por gravedad. La columna fue lavada dos veces con [3@fe)Ge

y el DNA fue eluido con 15 ml baffeQF. EI DNA fue precipitado con 0,7
volimenes de isopropanotgntrifugado a 15.000 x gtér JA20). Luego, el
DNA fue lavado con 5 ml de etanol 79%entrifugado ¢tor JA20) a 15.000 x

g por 10 min. El sobrenadante fue descartado por volcado y el pellatfue sec
al aire por 10 min. Finalmenéste fue resuspendido en Zbde HO. La
calidad, cantidad e identidad de l@snpidos se verificO por digestion y

electroforesis en gel de agarosa.

El plasmido pEDB-9G8 fue creado por insercion de un fragmento
correspondiente a la secuencia dadmede 9G8, defuta en Cavaloet al.
1999, en el sitishd del exon EDB de pEDB-FMt

La estrategia de clonado consisti6 en:

1) Disefiar y encargar lolggyos (Invitrogen):

-
cGA 3’

3 "-AGCA 57

Con estos oligos:
a) Se crea el ESE para 9G8, etmpdo las 20 basebtenidas por

SELEX (metodologia basada en la seleccion, amplificacion,

clonado e identificacion de kecuencias que se unen a la
proteina de interés) en Cavaioal.1999.
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b) No se altera el marco de lec{sminserta un total de 24 bases)

c) Se disrumpe el sitihd (CTGGAG).

d) Se crea un sitiBvli (CGATCG) con el objeto de mapear la
orientacion de la insercion.

e) Se deja un extremo 5 -TCGA-3" a ambos lados del oligo doble
cadena capaz de aparearse con los extremos cohesivos de un
plasmido linealizado ciind.

2) Resuspender los oligos en adoaforilar sus extremos 5 vy
anillarlos.

x Tratamiento de los oligos con polinucle6tido

guinasa (PNK) y anillado de los oligos

Ambos oligos fueron mezclados de tal manera que 50 pmoles de
cada oligo (800 ng totales) fueranliados con 2 U de la enzima PNK
(Invitrogen), 30 min a 37°C, en presencia de ATP 1 mMuffel
apropiado. Luego, la enzima fue inactivada a 75°C por 10 min y la
mezcla fue dejada enfriar lentamente en bafio de agua para fvorecer
anillado de los oligos.

3) Digerir 10 R de pEDB-FNwtcon la enzimXhd por 2 h a 37 h,
purificar la banda correspondiente al plasmido linealizado,
cuantificar la concentracion de plasmido purificado en gel de agarosa
por comparaciéon con un marcador de masa y defosforilar sus

extremos.

x Purificacion de bandas de DNA de geles de agarosa

La purificaciéon de bandas de DNA a partir de geles de
agarosa fue realizada con QIAEXAfarose Gel Extraction Protocol
(Qiagen) siguiendo las instrucciones del fabricante. Brieydme
banda de DNA fue cortada del gel de agarosa, colocada en un tubo
de 1,5 ml, al cual se le agregd 3 volimendsffigsQX1.
Posteriormente, fue agregada la resina QIAEHXeldo de haberla
resuspendido en vértpar 30 s). Se incubd por 10 min a 50°C para
solubilizar la agarosa, mezclanda @amin para mantener la resina
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4)

en suspension. La muestra fue centrifugada por 30 seg y el
sobrenadante fue descartado. Luego de Iguete¢bn 500+ de

QX1, el mismo fue lavado dos veceshedfePE. El sobrenadante

fue descartado y pkllefue dejado secar al aire por 15 min. A
continuacion, fueron agregados 20de agua y el pellet fue
resuspendido. Luego de centrifugar por 30 seg, el sobrenadante
conteniendo el DNA fue trasvasado a un tubo nuevo. En todos los
casos en los que se utiliz6 gstd#ocolo, una alicuota del DNA
purificado fue corrida en un gel de agarosa para verificar ta correc

purificacién y posterior cuantificacion.

X Tratamiento del vector lineakado con fosfatasa alcalina

Los extremos fosfato del vector linealizado fueron removidos
mediante la accion de la fosfatasa alcalina de ca®landmp (
Alkaline Fosfafadeue realizada una incubacion de 45 min a 37°C y
luego la enzima fue inactivada por calor (15 min a 65°C).

Realizar la ligacion, transformar la misma y chequear los clones

transformantes

X Ligacion, transformacion y chequeo

Para la reaccién de ligacion se realizd el correspondiente
control sin la enzima Ligasa (Invitrogen), el control con la enzima,
pero sin inserto y dos tubos (I y 1) con diferentes relaciones molares
inserto-vector, 3:1 y 50:1, tagto presencia de rATP 1 mNbyffer
de ligasa. Los diferentes tuliosron dejados toda la noche a
temperatura ambiente y al dfmisnte su contenido fue utilizado
para transformar bacterias ceteptes (Sambrook y Russell, 2001),
utilizando para ello bacteriasolide las cepas DHZpreviamente
procesadas segun el métode Hanahan (Hanahan, 1983).
Posteriormente, fueron chequeados los clones transfermante
mediante preparacion de plasmidos en pequefia escala (miniprep) y
por medio de dos PCRs para cada clon, con un primer 5" que anilla
con en el exbn EDB rio arriba de la insercion (EDB For, 5'-
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GGTACCGCATCACAGTAGTTGCGG®-3") y utilizando como

3" cada uno de los dos oligos con que se realiz6 la insercién. Los
productos fueron corridos en geles de agarosa 2% y los clones
positivos pEDB-9G8 y pEDB-9G8as fueron identificados por
originar producto del tamafio correspondiente en una PCR y no en

la otra (y viceversa).

Fueron utilizados siRNAs de Invitrogen y Dharmacon con similares
resultados. Los siRNAs (secueseiaido) fueron los siguientes:

si9G8, 5'-AGGAGAGUUAGAAAGGGCU(T)(T)-3;

siSF2/ASF, 5'-CCAAGGACAUUGAGGACGU(T)(T)-3’;

siSC35, 5-UCGCCUUCGUUCGCUUUCACGACAA-3".

Como control fueron utilizados siRNAs no relacionados o plasmidos
vacios. En todos los cosas fueron agregados 40 pmol de siRNA por pocillo de
35 mm en las transfecciones con Lipofectamina y 100 pmoles de siRNA por
pocillo de 35 mm en las transfenes con Lipofectamina 2000.

5. Transfecciones

Las transfecciones celulares fueralizaglas con los reactivos FUGENE
6 (Roche) en el caso de las lineas celulares mamarias y Lipofectamina o
Lipofectamina 2000 (Invitrogeeh el caso de lasniles lineas celulares (el
dltimo reactivo se utilizé6 solamente peadizar la deplecion de SF2/ASF por

RNAI previa a los analisis de FGF-2).

X FUGENE 6

Por pocillo (35 mm) de placa @epocillos a transfectar, fueron
mezclados (en tubos eppendorf)#de medio sin suero y sin otros agregados

y 3 P de FUGENE 6. Fueron agregado®2de DNA total. El contenido fue
mezclado suavemente y fue incubmo 15 min a temperatura ambiente.
Finalizado dicho periodo tiempo, la mezcla fue agregada de a gotas al pocillo
conteniendo 2 ml de medio 1% (v/vemucon insulina o medio sin suero con
insulina y a las 24 h, el pocillo fuedawdos veces con medio sin suero y el

tratamiento correspondiente fue aplicado. En el caso de placagalog4 p
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todos los valores (masas y volimdnesdn los correspondientes a la quinta
parte de los utilizados en placas de 6 pocillos.

X Lipofectamina

Por pocillo (35 mm) de placa 6epocillos a transfectar, fueron
mezclados (en eppendorf o tubos de poliestireno i@Omedio sin suero y
sin otros agregados, Y2 de DNA total. En otro tubo de poliestireno fueron

mezclados, por pocillo, 1@de medio sin suero y sin otros agregadoR y 6

de Lipofectamina. Luego, el contenido de ambos tubos fue mezclado
suavemente e incubado por 40 min a temperatura ambientee @stant
tiempo, las células fueron lavadas c@& P8y el medio fue reemplazado por

0,8 ml de medio fresco sin suero y sin antibioticos. Luego de neezclar, |
solucion de DNA y Lipofectamina fue @olucida, de a gotas, en cada pocillo.
Las células permanecieron durante 5 h a 37°C en este medio,ltuegal de
este ultimo fue reemplazado por el medio correspondiente. Bndel pesas

de 24 pocillos, todos los valores (masas y volumenes) fueron los
correspondientes a la quinta parte glatibzados en placas de 6 pocillos.

x Lipofectamina 2000

Por pocillo (35 mm) de placa @epocillos a transfectar, fueron
mezclados (en eppendorf o tubos de poliestirenolf 280medio de cultivo
Optimem (Invitrogen) y 100 pmoles de siRNA. En otro eppendorbaléub
poliestireno fueron mezclados, por pocillo, 28@ medio Optimem y B de
Lipofectamina 2000. Cada tubo se ineut@mperatura ambiente por 15 min.
Luego, el contenido de ambos tubos fue mezclado suavementede pamuba
otros 15 min a temperatura ambiente. Durante este tiempo, dasfeéfoh
lavadas con PBS 1X y el medio fue reemplazado por 2 ml de Optimem. La
solucion fue introducida, de a gotas cada pocillo. Las células HelLa
permanecieron durante 24 h a 37°C en este medio antes de camlahrlo po

medio correspondiente a cada linea celular.
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El medio de cultivo fue aspirado y F®@e solucién desnaturalizante

(Isotiocianato de guanidinio 4 M, Citrato de sodio 25 Emvrcaptoetanol
0,1 M y N-laurilsarcosina 0,5%) fueron agregados por pocillagasndelet
pocillos. En los casos en que los tratamientos generaron miudate los
pocillos fueron lavados con medio de cultivo sin suero previo al@agiega
solucion desnaturalizante de modo iderelr restos celulares en suspension.
La solucion fue trasvasada a tubos eppendorfydglacetato de sodio 3 M
pH 4 fueron agregados por tubo. El contenido fue mezclado psicimwe
500 P de fenol:HO fueron agregados y mledos. Posteriormente, 180de
cloroformo:isoamilico (49:1) fueron agregados. El contenido filadmenn
ayuda de un vortex durante 10 seg éandou30 min en hielo. Posteriormente,
fue centrifugado 30 min a 10.000 RPM (9.300 x g, centrifugaadefrigids
R, Eppendorf) a 4°C. La fase acuosa fue trasvasada a otrqpéaunomrépy
precipitada con un volumen de isopnapd 00% durante al menos 60 min a
-20°C. Luego, fue centrifugada 36 anil0.000 RPM a 4°C. El sobrenadante
fue volcado y fueron agregados BOfe etanol 75%. Para desprendpelét
de la pared del tubo, fue utilizado utexdy, posteriormente, fue realizada una
centrifugacion de 10 min a 10.000 RPM (9.000 x g). El sobrenadante fue
descartado y pklletecado al aire. Finalmente, este ultimo fue resuspendido en
H-O libre de RNasas y guardade88°C (Chomczynski y Sacchi, 1987;
Sambrook y Russell, 2001).

Previamente a la sintesis del DNéglementario, la calidad y cantidad
de RNA fue chequeada en geles de agarosa al 1% corridos a 5 V/cm en TBE
1X (acido bérico 89 mM, Tris 89 mM y EDTA 20 mM, en TBE 10X) tefiidos
con bromuro de etidio.
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x Sintesis de DNA copia (cDNA) a partir de RNA de células

en cultivo

Para sintetizar cDNA a partir del RNA extraido, el RNA contenido en
un volumen de 3 fue desnaturalizado a 65°C por 5 min, transferido a 0°C, y
luego fue mezclado con Bsde Tris-HCI pH 8,3 50 mM, cloruro de potasio
75 mM, cloruro de magnesio 3 niM,T 10 mM, RNAsin 20 U (Promega),
dNTPs 400V, pdTi2182,5 M (Pharmacia) y transcriptasa reversa del virus
de la leucemia muridea Moloney (MMLV-RT, Invitrogen) 300 U. Los tubos
fueron incubados a temperatura ambiente durante 10 min, l58gaarante
1 hya95°C por 5 min. Fueron incluidos siempre controles sin RNA.

x Amplificacién de cDNA por PCR

Las reacciones de amplificaciondineealizadas segun las indicaciones
del proveedor utilizandose 1,5 &l cloruro de magnesio, 280 dNTPs y
1,5 unidades de Taq Polimerasa (Im@tipen todos lasasos. Como molde
fue utilizado un 10% (®) de la reaccion de sintesis de cDNA.drimsers
fueron utilizados en una concentracion déMlfinal cada uno. En los
protocolos en que se especifica, fue agregado DMSO 3% (vi)nuiaea e
bandas espurias y fueron agregado&0,de $2P-0 dCTP por tubo en las
PCRs radioactivas. Siempre fueron incluidos controles sin cDNA molde.

La amplificacion fue realizada en un termociateoidelo PTC-100 (MJ

research, Inc.).

Los productos de amplificacién fueranalizados de las siguientes
maneras:

-en geles de agarosa al 1-1,5% en TBE 1X, teflidos con bromuro de
etidio. La electroforesis fue realizada a un voltaje constantende 5V

-en geles de poliacrilamida 6% nativos en TBE 1X. La electroforesis fue
realizada a una potencia constante de 15W. En este Ultimo cesdydtasp

fueron visualizados gracias a la inclusior#e @CTP en la PCR. Esto
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permitié, ademas, cuantificar la proporciéon de cada isofospicoePara
ello, el gel fue deshidratado en saeeadora modelo 583 (Bio-Rad), fue
realizada una autoradiografia, el gel y la autorradiografiaupernonestos y
las bandas correspondientes a cadarrisa estudiada fueron recortadas.
Finalmente, la radioactividad de cadda&&ue cuantificada en un contador de

centelleo LS 6500 (Beckman) por el método de Cerenkov.

x FN EDI endégeno de raton

Fueron utilizados los oligonucleétidos mFNdir y mFNrev (Wetbajh
1998). La amplificacién fualizada del siguiente modo:

Un primer paso de destoralizacion a 94°C por 5 min, seguido de 30

ciclos de:
Desnaturalizacién: 94°C por 1 min.
Apareamiento: 63°C por 1 min.
Elongacion: 72°C por 1 min.

Un paso de elongacion final de 5 min a 72°C.

x FN EDI endégeno humano

Fueron utilizados losligonucleétidos hFN-dir4860 y hFN-rev5758
(Srebrowet al.2002). Fue utilizado DMSO. La amplificacion fue realizada del
siguiente modo:

Un primer paso de degaralizacion a 94°C por 3 min, seguido de 26

ciclos de:
Desnaturalizacion: 94°C por 1 min.
Apareamiento: 62°C por 1 min.
Elongacion: 72°C por 2 min.

Un paso de elongacion final de 10 min a 72°C.
X Minigen EDI
Fueron utilizados los oligonucldés pSV5'j y pSV3'j (Capat al.
1994). Fue utilizado DMSO. La amplifmadue realizada durante 30 ciclos

del siguiente modo (Cranetm).1997):
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Desnaturalizacion: 94°C por 45 seq.
Apareamiento: 63°C por 1 min.

Elongacion: 72°C por 30 seg.

x FN EDII endbgeno de ratén

Fueron utilizados los oligonucleétithdDB-dir (la secuencia humana
guarda 100% de identidad conmarina) y mEDBev (5"CAGTGGA
CAGTGAATGAGTTGG 3°) (Srebrowet al. 2002). La amplificacién fue
realizada del siguiente modo:

Un primer paso de destoralizacion a 94°C por 3 min, seguido de 30

ciclos de:
Desnaturalizacién: 94°C por 1 min.
Apareamiento: 63°C por 1 min.
Elongacion: 72°C por 1 min y 40 seg.

Un paso de elongacion final de 5 min a 72°C.
x FN EDII endégeno humano
Fueron utilizados los oligonucledsichEDB-dir y hEDB-rev (Srebrow

et al.2002). La amplificacion fue realizada del siguiente modo:

Un primer paso de degaralizacion a 94°C por 3 min, seguido de 30

ciclos de:
Desnaturalizacion: 94°C por 1 min.
Apareamiento: 63°C por 1 min.
Elongacion: 72°C por 1 miny 40 seqg.

Un paso de elongacion final de 5 min a 72°C.

X Minigen de EDB

Fueron utilizados los oligonucledtid@3-glob (5 CTTCAAGCTCC
TAAGCCACTG 3") y bra 2 (5 TAGGATCCGGTCACCAGGAAGTTGGT
TAAATCA 3°). Fue utilizado DMSO. La amplificacion fue realizada durante 30
ciclos del siguiente modo:

Desnaturalizacion: 94°C por 45 seg.

Apareamiento: 63°C por 1 min.
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Elongacion: 72°C por 30 seg.

x FN IIICS end6geno de ratén

Fueron utilizados los oligonucldés mllICSdir y mllICSrev (Chauhan

et al.2004). La amplificacion fue realizada del siguiente modo:

Desnaturalizacion: 94°C por 30 segq.
Apareamiento: 62°C por 30 seg.
Elongacion: 72°C por 60 seg.

La cuantificacion de los transcripdesivados de los pldsmidos pLCS-
EDA y pLCS-EDA fue llevada a cabo por RT-P&Rtiempo real, utilizando
un DNA Engine Opticon sy@®&yRad). Las amplificaciones fueron realizadas
en cloruro de magnesio 3,5 mM y SYBR Green 1:30.000 (Molecular Probes)

con una incubacion inicial a 94°C por 3 min seguida de 35 ciclos de:

Desnaturalizacion: 94°C por 30 seg.
Apareamiento: 62°C por 30 seg.
Elongacion: 72°C por 1 min.

Los oligonucledtidos fueron descriptos previamente (Sanford et al.,
G&D/2004).

Las células fueron lavadas y cosechadas er®® RBS& frio y luego
centrifugadas a 4°C por 2 min a 2.000 RPM. El pellet fue réslssparnl50
P de RSB (Tris-HCI pH 7,5 10 mM, cloruro de potasio 10 mM, espermidina
0,5 mM, espermina 0,15 mM, NP40 0,1% (v/v), DTT 1 n@\myplete protease
inhibitor cockte [Roche]). Luego de 5 min de incubacién en hielo, las células

fueron lisadas en vértex. Los nacleos fueron colectados pdugzeim a
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4°C por 10 min at 2.000 RPM, correspoidiert sobrenadante a la fraccion
citosolica.

Luego de los tratamientos, las células fueron lisadasam@X buffer
(SDS 4%, glicerol 20%, Tris 120 mM, azul de bromofenol 0,002% Yy
mercaptoetanol 200 mM) a los tiempgas se indican etada caso. Las
proteinas fueron separadas por electroforesis en gel de putlactil2®o
(SDS-PAGE).

Luego de cada tratamiento, las alfuleron lavadas con PBS frio y
cosechadas dnuffede lisis (HEPES pH 7,5 20 mM, NP-40 1% [v/v], cloruro
de sodio 300 mM, EGTA 10 mMgglicerofosfato 40 mM, cloruro de
magnesio 2,5 mM y vanadato de sbditM). Luego de remover los residuos

celulares, 10& de proteina de la fraccién soluble fueron mezcladbseftem

de extraccion SDS para llegar a una concentracién final 1X (SDS 3% [p/v],
glicerol 10% [v/v], Tris-HCI pH 6,8 40 mM y DTT 50 mM) y calentado a 95°C

por 5 min. Para la cuantificacion de proteinas, fue utilizadcay® €eies
proteinas de Bio-Rad. Basicamente, datiks de cada muestra, junto con una
curva de estandares de BSA (de 005 mg/ml de proteina), todas en un
volumen final de 1®, fueron mezcladas con 2BGle una dilucién al quinto
del reactivo de Bio-Rad en una pte®6 pocillos a temperatura ambiente.
Luego, fue determinada la absorbamaci570 nm. La precipitacién de las
proteinas fue llevada a cabo agregando acetona fria edo¢abraezcla a
-20°C por 20 min. Luego de lavar caama 80% (v/v), el pellet fue secado
en vacio (SAVANT SVC 100H). El pefietteico fue resuspendido en 40

de buffede isoelectroenfoquieufetEF: urea 8 M, tritbn X-100 2% [v/vE
mercaptoetanol 5% [v/v], anfolitos Btad Bio-Lyte 3-10 2% [v/v] y azul de
bromofenol 0,01% [p/v]) por 1 h a 37°C con agitacion ocasiardlifjugado

a 10.000 x g por 10 min. El sobrenadamstesdmbrado en el catodo de un gel
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de IEF (gradiente de pdHe 3-10) y recubierto cdwuffedEF 0,5X. La
electroforesis bidimensional en gel fue llevada a cabmidfrotean® 2-D
(BIO-RAD) de acuerdo a las instruccionefaliécante. La electroforesis en la
primera dimension fue desarrollada a 700 V por 6,5 h (el pre-enfoque fue
omitido). Los geles de IEF corridos fueron incubadbsiféetle equilibrado

(SDS 3% [p/v], Tris-HCI pH 6,8 62,5 mM, EDTA 0,1 mM, glicerol 10% [v/v],
¢mercaptoetanol 2% [v/v] y azul de bromofenol 0,01% [p/v]) e
inmediatamente congelados en hieloysgoardados a —80°C. Para la segunda
dimensioén los geles fueron cargados en un SDS-PAGE 12% (p/v) y recubierto
conbuffede equilibrado 0,5 X suplerta@io con agarosa 1% (p/v).

Luego de electrotransferir las proteinas a membranas déulngace
fue realizado el bloqueo de dichas membranas con una soluci@ue blo
leche 5% (p/v) en TBS contenientweefTTBS) 0,05% (v/v), por 1 h a
temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. A continuaci@uls® la
membrana con el anticuerpo primario correspondiente en sdiibi@gueo
(la anteriormente descripta o bien seroalbumina bovina [BSA] 0,5% [p/v] en
TTBS) por 1 h a temperatura ambiente o toda la noche a 4°C. Luego de 3
lavados de 5 min cada uno con TTBS se incub6é la membrana con un
anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa en solucion deyvloggeale
lavar se reveld por el sistema de detesci@anced chemilumigiscehce

Los anticuerpos utilizados fueranti-fosfo-ERK (pERK), antifosfo-
JNK (pJNK), anti-fosfo-p38 (pp38), anti-ERK2, anti-JNK, &&ij-anti-PKB
(Santa Cruz Biotechnology, provistos por el Dr. O.A. CoBd-LIHBYNE-
CONICET-FCEyYN-UBA, Buenos Aires, Argentina) y anti-fosfé/RKB
(PAKT, Cell Signalling Teublogy); anti-SF2/ASF (mAb 103; provisto por el
Dr. A.R. KrainerCold Spring Harbor Laboratory, Cold Spriniyué¢sdndfork,
Estados Unidos), anti-9G8 (mAb 1C6, provisto por el Dr. J.iStévetitut de
Génétique et de Biologie Moléculaire et CERSANSERM/ULP,
Estrasburgo, Francia); anti-AU5, antiyHanti-Myc (Covance, provistos por el
Dr. O.A. Coso, LFBM-IFIBYNE-CONICET-FCEyN-UBA, Buenos Aires
Argentina); anti-T7 (Novagen); y -&@iF-2 (sc-79 y sc-7911, Santa Cruz
Biotechnology, provistos por la Dra. C. Lanari, Laboratoriorciedgénesis
Hormonal, Instituto de Biologia y Medicina Experimental, CONIBEENos
Aires, Argentina).
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Para los ensayos con microscopia de fluorescencig &IulEs
fueron plagueadas en pocillos de 35 mm y transfectadas 24 hcdespbés
ng de pEGFP-9G8 o pEGFP-SF2AS 1.750 ng de pECE-Myc-Clk2,
pCMV6-HA-AKT Myr o vector vacio. 48 h después las células fijgxtan ¥
sujetas a ensayos de inmunofluorescpaciadetectar las proteinas CIk2 y
AKT Myr. Las células fueron fijadas doml de paraformaldehido 4% (p/v)
en PBS por 15 min a temperatura ambiente, lavadas dos veces con PBS,
permeabilizadas por 5 min con 1 mirdén X-100 0,2% (v/v) en PBS, y
luego de lavar con PBS, bloqueadas por 30 min con 1 ml de BSA 3% (p/v) en

PBS. Luego de la incubacién con BO@el anticuerpo primario (anti-HA o

anti-Myc) y 10(® del secundario (acoplado a Cy5) en solucién de bloqueo y
extenso lavado con PBS, la células fueron montadas/ectashield
conteniendo ioduro de propidio (Vect@aboratories). Las imagenes fueron
capturadas en un microscopio conf@ginpus Fluoview FV8@Gipado con

un objetivo para aceite de inmersion de 60X. Para la excitaciéon de &€GFP fu
utilizado el laser de argon (488 nm); pavecitacion del ioduro de propidio, el
laser de helio-nedn verde (543 nm); y |paexcitacion del Cy5, el laser de
helio-nedn rojo (633 nnBll programa utilizado pataptura de imagenes fue
elFluoviewersiéon 3.3 (Olympus).

X  Proteinas de fusién glutatién-S-transferasa (GST)-SR

Las proteinas de fusion GST-SR fueron sobre-expresadas eftla cepa
coliRosetta pLysS BL21 (Novagen). PHoa las bacterias fueron crecidas
durante la noche a saturacién en 20 ml de LB conteniendo losicarstibiot
ampicilina y cloranfenicol. A la madiasiguiente, las bacterias fueron
transferidas a 500 ml de medio fresgdeniendo ampicilina, cloranfenicol y
glucosa 0,2% (p/v) e incubadas a 37°C hasta que la densidad optigdébfue de

(a 600 nm). Luego, fueranducidas con isopropé#tiogalactopirandsido
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(IPTG) 1 mM durante 3 h. Las bacterias fueron centrifugada@é pan a
3000 RPM vy lisadas en solucion A (Bd@feniendo tritbn X-100 1% [v/V],
EDTA 1 mM, PMSF 1 mMComplete protease inhibitor LécKaithe]).
Posteriormente, los lisados fueron congeladas en nitrdgeno liquido y

descongeladas a 37°C dos veces y sonicadas tres veces al 50% de amplitud en

tubos falcon de 15 ml. Posteriormente, los lisados fueron cetdsfaga000

RPM por 15 min y el sobrenadante fue mezclado con una resina de glutatién-
sefarosa 4B-CL (Amersham-Pharmacia) y agitado por 60 min a&déCla_u
mezcla fue centrifugada por 5 min a 3.000 RPM, el sobrenadarteeldgsca

el pellet resuspendido emllde solucién A y transferido a un tubo eppendorf.
Luego de tres lavadosncsolucién A y de dos lavados con solucion A sin
tritdn X-100, las proteinas de fusion aelas con la resifiieron guardadas a

4°C.

X Inmunoprecipitacion de proteinas

Para los ensayos deftmilacion de proteinas SR por AKT/PKB, 1-2
x10 células HEK293T o COS-7 fueron sfactadas en placas de 100 mm con
pCMV6-HA-AKT o pCMV6-HA-AKT KM, o bien no fueron trangfatas.
Luego de 48 h, las células fueron lavadas con PBS frio y lisadashaffC en
de lisis de AKT/PKB (Tris-HCI pH,5 20 mM, cloruro de sodio 137 mM,
tritdn X-100 1% [v/v], glicerol 10% [M/Mluoruro de sodio 20 mM, vanadato
de sodio 2 mM, DTT 1 mMEglicerofosfato 25 mM@omplete protease inhibitor
cocktaillX [Roche]). Luego de descartar los restos celulares insolubles, los

extractos fueron incubados conMlde anticuerpo anti-HA (MMS-101R,

Covance) por 1 h a 4°C, luego de lo cual fueron incubado® ¢dmle2
Gamma-Bind sepharose($aatds Cruz Biotechnology) por 30 min a 4°C.
Finalmente, la mezcla fue centdfiagya 3.000 RPM por 30 seg a 4°C y el
sobrenadante descartado. Los lisados sin transfectardoeetdos al mismo

procedimiento y utilizados como control negativo.

Luego de extenso lavado, los inmunoprecipitados fueron inculrados co
10 mCi de J3?P]ATP por 30 min a 25°C en 30 mhd&ede quinasa (HEPES
pH 7,4 20 mM, cloruro de magnesio 10 mM, cloruro de manganeso 10 mM,

DTT 1 mM, ATP 20 mM), utilizando 1- de proteinas de fusion GST-SR
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(cuantificadas por comparacion contra una curva de masa ded@S88[@S-

PAGE tefido conCoomassie )blwe bien histona H2B (Santa Cruz
Biotechnology) como sustrato. Las reacciones fueron tempnadgregado

de 5Xsample buffeluego fueron hervidas. La incorporacion de fosfato fue
analizada por electroforesis de las muestras en un SDS-PAGE 12% (p/v) y

autoradiografia.

1. Obtencioén de extractos celulares

Las monocapas fueron lavadas unaaePBS 1X luego de lo cual, 200
R de buffede lisis (Reporter LydisifferPromega) fueron agregados a cada
pocillo. Con la ayuda de wrbber policemas lisados fueron trasvasados a
tubos eppendorf. Estos permanecieron a -80°C hasta la dei@mntiedas
distintas actividades. Previo a la misma, fueron centrifugados ad &0 x

min y los sobrenadantes fueron utilizados para la medicién de dicha actividad.

2. Deteccidn de la actividad LUC

Para determinar la actividad LUC fue utilizado un kit de la empresa
Promega. Brevemente, B@le extracto fueron mezclados con BGfe buffer
de ensayo (Luciferase agandfetl) en tubos de luminémetro evitando la luz
directa e inmediatamente la actividad LUC fue cuantificada en un lumindmet
Junior (EG&G Berthold, Bad WilbadgAlania) como emisién de luz durante
30 seq.

Un volumen déufferegal 2X (Fosfato de sodio 0,2 M pH 7,4, cloruro
de magnesio 2 mM,Emercaptoetanol 0,1 M y Orto-nitro-fenil-
galactopirandsido (ONPG) 1,33 mg/mlun volumen del sobrenadante de
cada extracto centrifugado @iendo un volumen final de 1B@or pocillo)
fueron colocados, por pocillo, ghacas de 96 pocillos e incubados a

temperatura ambiente hasta desarddlocolor amarillo. La reaccion fue
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detenida con 10® de carbonato de sodio 1 M por pocillo. Finalmente, la
absorbancia a 415 nm fue medidaurerespectrofotometro DU Serie 500

(Beckman).

Para evaluar la actividad CAT,M@el sobrenadante obtenido a partir
de los lisados celulares fueron calentado§€ 06010 min y mezclados en un
volumen final de 10@ conteniendo Tris-HCI pH 7,8 120 mM, ®&1 de
14C-cloranfenicol y 299 de n-butirii CoA (Sigma), a 37°C por 2 h. El

producto, cloranfenicol n-butirilgdioie extraido por agregado de 20@de

una mezcla 2:1 de tetrametilfenilemeitia [TMPD] — xilgo, mezclado por
vortex por 30 seg, centrifugado por 2 min a méaxima velocidad y, feyalment
70 R de la fase superior fueron cuantificados con tolueno mediante un

contador de centelleo.

Materiales y Métodos

74






Nuestros trabajos previos indican que un importante numero de FC
(EGF, bFGF, HGF/SF, aFGF y KGF), al igual que el MCmes, son capaces de
estimular la inclusién del exdn alternativo EDI, pero no de EDII en el mMRNA
maduro de FN. Para obtener el pamar&ompleto de la regulacion de las
isoformas alternativas de FN, realizanmosindlisis de la region alternativa
IIICS. Luego de exponer a las céluldifeaentes estimulos por 48 h, éstas
fueron colectadas y su RNA fue &g para comparar las diferentes
isoformas desplicingor RT-PCR radioactiva cpnimergue aparean en los
exones flanqueantes a las zonas de interés (Fig. 16a). Nuwmbleme
encontramos una fuerte correlacion en la regulacgpiiciegiternativo de las
regiones alternativas EDI y IlICS en resjaua FC y a MCmes, a diferencia de
lo observado para EDII (Fig. 16b-d yodano mostrados). Las mismas sefales
gue fomentaron la inclusién de EDlireslaron la isoforma I1ICS-120, que
corresponde a la inclusitotal de IlICS. Esta isofma contiene un motivo
LDV que es capaz de promover la adhesion celular por interaociés co

integrinasRi B y DI & (Humphriest a].1986). Por lo tanto, y dado que EDI

es un ligando para las integrini®@€l y D E esta nueva FN sintetizada
tendria un potencial incrementado para unirse a un grupo giaaste
asociadas con adhesion celular, proliferacion, migracion e nndiecio
metaloproteinasas de matriz (Huhealal.1995; Serirgt aJ.1998; Manabet
al, 1999; Saitet a).1999; Liaet a.2002).

Esta correlacion encontrada en la regulaciosplighglternativo de
EDI y llICS sugiere algun tipo de contrologsy/o en transcompartido por
estas dos regiones de la FN. Por el contrario, el hecho desqlieingi
alternativo de EDII no sea afectado por estos tratamientos cootfiened
splicinglternativo de EDI y EDII es controlado por mecanismos moleculares
diferentes (Lim y Sharp, 1998; Craehat.1999; Kadeneat al.2001).

A partir de aqui, a menos queirsdgique lo contrario, se utilizé
indistintamente HGF/SF, KGF/FGF-7 o Mres bajo el rotulo de “FC” para

estimular los cambios en lafasmas alternativas de FN.
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: Regulacion del patron  de isoformas murinas de F N por FC. El esquema muestra las tres
regiones de FN que presentan splicing alternativo. Arriba se muestra el mayor polipéptido de FN posible. Las flechas
indican la ubicacion de los primers utilizados para amplificar las diferentes isoformas. Las células SCp2 fueron
tratadas con FC (20 ng/ml finales) y 48 h después del tratamiento se extrajo el RNA y se lo sometié a RT-PCR para
evaluar las isoformas de FN EDI+ y EDI- (cociente EDI+/EDI) , las isoformas LDV+ (I1ICS-120) y LDV- (IlICS-0 y
IICS-95; cociente LDV+/LDV-) vy las isoformas EDII+ y EDII- (cociente EDII+/EDII-) . Las variantes de splicing
fueron analizadas como se indica en Materiales y Métodos. Los valores en los histogramas corresponden a la media
r el error estandar. Los experimentos fueron realizados en duplicado siempre y repetidos al menos dos veces.

Resultados similares fueron obtenidos en células EpH4 y Hep3B.

2. Papel de la estabildad del mRN Ay de la $ntesis de uevas

proteinas

Nos pregatamos entoces si l0$-C actlan d/oreciendopor splicing
altenativo, la prduccion dauna mayor mporcién denRNA corieniendo las
regies alternatas o bien, rnativamete, alterandta estabilidirelativa de
las dferentes idormas desflicii alternato previarente sintetiadas. Por lo
tantq evaluamosl efecto déos FC en @ulas pretratias con ehhibidor de
la transcripcionAct D, unastuacion enla cual el tico modode alterar el
patréh de isofomas es ambiando laestabilidad d mRNA previamente
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sintdizado. El pdodo de egtiulacion elgdo fue sufiientementéargo como
paraobservar uaregulaciémlel splicinglernativo deEDI, sin conprometer la
supevivencia celar por efe de la AcD. Luego dein tratamieto de 16 h
conFC, el cociete EDI+/E DI- aumend mas de u$0%, un efgo que fue
completamente lbqueado poAct D (Fb. 17). Augue este reffado es un
argumento de ps en contrale la positidad de urcambio end estabilidad
del mRNA paraexplicar laregulacion loservada, o podemosdescartar la
posbilidad de gela Act D sté inhibiedo la sinteside novie wa proteina
necearia para cabiar la estalidad relatia de ambasoformas. i embargo,
obsevamos un @mento deméas de cuatrveces em cocienteEDI+/EDI-
cuarmo el trataniento conFC se realiz en presetia del intiidor de la
tradwccion CHX,que si biemhibe la simsis de nuexs proteinaso inhibe la
trangripcion y ebplicinde n@vos RNAsEstos resudtlos no sélaescartan la
ultima hipotesisiso que demestran quealregulaciémlel splicingternativo de
FN es indepenédnte de la intesisde no de protaias y es penciada por
CHX. Més aunalAct D blogueé totalmete los efecwde los FG CHX (Fig.
17). Notablemete, se obtvieron reswhdos simile@s para k cocientes
LDV+/LDV- de llICS en etas condiciees, expandido la corrlacion entre

la rggulacion de Bl y 1IICS ain mas (das no mostrdos).

Resiltados

: Laregulacion del
patrén de isofor mas
alternativas de FN no depende
de la estabilidad del mMRNA ni
requiere sintesi s de novo de
proteinas . Luego de un
tratamiento de 2 h con Act D (5
Ry/ml) o vehiculo (etanol) méas
CHX (2,5 Ry/ml) o vehiculo
(DMSO0), las células SCp2 fueron
dejadas sin tratamiento (barras
claras) o tratadas con FC (barras
oscuras). Las células fueron
cosechadas 16 h después del
tratamiento con FC. EI RNA fue
extraido y sometido a RT-PCR
para evaluar las isoformas de FN
EDI+ y EDI- como se describi6é
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Estos resthdos muesin que la geilacion despicin alterrativo de FN
por FC no requere sintesisle nuevas rpteinas ninvolucra canbios en la
estadidad relatia de las ddrentes isofionas de IRNA. Por lotanto, esta
reguécion debe epender dedambio en lactividad déa maquinda desplicing
pre-eistente y/oen la eficiesia relativa €lla exportadn del mRIA desde el
nucle hacia el aplasma.

3. Exportacién de losmRNAs de FN

Para evalu si los FCpueden adtar la tasale exportadn de cada
isofama de mRA, medinos los cocites EDI+/EDI- en fracciones de
RNA nucleares,citosélicasy totales. Para deteinar la calidad del
procedimiento defraccionan@nto, analamos en caalfraccion laabundancia
de laproteina B SF2/ASF,predominatemente ndear, y deERK2, una
protdna predminantemerd citoplamatica (Fig. 18). Los cocientes
EDI+/EDI- (con o sin estimlacion) fuesn similaresndependietemente del
compartimento analizado (i§. 18). Redtados sintares fueno obtenidos
cuarmlo se analizan los co@ntes corregmdientes aninigenes ansfectados.
Estos datos arguentan contla posibilidd de que BFC esténdroreciendo
la eyportacion deuna isofoma de mRM determinda y por end apoyan la
hip&esis de uneegulacién tacionada déctamentean el proces de splicing

altenativo.

Resiltados

: Los FC n o alteran la
expor tacion diferen cial de las
isofor mas de FN. La figura
muestra los cocientes EDI+/EDI-
medidos en las fracciones nuclear,
citoplasmética y total de células
SCp2 luego de cada tratamiento.
Como control se muestra un
western blot de SF2/ASF
(proteina predominantemente
nuclear) y de ERK2 (proteina
predominantemente
citoplasmética) en cada

compartimento.
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1. Fosforilacién de los compnentes de las cascadas de

sefalizacion

Algunos estudios han asociado la estimulacion extracelular con la
regulacién dedplicinglternativo. Sin embargo, las cascadas de sefalizacion que
llevan a estos efectos han sido mogboradas (Stamm, 2002; Lynch, 2004;
Shin y Manley, 2004).

Las vias que conectan los estimulos extracelulares con sss efecto
celulares estan agrupadas clasicamente en cascadas de tjuatEsap@c
agentes mitogénicos (vias de MAPK) esttés (vias de SAPK) (Davis, 1993).
Nuestros experimentos preliminarggizando ensayos p@teros de las
distintas vias de sefializacion, basadds actividad deUC, mostraron una
fuerte activacion de la via Ras-Raf-MEK-ERK1/2 y s6lo una débil attivacio
de las vias de p38 y JNK en nuestro sistema de estudio en respuéstsaa F
confirmar y disectar estos resultados, realizamos ensayesede blmra
detectar las isoformas fosforimdde ERK y JNK (pERK y pJNK).
Observamos un incremento robusto en la sefial de pERK y un aciarento
en pJNK luego de 30 min de tratamiento (Fig. 19). Estas fosfarddaieron
sostenidas en el tiempo, con altos niveles de pJNK y pERK aulnlwésioles
de 2 y 5 h, respectivamente (datosnostrados). En contraste, detectamos
poca o ninguna fosforilacién de p38 luego de 30 min de tratamieR@ con
(datos no mostrados). Dado que PI(3)K también es una via tigicament
activada por FC (Potempa y Ridley, 198&Jimos los nivelele fosforilacion
de AKT/PKB (pAKT), una quinasa que se encuentra rio abajo d¢ B{8)

FC activaron esta cascada, como se concluye al observar légs nive
incrementados de pAKT (Fig. 19).

En conclusién, encontramos que los FC activan las vias clasicas que
llevan a la fosforilacion de ERK y AKEbncomitantementeson la activaciéon
de la via de estrés que inexaua fosforilacion de JNK.

2. Bloqueo de las cascadas de sefializacion

Para determinar si alguna de estas vias en particular puede ser
responsable de los efectos ejercidos por los FGsglicieglternativo de la
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FN, estudiame primeranente la rfluencia de varios inhibidores

farmecoldgicos dquinasas da regulacibdelsplicingternativo dé=DI.

: HGF/SF y el MCmes activan un a
variedad de v ias de transdu ccion de
sefiales. Las células fueron lisadas 30 min
después de la estimulacién por MCmes y
HGFI/SF y la fosforilacion de ERK1/2 (pERK),
JNK (pINK) y AKT/PKB (pAKT) fue
examinada por western blot con anticuerpos
especificos. Las membranas fueron luego
reexaminadas con anticuerpos contra ERK2,
JNK1 y AKT/PKB (AKT).

El bloqueode la actidad de MK con PD casé una diminucién del
25% en el cocite EDI+/ EDI- en céllas sin trata Sin emhgo, los FC
aunentaron estecociente emproporcions similares aquellas alervadas en
ausecia del intbidor (Fig. 28,b). Resuldas similarese obtuviem con otro
inhibidor de MEK, UO0126 (resultadosno mostrads). Para anfirmar la
funcionalidad delnhibidor PD, las célias fueronco-transfecdas con un
vecbr que codita para lanzima LUCy que lle un promador minimo
coneniendo sagencias deunion de GAL4 (pG5tuc) y otrovector que
expesa una prefna de fusid GAL4-ELK1, capaz elactivar laranscripcion
cuamlo ELK-1 se encuerdr fosforilad. La fosérilacion delfactor de
trangripcion ELK-1 esta agiada a lactivacion @ la via RaRaf-MEK-
ERK1/2. En esbs ensayos sibserva gglPD es funional dado ge es capaz
de irhibir la actiacion por E del repodro GAL-ELK1 (Fig. 26). Por ende
conduimos qued actividad d MEK no es necesarian este comkto celular,
paralos efectosallos FC ena regulaciédelsplicinde EDI. Porotro lado, el
blogueo de la aistidad de RB)K con elnhibidor LY anulé por ompleto los
efecbs inducide por HGH SF (Fig. @) y parciemente losefectos del
MCmes (Fig. 20ten la regutidn delsplice de EDI.En este Ultim caso, esta
inhibicion fue ptenciada poPD (Fig. Bb), sugiriedo un papemenor pero
signficativo paraEK en uncontexto dBciente enaividad de R3)K. Esto
podra estar as@do a la libacién, en gsencia deY, del comnol negativo
queegrce AKT/PKB sobreRaf (ver Fig8). Como erae esperat,Y bloqued
la fosforilacion de AKT/PKB inducidapor FC (Fg. 20d) mietras que la
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activecion del eportero GAL-ELK1 permanecié rivariable (. 20c). El
bloqueo de la antidad de p3 o de JNKcon los inthidores SB @190 o SP
60025, respectamente, @ inhibié B regulacid estudiada(datos no
mostados). En ancordancizon la corracién encamada entrealregulacion
delglicit de ED y la de IICS, hallamogue LY esapaz de inlkiir hasta un
50% de la regeation gercda por HG-/SF, mientes que niPD —pese a
dismnuir los coiertes bases de incluén de la isforma quecontiene el
motivo LDV- ni los inhibidoes de JNK ale p38 somapaces deduear este
efecb (Fig. 20e gatos no mstrados).

: La estim ulacién de la i nclusién de lo s exones EDI y 11ICS-120 es regulada por P I(3)K. Inhibiciéon de
los efectos de HGF/SF sobre el splicing alternativo de EDI. Las células SCp2 fueron pre-tratadas con el inhibidor de
MEK1, PD (50 RM); con el inhibidor de PI(3)K, LY (25 BM) o con vehiculo, DMSO (-) por 3 h y luego tratadas con el
estimulo indicado en presencia de los inhibidores por 24 h. Idem A pero utilizando MCmes. Para evaluar la
funcionalidad de PD y la especificidad de LY, la activacion de la via de ERK-MAPK en células SCp2 estimuladas con
MCmes fue examinada con el ensayo basado en la actividad de LUC de GAL-ELK1 luego de 4 h de tratamiento (PD 5y
20 PM respectivamente; LY 25 BM). Western blot utilizando anticuerpos contra pAKT (y AKT total como control de
carga) para revelar extractos de células estimuladas con MCmes o sin tratar, en presencia o ausencia de LY, para
evaluar su funcionalidad. Idem A para el andlisis de la regién IIICS de FN.
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Estos resultados arguyen en favor de una participacién dominante de la
via de supervivencia de PI(3)K en convertir estimulos exteseluleambios
en los patrones dplicinde FN.

3. Sobre-expresion de moléculas das cascadas de sefializacion

El haber encontrado en el transcurso de mi tesis de licangisgt los
transcriptos primarios derivados de un minigen reportsiceglternativo
del exén EDI de FN son regulables por FC de modo analogo a sussorrelat
enddgenos, nos peribitealizar estudios de co-transfeccion de estos minigenes
con plasmidos capaces de permitobdeesexpresion de distintos componentes
de las vias de sefalizacién de inteedk que la probabilidad de que ambos
plasmidos ingresen a las mismas células es muy alta, esta estmategia p
compensar la limitacién goeasiona una baja eficiencia de transfeccion en el
analisis de los mMRNAs endogenos ldeigdicion de los patronessghicinde
estos MRNAs derivados de los minigesmdta un buendicador de lo que
esta ocurriendo en las células donde se sobre-expresaron despenks
cascadas de sefatibn de interés.

Ras es una proteina pequefia con capacidad de GTPasa estimulada por

FC y constitutivamente activa en o@odes patolégicas como en tumores
humanos (Bos, 1989). Cuando se actigaa Ba vez estimula las vias de Raf-
MEK-ERK1/2 y de PI(3)K (PotempaRjidley, 1998). Considerando que altos
niveles de inclusion de EDI estan asociados con la proliferacién y co
condiciones patoldgicas y sumando nuestros resultados mostealodoH
producen la forsforilacion de ERK1/2 y de AKT/PKB y quesesias estan
involucradas en la regulaciénspdicinde EDI en nuestro sistema de estudio,
razonamos que una forma activa de Ras, Ras(V12), deberia estimular la
inclusion de EDI en el mRNA madurDe manera consistente, la sobre-
expresion de Ras(V12) no solo activo el reportero co-tratsfegtia ELK1
sino que increment6 el cociente EDI+/EDI- de transcriptos derivados de lo
minigenes reporteros delicingFig. 21a). El agregado de LY o de LY en
combinacion con PD bloquearon, cos® esperaba, parte de estos efectos
(Fig. 21b). Estos experimentos demuestran que la actividad de Rasdes cap
estimular la inclusion de EDI en el mRNA y confirman la preponderancia de la
via de PI(3)K en esta estimulacion.

Luego extendimos estos resultadostrando que un doble mutante de
Ras, Ras(V12-C40), constitutivamentegmtiro que a diferencia de Ras(V12)
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estmula predonmantementda via de RB)K (Olivaet al. 2004)es también
capa de increrentar el coente EDI+/ EDI- en transcriptos erivados del
minigen repotero desplicinfFig. 22a, pahsuperior)La selectivatl del doble
mutante de Ragespecto déas vias quactiva rio abp, fue cofirmada por
ensgos dewesterbld parapERK y pAKT, mostrado un aurento de los
niveks de pAKTpero no deds de pERKFig. 22a, peel inferior).

Estos restidos pruedn que la vide PI(3)Kno solo es resaria sino

tambén suficiepara alterda regulaciddelsplicinde EDI.

: Una forma
constitutivame nte activa de Ras
induce la inclu si6n del exén EDI.

La co-transfeccién de una
construccion que codifica para
Ras(V12) estimula la inclusién de
EDI de manera dosis-dependiente

(0, 0,5yl Ry) en transcriptos

generados a partir de un minigen de

EDI. El RNA fue extraido 48 h pos-

transfeccion. Las barras representan

el cociente EDI+/EDI- y la linea
representa las unidades de LUC
relativas (RLUs) provenientes del
reportero GAL-ELK1. Inhibiciéon
de los efectos de Ras(V12). 24 h
pos-transfeccion (1 Ry de Ras(V12)

o de vector vacio), las células fueron

tratadas con PD (50 AM), LY (25
FM) o una combinacién de ambos.
Luego de 24 h, se extrajo el RNA 'y
se realizé la RT-PCR.

Resiltados

84



: La activacién d e la via de PI(3)K y de su bla nco rio abajo, AKT/PKB, es suficiente para alterar el splicing
alternativo de EDI. Las células SCp2 y Hep3B fueron co-transfectadas con el minigen de EDI y 1 Fg de pCEFL-KZ-AU5-
Ras(V12C40) o su vector vacio (-). Se muestra el analisis de RT-PCR de las isoformas EDI+ y EDI- derivadas del minigen. La
expresién de Ras(V12C40) y la activacion de la via de PI3(K) fueron corroboradas por western blot (WB) contra AU5, pAKT y
pERK. Un western blot contra ERK2 es mostrado como control de carga. Las células SCp2 y Hep3B fueron co-transfectadas
con el minigen de EDIy 1 Ky de pCDNA3-Rac(QL) o vector vacio (-). Los cocientes EDI+/EDI- fueron calculados como en A. La
sobre-expresién funcional de Rac fue confirmada midiendo la actividad LUC en lisados de células co-transfectadas con pG5-Luc,
pGBDXGal4-Atf2 y pCDNA3-Rac(QL) o bien vector vacio (-). (*) indica p<0.05 (Test de Student). Las células SCp2 y Hep3B
fueron co-transfectadas con el minigen de EDI y 500 ng de pCMV6-HA-AKT Myr o vector vacio (-).Los cocientes EDI+/EDI- fueron

calculados como en A. La sobre-expresion de AKT Myr fue confirmada por anélisis de western blot con un anticuerpo contra HA.
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PI(3)K puede ejercer sus efectos medianactivacion de la proteina
pequefia GTPasa Rac, de AKT/PKB o de ambas (Zhah 2003). Para
evaluar si Rac o AKT/PKB actian como blancos rio abajo de PI(8dteen
fendmeno regulatorio, sobre-expresamos mutantes consténte/aactivos
de ambas proteinas por separado.

La sobre-expresion de Rac(Qtipaz de inducir fuertemente la
transcripcién de LUC a partir de un reportero GAL4-ATF2 inducible yia
de Rac, no logré inducir ningun efecto espkatinglternativo de EDI (Fig.
22b). Por el contrario, la sobre-expresion de una forma achkKa/éB
(AKT Myr) aumento los niveles de EDI+/EDI- en transcriptos derivados de
minigen de EDI (Fig. 22c).

Estos resultados, en conjuntmn aquellos queamostraban la
fosforilacion de AKT/PKB en respuestda estimulacion con FC (Fig. 19),
sugieren fuertemente que PI(3)K esta actuando via AKT/PK&spiaralar la
inclusion de EDI en el mMRNA de FN.

1. Knock-downde proteinas SR

La inclusion del exén alternativo EDI en el mMRNA de FN esdegul
por la unién de proteinas SR al elemento ESE polipurinico (Laeigakur
1993; Burattet al.2004). La sobre-expresion de un niamero de proteinas SR
promueve la inclusibn de EDI en transcriptos derivados de un minigen
transfectado. Entre ellas, SF2/ASF y 9G8 muestran los efdotakastos
mas fuertes (Cramet al. 1999). El trabajo realiadurante mi tesis de
licenciatura mostraba que el aumento de la inclusion de EDI en el mRNA de
FN en respuesta a FC requiere de un elemento ESE intacto en HDI. Por
antedicho, analizamos el papel de las proteinas SR en este fegbmatomo
utilizando siRNAs disefiados para hétoricbn los mMRNAs que codifican para
proteinas SR humanas especificas. Analizamos el efecto mediadenpelr FC
splicinglternativo de transcriptos derivados del minigen de EDI en células
donde se realiz6 dmock-dovae SF2/ASF o de 9G8 por un mecanismo de
RNAI. El andlisis parvestern btoh anticuerpos contra SF2/ASF y 9G8 reveld
que cada siRNA especifico disminuye los niveles enddgenos de la proteina

correspondiente en méas de un 50% sin afectar el de la otra (FigC&8a,b).
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la treansfeccion d siRNA ro es 100%ficiente y sto puedelévar a una
subatimacién @ la efectidad del knock-dowen cada célal también
analtamos pomestern lilola expresion e T7-SF2/AS- o de T7-&8 a partir
de sIs respectivplasmidosco-transfee@tdos con losiRNAs. E& estrategia
reveb la abundacia de estgwoteinas ewélulas quefectivamerd contenian
el mnigen de ED transfectad en cojunto con el siRA. Estos gperimentos
de o-transfeccid mostraromue la eficigcia deknocldowres de asi el 100%
(dats no mosidos). Notakemente, ursiRNA coitra SF2/A% inhibié la
inclisién de EDlen el mRM, tanto a nigl basal (Fig23a, callesyL.3) como a
nivel de la estimacion porFC (compear las calles y 2 conlas 3 y 4),
miertras que ursiRNA conta 9G8 inhild especificaente la ragacion por
FC sn afectards niveles #sales (coparar called y 2 con5 y 6). En
contaste, un siRA contra lgroteina S85 no tuvo &cto en la gulacion del
splicic de EDI por FC (dats no mostrdos). Estogdatos sugien que 9G8
tiene como funn transddr la infomacién desel el medioextracelular,
miertras que SHFASF parttipa no soéloen esta refpcion singdambién en
manener los nides basalede inclusiorde EDI. M& aun, el ef#o de AKT
Myr fue bloquedo de manersimilar porsiRNAs coira 9G8 y pr SF2/ASF
(Fig.23b).

: SF2/ASF y 9G8 estan impl icados en la regulaciéon del splicing de EDI mediada p or FC y AKT/ PKB. Las
células Hep3B fueron co-transfectadas con el minigen de EDI y los siRNAs indicados. 24 h después de la transfeccién, las células
fueron tratadas con FC. Se muestra el andlisis de RT-PCR, los cocientes EDI+/EDI- de un experimento representativo y el
porcentaje de estimulacion de los mismos por FC (promedio entre diferentes experimentos, el 100% corresponde al aumento del
cociente EDI+/EDI- provocado por FC en ausencia de un siRNA especifico). El knock-down de SF2/ASF y 9G8 enddgenas fue
confirmado por western blot. Las células Hep3B fueron co-transfectadas con el minigen de EDI, con 500 ng de pCMV6-HA-
AKT Myr o vector vacio (-), y con los siRNAs indicados. Los cocientes EDI+/EDI- fueron analizados por RT-PCR. El knock-down

de SF2/ASF y 9G8 endégenas, asi como la sobre-expresién de HA-AKT Myr fue confirmada por western blot.
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2. EI ESE de 9G8 como elemento de respuesta a FC

Para continuar con la exploracion del papel de las proteinardSR co
mediadores de la regulaciénsgdéitinde EDI en respuesta a FC, creamos un
minigen artificial insertando un sitio de pegado para 9G8 en el exativalter
EDII (pEDB-9G8, Fig. 24a) que, en su versifid typg como se describiera
anteriormente, no es regulado por FC. Nuestra hipétesis fsie9@& esta
realmente transduciendo informacion desde el medio extracelukgidm ins
de un ESE para 9G8 dentro de EDIbeea ser suficiente para volvephting
de este exoén, regulable por FC. Efectivamente, encontramod que e
reclutamiento de 9G8 le confiere a EDII la capacidad de ser regulado por FC
(Fig. 24b). Como control, evaluamos la sensibilidad de los diferentes minigenes
de EDII utilizados a la saxexpresion de 9G8. Comia previsto, el minigen
pEDB-9G8 mostré la mayor respuesta (Fig. 24c). Obtuvimos dassulta
similares al reemplazar el ESE de EDI, que lleva un motivo que practicamente
coincide con la secuencia ems® para SF2/ASF, 9G8 y TE{Zrameret al.

1999), por un ESE especifico para 9@®$do mostrados). Estos resultados
apoyan fuertemente la participacion de proteinas SR, ticatapde 9G8, en
la via regulatoria estudiada.

3. Fosforilacion de las proteinas SR

Las proteinas SR son extensamente fosforiladas en su dominio RS y su
estado de fosforilacion puede influir en su especificidad de unién at RINA, e
actividad en el proceso sglicing en su localizacién subcelular (Graveley,
2000). Nuestros resultados previos naregtre los efectos de los FC pueden
observarse a las pocas horas de estimulacion y que son indepeatadient
sintesis de nuevas proteinas (Fig. 17 y datos no mostrados)dististeate
con un posible cambio en los nivelefodiorilacion de las proteinas SR. En
efecto, el andlisis pevestern bld¢ geles bidimenseles mostré que la
distribucion de isoformas proteicas de SF2/ASF, que se obseovanzom
mancha dispersa en zonas de altoopisaléctrico en ledas control, se
vuelve una mancha compacta con un punto isoeléctrico mas bajoestaras
FC, mientras que la distribucion ptrén de isoformas de ERK2, utilizado
como control dado que su fosforilacs@o es regulada a tiempos cortos por
FC (datos no mostrados), nho cambia (Fig. 25a). Debido a ldpuseadas
serinas, las proteinas SR son proteinas basicas y por ende pdtsepanio
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isoeéctrico. Cono la fosfeilacion pude reducirdrasticamest el punto
isoeéctrico de laproteinas I§, estos restados sugienduertemete que la via
de tensducciorde sefialesatjlada pord union de ds FC a sueceptor de
menbrana conllea un camioien el patnd de fosforileién de SF2ASF.

Dglobina FN -globin®

: El splicing alternativo de los transcript os provenient es de una con strucciéon de E DIl conteniend o un ESE
para 9G8 es regulable por FC. Esquema de los minigenes de FN EDII creados. Un ESE para 9G8 fue insertado en la
orientacion correcta (PEDB-9G8) o antisentido (pEDB-9G8as) dentro del exdn de EDII (rectangulo central oscuro). Las
células SCp2 fueron transfectadas con diferentes minigenes de EDII y tratadas con FC. Los cocientes EDII+/EDII-, tanto
correspondientes a los mRNA derivados de los minigenes como del gen endégeno, fueron analizados por RT-PCR.
Comparacién de la sensibilidad (evaluada como cambio en el cociente EDII+/EDII-) de los distintos minigenes a la sobre-

expresion de 9G8 en células SCp2. La sobre-expresion de T7-9G8 fue confirmada por western blot contra T7.

4. Quinass de protehas SR

Dado quelas familiade proteies quinasaSRPK y  han sido
caraterizadas eono modifiedoras de ds nivelesde fosforilaion de las
protdnas SR, esgulamos qgelel tratamigto con FCpodria estaaumentando
su atividad. Sirembargo, lasobre-expdn de Clk1Clk2 y CIB inhibio la
inclisién de EDlen el mRM de FN (Fj. 25b), enantraste coros efectos
gatilbdos por lo$=C o por lssobre-expon de AKT Myr. De nodo similar,
aunentar los nides de SRPL o SRPKisminuyod cocienteEDI+/EDI-
(Fig.25c).

Se ha reptado que l@obreexprédn de Clko de SRPKes suficiente
paracambiar la Icalizacion dés proteireSR desd®$ specklascleares hacia
una bcalizacionifusa (comaar Fig. 268).
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: La sobre-expresio n de quinasa s de proteina s SR provoca efectos en el splicing que son
opuestos a los producidos p or los FC y po r la sobre-expr esion de AKT Myr. Las células SCp2 fueron
tratadas con FC o permanecieron sin estimular. 100 Ry de proteina total fueron sembrados en el catodo (C) y
separados por migracion hacia el anodo (A). Luego del isoelectroenfoque (IEF), las proteinas fueron
separadas en un SDS-PAGE en la segunda dimension. SF2/ASF y ERK2 enddgenos fueron visualizados por
western blot. Las células SCp2 fueron co-transfectadas con el minigen de EDI y con 1 Ry de pECE-Myc-
Clk1, 2 o 3. Los cocientes EDI+/EDI- fueron analizados por RT-PCR. Idem B, pero sobre-expresando
SRPK1 o 2. La sobre-expresion de Clk y de SRPK fue confirmada por western blot contra Myc o HA,
respectivamente.

La alteradn de la lod&acion nulear de lasrpteinas SR incluso su
remaién del nlleo en respmsta a la sab-expresidne estas ddamilias de
guiresas (Colwilt al, 1996 Cacere®t al.1998; Kurganagiet al.1998) podria
ser & causa dealinhibicionde la inclgéén de ED en el mRIA de FN
obsevada en esanismas audiciones. Br el contrapo, ni la sol@-expresion
de AKT Myr (Fig. 26¢) niel tratamisto con FC (datos nomostrados)
desoganizaronds specklescleares ni iujeron unadcalizaciortitoplasmica
de $2/ASF, lo wal correlaocna con unamento del aciente ED#/EDI-.
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Estos resultados sugieren que los cambiosseficalglternativo que
disparan los FC y AKT/PKB no son deéts a incrementos émactividad de
Clk, SRPK o ambas.

5. AKT/PKB es una quinasa de proteinas SR

Los dominios RS de SF2/ASF y de 9G8 contienen varios motivos
putativos para la fosforilacion por AKT/PKB (RXRXXS/T, Fig. 27@).|d°
tanto, es concebible que la misma AKT/PKB sea responsable diarfesfas
proteinas SR. Para evaluar esta hipétesis, analizamos si AKS fifBzede
forsforilar a las proteinas SR, en particular a aquellasigquevesicradas en
la regulacién dsblicinglternativo descripta en este trabajo. Mediante ensayos
de quinasan vitrp encontramos que AKT/PKB es capaz de fosforilar a
SF2/ASF y a 9G8, y que esta fosforilae®sustancialmente reducida por la
sustraccion del dominio RS de dichas proteinas (Fig. 27b).

En contraste, una mutante inactiva de AKT/PKB, AKT KM, epaaca
de fosforilar a SF2/ASF (Fig. 27b), confirmando que la actividad de
AKT/PKB es requerida para lasforilacion de las proteinas iBRitroEstos
resultados demuestran por un ladoAfG&/PKB puede, de hecho, funcionar
como una quinasa de proteinas SR y por el otro que su sobréresjeres,
al menos sobre aplicinglternativo de FN, efectos opuestos a los de las
familias de quinasas previamente descriptas SRPK y Clk.

Trabajos recientes demostraron que las proteinas SR no s@bariuncio
como reguladores dalicingino que también toman parte en otros aspectos
del metabolismo del mRNA, como spagtacion, estdlidad y traduccion
como se discute en revieveciente (Huang y Steitz, 2005).
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: AKT/PKB, a diferen cia de Clk2, no desorganiz a los speckle s. Las células SCp2 fueron
transfectadas con vector vacio , PECE-Myc-Clk2 0 pCMV6-HA-AKT Myr . En cada caso, las células
fueron co-transfectadas con pEGFP-SF2/ASF. La inmunofluorescencia contra Myc o HA reveld la expresion de
Clk2 o AKT Myr respectivamente. EGFP-SF2/ASF se muestra en verde, el ioduro de propidio (IP), para revelar los

nucleos celulares, en rojo y HA-AKT Myr o Myc-Clk 2, en azul. Barra: 5 Bn.

Dado queno encontrenos influen@a de los FQii en la eportacién ni
en laestabilidadiiferencialesle las isofonas de mRA de FN Figs. 17-18)
decdimos explawr una posite influenciale la via FRas-PI(3)KAKT/PKB
sobe la traduccid, centrandmuesra atacion en el goel de lasmpteinas SR.

Paraello, utilizanos reporteos traduccinales quecontienen d secuencia
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codficante pardUC y elESE de ED (pLCS-EDA) o bienuna version
mutaite del migo (pLCS-BDA™) queno es capade unir SB/ASF (Fig.

28a).Previamem fue desgoto que la dore-expresid de SF2//A8- aumenta
la atividad LUCderivada dekportero pCS-EDA (8nford et a).2004). Mas
aun,nosotros emantramos ge los FC estiulan prefeencialmentéa actividad
LUC del reportey pLCS-EDA por sobrda del pLCEDAM (Fig 28b). Esta
estimulacion nopuede serxglicada podiferenciaen los nivele de estado
estamnario de ssicorrespatientes mRIKs, como sebserva ed analisis de
RT-PCR cuantitava (Fig. 28. El papebe las proteas SR en la@aduccion
fue onfirmado pr la obseracion de quéos siRNAscontra SF2ASF y 9G8
bloguearon la eshulacién dda traduccid desencadada por E (Fig. 28d).
Finamente, anaamos si KT/PKB puede modifiar la tradugén de un

modo dependiertde la preseia de un BE. En efeo, la sobrex@resion de
AKT Myr aumaté predommantementda traducciv del repaero pLCS-
EDA en compaxién con guella deteninada a pér del reparero pLCS-
EDAM (Fig. 28e).

: AKT/PKB puede funcio nar como una quinasa de pr oteinas SR. Secuencia aminoacidica de SF2/ASF y
9G8 humanas, destacando los sitios potenciales de fosforilacion por AKT/PKB (en negro). Iguales cantidades de
histona H2B (control positivo) o de proteinas de fusiéon recombinantes GST-SR fueron utilizadas como sustrato en
ensayos de quinasa de AKT/PKB. Se evalud la actividad quinasa de AKT/PKB wild type (AKT wt) o del mutante inactivo
AKT KM previamente inmunoprecipitados. Como control (-), el inmunoprecipitado de células sin transfectar fue incluido en
lugar de la quinasa. Las autoradiografias muestran la sefial radiactiva de H2B (*3P-H2B) y de las proteinas de fusion
GST-SR (**P-proteina SR). La tincién con Coomassie Blue muestra que fueron sembradas cantidades similares de cada

proteina de fusion. La sobre-expresion de AKT (wt o KM) fue confirmada por western blot contra HA.
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: Los FC y AKT Myr alter an la traduccié n de mRNA que contienen u n ESE. Reporteros de LUC
utilizados para los ensayos de traduccion in vivo. Las células SCp2 fueron transfectadas con pLCS-EDA o pLCS-
EDA™y tratadas con FC. 48 h después, fue evaluada la actividad LUC en los lisados celulares. Se muestra la
amplificacion de los mRNA derivados de los reporteros de LUC por RT-PCR en tiempo real. Las células Hep3B
fueron co-transfectadas con pLCS-EDA y los siRNAs indicados y tratadas con FC. Posteriormente, fue evaluada la
actividad LUC en los lisados (100% corresponde a la estimulacion de la actividad LUC por FC en ausencia de un

siRNA especifico). El knock-down de SF2/ASF y 9G8 enddgenas fue confirmado por western blot. Las células

SCp2 fueron co-transfectadas con 500 ng de pCMV6-HA-AKT Myr o vector vacio (-) y con pLCS-EDA o pLCS-EDA™.
Luego de 48 h, se midi6 la actividad LUC. La sobre-expresion de AKT Myr fue confirmada por western blot contra HA.
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Estos resultados muestran, en conjunto, que la cascada de sefalizacié
disparada por FC no sélo regulamicingel pre-mRNA sino que también
afecta el modo en que el mMRNA maduro es traducido, indicando que ambos
procesos son regulados por un mecanismo dependiente de las misness prote
SR.

Hasta el momento, poco se sabecaad® cdmo es que las proteinas SR
estimulan la traduccion, shimcen fomentando la in@ian de la traduccién, la
elongacion y/o el reclutamiento a sitiesactiva traduccion. La traduccion de
la mayoria de los mMRNAs eucaridtiessiniciada por el mecanismo de
escaneado, que implica el reconocimiento del extremo 5" del mRNA y su
estructura m7G-cap por el complejo qudieoe al factor de iniciacion de la
traduccién eucariota 4F (elF4F) que es un complejo multiproteicmrad®
lado, el inicio de la traduccién puede ser mediado por elementos que actian e
cisllamados IRESs que estimulan l&rurdel ribosoma a un codoén de
iniciacion sin requerir el reconocimiento del m7G-cap por parte de elF4F
(Hellen y Sarnow, 2001). Varios RNAs virales, los primeros ejemplos en los
cuales se describi6 la actividad de IRESs, son traducidos cuando la iniciacion de
la traduccion dependiente de cap es inihibida por proteinas vialeslda
infectada (Pelletier y Sonenberg, 1988).el tiempo, se han descubierto que
muchos MRNAs celulares eucarioteed@o también ser traducidos via un
mecanismo de traduccién independiente de cap pero mediado por IRESs
(Hellen y Sarnow, 2001).

A pesar de que la traduccion mediada por IRESs ha sido considerada
usualmente como un mecanismo de traduccién alternativa en camtrakte c
mecanismo (candnico) dependiente de cap, haremos alusién aqeteftradu
alternativa” como la produccién de rdifées proteinas a partir de un mismo
MRNA, a través del balance entre estos dos mecanismos de iniciacion de la
traduccion.

Nos propusimos entonces analizar la actividad de SF2/ASF en la
traduccién dependiente de cap y en la dependiente de IRES, hiotgtiean
esta proteina podria no sdélo funcionar como regulad@alidielglternativo
sino también de la traduccién alternativa, expandiéndose mas aln su ya
descripto potencial para incesrtar la diversidad proteica.
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Con este obijetivo, utilizamos reporteros bicistronicos que eortan
marcos de lectura abiertospen reading fré@REs), el de CAT en el extremo

5"y el de LUC en el extremo 3".trhaaluccion del primer ORF es dependiente

de cap, mientras que la del segundo es independiente de cap pero depende de la

presencia de un IRES del gen que codifca para catl. Este URE&acsido
colocado entre ambos ORFs y se activa por hambreado de aminoacidos
(Yamaret aJ.2003). En esta construccion, GAOUC son tradudos a partir

de un uUnico mRNA, elimando diferencias debsda la eficiencia de
transfeccion asi como a efectos en los niveles de RNA. Amboss;istsd

como la secuencia IRES contienen varias secuencias potencialaspdeaun
SF2/ASF (Fig. 29a) segun lo predicho por el ESEfinden programa
disefiado para detectar putativos sitios de union para las distintas BBtein
(Cartegniet al. 2003; Smitket al. 2006). Primeramente, validamos que este
reportero alternativo pudiera efectivamente reportar laci@gutie la
traduccion alternativa (es decir eiesie CAT/LUC como indicador de la
traduccion dependiente de cap en funcién de la dependiente de un IRES)
exponiendo a las células Hep3B a una hambreado de aminoé&cidos o, en
contraste, sobre-expresando AKT-Myr. El estrés de aminahsidivaiy6 el
cociente CAT/LUC (Fig. 29b), lo cualcemsistente con el hecho de que fue
reportado que este tratamiento aumenta la actividad del IRES de catl e inhibe
la traduccién dependiente de cap en células de glioma de rata yiasidsrob
embrionarios (Fernandet a).2001; Yamaet al.2003). Por el contrario, la
sobre-expresion de AKT Myr aument@@tiente CAT/LUC (Fig. 29c), lo

cual es predecible dado que AKTBPkstimula la traduccion a nivel del
reclutamiento de RNAs a polisomas en forma dependiente de cap, modificando
la actividad de factores deia@n de la traduccién (Gingetsal. 1998).

Luego, sobre-expresamos SF2/ASF y encontramos un aumsisieictEndel
cociente CAT/LUC (Fig. 29d). Mas aurkreick-dovae SF2/ASF enddgeno

por una estrategia de RNAI provoco el efecto opuesto (Fid?@9%%e)tanto,
SF2/ASF, al igual que AKT/PKB, puede funcionar como un regulador de la
traduccion alternativa. La sobre-expresion de SC35, uma@&eéfcapaz de
traslocar entre nucleo y citoplasmaoema dinamica, tiene consecuencias
sobre ebplicinglternativo del mRNA de FN y sobre el del adenovirus E1A que
son similares a las provocadas por la sobre-expresion de SF2/A8Eg{Cacer
al, 1994; Wang y Manley, 1995; Craana}.1999). Sin embargo, SC35 no es
capaz de alterar el cociente CAT/LUC (Fig. 30a), lo cual es mtensistesu
incapacidad para abandonar el nucleo celular.
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: SF2/ASF regula | a traduccién al ternativa de u n reportero bic istrénico in vivo. Esquema del
reportero bicistrénico CAT/LUC utilizado para los ensayos de traduccién alternativa in vivo. Los potenciales sitios
de unién para SF2/ASF son mostrados para cada regién del reportero de acuerdo a su posicién y score en el
ESEfinder. El score se obtiene asignando un puntaje a cada nucleétido de una secuencia corta, dependiendo de la
posicién en que aparece el mismo. Dicho score se basa en experimentos de SELEX. Las células Hep3B fueron
transfectadas con el reportero bicistronico pSVCAT/cat1l-IRES/LUC y 5 h después fueron privadas de
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: aminoacidos (estrés AA) o dejadas sin tratar (-). Luego de 48 h, las actividades CAT y
LUC fueron evaluadas para calcular los cocientes CAT/LUC. Las células Hep3B fueron co-transfectadas con el
reportero bicistrénico y 500 ng de pCMV6-HA-AKT Myr o vector vacio (-). Luego de 48 h, las actividades CAT y
LUC fueron evaluadas para calcular los cocientes CAT/LUC. La sobre-expresion de AKT Myr fue confirmada por
western blot contra HA. Idem C, pero para la co-transfeccion del reportero bicistrénico y 200 ng de pCGT7-
SF2/ASF o vector vacio (-) Las células Hep3B fueron co-transfectadas con el reportero bicistronico y 40 pmol
de cada siRNA. Luego de 48 h, las actividades CAT y LUC fueron evaluadas para calcular los cocientes CAT/LUC.
El knock-down de SF2/ASF fue confirmado por western blot. (*) indica p<0.05 (Test de Student).

El efecto de SF2/ASF en la traduccién alternativa no estaidesting
un IRES particular. Cuando se remsfecta SF2/ASF con una construccion
bicistrénica en la que el IRES de catl ha sido reemplazado por el IRES celular
del gen que codifica para BiP, se encuentra de nuevo un aumentoteonsist
del cociente CAT/LUC (Fig. 30b). Mas aun, un siRNA contra SF2/ASF
disminuye este cociente como en elamtsuior (Fig. 30c). De modo analogo,
cuando se utiliza un reportero bicistrénico conteniendo entre @RBs el
IRES del HCV se obtienen reéadbs similares (Fig. 30d, e).

Los efectos de SF2/ASF en la traduccioén alternativa, por Intanto,
pueden ser extrapolados a todas las proteinas SR y muy peabgblem
dependen de su capaciddal transportarse del nacleo al citosol. Por el
contrario, el efecto de la sobre-expinrede SF2/ASF sobre la regulacion de la
traduccion alternativa si se puedendgte al menos, a otros casos diferentes
como lo son los reportados en el an@isel IRES celular de BiP y el IRES
viral de HCV.

Con el objeto de evaluar si existe eorrelacion entre la capacidad de
SF2/ASF para regular slicinglternativo con su hiitad para controlar la
traduccién alternativa, analizamos el efecto en ambos pruzesie de
sobre-expresar 0 inhibir la expresibn de SF2/ASF sino también las
consecuencias de sobre-expresar dicha proteina pero hdinémaidoecada
uno de sus dominios modulares. Efagaso, evaluamos el efecto eplieing
alternativo, como el cociente EDI+/EDI- obtenido por analisis de RT-PCR de

transcriptos derivadosl aeinigen reportero deplicinde EDI y el efecto en la
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tradwccion alterativa comocociente @T/LUC obtenido apartir de la

trangeccion de Breporterobicistronicos

: Los efectos de SF 2/ASF pueden ser generaliza dos para otro | RES pero no pueden ser
reproducidos p or SC35. Las células Hep3B fueron co-transfectadas con el reportero bicistrénico y
200 ng de pCGT7-SF2/ASF, pCGT7-SC35 o vector vacio (-). Luego de 48 h, las actividades CAT y LUC
fueron evaluadas para calcular los cocientes CAT/LUC. La sobre-expresion de SF2/ASF y de SC35 fue
confirmada por western blot contra T7. Idem Fig. 29d, e, pero utilizando el vector pSVCAT/BiP
IRES/LUC. Idem Fig. 29d, e, pero utilizando el vector pHP11484 que contiene el IRES de HCV. (*)
indica p<0.05 (Test de Student).
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Encontranos una irportante caelacién (& 0,927) metre ambos
procesos (Fig. 3, sugiriend que la abufancia y/o daividad de ga proteina
puedn proveeruna fuertecoordinacionde ambosprocesos wg dan por
resulado una epansion de ldiversidagrote6micaEn este comkto celular,
cadauno de losdominiosmodulares € SF2/ASFresulta crudi para sus
funciones ersplice y traducdin alternatias, implicagto que estosfetos son
dependientes des$ funcionegjercidas poestos donmios.

: Andlisis de corre lacion. Analisis de correlacion de la regulacion de la traduccion
alternativa (evaluada como cociente CAT/LUC) versus la del splicing alternativo (evaluada como
cociente EDI+/EDI-). Las células fueron co-transfectadas con el reportero bicistronico o con el minigen
de EDI, y con pCGT7-SF2/ASF (wt), sus mutantes por delecion (RS, GRRM1 o GRRM2), siRNA
contra SF2/ASF o vector vacio (-). 48 o 72 h mas tarde, las células fueron colectadas para el andlisis
de las actividades CAT y LUC o para el aislamiento del RNA y posterior RT-PCR. Para confirmar
que T7-SF2/ASF y sus mutantes son sobre-expresados en modo similar, los niveles de expresiéon
fueron evaluados por western blot contra T7.
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Finalmente, intentamos reproducir estos resultados analizando la
traduccion de un mensajero enddégeno. Con ese objetivo, traljansd
MRNA de FGF-2 humano. Dicho mRNA posee cinco codones de iniciacién
de la traduccion en marco (4CUGs y 1 AUG) que dan origen aatoroteis
proteicas de FGF-2 que varian enestensiones amino-terminales. Mientras
gue la traduccién de la isoforma de 34-kDa es iniciada por un mecanismo
dependiente de cap, las isoformas mas pequefias son iniciadas paoun proce
mediado por un IRES (Fig. 32a). Estas isoformas diferentes de F@R-2 tie
distinta localizacién y funcion, y la expresion de cada una derelimgada
traduccionalmente dependiendo del tipo celular o el estado fisidddtaco
célula (Bonnadt a).2005). Analizamos los patrode®xpresion de FGF-2 por
western btmin un anticuerpo que reconoce todas las isoformas prageicas d
FGF-2. Encontramos que, de modo simaillo observado para los reporteros
bicistronicos, un siRNA contra SF2/ASF es capaz de alterar el patron de
traduccion alternativa, en particular, disminuyendo la proportadealerma
que se traduce por un mecanismo dependiente de cap y aumlantando
proporcion de aquellas que dependenndtRES para poder ser traducidas
(Fig. 32b). Dependiendo del experimento, los niveles de la isoforma de 34-kDa
disminuyeron o permanecieron sin cambio. Sin embargo, el cociente de
traduccién dependiente de cap en funcién del dependiente de IRES fue
afectado siempre del mismo modo.

Estos resultados validan los obtenidos previamente con osporter
bicistrénicos, con la ventaja de gqud ao se estan midéandos actividades
enzimaticas diferentes. Ademas, agregan un cuarto ejemplo ¢suosmdo
anteriores en que se utilizaron los IRESs de catl, BiP y HCV) en donde la
traduccion alternativa puede ser leglgu por SF2/ASF. Mas importante,
muestran que SF2/ASF puede afectar la traduccién alternativa de mRNAs
enddgenos.

La regulacién de lawatglancia y/o actividad @&=2/ASF puede ser, por
lo tanto, no s6lo un mecanismo para cambiar los patrosEgiglternativo
sino también una via por la cual las células pueden cambiar les patron
traduccion alternativa de los mRNAs que contienen IRESs.
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: El knock-down de SF2/ASF cambi a la traduccié n alternativa d el mRNA end6 geno de FGF-2.
Esquema del mRNA de FGF-2 humano y de las proteinas derivadas de su traduccion alternativa. Células
Hela (las Hep3B producen muy bajas cantidades de FGF-2) fueron transfectadas con diferentes siRNAs y
colectadas 72 h después. Se muestra el analisis de western blot con anticuerpos contra FGF-2, SF2/ASF y
ERK2.
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4 A

Actuaimente sabmos que las protinas SR,
primerament@escriptasamo factoresegulatorioglel splicing
también partiipan en xportacion, estabilidad,control de
cdidad y tradecion del riRNA. Los dtos presentns en esta
tess refuerza la concepién de ge estas pteinas son

reguladores eepcionales multifacétios.
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Al 2007, existe un creciente nimertatmjos glorando la influencia
de las sefiales extracelulares en la reguladplicd@lternativo a través de la
activacion de diversas vias de transduccion de sefiales (Stammmc2002; Ly
2004; Shin y Manley, 2004; Blauste@hi 2007). Sin embargo, en la mayoria de
los casos, la cascada de sefializacion completa conectando el estimul
extracelular con la maquinaria nucleaplitegngo ha sido definida.

En este trabajo se muestra que diferentes FC, tales como HGF/SF, as
como el MCmes son capaces de regusalieéhde dos de las tres regiones
alternativas del transcripto primario de FN. Especificamente pacescde
provocar un aumento en la inclasde EDI y IlICS pero no de EDII, en
diferentes lineas celulares. rEporte de esta co-regulaciéon dplicing
alternativo de IlICS y EDI es novedog sugiere que estas dos regiones
podrian estar reguladas pecuencias similarescenpor los mismos factores
entran, eventualmente, por diferentes factores que respondenisarias
vias de sefializacién. La FN es ligando para al menos una docena de miembros
de la familia de receptores conocidomdategrinas. EDI es capaz de unirse a

las integrinad® B y D E (Liaoet aJ.2002) y IlICS contiene sitios de union
para las integrina® H y DI & (Humphriest al. 1986). Recientemente, un

nuevo sitio de union a glicosaminoglicanos ha sido identificado @entro d
[IICS, mostrando que la cooperacioneestds proteoglicanate superficie y

las integrinas es importante para mediar la adhesion de las células a FN
(Mostafavi-Pouret a). 2001). La sefalizacion coeplea a partir de las
integrinasbB y D E ha sido propuesta para modular la expresion de
metaloproteinasas tales como la cwdage la gelatinasa de 92-kDa y la
stromelisina-1 en respuesta a FN (Hubtadf1995). Por lo tamtla inclusién

0 exclusion de EDI y IlICS en el mMRNA maduro de FN puede generar o
remover sitios de reconocimiento para integrinas, alteranohpettamiento

celular.

Los resultados de los experimentos Act D nos permiten descartar la
posibilidad de que el efecto de los FC en el patron de isoformas alternativas
estuviera causado por una estabilidadrdifakele las diferentes isoformas de
MRNA. El analisis del patron de isoformas alternativas en el nucleo y en el
citosol nos permite, en principio, descartar procesos de edpatifecencial
de ambas isoformas. Hemos encontrado que estos efectos nondiépéade
sintesisle now® proteinas, dado que no son bloqueados por un inhibidor de la
traduccién como CHX. EIl hecho de que la CHX potencie el efecto de los FC

sugiere que podria estar activanda uia de transduccién de sefiales
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sinergistica (La CHX puede estimularddasefializacion por estrés celular), o
inhibiendo una represora o, alternativamente, bloqueasthbekis de una
proteina inhibitoria (Blausteiha).2004).

HGF/SF actlia a través del RTK Met, expresado en células epitsliales. E
sabido que la via de PI(3)K es activada rio abajo de Met y es reqadada par
induccién de la tubulogénesis vy lalidat celular por HGF/SF. Sin embargo,
otros procesos como la ramificaciorrfogenética, si bien inducidos por la
actividad constitutiva de PI(3)K, son dependientes de la via de ERKn,Mas au
el desensamblado de las uniones adherentes inducido por HGF/SFlaequiere
activacion de Ras-ERKorabajo de Met (Rosario y Birchmeier, 2003). Las
quinasas de estrés p38 y JNK son también activadas ocasionamtedte p
(Recio y Merlino, 2002). Ciertamertegorquestado de respuestas celulares
complejas requiere la activacion de diferentes cascadas de sefjabzaciod
necesaria una importante interaccion efirg, haciendo la diseccion de cada
via involucrada una tarea dificil. Nuestssltados revelan que la via de Ras-
P1(3)K-AKT/PKB es clave para conectar HGF/SF con la maquinariamnucle
de splicin(Blausteiret aJ.2004; Blausteit al.2005). Aqui, a diferencia de lo
observado en experimentos con inhibidores de la via de JNK, p38 y MEK-
ERK, mostramos que un inhibidor de la via de PI(3)K es capaz de bloquear
drasticamente los efectos producidos por los FC sciplecieglternativo de
FN EDI y llICS. Esto demuestra un papel protagénico de la via de PI(3)K y
revela parte de la hasta aqui des@maascada de sefiales que media la
regulacion delplicinglternativo de FN. El hecho de que los efectos del MCmes
no son totalmente inhibidos por LY en contraste con el efedtadmeor
HGF/SF, junto a la observacion de que es necesario agregar también
blogueante de la via de MEK-ERK, srgique existe/n activador/es en el
MCmes que contribuye/n al aumento de inclusién de EDI por medio de ambas
cascadas de sefalizacion. Por otrg yadomplementando estos resultados, la
sobre-expresion de los mutantes constitutivamente activas dguR se
encuentra rio arriba de PI(3)K), Ra8] y Ras(V12C40), asi como la sobre-
expresion de un mutante constitutivamente activo de AKT/PKB (que se
encuentra rio abajo de PI(3)K), AKT Myr, son suficientesgpaicalucir el
efecto de los FC, a diferencia delservado para la sobre-expresion de
Rac(QL).

Utilizando una estrategia de RN®&imos encontrado que mientras que
9G8 tiene un importante papel en transducir la informacién desde el medio
extracelular, SF2/ASF es requerido tanto para los niveles de inctasida ba
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EDI como para el aumento de estos niveles de inclusién por FC. SC35, por el
contrario no parece ser relevanteapé regulacion estudiada. Esta
aproximacion, nos permitié disectar qué proteinas SR, de enteedeanqu
capaces de alterarsplicinglternativo de EDI por sobre-expresion (Crazher

al, 1999), son requeridas para esta regufesiaddgica. El papel de 9G8 esta
robustecido por el hecho de quspditinglternativo de un exén EDII al que se

le agregé un ESE para 9G8 se vuelve capaz de ser afectado pdedas sefia
extracelulares estudiadas. Es concebible que la deplecion de SF2/ASF por
RNAI pueda en realidad estar inhibiendo la regulacion de EDI inducida por FC
0 por AKT/PKB al prevenir la interaccién entre 9G8 y el spliceosoreatéEn
sentido, se ha encontrado que estas dos proteinas SRantpeaetactivar el
splicingependiente del ISE del introndel pre-mRNA de la hormona de
crecimiento bovina (et aJ.2000).

Dado que el dominio RS de las proteinas SR contiene varios motivos
consenso para la fosforilacion de AKT/PKB, ésta resulta ser anaiglot
quinasa de proteinas SR. Nuestros datos proveen evidenc®in vitroa
favor de un papel directo de AKT/PKB knmodificacion dia actividad de
SF2/ASF y de 9G8. Paralelamente, y de modo consistente con estas
conclusiones, se encontrd indepeneieente que AKT/PKB puede fosforilar
a la proteina SR SRp40 y modificapktinglternativo del pre-mRNA de
PKCHI (Patelet aJ.2005). Sin embargo, nuestta®s indicarian que SRp40
no participa en la regulacion presentada aqui, dadsplinglternativo de
EDII es regulado por SRp40 (Bual.1997) y sin embargo no es modificado
por FC. Nuevos experimentos seran necesarios para detsriiie/PKB
fosforila a las proteinas SR en el nlcleo, en el citoplasmanobas
compartimentos. La posibilidad de que dicha fosforilacién tenganiuga
citoplasma seria compatible con nuevas evidencias que indasaprqtesas
SR dejan el nacleo en un estado hifmfitado (Huang y Steitz, 2001; Huang
et al.2003; Gilbert y Guthrie, 2004) y questran que la fosforilacion de las
proteinas SR es necesaria para la importacion de las misreas @laécal.

2000; Laet a).2001). Dado que la sobre-expresion de las quinasas SRPK y CIk,
por el contrario, lleva a una localizacion anémala e inclusscitdga de las
proteinas SR, AKT/PKB parece un buen candidato para aumentar la
importacién nuclear de las mismas. Pamiw, serd interesante averiguar si la
actividad de AKT/PKB afecta la reimportacion de las proteinas SRea) nuc
sus propiedades de union al RNA y/o su eficiencia en favorgulairgl la

traduccion. En referencia a este puniopntramos efectos opuestos sobre el
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splicinglternativo al sobre-expresar AKT/PKB por un lado y al sobresaxpre
SRPK o CIk por el otro. No se puedscaetar, sin embargo, la posibilidad de

que los resultados obtenidos se deban a que la sobre-expresiénltimastas
quinasas cause una hiperfosforilacidasdproteinas SR quaya mas alla de

los niveles fisiologicos y que por lo tanto se esté provocaradivadon de

las mismas (Prasaida).1999). De cualquier modotergador especular que el
balance de las actividades de stoglstas quinasas y las concomitantes
interacciones con las proteinas SR pueda determinar la actividad de las
proteinas SR y por ende, alterar procesos rio abajo de las mismas.

AKT/PKB aumenta la traduccion a nivel del reclutamiento dependiente
de cap de los RNAs a los polisomas, finaddo la actividad de factores de
iniciacion de la traduccién. La sef@bnade la cascada de PI(3)K-AKT/PKB
lleva a la fosforilaciébn e inactivaciim represores de la traduccién, las
proteinas de unién a elF4E, e involucra la actividad de mTor (@ingras
1998). Ademas, nuestros resultadosaimdina nueva actividad de AKT/PKB
relacionada con la traduccién que requiere la interaccion déelaagp®R
con el mRNA. En este sentido, nuestras observaciones noogtrahas FC y
AKT/PKB pueden alterar la traduccion de una manera dependiente de
proteinas SR no sélo confirman la exésaede funciones citoplasmaéticas de las
proteinas SR (Sanfaetlal.2004; Sanforet a).2005; Swartzt aJ.2007) sino
que prueban que estas funciones fs@mente reguladas en respuesta a
informacién extracelular.

En conclusion, los FC tienen un profundo impacto sobre la regulacion
de la actividad nuclear y citoplasmdtictas proteinas SR, es decir, sobre la
regulacion delplicinglternativo y la traduccion. Estos resultados, basados en el
andlisis de transcriptos derivados de genes enddgenos o de minigenes
transfectados transitoriamente, asi como en experimerkiosckaownde
sobre-expresion de proteinas, son consistentes con un modetoaros
agentes mitogénicos actlan a través de la via de Ras-PI(3)K-BKamaK
alterar las actividad de las proteinas SR (Blais#if004; Blausteiet a.

2005). Esto produce como consecaemambios en el metabolismo del
MRNA a dos niveles diferentes, resultamdia regulacion orquestada de dos
procesos fisiolégicos clavesgicinglternativo y la traduccion (Fig. 33). Los
niveles incrementados de mRNA conteniendo ESEs serian el resultado del
primer paso regulado. En el segundo paso, la presencia de @Rteimdas

al transcripto convertiria a esta molécula en un mejor temptad@ pa
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tradwccion. Estoserviria paraumentar tao la velodad como lduerza de la

respiesta a la sdizacion evabhda comalproducci@ de la proteia inducida.

: Regulacion del metabolis mo del mRNA de FN. Luego de la unién de los FC a sus receptores de superficie se
activa Ras, intercambiando GDP por GTP y a su vez estimula a PI(3)K y a la via de Raf-MEK-ERK (la via de sefializacion de
los FC es ilustrada con flechas color sepia). PI(3)K genera inositol fosfolipidos especificos que son reconocidos por
AKT/PKB, la cual transloca a la membrana donde resulta activada. La fosforilaciéon inducida por AKT/PKB estimula las
actividades nucleares y citoplasmaticas de las proteinas SR, favoreciéndose la inclusién de EDI en el mRNA maduro (el
destino del mMRNA es esquematizado por flechas negras entrecortadas). Durante la reaccion de splicing, las proteinas SR
son defosforiladas y exportadas al citoplasma junto al mRNA. Finalmente, las proteinas SR aumentan la traduccién de los
mMRNA conteniendo ESE (derecha) pero no de aquellos que carecen de los mismos (izquierda), luego de lo cual son

liberadas para participar en ciclos subsecuentes (el ciclo de las proteinas SR es ilustrado con flechas negras sélidas).
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La respuesta seria rapida, porquiatiuccion de cualquier mRNA
preexistente conteniendo el exdn alternativo seria incremesfaicangal e
inmediatamente; seria fuerte porago@&s mMRNAs conteniendo el exén
alternativo serian producidos y estpssu vez, serian traducidos mas
eficientemente (Graveley, 2005).

Queda planteado el desafio de hallar, en un futuro préximo, genes
enddgenos y contextos fisioldgicos para los cuales puedavaete rekta
doble regulacion de la expresion génica ejercida por las p8Reiiasde
destacar, en este sentido, el reciente hallazgo que muestradgudda-dhia
integrinas Bl es capaz de aumentar lauceibn dependiente de cap, via
PI(3)K (Gorriniet a).2005). Esto es de espectaer@s sobre todo teniendo en
cuenta nuestros experimentos mostrando que la inclusion deres e
alternativos EDI y IIICS en la protemadura es exacerbada por esta misma
via de sefializacion y dado que la inclusién de estos exonesigdfidrcon
mayor capacidad dei@ma las integrina3t B, (5B y @ B. Esto habla a las
claras de un potencial mecanismo de retroalimentacién positiva.

Finalmente, describimos que SFEARuede regular la traduccion
alternativa (Blauste@ al. manuscrito enviado para su publicacién). La sobre-
expresion de SF2/ASF aumenta el cociente de traduccién dependiapte de
versudependiente de IRES en mRNAs derivados de minigenes bicistrénicos
transfectados transitoriamente. Esestiltados fueron observados para dos
IRESs eucariotas celulares derivados de los genes catl y BiP y p&ra el IRE
viral de HCV. De modo coherente, la deplecién de SF2/ASF por RNAI
produce una disminucion del cociente de traduccion dependienteetswsap
dependiente de IRES, no sdlo en reporteros bicistronicos sina tamhbi@
transcripto enddégeno como esasdo del mRNA de FGF-2.

Los resultados presentados aquiesponden si los efectos ejercidos
por SF2/ASF en la traduccién alternasima causados por una unién directa al
MRNA. Sin embargo, la insercion de sitios de unién de SF2/ASF en un
reportero de LUC aumenta la traduccion dependiente mevoagSanfordet
al, 2004). Mas aun, experimentos de tradudcidritromuestran que el
agregado de SF2/ASF recombinante aumenta la traduccién dependignte de c
(Sanford et al. 2004), sugiriendo un papeteclio para SF2/ASF en la
traduccion de los mRNAs estudiados. No obstante, no se puedeardescart
hasta aqui efectos de SF2/ASF que puedan ser independientes de ksunién a
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reporteros utilizados en este trabajo. En este sentido, ha siolemetite
demostrado que la sobre-expresion de SF2/ASF en células en cubliva regul
patrén desplicinde los pre-mRNAs transcopta partir de los gerRBS6KB1

y MNK2. Las proteinas codificadas por ambos genes estan involuctadas e
regulacion de la traduccién. El primer gen codifica para S6K1, usea quena
fosforila a la proteina S6 de la subunidad menor del ribosomas mienth
segundo codifica para una de lasqlisasas que se sabe son capaces de
fosforilar al factor de iniciacién de la traduccién 4E, una protefizadeap
unirse a cap (Karet aJ.2007).

Nuestros experimentds vivaapoyan fuertemente la hipétesis de que
SF2/ASF regula la traduccion al nikela iniciacion de la traduccion.

Resulta destacable el hecho de que haya sido reportado que varias
proteinas SR se inactivan por defidafidn durante la infeccion de tres
familias diferentes derus: adenovirus (Kanoplkd aj. 1998), vaccinia virus
(Huanget aJ.2002) y herpes simplex virus (Sciabiah2003). Estos estudios
probaron que esplicinglel pre-mRNA puede ser un blanco comdn de la
interferencia viral. Las estrategi@s infeccion viralestan normalmente
asociadas con la inhibicién de diferentes pasos del metabolismo celular de
modo de maximizar la replicacion viraintexferencia viral con la actividad de
las proteinas SR seria ro&s un mecanismo importante en el remodelado de
la maquinaria de expresion génica del hospedador. De hechosnaginiso
flavivirus, retrovirus y algunos DNA virus inhiben la traduccion depenidie
cap de la célula hospedadora comasimategia de infeccion clave (Vagher
al, 2001). Nuestros resultados predicen que luego de la infecciénspor esta
dltimas familias de virus podria teogar la inactivacion de SF2/ASF. Sin
embargo, en este caso, la inactivacion de SF2/ASF seria importamntie no
para interferir con la maquinarissgkcingomo para reprimir la maquinaria de
traduccion dependiente de cap decdtla favoreciendo la traduccion
dependiente de IRES de los RNAs virales. En esta linea de evidencia, y como
se ha descripto lineas arriba, tanto SF2/ASF como AKT/PKB saesapar
sobre-expresion o activacion, de potenciar la inclusion ds eohes
alternativos y de estimular la traduccién dependiente de capnidotablse
ha encontrado que el interferBnun conocido factor antiviral, promueve la
supervivencia celular activando la via de AKT/PKB (&taalg2001) e inhibe
la traduccion dependiente de IRES en seis genotipos diferentes de HCV
(Hazariet aJ.2005). Por lo tanto, sera de enanterés buscar un papel para
las proteinas SR como blancos pates de la via de AKT/PKB en la
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regulacién de la traduccion.

La traduccién independiente de cap no esté restringida a RNAs virales.
Como fue mencionado para el caso de catl, BiP y FGF-2, varios mRNAs
eucariotas poseen secuEnNdiRESs. Se ha demostrado que la traduccion
alternativa es fisiolégicamente regulada durante la mitosis, dajescen
diferenciacion y en respuesta a estrés (Vegagr2001). Por lo tanto, la
alteracion de la actividad de las prateSRa que ha sido asociada a cambios en
el splicinglternativo en todos estos procesos (Blaestajr2007), deberia ser
también investigada dentro del campo agyildacion de la traduccion. En este
sentido, la proteina SR SRp38 ha sido caracterizada como un re@éor ge
del splicingue es activado por defosforilacion en células sometidas a estrés
térmico asi como en células en fsseSRp38 defosforilada interactia
fuertemente con U1l snRNP interfiriendo con el reconocimiento de5los ss
(Shinet a).2004). SRp38 co-localiza con U1 snRNP no s6lo en el nacleo sino
también en el citoplasma, lo que lleva a la especulacion de qualesiessestr
que contienen a ambas proteinas podrian corresponder @s gréanestrés,
dominios citoplasmaticos que albergan mRNAs arrestados tratiuecita) y
por lo tanto SRp38 podria estar actuando en la represion treduecio
respuesta al estrés térmico (8hial.2005). Mas aun, trabajos recientes han
mostrado que un aumento en la fosforilacion de hnRNP Alpeestesa
estrés osmotico conlleva la acumulacion de esta proteina unidasagué&NA
son reclutados a los granulos de estrésefGiir006).

En concordancia con nuestros hallazgos reportando la gedicige
factores deplicingn la traduccion alternativa, pero modificando la traduccién
alternativa en un sentido inverso al que nosotros encontrantappetiey
Semler ha descripto recientemente queteina SRp20 favorece la traducciéon
dependiente de IRES de poliovirus (Bedaal].2007). En el mismo sentido,
hnRNP Al es capaz de aumentar la traduccion dependiente de IRES de FGF-2
(Bonnalet al. 2005). Al igual que lo queue en la regulacion dgdlicing
alternativo, cada proteina SR y cada hnRNP puede influir positiva o
negativamente, segun el caso estudiado.

La relevancia del acoplamiento entre los procespbcdglternativo y
de traduccion alternativa se pone de manifiesto en un trabaje Gogen
muestra que la actividad del IRES de la ornitina decarboxilasa es iderementa
luego de la inclusiobn de secuencias alternativas genersjdgipgn ss
cripticos. Mas aln, este IRES seveumlas sensible a cambios dependientes
del ciclo celular en la tasa de traduccién (Pyretnale2005). Esta regulacion
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resulta de particular importancia eantwu conlleva la acumulacion de la
proteina ornitina decarboxilasa, capapwkeibuir a la transformacion celular.

Por ende, el nivel de expresion, junto con el balance de
fosforilacion/activacion de ciertas proteinas SR y hnRNPs, peebkEmsos
clave no solo para la regulacién spicingino para la regulacion de la
traduccidn alternativa y, en particular, para estratedéssyantivirales.

En definitiva, al dia de la fecha sabemos que muchas cascadas de
sefializacion (Tabla 1) controlan lgufacion del metabolismo del RNA (van
der Houven van Oordit a).2000; Patelt a).2001; Matteet al.2002; Srebrow
et al.2002; Xieet a).2003; Blausteit al.2004; Shiet a).2004; Allemandt
al, 2005; Blausteat a).2005; Buxadst a).2005; Pateit a).2005; Pelisct a).

2005; Rothrockt a).2005; Shiet a].2005; Batschet a).2006; Cheng y Sharp,
2006; House y Lynch, 2006; Thorrebal.2006; Leet al.2007; Meltoet a).
2007) y que las células utilizan un determinado repertorio de moléculas de
sefalizaciéon para transducir la infoidmagesde el medio extracelular y regular
la expresion génica a diferentes niveles incluyendo, entréa cictividad
transcripcional del promotor, el procesamiento del pre-mRNA, ttaexpo

del mRNA, su estabilidad y su traduc&bpanorama es alin mas complejo si
consideramos que estos niveles puedleirse mutuamente o pueden tener
lugar de una manera concertada (Crena¢1997; Cramat a).1999; Cramer

et al.2001; Kadenaat a).2001; Kadenaat a).2002; Noguést a].2002; de la
Mataet al. 2003; Noguest a). 2003; Blausteiat al. 2004; Kornblihtet a.
2004; Fededat al. 2005; Graveley, 2005; de la Mata y Kornblihtt, 2006;
Kornblihtt, 2006). Otros niveles adigiles de complejidad pueden existir,
derivados de la extensa comunicacion entre diferentes vias de sefjabzacio
tiene lugar cuando las células respomdeltiples sefialsimultaneamente.

Hemos aprendido de los operones bacterianos que un estimulo externo
puede regular la transcripcion de varios genes que codifican panzesp
proteicos de una misma via metabolica. Es probable que esta sitedeion p
ser extrapolada a organismos multazelly encontrar que una determinada
sefal extracelular afecta varios eventasplign@n una variedad de pre-
MRNAs de modo de regular una fanccelular completa o de coordinar
diferentes funciones, por ejemplo pafdalacién de un determinado factor
de splicingDe hecho, se ha reportado que un grupo de exones alternativos
regulados por depolarizacién y probablemente involucrados ewida fu
neuronal poseen elementos de RNA capaces de sensar la actividad de la
proteina quinasa dependiente d&/€dmodulina o CaMK IV (Leet al.
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2007). Mas aun, se ha denaglst que un factor dmlicingeuronal especifico

llamado Nova regula splicinglternativo de un grupo de transcriptos que

codifican para una red de proteinas capaces de
funcionan en la sinapsis (&te).2005; Ule y Darnell, 2006).

Gen Funcién de Exon Estimulo Proteinas Factores
la proteina de sefia- de
lizacion splicing
Slo Canal de potasio | STREX Depolariza- CaMK IV ?
BK cién
NR1 Subunidad de 21 Depolariza- CaMK IV ?
NMDAR cién
involucrada en
procesos Activacion/
neuronales 22 inhibicién de ? ?
la actividad
neuronal
CDh44 Molécula de v5 Activacion Ras-Raf- Sam68,
superficie de las MEK- SRM160
involucrada en células T
proliferacién, ERK y hnRNP
supervivencia y Al
diferenciacion
V6 Suero, FC Ras-ERK ?
CD45 Fosfatasa de 45y 6 Activacion Ras hnRNP L
tirosinas de las y otros
transmembrana células T
EN Glicoproteina de Membrana | JNK y ERK ?
la matriz basal rica en
extracelular laminina
involucrada en EDly
comportamien- INcs
tos adhesivos y Ras- SF2/ASF
migratorios FC PI(3)K- y 9G8
AKT/ (determina-
do s6lo para
PKB EDI)
PKC Proteina de 1] Insulina PI(3)K- SRp40
sefalizacion AKT/
PKB

interactuar eqtre si y

: Sefiales
extracelulares, sefializacion
y splicing alternativo.
Resumen de los sistemas
modelo utilizados para
disectar los efectos de las
sefiales extracelulares que
repercuten en la regulacion
del splicing alternativo y sus
vias de transduccion de
sefiales asociadas. Los
colores de fondo indican
moléculas de sefializacion
compartidas por diferentes
procesos de regulacion del
splicing alternativo en
respuesta a sefiales

extracelulares.

De modo similar, pero en un sentido mas restringido, el control de la

elongacién transcripcional puede modukplieinglternativo de varios exones

en el mismo gen (Fedextan).2005).

Finalmente, la arquitectura global del genoma parece ser unvaivel cla

para la coordinacion dsplicinglternativo. Una caracteristica distintiva del

nucleo de células de mamifero es la presencia de dominios estrycturales

funcionales que carecen de fronteras membranosas. Lacbgaeszacial
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del genoma es establecida por arreglos no aleatorios de cromoselmas en
nucleo en interfase, con cromosomas ocupando posicioa@siclatires
preferenciales (Lamd y Earnshaw, 1998; Gorski y Misteli, 2005). Por lo tanto,
los specklgmdrian estar distribuidos ennétleo de modo de orquestar el
splicinglternativo de moléculas de pre-mRNA transcriptas a partir deugenes q
co-localizan en la misma region cromtat. La integracién de los procesos
nucleares descriptos y la adquisicion de una visiébn del ndcleo desde la
perspectiva de la biologia de sistemas es un campo emergesseudics
presenta un atractivo desafio para lostigadores especializados en este area
de la biologia molecular y celularr@tigmus y Silver, 2002ambién en este
sentido, resulta mas que atractivo realizar un estudio a nivebbddasnps
celulares. Poco se sabe acerca de la variasidicohglternativo célula-célula,
dentro de un grupo de células oesiendo a un determinado estimulo
extracelular (Fededa y Colman-Lerner, resultados no publicados).

Dada la necesidad de orquestaroeiportamiento de varios tipos y
linajes celulares diferentes, los sistemas de sefalizacién son vitldes para
funcion de los organismos multicelulares. Al menos el 15% de la capacidad de
codificacibn de proteinas de ebrados esta destinada a receptores,
componentes del ssta de sefalizacion y proteinas reguladoras de la
transcripcién (Manninet aJ. 2002; Bertrandt al. 2004; Kooniret al.2004;
Zhanget aJ.2006). Teniendo en cuenta la maneia de la sefalizacion en el
desarrollo y funcién de los metazoos, no es sorprendente que sérdisfunc
encuentre asociada a patologias. Egasel del cancer, los cambios en la
funcién de los sistemas de sefializacidon son tan importantes qug/eonstit
uno de los modos mas usuales para definir y clasificar los diferentes tipos de
cancer (Hanahan y Weinberg, 2000)di§#fio de drogas para inhibir la
actividad de las moléculassdBalizacion es una de las técnicas mas relevantes
hoy dia en la terapia contra elcear(Sebolt-Leopold English, 2006). Es
sabido que la desregulacién de las vias de sefializacion ocurre enauna ampli
variedad de tumores humanos y también que el pasphcdele diferentes
genes es alterado esta compleja patologfBaustino y Cooper, 2003;
Brinkman, 2004; Srebrow y Kdihti, 2006; Venables, 2006; Pajates).

2007). Existen varieégemplos en los cualesedminadas isoformas siglicing
se acumulan en los tumores y la sobre-expresion de la isoforrda akocia
tumor es suficiente pamansformar células en owt (Collesi et al., 1996;
Zhou et al., 2003; Singh et al., 2004sRadt al., 2005). El analisis del patron
de splicingspecifico de distintos tumoyesus consecuencias moleculares es
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prometedor y el uso dgblicinglternativo como fuente potencial para nuevas
herramientas diagnoésticas, prondsticas, predictivas y taspaunticel cancer
resulta, hoy por hoy, muy atractivo (Pagrais2007).

Evidentemente, mas trabajo es ndoepara definir como diferentes
redes de sefalizacion controlan de maeltigor la actividad de los factores de
splicing cuales son las consecuencias de su desregulacién en losdpatrones
splicingle las células, los tejidos y, en dltima instancia, los organismos

multicelulares.
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