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Resumen






La variabilidad y complejidad caracteristica de los organismos eucariotas viene dada
por su expresion génica, un proceso que conlleva una serie de etapas altamente
reguladas y conectadas entre si que se inician con la transcripcion del ADN para
generar un ARNmM que sera traducido a proteinas. ElI procesamiento del ARNmM
mediante el splicing durante su maduracion supone una etapa adicional de
variabilidad, al generar diferentes isoformas de transcrito a partir de un mismo gen.
Este proceso esta muy regulado y errores en su control se asocian a diversas patologias
humanas como las enfermedades neurodegenerativas y cancer. La comunicacién entre
el splicing y su etapa anterior, la transcripcion, aumentan el control de la regulacion y
mejoran la eficiencia global del proceso; por ello la relacion e interconexiones
existentes entre ambos procesos han sido ampliamente estudiados. Diversos factores
celulares han sido propuestos como posibles acopladores entre la transcripcion vy el
splicing al estar involucrados en ambos procesos y sus conexiones. Entre ellos
destacan un grupo de proteinas que comparten unos motivos estructurales, los
dominios WW y FF, capaces de establecer importantes interacciones para conectar las

maquinarias de estos dos procesos.

Esta tesis aporta conocimientos basicos sobre la proteina con dominios WW y
FF menos conocida hasta la fecha, PRPF40B, un homdlogo humano del factor esencial
de splicing en levaduras Prp40. Nuestros experimentos muestran la localizacion
nucleoplasmatica de PRPF40B y su enriquecimiento en los speckles nucleares, asi
como los dominios estructurales mas relevantes responsables de su distribucion.
También hemos identificados importantes interacciones con factores de splicing que
relacionan a PRPF40B con las etapas iniciales de este proceso. Asimismo, hemos
realizado ensayos funcionales de splicing que muestran que PRPF40B es capaz de
regular el splicing alternativo de genes apopt6ticos, como Fas, y analizado secuencias
necesarias para desempefar dicho papel. Basandonos en los resultados con el gen Fas,
hemos observado que el silenciamiento de PRPF40B incrementa el numero de

receptores de membrana Fas/CD95 y aumenta la muerte celular por apoptosis.

Mediante un andlisis global del transcriptoma humano en células de
neuroblastoma SH-SY5Y bajo condiciones de silenciamiento de PRPF40B hemos
revelado que este factor estd involucrado en rutas de cancer, y en sefializacion y

transporte en el sistema nervioso. Partiendo de los datos generados y realizando



ensayos funcionales, mostramos que PRPF40B es capaz asimismo de activar la
transcripcion. Ademas hemos demostrado que mutaciones asociadas al sindrome
mielodisplasico disminuyen drasticamente la capacidad de activacion transcripcional
de PRPF40B.
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Introduccién

1. LA EXPRESION GENICA. LA TRANSCRIPCION

La expresion génica es el proceso mediante el cual los organismos utilizan la
informacion genética para sintetizar proteinas atendiendo a sus necesidades. Comprende
etapas esenciales como la transcripcion, donde se sintetiza ARN mensajero (ARNm) a
partir del ADN, el procesamiento y la maduraciéon del ARNm que sera transportado

desde el nucleo al citoplasma para ser traducido a proteina por los ribosomas.

1.1 La ARN polimerasa

La transcripcion es llevada a cabo por la ARN polimerasa. En organismos
eucariotas existen tres polimerasas que realizan este proceso, cada una con diferente
especificidad. La ARN polimerasa I que transcribe genes que codifican para ARN
ribosomico 18S y 28S. La ARN polimerasa II (RNAPII) que transcribe genes que
codifican para proteinas (ARNm) y ARN no codificante como el ARN pequefio nuclear
(snRNA). La ARN polimerasa III que transcribe genes cortos como el ARN de
transferencia o el ARN ribosomal 5S. Destacar por su singularidad y relevancia
funcional el extremo carboxilo-terminal (CTD, carboxyl terminal domain) de la
subunidad mayor (Rbp1) de la RNAPII (Corden et al., 1985).

1.2 EI CTD de la RNAPII

El CTD de la RNAPII esta compuesto por un numero variable de repeticiones
del heptapéptido Y;S,P3T4SsPsS7 (52 repeticiones en humanos) mas un decapéptido
carboxilo-terminal de secuencia ISPDDSDEEN que confiere estabilidad a la enzima
(Bartolomei et al., 1988). EL CTD es esencial para la viabilidad de los organismos y el
correcto funcionamiento del proceso de formacion del ARNm (Fong et al., 2003;
McCracken et al., 1997), aunque no es necesario para la iniciacion de la transcripcion in

vitro (Zehring et al., 1988).

El CTD puede ser modificado por fosforilaciéon y ello esta estrechamente
relacionado con cada etapa del ciclo de transcripcion como se describird a continuacion,
generando lo que se ha denominado como el “codigo CTD” (Egloff and Murphy, 2008).
Los principales residuos modificados por fosforilaciéon son las serinas 2 (Ser2) y 5

(Ser5), aunque también se ha descrito la fosforilacion de la serina 7 (Ser7) o de la
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treonina 4 (Thr4) (Chapman et al., 2007; Hsin, Sheth, and Manley, 2011; Patturajan et
al., 1998). Ademas de la fosforilacion, se han descrito otro tipo de modificaciones
postraduccionales como la glicosilacion, metilacion o isomerizacion de la prolina,

aunque la importancia funcional de estas modificaciones esta todavia por investigar

(Kelly, Dahmus, and Hart, 1993; Sims et al., 2011).

1.3 Etapas de la transcripcion

La transcripcion puede dividirse en tres etapas: iniciacion, elongacion y
terminacion. Todas ellas dependen de la secuencia del ADN, la estructura de la
cromatina y de factores que son reclutados o liberados del complejo transcripcional
dependiendo del patron de fosforilacion del CTD (Egloff, Dienstbier, and Murphy,
2012).

1.3.1 Iniciacién

En la iniciacion de la transcripcion se ensambla el complejo de preiniciacion
(PIC, pre-initiation complex) en la secuencia promotora cuando existe una apertura de
la cromatina adecuada, y donde tiene lugar la adicion del residuo de metilguanosina en
el extremo 5’ del ARN (5’ capping) (Buratowski, 2009; Panning and Taatjes, 2008). El
PIC esta formado por la RNAPII y factores generales de transcripcion como TFIIA,
TFIB, TFIID, TFIE, TFIIF y TFIIH (Roeder, 1996). La RNAPII es reclutada al
promotor cuando su CTD esta hipofosforilado, al interaccionar con componentes del
PIC y con el complejo Mediador, que favorecen la el reconocimiento al promotor
(Myers et al., 1998; Phatnani and Greenleaf, 2006). Ademas el reclutamiento del PIC
esta regulado por factores unidos a secuencias anexas al promotor, como NF-kB, E2F o
ARF-2, que activan o inhiben la activacion del complejo transcripcional. También
factores implicados en la remodelacion de la cromatina, como SWI/SNF, o en la
modificacion de histonas, influyen en el inicio de la transcripcion (Berk, 1999; Roeder,

2005)

1.3.2. Elongacion

La elongacion es la etapa en la que se forma el transcrito a partir del ADN
molde. Comienza desde que la RNAPII se separa del complejo de iniciacién y puede

dividirse a su vez en dos etapas, temprana y tardia o procesiva, que se diferencian por el

10
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estado de fosforilacion del CTD. La fosforilacion de la Ser5 por la quinasa CDK7
(cyclin dependent kinase 7) esta asociada a la etapa temprana de transcripcion y a la
region 5’ de los genes y parece desestabilizar las uniones de la RNAPII con el PIC (Lu
et al., 1992). La fosforilacion de la Ser2 por la quinasa CDK9 (subunidad catalitica del
factor de elongacion de la transcripcion P-TEFDb), convierte a la RNAPII a la forma
productiva, y se asocia con la region 3’ de los genes (Marshall and Price, 1995).
Aunque tradicionalmente se ha asociado a CDK9 con la elongacion de la transcripcion,
también se han descrito mas recientemente fosforilaciones en Ser2 por las quinasas
CDK12 y CDK13 (Bartkowiak et al., 2010). Ademas de la Ser2 y Ser5 también se ha
visto que la Ser7 es susceptible de ser fosforilada, y esta modificacion se ha asociado
con el extremo 5’ de los genes, sugiriendo que podria estar implicada también en la

elongacion de la transcripeion (Kim et al., 2010).
1.3.3. Terminacion

La terminacion de la transcripcion consiste en el reconocimiento del extremo 3’
de los genes y la disociacion del transcrito sintetizado de la hebra molde de ADN. Este
proceso altamente regulado, esta intimamente relacionado con el procesamiento del
extremo 3’ y la poliadenilacion (Yonaha and Proudfoot, 2000). La RNAPII también se

separa del ADN vy es reciclada para nuevos ciclos de transcripcion (Yao et al., 2007)

Aunque el codigo de fosforilacion del CTD parece ser general durante el ciclo
transcripcional, existen modificaciones que afectan de manera especifica a determinados
genes. Es el caso de la fosforilacion de la Ser7 por CDK7 y CDKD9, relacionada con la
transcripcion del snRNA, o la fosforilacion de la Thr4 probablemente por la quinasa
PIk3, cuya funcidn todavia no esta clara pero parece estar asociada en mamiferos con la
maduracion de los extremos 3 del ARNm sin intrones (Egloff, Dienstbier, and Murphy,

2012; Hintermair et al., 2012).

11
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Elongacién Elongacion

Inicio I\temprana I\proces;'va I\Termmacfon>
CDK® CDK9
CDK7 CDK12/137 CDK12/137
Ser5-P Ser2-p Ser2-P
No-P Ser7-P Ser5-P Ser7-p?
eri- Ser7-P? eri-r

Ser2 fosfatasas

Serb fosfatasas Ser7 fosfatasas

Figura I-1. Ciclo de fosforilacién del CTD durante las fases de la transcripcion. En la fase de inicio
el CTD no esta fosforilado (No-P). En el comienzo de la elongacion temprana la enzima CDK7 es
reclutada y fosforila a la Ser5 y la Ser7 del CTD de la RNAPII. Durante la elongacion procesiva la Ser2
es fosforilada principalmente por CDK9. En la fase de terminacion la Ser5 es desfosforilada. Finalmente
cuando termina la transcripcion los residuos de Ser2 y Ser7 son desfosforilados y la RNAPII es reciclada

para un nuevo ciclo de transcripcion.

1.4 Regulacion de la transcripcion

Aunque tradicionalmente se ha pensado que la iniciacion de la transcripcion era
la etapa limitante de este proceso, estudios mas recientes dan a la fase de la elongacion

un papel determinante en la regulacion de la transcripcion.

Un importante punto de control de la transcripcion es la parada de la RNAPII en
regiones proximas al promotor (promoter proximal pausing), a unos 30-100 nucle6tidos
del sitio de comienzo de la transcripcion (TSS, transcription start site), una vez se ha
ensamblado el PIC y se ha producido el capping, hasta la activacion de sefales que
inducen la elongacién. En un principio parecia que la parada de la RNAPII estaba
asociada a determinados genes, pero estudios globales del genoma mediante ChIP-seq
(Chromatin immunoprecipitation sequencing), han mostrado la generalidad de este
mecanismo de regulacién de la transcripcidn, sobre todo en genes de desarrollo (Levine,
2011; Nechaev et al., 2010). Todavia no se conoce con exactitud el mecanismo de

parada y liberacion de la RNAPII en el promotor, aunque se han descrito diversos

12
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factores que estan implicados en esta regulacion. El caso mas conocido es la inhibicion
por los factores NELF y DSIF que impiden el comienzo de la elongacion
transcripcional, al aumentar la afinidad de la RNAPII por el promotor (Core and Lis,
2008). La reactivacion de la RNAPII se produce por el reclutamiento de P-TEFb, que
fosforila el CTD en la Ser2, asi como a DSIF, convirtiéndolo en activadores de la
transcripcion (Bres, Yoh, and Jones, 2008). P-TEFD esta a su vez regulado por diversos
mecanismos como modificaciones postraduccionales o activadores transcripcionales

como NF-«B o Brd4 (Barboric et al., 2001; Yang et al., 2005).

Ademas de la parada de la RNAPII en regiones préoximas al promotor, dos
publicaciones recientes midiendo el ARN naciente de forma global en levaduras han
demostrado que la RNAPII se acumula transitoriamente en sitios especificos antes de la
terminacion y alrededor de los sitios 3 de splicing (Carrillo Oesterreich, Preibisch, and
Neugebauer, 2010). Aunque la naturaleza y la posicion de la parada observada difieren
entre ambos estudios, se observo una fuerte correlacion entre la RNAPII en esos lugares
y el splicing co-transcripcional (ver mas adelante). Estas observaciones estan de acuerdo
con el modelo en el que las paradas transcripcionales actuian como un punto de control
regulatorio, en este caso para un evento de procesamiento situado tras el punto de

parada.

Ademas de las paradas de la RNAPII, otro importante mecanismo de regulacion
de la transcripcion son las marcas epigenéticas. La presencia de nucleosomas puede
actuar como una barrera dificultando la elongacion transcripcional de la RNAPIIL. Por
tanto, mecanismos que ayudan a desensamblar los nucleosomas mediante
modificaciones de las histonas o remodeladores de la cromatina como FACT vy
SWI/SNF ayudan a descompactar la cromatina, facilitando la actividad transcripcional

de la RNAPII (Li, Carey, and Workman, 2007).
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2. EL PROCESAMIENTO DEL ARNmM

El ARN generado en el proceso de la transcripcion es sometido generalmente a
un proceso de maduracion que comprende la adicion de un residuo de metilguanosina
en su extremo 5’ (capping), la eliminacion de los intrones y unién de los exones
(splicing) y el corte del extremo 3’ seguido de la adicién de una cola de adeninas
(poliadenilacién). Por interés para este trabajo, se harad a continuacion una descripcion
mas detallada sobre el proceso de splicing. En eucariotas superiores, la mayoria de
genes estan formados por secuencias que contienen segmentos codificantes (exones) de
aproximadamente 50-250 nucledtidos, separados de secuencias no codificantes
(intrones) que pueden llegar a tener un tamafio de hasta 1000 kb. El splicing consiste en
la eliminacion de estas secuencias intronicas, seguida de la union de los exones para dar

lugar a un transcrito maduro.

2.1 El spliceosoma

El proceso de eliminacion de intrones y union de exones es llevado a cabo por el
spliceosoma, un complejo macromolecular compuesto por cinco particulas
ribonucleoproteicas Ul, U2, U4, U5 y U6 snRNPs (Uridine-rich small nuclear
ribonucleiprotein) que conforman el centro catalitico, y mas de 200 proteinas
adicionales. Cada particula snRNP estd compuesta por un snRNA y al menos siete
proteinas auxiliares. Para el correcto desarrollo de la reaccion de splicing, los snRNPs
deben reconocer secuencias consenso caracteristicas situadas en el precursor del ARNm
(pre-ARNm) mediante la union de sus snRNAs. Sin embargo, estas secuencias se
encuentran poco conservadas en metazoos, siendo necesaria la asistencia de proteinas

auxiliares que ayudan a la estabilizacion de cada snRNP (Ast, 2004).

Aunque no hay un acuerdo establecido sobre como se lleva a cabo el ensamblaje
del spliceosoma, diversos trabajos realizados in vivo e in Vvitro coinciden en que es un
proceso ordenado y secuencial, donde se pueden diferenciar varias fases determinadas
por la formacion de complejos caracteristicos (Hoskins et al., 2011; Huranova et al.,

2010).

Las primeras etapas de ensamblaje del spliceosoma comienza con el

reconocimiento especifico de los sitios que definen la union intrén/exon, asi como de
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las secuencias consenso presentes en intrones y exones. La subunidad Ul snRNP se une
por complementariedad de bases al sitio 5° de splicing (5’ splice site, 5°SS) del intron.
Sin embargo, esta union ARN-ARN suele ser débil y necesita la presencia de proteinas
propias de Ul snRNP y otros factores, como las proteinas SR, que ayudan a estabilizar
esta asociacion. A su vez, el factor de splicing SF1 reconoce la secuencia intronica del
branch-point (Branch-Point Sequence, BPS) y el heterodimero U2AF (U2 snRNP
auxiliar factor) se une al tracto de polipirimidinas (Py) y a la secuencia AG del sitio 3’
de splicing (3’ splice site, 3°SS), a través de la subunidad de 65 kDa y 35 kDa,
respectivamente. Estas interacciones tempranas conforman el complejo E o complejo
comprometido (commitment complex), el cual es critico para el reconocimiento inicial
de los sitios 5'SS y 3’SS asi como para la continuidad del proceso de splicing.
Seguidamente, se incorpora la particula U2 snRNP al sitio BPS del pre-ARNm
desplazando a SF1 del mismo en un reaccion dependiente de ATP, dando lugar al
complejo A. Esta unién entre ARNs es estabilizada por proteinas propias de la particula
U2 snRNP asi como por U2AF®. A continuacion, es reclutado el triplete formado por
las tres subunidades U4-U5-U6 snRNPs para formar el complejo B. Este complejo sufre
una serie de reordenamientos conformacionales en el que Ul y U4 snRNP son liberados
y las particulas U2 y U6 nRNP se aproximan dando lugar finalmente al complejo C, que
es el encargado de llevar a cabo el proceso de splicing propiamente dicho, mediante una
reaccion de transesterificacion dependiente de ATP. Finalmente, el pre-ARNm ya
procesado es liberado del spliceosoma y las subunidades U2, US y U6 snRNP son

recicladas para posteriores ciclos de splicing.
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Figura 1-2. Ensamblaje del spliceosoma y reaccion de splicing. Diagrama esquematico de la formacion
de cada complejo (E, A, B, C) durante las etapas de ensamblaje del spliceosoma. Se representan las
subunidades snRNPs U1, U2, U4, U5 y U6; asi como los factores de splicing SF1 y U2AF. 3°SS, sitio de
splicing 3’ (GA); 5SS, sitio de splicing 5° (GU); BPS, branch point site (A); Py, tracto de

polipirimidinas; ED, definicion del exon.

2.2 La definicién del exon

El reclutamiento de factores a ambos lados del intron durante el ensamblaje
inicial del spliceosoma no ocurre de forma independiente, sino que existe una
comunicacion entre ellos que facilita el reconocimiento mutuo de los sitios 5SS y 3’SS.
Sin embargo, el extenso tamafo de los intrones en comparacion con la longitud de los
exones, hace que esta conexion tenga lugar a través de interacciones mediadas a lo largo
del ex6n en un proceso conocido como definicion del exon (exon definition) (Berget,
1995). Seguidamente, tiene lugar la definicion del intron, a través de interacciones
establecidas a lo largo del intron, permitiendo el acercamiento de las subunidades Ul y
U2 snRNPs del spliceosoma y consecuentemente de los sitios 3°SS'y 5°SS, dando lugar

a un complejo funcional (De Conti, Baralle, and Buratti, 2013).
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2.3 El splicing alternativo

El proceso de ensamblaje del spliceosoma y consecuente reaccion de splicing es
un proceso altamente regulado. Por eso, atendiendo a la eficiencia con que esto ocurre
en un determinado exon se pueden distinguir dos tipos de eventos. El splicing es
constitutivo cuando el reconocimiento de un ex6n y ensamblaje del spliceosoma se
producen correctamente y de la misma forma en todos los pre-ARNm de un gen. El
splicing alternativo es aquel en que los sitios 5’ y 3’ de splicing compiten por el
reconocimiento y unién del spliceosoma con otros sitios 5°SS y 3°SS. Como
consecuencia este exon no sera procesado de la misma forma en todos los pre-ARNm de
un gen, dando lugar a diferentes isoformas del transcrito maduro. Aunque en la mayoria
de los casos descritos las primeras etapas de reconocimiento y ensamblaje de
spliceosoma son cruciales para determinar el tipo de procesamiento que tendra lugar,
cada vez hay mas ejemplos en los que esta decision también se establece en etapas
tardias de ensamblaje, incluso durante la reaccion de transesterificacion (Chen and

Manley, 2009).

El splicing alternativo genera a partir de un gen distintos ARNm que codifican
para proteinas diferentes, a veces incluso con funciones opuestas dependiendo del tejido
o tipo celular (Wang et al., 2008). Por eso, el splicing alternativo constituye un
importante mecanismo de diversidad proteica en los organismos eucariotas (Blencowe,
2006). Estudios de secuenciacion masiva han estimado que en humanos mas del 90% de
los genes son regulados por splicing alternativo (Pan et al., 2008; Wang et al., 2008),
corroborando la importancia de este proceso en la diversidad evolutiva. Ademas,
aproximadamente el 15% de enfermedades humanas de origen hereditario, incluyendo
enfermedades neurodegerativas y cancer, estan asociadas a alteraciones en la regulacion
del splicing alternativo, bien por mutaciones en las secuencias consenso o por fallos en
la propia maquinaria del spliceosoma (Graveley, 2000; Wang and Cooper, 2007; Ward
and Cooper, 2010). Sin embargo y a pesar de la relevancia biologica del splicing
alternativo, los mecanismos moleculares que controlan este proceso y las alteraciones

del mismo que conducen a enfermedad todavia no se conocen por completo.
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2.4 Tipos de splicing alternativo

La existencia del splicing alternativo implica el uso de sitios de splicing
diferentes a los convencionales durante el procesamiento del transcrito para crear
diversos patrones de ARNm a partir de un gen, favoreciendo la diversidad proteica. En
un tipico ARN multiexénico estos eventos pueden darse de diversas formas (Black,
2003):

* Inclusién o exclusion de un exoén completo (cassete exon).

= Exones mutuamente excluyentes, basado en el caso anterior cuando determinados
exones no coinciden en el ARNm maduro.

= Sitio aceptor alternativo de splicing, es aquel que tiene un sitio 5’ de splicing
alternativo dando lugar a un ex6n mas largo.

» Sitio donador alternativo, se da cuando existe un sitio 3’ de splicing alternativo,
produciéndose un acortamiento del exon.

* Promotor alternativo o primer exon alternativo, tiene lugar cuando el transcrito puede
empezar en exones diferentes.

» Sefial de polyA o ultimo exdén alternativo, el ARNm puede terminar en exones
distintos.

» Retencion de intrén, tiene lugar cuando la secuencia de un intron es incluida en el
transcrito final.

* Combinacion de varios de los eventos descritos anteriormente en un mismo pre-

ARNm.

Figura 1-3. Tipos de eventos de splicing alternativo. Diagrama esquematico de los diferentes patrones
de procesamiento que puede sufrir un pre-ARNm. Se representan los exones constitutivos (azul oscuro),
los exones alternativos (azul claro), intrones (negro), los patrones de splicing (lineas discontinuas), inicio
del marco de lectura (flecha) y sitios de poliadenilacion (PA). () exon cassete, (b) exones mutuamente
excluyentes, (c) sitio 5° de splicing alternativo, (d) sitio 3° de splicing alternativo, (€) primer exdn
alternativo, (f) sitios de poliadenilacion alternativos y (@) retencion de intrones. Los patrones de splicing
superiores indican el uso de los sitios de splicing convencionales y los patrones de splicing inferiores

corresponderian al uso de sitios de splicing alternativos.
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3. REGULACION DEL SPLICING

3.1. Elementos reguladores en cis

Los procesos de splicing constitutivo y alternativo son dirigidos por la
magquinaria del spliceosoma, por tanto, la regulacion de su ensamblaje es crucial para
asegurar la precision y especificidad caracteristicas de la reaccion de splicing. Sin
embargo, la identificacion de los exones resulta dificil debido a la extensa longitud de
los intrones (aproximadamente 5 kb de media) y el escaso nivel de conservacion de las
secuencias consenso (3°SS, 5SS, BPS y Py). Como consecuencia, estas secuencias
consenso son en general insuficientes para coordinar el correcto ensamblaje del
spliceosoma y se necesitan secuencias reguladoras adicionales que garanticen el preciso

funcionamiento de la maquinaria de splicing para la definicion del exén y el intron.

Estos elementos reguladores del splicing (splicing regulatory elements, SRE) son
secuencias en Cis situadas estratégicamente en el ARN. Se pueden clasificar en cuatro
categorias en funcion de su localizacion (intrén o exdén) y su efecto (potenciador o
inhibidor) en el splicing como ISE/ISS, ESE/ESS (intronic splicing enhancer/intronic
splicing silencer, exonic splicing enhancer/ exonic splicing silencer). Estas secuencias
son reconocidas por proteinas con dominios de unién a ARN que se unen a estos
elementos donde ejerceran un efecto potenciador o represor de la reaccion de splicing.
La concentracion o actividad de estos factores reguladores determinaran el destino de
los exones alternativos y por tanto, su inclusion o exclusion en el transcrito maduro.
Dentro de los tipos de proteinas reguladoras del splicing que se conocen, destacan las
proteinas SR que actiian como activadores del splicing al reconocer sitios ISE y ESE, y
los hnRNP que ejercen un efecto inhibidor de la reaccion de splicing al unirse a

secuencias de tipo ISS y ESS.

3.2. Elementos reguladores en trans

Activadores del splicing

La familia de proteinas SR son un importante grupo de factores reguladores del
splicing constitutivo y alternativo del pre-ARNm. Se trata de un conjunto de proteinas

muy conservadas, caracterizadas por contener dominios RS, ricos en argininas y serinas,
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de interaccion proteina-proteina en su region carboxilo terminal y dominios de union a
ARN (RRM, RNA recognition motif) en su extremo amino terminal. Esta organizacion
estructural las hace idoneas para desempeiiar su funcion como reguladoras del splicing.
Mediante sus dominios RRM reconocen elementos reguladores presentes en el pre-
ARNm, como los ESE, cuya especificidad vendra dada por cada proteina SR (Tacke
and Manley, 1999) y a través de los motivos RS establecen puentes de unidén con
factores del propio complejo del spliceosoma u otras proteinas reguladoras dando lugar
a un complejo activador que en ultima instancia favorecera el reconocimiento del exén
(Graveley, 2000). Existen dos modelos que explican el mecanismo de actuacion de las
proteinas SR como activadores del splicing: el “modelo de reclutamiento” sostiene que
la unién de la proteina SR al sitio ESE recluta y estabiliza las interacciones de
UlsnRNP al sitio 5°SS y de U2AF® al 3’SS, favoreciendo la definicion del exodn
(Graveley, Hertel, and Maniatis, 2001). El “modelo de inhibicion” indica que la unién
de las proteinas SR a los ESE puede antagonizar el efecto inhibitorio que las proteinas

hnRNPs ejercen al unirse a los ESS.

También existen otras proteinas reguladoras del splicing, que de forma similar a
como ocurre con las proteinas SR, reconocen las secuencias reguladoras consenso y
promueven el reclutamiento y reconocimiento de otros miembros del spliceosoma
facilitando su ensamblaje. El factor TIA-1 (T-cell intracellular antigen-1), como
también se vera mas adelante, reconoce una secuencia intrénica rica en uridinas situada
cerca del sitio 5°SS del intrén 6 de Fas, y ayuda al reclutamiento de la subunidad
UlsnRNP al sitio 5’SS a través de su dominio rico en glutaminas en su region carboxilo
terminal. Ademas parece que TIA-1 estaria bloqueando un elemento silenciador para
hnRNP F/H impidiendo su acceso y por tanto, que inhiba el reconocimiento de dicho
exon (Izquierdo et al., 2005). Otro ejemplo es la proteina de union al ARN Sam68, cuya
funcion como regulador del splicing varia dependiendo del contexto, pero en el caso del
pre-ARNm del gen CD44 colabora en el reclutamiento de U2AF al sitio 3°SS (Tisserant
and Konig, 2008).

Represores del splicing

La inhibicion del splicing alternativo a través de los elementos ISS y ESS es

llevada a cabo por las ribonucleoproteinas heterogéneas nucleares (hnRNP), un amplio
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y diverso grupo de proteinas de union al ARN. EIl bloqueo de la reaccion de splicing

puede ser en general explicado mediante dos mecanismos moleculares:

El modelo de “unién y bloqueo” (“bind and block’) tiene lugar cuando las
secuencias reguladoras se encuentran proximas a los sitios de splicing, generando una
barrera fisica que limita el acceso de los componentes del spliceosoma. Es el caso de
RBMS, que ejerce su efecto represor impidiendo la incorporacion del triplete U4/U6-US
snRNPs a los intrones adyacentes al exon 6 de Fas y bloqueando asi la maduracion del
spliceosoma. En este caso, RBM5 ademas promueve la incorporacion de las particulas
U4/U5/U6 snRNPs en los exones adyacentes del exon 6 de Fas (Bonnal et al., 2008).
Otra forma de inhibicioén por bloqueo consiste en competir con factores activadores del
splicing por la union a secuencias reguladoras. Por ejemplo Hu/ELAV inhibe la unioén
de UIsnRNP compitiendo con TIA-1 por la unién a una secuencia rica en AU (Zhu et
al., 2008); o la proteina SRSF7, que compite con hnRNP F y hnRNP H por la unién a
una secuencia consenso para regular el splicing del exén 2 del gen de la a-tropomiosina
(Crawford and Patton, 2006). También ocurre este mecanismo de inhibicién con la
proteina de unién al tracto de polipirimidinas PTB (polypirimidine tract binding
protein), ya que debido a su afinidad por las secuencias ricas en uridinas, compite por la
union al tracto de polipirimidinas con U2AF®’ dificultando asi su unién del mismo (Lin

and Patton, 1995).

Ademas del bloqueo fisico existe otro mecanismo de inhibicion (“looped out™)
que tiene lugar cuando las secuencias reguladoras se encuentran lejanas a los sitios de
splicing y se producen interacciones proteina-proteina a lo largo del exon generando
cambios conformacionales que dificultan el ensamblaje del spliceosoma, incluso cuando
los sitios de reconocimiento de splicing no han sido bloqueados (Nasim et al., 2002).
Esto ocurre con hnRNP-A1, que inhibe la inclusion del exon 7 del gen SMN2 o PTB en
el exon N1 de c-SRC, que se unen a secuencias reguladoras intronicas y exonicas
interaccionando entre ellas y generando una estructura que impide el reconocimiento de
estos exones, y ademas se facilita el acceso de elementos de spliceosoma a exones
adyacentes evitando finalmente la inclusion de estos exones en el transcrito maduro
(Hutchison et al., 2002; Spellman and Smith, 2006). En el caso de hnRNP L, ademas de

ejercer un bloqueo fisico en el reclutamiento de Ul y U2 snRNP, el reconocimiento de
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las secuencias reguladoras ESS puede provocar un cambio conformacional en el pre-

ARNmMm que previene la union al intrén de estos snRNPs (House and Lynch, 2006).

o8 ‘ea\sw

1SS ISE ESE ESS ISE 1SS

Figura I-4. Regulacion del splicing alternativo mediante secuencias en cis y factores en trans.
Diagrama esquematico de la regulacién del splicing alternativo donde se representan: los elementos
reguladores potenciadores ISE/ESE (intronic/exonic splicing enhancer) o inhibidores ISS/ESS
(intronic/exonic splicing enhancer) de splicing; proteinas SR que favorecen el reconocimiento de los
sitios de splicing y hRNP que lo inhiben; Branch Point Site (A, azul), tracto de polipirimidina (Py, azul) y
los sitios 5'SS'y 3’SS. (3°, AG, verde; 5°, GU, verde).

3.3 Mecanismos de regulacion del splicing

Ya hemos visto que el ensamblaje del spliceosoma y consecuente reaccion de
splicing es un proceso altamente controlado, en el que intervienen diversos elementos
reguladores que aseguran el correcto funcionamiento. Sin embargo, este “codigo de
splicing” no es suficiente para entender como se desarrolla completamente este proceso,
ya que el nivel de complejidad es mayor de lo que en principio aparenta. Por eso cada
vez hay mas trabajos que intentan descifrar todos los factores que influyen en el
correcto funcionamiento del splicing. Entre los mecanismos de control que se conocen

se encuentran los siguientes:

» Modificacion de los elementos en trans reguladores del splicing. Los casos
mas estudiados son los mecanismos de modificacién postraduccional, principalmente
por fosforilacion, que determinan la actividad de un factor regulador de una forma
espacio-temporal. Este hecho es habitual en las proteinas SR, altamente reguladas por
procesos de fosforilacion/defosforilacion, de cuyo estado dependen las interacciones
que establecen en el contexto del splicing (Black, 2003). También ocurre con Sam68,
cuyo efecto modulador en Bcl-x viene dado por la fosforilacion de un residuo de tirosina

(Paronetto et al., 2007).
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» Modificacion de los elementos en cis reguladores del splicing. Un evento de
splicing alternativo puede ser modificado por la presencia de mutaciones en los
elementos reguladores en Cis, al cambiar la afinidad de los reguladores en trans, con
consecuencias patologicas importantes (Caceres and Kornblihtt, 2002). Un ejemplo se
ha descrito en el exén 7 del gen SMN2, donde el cambio de C a T detectado en pacientes
con atrofia muscular espinal genera un elemento ESS reconocido por Sam68 que

modula su splicing alternativo (Pedrotti et al., 2010).

= Especificidad de tejido y etapa del desarrollo. Determinadas proteinas de
unioén al ARN pueden cambiar sus propiedades bioquimicas dependiendo del tejido en
que se expresan o la etapa del desarrollo o diferenciacion en que se encuentran,
generando patrones de splicing diferentes dependiendo en cada tipo celular o estadio del
desarrollo. Un ejemplo es el factor de splicing nPTB, cuya expresion y mecanismo de
actuacion se produce de forma exclusiva en neuronas y no en otro tipo celular

(Coutinho-Mansfield et al., 2007).

= Contexto de los elementos en cis del splicing. La posicion en que se encuentra
un elemento regulador (intron, exon, 5’SS, 3°SS) y su accesibilidad pueden determinar
que un mismo factor de splicing pueda comportarse como un activador o un represor
dependiendo del lugar en que lo reconozca. Existen diversos ejemplos en que proteinas
SR o hnRNPs actuan inhibiendo o promoviendo el reconocimiento de un exon, seglin el
contexto en el que se produce la unidon. Uno de los casos mas conocidos es el de NOVA,
un factor de splicing neuronal que acttia como activador del splicing de subunidades de
receptores neurotransmisores inhibidores como GABAARY2, al reconocer un elemento
intronico favoreciendo la inclusion del exon previo. Sin embargo, se han identificado
secuencias de union de NOVA en el exon E4 de Nova-1 que promueve la inhibicion de
la inclusion de este exdOn alternativo. En ambos casos los elementos consenso
reconocidos por NOVA estan formados por repeticiones de la secuencia YCAY. Sin
embargo, la secuencia exonica represora presenta mayoritariamente cisteinas en las
posiciones Y, asi como en los tramos de separacion entre las secuencias repetidas;
mientras que en el enhancer intronico se encuentran un mayor numero de uridinas en

esas posiciones (Dredge et al., 2005).

= Equilibrio entre los elementos en trans. Determinadas secuencias en el pre-

ARNmMm pueden ser reconocidas por varias proteinas reguladoras a la vez, dando lugar a
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complejos que pueden cooperar entre si para lograr un objetivo comun, ya sea el
reconocimiento o la inhibicidon de un exon. Estos factores también pueden competir por
la unién a una misma secuencia generando un equilibrio que estara influenciado por el
contexto. La ausencia de alguno de estos factores desestabiliza el equilibrio existente y
favorece el desarrollo de un evento de splicing concreto. Un ejemplo de cooperacion
son las proteinas SR, tradicionalmente relacionadas con el reconocimiento de
secuencias ESE que facilitan el reconocimiento de un exén. En un estudio reciente
mediante analisis de CLIP-seq (cross-linked immunoprecipitation followed by next
generation sequencing), se ha mostrado que SRSF1 y SRSF2 reconocen secuencias
solapantes compitiendo por el sitio de unidén a un exdén, aunque no suelen ejercer
funciones redundantes. La ausencia de SRSF2 genera mecanismos compensatorios que
tratarian de suplir la falta de la proteina mediante la union de otros factores como
SRSFI a su sitio de union. Cuando ademas se genera un SRSF1 mutante se observa un
aumento en la exclusion de exones alternativos probablemente por el incremento de
factores represores presentes. Por tanto, el equilibrio de los complejos de proteinas SR o

desequilibrio circunstancial determinan el patron de splicing (Pandit et al., 2013).

» Regulacién cruzada entre factores de splicing. Dentro de esta intrincada red
de regulacion, los factores que forman parte de ella también son capaces de
autorregularse. Uno de los ejemplos mas claros es el descrito con PTB/nPTB, cuya

induccidn y silenciamiento es controlada de manera mutua (Boutz et al., 2007).

» Regulacion del splicing por el acoplamiento transcripcional. Como se
describira mas detalladamente en apartados posteriores, la comunicacion existente entre
las maquinarias de transcripcion y splicing, permite que la tasa de velocidad de la
RNAPII influya en el reconocimiento de determinados elementos reguladores del

splicing.

= Regulacién del splicing alternativo por cambios epigenéticos. Se ha descrito
que las modificaciones postraduccionales en las histonas de los nucleosomas y la
cromatina reclutan factores de splicing que determinan los patrones de procesamiento.
Por ejemplo, el gen VEGFA es trimetilado en la lisina 9 de la histona 3 (H3-K9me3)
por la metiltransferasa EHMT2 y esta modificacion es reconocida por el modulador de
la cromatina HP1-y que recluta al factor de splicing SRSF1, generando un cambio en el

procesamiento del transcrito (Salton, Voss, and Misteli, 2014).
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4. ACOPLAMIENTO DE LA TRANSCRIPCION Y EL SPLICING

La similitud entre el rango de tiempo necesario para que un pre-ARNm sea
procesado (varios minutos) y el periodo promedio en que se transcribe un gen hacen
posible la existencia de un splicing co-transcripcional. Se cree que el splicing puede
empezar cuando la RNAPII ha elongado aproximadamente 5 kb desde el sitio 3'SS,
coincidiendo con los datos obtenidos en el primer caso reportado de splicing co-
transcripcional (Danko et al., 2013; Schmidt et al., 2011). Sin embargo, la primera
evidencia de splicing co-transcripcional fue observada mediante imagenes de
microscopia electronica en embriones de D. melanogaster, donde se aprecio la
eliminacion de intrones en transcritos nacientes que todavia se encontraban unidos al
ADN (Beyer and Osheim, 1988). Posteriores trabajos han corroborado este hecho,
utilizando por ejemplo sondas que hibridan en la region de unién intron-exén para
visualizar la eliminacion de los intrones en lugares proximos a sitios de transcripcion
(Xing et al., 1993). Ademas existen elementos propios de cada maquinaria que influye
de manera reciproca en el otro proceso. Asi, se conocen componentes de la maquinaria
de la transcripcion como son la estructura del promotor, los factores de elongacion
transcripcional o los co-activadores especificos de la transcripcion que afectan a los
patrones de splicing (Cramer et al., 1997; Cramer et al., 1999; Nogues et al., 2002;
Auboeuf et al., 2004).

El desarrollo de la transcripcion y el splicing de forma simultanea, aporta
ventajas para ambos procesos. Asi, se facilita el reclutamiento de factores de splicing al
lugar de transcripcion, optimizando la eficiencia y precision del procesamiento del
transcrito naciente (Listerman, Sapra, and Neugebauer, 2006). Ademas, el acoplamiento
entre la transcripcion y el splicing afade un nivel mas de regulacion reciproca entre
ambos procesos que se detallard a continuacion atendiendo a dos modelos que no son

exclusivos (Caceres and Kornblihtt, 2002).

4.1 Modelo cinético

El modelo cinético de la regulacion del splicing propone que la seleccion del
sitio de splicing viene determinada por la tasa de elongacion transcripcional de la

RNAPII. Este modelo se basa en que los intrones 5° que flanquean a cada exdén son

25



Introduccién

eliminados antes que los intrones 3’ puesto que son reconocidos y transcritos antes
(Aebi et al., 1986). Como se describid previamente, la elongacion de la transcripcion es
un proceso altamente regulado. Por tanto, los mecanismos que controlan el
funcionamiento y paradas de la RNAPII durante la elongacion, como la presencia de
trans-activadores o la apertura de la cromatina (Sims, Belotserkovskaya, and Reinberg,
2004), estan directamente implicados en la determinaciéon de los patrones de
procesamiento del ARNm durante el splicing co-transcripcional. Durante el transcurso
de la elongacion de la transcripcion los componentes del spliceosoma se van uniendo al
ARN naciente y de forma ordenada iran eliminando los intrones recién sintetizados. El
espacio de tiempo disponible para llevar a cabo este procesamiento y competir por la
unidn al siguiente intréon es lo que se conoce como “la ventana de la oportunidad”
(“window of opportunity”) (Perales and Bentley, 2009). Segtin este modelo, la velocidad
de elongacion de la RNAPII determina la duracion del periodo en el que varios eventos
de splicing competiran por el reconocimiento y ensamblaje del spliceosoma. Por tanto,
si el sitio 3°SS débil de un exon alternativo compite con otro sitio 3°SS fuerte posterior,
el primero serd procesado cuando la tasa de elongacion de la RNAPII sea baja y el
tiempo sea suficiente para que el exdn alternativo sea reconocido e incluido en el

transcrito final.

El primer indicio de acoplamiento cinético fue descrito en un estudio donde se
demostr6 que la tasa de elongacion de la RNAPII afectaba la estructura secundaria del
ARN naciente y como consecuencia al proceso de splicing (Eperon et al., 1988). Uno de
los sistemas mas estudiados es el exon alternativo ED-I del gen de la fibronectina. Este
exon esta precedido por un sitio 3°SS débil, el cual es procesado e incluido en el ARNm
cuando la tasa de elongacion de la RNAPII es baja y hay tiempo suficiente para que la
maquinaria del spliceosoma reconozca esta secuencia (Nogues, Munoz, and Kornblihtt,
2003). En cambio, cuando la procesividad de la RNAPII es alta debido a elementos
como la presencia de co-activadores transcripcionales, promotores fuertes o apertura de
la cromatina es mas probable que sitios 3° de splicing fuertes prevalezcan sobre el 3'SS
degenerado del exon ED-I y finalmente no sea incluido en el transcrito maduro (Cramer

et al., 1999; Kadener et al., 2001; Nogues et al., 2002).

Analisis globales del genoma en levaduras han identificado sitios de
acumulacion de la RNAPII en las regiones 3°SS de los intrones. Esta pausa constituye

un punto de control para que tenga lugar el splicing co-transcripcional y parece estar
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controlada por la fosforilacion del CTD, donde la Ser5 marcaria la pausa de la RNAPII
mientras que la Ser2 facilitaria la liberacion (Alexander et al., 2010). Aunque estos
datos todavia no estan claros en metazoos, la existencia de posibles sitios de control que
determinan el desarrollo de un splicing co-transcripcional, podria estar relacionado con

la presencia factores “acopladores” que lleven a cabo esa regulacion.

Entre los factores capaces de modular la tasa de elongacion de la RNAPII se
incluye la ocupacion de nucleosomas, ya que podrian constituir barreras que dificulten
en determinadas situaciones la actividad transcripcional (Schor et al., 2009; Schwartz,
Meshorer, and Ast, 2009; Spies et al., 2009). Por otra parte, la acetilacion/desacetilacion
de histonas influye en el estado de apertura de la cromatina. Un estado abierto de la
cromatina debido a la acetilacion de histonas, facilita el reclutamiento de factores de
transcripcion a la RNAPII (Lee, Smith, and Shilatifard, 2010). Asimismo, interacciones
con la deacetilasa de histonas HDAC2, genera estados cerrados de cromatina que
ralentiza a la RNAPII y favorece la inclusion de exones alternativos (Zhou et al., 2011).
También existen otras proteinas capaces de modular la tasa de elongacion de la RNAPII
al interaccionar con componentes de la maquinaria de transcripcion, como SRSF2 que
se une a P-TEFb o la subunidad Brm del complejo remodelador de cromatina SWI/SNF
(también conocido como SMARCA2) que interacciona con Sam68 y provocan la
acumulacion de RNAPII en regiones exonicas concretas. Este ultimo mecanismo de
modulacion de la RNAPII esta muy relacionado con el modelo de reclutamiento que se

detallara a continuacion.

[exon 1} {exon 2}

[exon 1[exon 2[exon 3] [exon 1] exon 3]

Figura I-5. Modelo de acoplamiento cinético. Una tasa de elongacion baja permite el reclutamiento de
factores de splicing a exones alternativos (exon 2 en rosa, panel izquierdo). Cuando la tasa de elongacion

es alta, no da tiempo a que el spliceosoma se ensamble en exones alternativos (panel derecho).
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4.2 Modelo de reclutamiento

El modelo de reclutamiento se basa en que el acoplamiento entre los procesos de
transcripcion 'y splicing es facilitado por interacciones fisicas establecidas entre
componentes de ambas maquinarias. E1 CTD de la RNAPII tiene un papel fundamental
en este acoplamiento, ya que sirve como plataforma para el reclutamiento de factores de
procesamiento situdndolos en las proximidades del ARN mientras se esta llevando a

cabo el proceso de transcripcion.

Uno de los mecanismos mas aceptados que explica el proceso de reclutamiento,
se basa en los ciclos de fosforilacion del CTD que caracteriza a cada una de las etapas
de la transcripcion (Buratowski, 2003), como ya se ha descrito previamente (apartado
1.3). Dependiendo del estado de fosforilacion, se uniran diversos factores implicados en
las distintas fases del proceso de transcripcion (se detallaran mas adelante), facilitando

el desarrollo de cada una de ellas (Phatnani and Greenleaf, 2006).

En cuanto al splicing, existen numerosas observaciones que apoyan el
requerimiento del CTD en el procesamiento del ARNm tanto in vivo como in vitro. Por
ejemplo, la presencia de un CTD truncado reduce la eficiencia del splicing in vivo
(Rosonina and Blencowe, 2004). La integridad del CTD también es importante para el
reclutamiento de factores de splicing al sitio de transcripcion in vivo (Misteli and
Spector, 1999). Por otro lado, ensayos in vitro indican que la RNAPII en estado
hiperfosforilado es capaz de estimular la reaccion de splicing, mientras que la version
hipofosforilada lo inhibe (Hirose, Tacke, and Manley, 1999). Ademads se ha descrito que
moléculas de CTD recombinantes puede activar el splicing in vitro, aunque esto s6lo
ocurre en el contexto de la definicion del exdn, cuando los sitios 5SS y 3°SS estan

accesibles (Zeng and Berget, 2000).

Aparte del CTD, los factores de splicing pueden ser reclutados a sitios activos de
transcripcion a través de otros mecanismos. La cromatina constituye otra plataforma
alternativa para este reclutamiento, ya que se han descrito interacciones directas con
componentes de la maquinaria de splicing (Piacentini et al., 2009; Sims et al., 2007). Un
claro ejemplo es el que se ha observado con la proteina de uniéon a PTB, la cual es
reclutada al sitio de transcripcion mediante su unién a la proteina de uniéon a la

cromatina MRG15, que reconoce de manera especifica la trimetilacion en la lisina 36 en
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la histona 3 (H3-K36me3). El reclutamiento de PTB mediado por MRG13 da lugar a

una exclusion de exones alternativos (Luco et al., 2010).

RNAPI|

Promotor

|lexon 1[exon 2 |exon 3 |

RNAPII

CTD

Promotor

Figura 1-6. Modelo de acoplamiento por reclutamiento. EI CTD de la RNAPII (parte superior de la
figura) sirve como plataforma para el reclutamiento de factores acopladores (verde) que directamente o a
través de interacciones con otros factores (lila) favorecen el reconocimiento de exones alternativos (rosa).
Cuando por determinadas circunstancias estos factores no son reclutados, los exones alternativos no son

reconocidos y no se incluyen en el transcrito final (parte inferior de la figura).

4.2.1 Factores acopladores de la transcripcion y el splicing

Tanto el modelo de reclutamiento e indirectamente el modelo cinético, apoyan la
teoria de la existencia de un grupo de potenciales factores de acoplamiento, que
comunican a las maquinarias de transcripcion y splicing, facilitando el progreso del

splicing co-transcripcional. Entre ellas podemos destacar las siguientes:

» Proteinas SR. Las proteinas SR, como ya se describid anteriormente, son un
amplio grupo de factores relacionados con la regulacion del splicing, pero que también
se han relacionado con otros procesos relacionados con el metabolismo del ARNm. Se
han descrito interacciones entre proteinas SR y el CTD de la RNAPII, aunque la
relevancia de esta asociacion aun estd por determinar (Yuryev et al., 1996). Ademas,

parece que esta union podria estar relacionada con el reclutamiento de las proteinas SR
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desde los speckles nucleares a los sitios activos de transcripcion (Misteli and Spector,
1999). Ademas en sistemas de splicing in vitro, las proteinas SR podrian ser necesarias
para el reclutamiento y ensamblaje del spliceosoma temprano en los sitios del ARNm
naciente (Das et al., 2007). Asimismo, proteinas SR como SRp20 o SRSF1 dependen de
la presencia del CTD de la RNAPII asi como de su estado de fosforilacion para llevar a
cabo su funcion en el splicing alternativo de minigenes (Barboric et al., 2009; de la
Mata and Kornblihtt, 2006). Es interesante sefialar que un estudio reciente relaciona a
SRSF1 con la activacion de la transcripcion. SRSF1 reconoceria a la secuencia TAR del
sitio de transcripcion del gen del HIV-1 y ayudaria al reclutamiento del complejo P-
TEFb facilitando la transcripcion durante los primeros estadios de la infeccion viral
(Paz, Krainer, and Caputi, 2014). Como ya se describid en el modelo cinético, el factor
de splicing SRSF2 participaria en la elongacion de la transcripcion al facilitar el
reclutamiento del factor de transcripcion P-TEFD al sitio de transcripcion favoreciendo
la procesividad de la RNAPII (Lin et al., 2008). Aunque el mecanismo por el cual las
proteinas SR establecen estas interacciones importantes para el acoplamiento no esta del
todo claro, este hecho las relaciona con el ensamblaje del spliceosoma y la regulacion

de la elongacion transcripcional en un contexto de splicing co-transcripcional.

= SKIP. Otros factores de splicing también participan en el acoplamiento entre los
procesos de transcripcion y splicing. El factor de splicing SKIP interacciona con el
factor de transcripcion P-TEFb y favorece la elongacion transcripcional mediada por el

activador Tat en el gen del HIV-1 (Bres et al., 2005).

» Tat-SF1. A pesar de no tener una funcion clara en la célula, se han descrito
diversas asociaciones del factor Tat-SF1 con componentes de la maquinaria de
transcripcion y splicing, por lo tanto podria estar conectando ambos procesos. Entre
estas interacciones se encuentran la de Tat-SF1 con P-TEFb que a su vez recluta a
factores de splicing al pre-ARNm naciente. Estudios in vitro han mostrado que la
magquinaria de splicing reclutada por Tat-SF1 estimula la elongacion transcripcional
(Fong and Zhou, 2001; Kim et al., 1999; Maniatis and Reed, 2002). Sin embargo, un
estudio mas reciente del analisis gendmico del silenciamiento de Tat-SF1, indica que
este factor podria actuar en la célula como un activador transcripcional e intervenir en la
regulacion del splicing; sin embargo, solo un porcentaje muy pequefio de genes coincide

entre los grupos de genes afectados a nivel de transcripcion y splicing, poniendo en
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duda su posible papel como acoplador general entre ambos procesos (Miller et al.,

2011).

» PSFy p54nrb/NonO. Los factores PSF y p54nrb/NonO han sido implicados en
procesos de transcripcion y splicing. Estas dos proteinas estan relacionadas entre si, ya
que comparten el 71% de identidad en sus dominios RRM (Dong et al., 1993). Ambas
proteinas interaccionan con el CTD hipofosforilado e hiperfosforilado de la RNAPII
(Emili et al., 2002). Se ha mostrado la presencia de PSF y p54/NonO en complejos de
alto peso molecular donde también se encuentran los componentes del spliceosoma U1
y U2 snRNPs, asi como la RNAPII (Kameoka, Duque, and Konarska, 2004; Peng et al.,
2006). Experimentos in vivo han mostrado que PSF es capaz de estimular la activacion
de la transcripcion a través de su union con el CTD de la RNAPII (Rosonina et al.,

2005).

= Complejo Mediador. El complejo Mediador es un importante co-activador de la
transcripcion, ademds de tener un papel muy relevante como integrador de la
transcripcion por las numerosas interacciones que ejerce con otros activadores y
represores transcripcionales (Malik and Roeder, 2010). Se ha descrito que la subunidad
Med23, y no otras de este complejo, interacciona con el factor de splicing hnRNP L,

alterando los patrones de splicing alternativo (Huang et al., 2012).

» Proteinas con dominios WW y FF. Establecen interacciones con factores
implicados en los procesos de transcripcion y splicing a través de sus dominios y son

descritas con mas detalle a continuacion.

4.2.2 Proteinas con dominios WW 'y FF

Existe un conjunto de factores de particular interés para esta tesis doctoral, que
han sido vinculados a procesos de transcripcion y splicing por establecer interacciones
fisicas con componentes de ambas maquinarias, como se describira a continuacion. La
mayoria de estas uniones se establecen a través de los dominios WW y FF que
contienen en repeticiones en tdndem en su estructura, sugiriendo que estos dominios
podrian colaborar en la union de diversos factores, aportando una mayor eficiencia en la

interaccion.
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= Dominios WW. Son motivos de interaccion pequefios, compuestos por
aproximadamente 40 aminoacidos que se caracterizan por contener dos residuos de
triptéfano altamente conservados, separados entre si por 20-22 aminoacidos (Sudol,
1996). Establecen interacciones de tipo proteina-proteina al reconocer secuencias
peptidicas ricas en prolinas y sitios de serina/treonina fosforilados, presentes en sus
ligandos (Lu et al., 1999). Su estructura se pliega de manera estable en forma de triple
hélice antiparalela con estructura de ldmina 3 en ausencia del ligando (Macias et al.,
1996). Los dominios WW se encuentran en proteinas de diverso origen y son capaces de
establecer gran variedad de interacciones, incluso un mismo dominio puede unirse a
varias proteinas diferentes, lo que los convierte en grandes soportes de conexion entre

diferentes procesos celulares (Ingham et al., 2005).

= Dominios FF. Son motivos estructurales de aproximadamente 50-60
aminoacidos, caracterizados por contener dos residuos de fenilalanina muy conservados
situados cerca de sus extremos amino y carboxilo-terminal. Establecen interacciones del
tipo proteina-proteina con distintas especificidades en ligandos con secuencias
preferentemente fosforiladas. Su estructura estd basada en tres hélices a y una hélice 39
situados de forma ortogonal entre si en el orden al-a2-3;p-a3 (Allen et al., 2002).
Aunque la funcion de los dominios FF no estd muy clara, estan presentes de forma
bastante exclusiva en dos grupos de proteinas con funciones diferentes: 1) proteinas con
dominios WW en su estructura, principalmente nucleares y relacionadas con procesos
del metabolismo del ARN; 2) familia de proteinas pl190 de las Rho/GTPasas, de
localizacion citoplasmatica e implicadas en la regulacion de las vias de sefializacion del

citoesqueleto (Bedford and Leder, 1999).

Prp40

La proteina de levaduras Prp40 fue caracterizada como un factor esencial de
splicing asociada a la subunidad Ul snRNP del spliceosoma, implicada en el
reconocimiento del sitio 5’ de splicing en las primeras etapas de ensamblaje del
spliceosoma (Kao and Siliciano, 1996). Prp40 también ha sido implicada en importantes
interacciones que comunican ambos extremos del intron, al unirse directamente con
BBP, el ortologo en levaduras del factor humano de splicing SF1, que a su vez se une a

Mud2p, el homélogo de levaduras de U2AF®. Ademas se ha demostrado que Prp40 es
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capaz de asociarse con Prp8, proteina asociada a la subunidad U5 snRNP, siendo
involucrada en el reclutamiento de factores durante el ensamblaje del spliceosoma

(Abovich and Rosbash, 1997).

Prp40 es una proteina de 583 aminoacidos cuya estructura se caracteriza por
contener dos dominios WW en la regiéon amino terminal y cuatro dominios FF en
tandem en la mitad carboxilo terminal. Las interacciones funcionales que definen el
papel de la proteina se establecen a través de estos dominios. Por ejemplo, se ha
sugerido que Prp40 se asocia con BBP al reconocer en su secuencia el motivo de
prolinas PPXY. Sin embargo, existe cierta controversia sobre el papel que pueden
desempeiar los dominios WW en la definicion del intrén, ya que un estudio ha
mostrado que la ausencia de los motivos WW de Prp40 no afecta al reclutamiento de U1
y U2 snRNPs in vivo ¢ in vitro (Gornemann et al., 2011). Una posible explicacion seria
que la participacion de Prp40 a través de sus dominios WW en el reclutamiento durante
las primeras etapas de ensamblaje del spliceosoma ocurre sdlo en ciertos genes en un
contexto especifico. Por otra parte, Prp40 interacciona in vitro con el CTD fosforilado
de la RNAPII a través de sus dominios WW y FF (Morris and Greenleaf, 2000). El
hecho de que Prp40 sea capaz de establecer uniones con componentes de las
magquinarias de transcripcion y splicing lo hace un buen candidato para desempefiar una

funcién de acoplador entre ambos procesos.

Prp40 tiene dos ortdlogos en humanos: PRPF40A (nombre aceptado por la base
de datos HUGO: PRP40 pre-mRNA processing factor 40 homolog A) también conocido
como HYPA (Huntigtin-Yeast Partner A) o FBP11 (Formin-binding protein 11) y
PRPF40B (nombre aceptado por la base de datos HUGO: PRP40 pre-mRNA processing
factor 40 homolog B) o HYPC (Huntigtin-Yeast Partner C).

PRPF40A

PRPF40A, FBP11 o HYPA es una proteina de 957 aminoacidos cuya estructura
contiene dos dominios WW en su region amino-terminal y cinco dominios FF en la
parte carboxilo-terminal. PRPF40A fue identificada en ratdbn como una proteina de
unién a la formina (FBP, formin binding proteins), proteinas implicada en el desarrollo

de las extremidades y rifion murino (Chan, Bedford, and Leder, 1996). Posteriormente,
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mediante ensayos de interaccion in vitro con una libreria de proteinas procedentes de
muestras de extremidades embrionarias de ratoén, se mostréo que los dominios WW de
FBP11 reconocian la secuencia consenso PPLP en sus ligandos. El hecho de que varios
de los ligandos asociados a PRPF40A fueran nucleares, como MeCP2, una proteina de
unioén al ADN, la relacionaban con procesos metabdlicos que tienen lugar en el ntcleo
(Bedford, Chan, and Leder, 1997). Consistente con su funcion nuclear, PRP40A ha sido
localizada en los speckles nucleares y se ha publicado que inhibe a la proteina N-
WASP, implicada en la reorganizacion del citoesqueleto (Mizutani, Suetsugu, and
Takenawa, 2004). Ensayos de interaccion in vitro mediante espectrometria de masas
mostraron la union de PRPF40A a través de sus dominios WW con los factores de
splicing SF1, U2AF®, proteinas de la particula U2 snRNP, algunos hnRNPs y factores
remodeladores de la cromatina, entre otros. Estos datos vinculan a PRPF40A con el
procesamiento del ARNm y mas concretamente con el reconocimiento del sitio 3' de
splicing (Lin, Lu, and Tarn, 2004). Ensayos mas recientes de inmunoprecipitacion
utilizando extractos nucleares de células HelLa han mostrado que, a diferencia de su
homologo Prp40 en levaduras que forma parte de la particula Ul snRNP, PRPF40A
estaria asociado a la subunidad U2 snRNP del spliceosoma y proteinas relacionadas
(Makarov et al., 2012). Por otra parte, una caracterizacion estructural de los dominios
FF revelaron que PRPF40A, probablemente mediante su dominio FF1, podria reconocer
la secuencia fosforilada del CTD de la RNAPII (Allen et al., 2002). Este dato contrasta
parcialmente con el hecho de que el dominio FF1 de Prp40 no reconoce al CTD de la
RNAPII, sino su dominio FF2, indicando que no todos los dominios FF son
equivalentes y que la especificidad de estos motivos no estdn conservados entre
ortdlogos (Gasch et al., 2006). Este conjunto de datos relacionan a PRPF40A con los
procesos de splicing y transcripcion, acorde con un posible papel de acoplador de ambos

Procesos.

Otras interacciones de PRPF40A a través de sus dominios WW la han implicado
en enfermedades neurodegenerativas. Es el caso de la enfermedad de Huntington, la
cual se caracteriza por la expansion de una cola de poliglutaminas aberrante en el
extremo carboxilo-terminal de la proteina huntingtina. La secuencia de esta proteina
contiene un motivo de prolinas que reconocen los dominios WW de PRPF40A (Faber et

al., 1998). La interaccion de PRPF40A con la huntingtina mutada no so6lo cambia la
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distribucion de la primera, sino que podria estar alterando su funcidn relacionada con el

splicing (Jiang et al., 2011).

PRPF40B

PRPF40B o HYPC es el ortélogo menos conocido del factor de levadura Prp40.
Es una proteina de 871 aminoécidos que contiene dos dominios WW y varios dominios
FF en su estructura que no han sido previamente caracterizados. Por esa organizacioén
estructural y a pesar de la escasa informacion que existe sobre ella, se la ha relacionado
con procesos de transcripcion y splicing. Fue identificada inicialmente en un estudio de
interacciones In vitro para identificar ligandos de la huntingtina, con el objetivo de
detectar posibles dianas que pudieran estar alteradas en la enfermedad de Huntington.
Al igual que ocurri6 con PRPF40A, PRPF40B destac6 en este ensayo por el
reconocimiento de un motivo de prolinas a través de los dominios WW, mostrando

PRPF40B mayor fuerza de interaccion que PRPF40A (Faber et al., 1998).

Al igual que con PRPF40A, se ha sugerido que el aumento de la interaccion de
manera aberrante con la huntingtina mutada podria ser un desencadenante de la
enfermedad. Aunque ambas proteinas guardan una gran similitud de secuencia de
aminoacidos, PRPF40A tiene mayores niveles de expresion que PRPF40B (Passani et
al., 2000). PRPF40B también ha sido relacionada con el sindrome de Rett, un desorden
neuroldgico asociado al cromosoma X causado por mutacion y consecuente pérdida de
funcion de MeCP2, una proteina de unioén a islas CpG del ADN metiladas. Ensayos de
interaccion In vitro, han mostrado la interaccion directa de PRPF40B a través de sus
dominios WW con MeCP2 al reconocer en ésta tltima el motivo de prolinas PPLP. Esta
secuencia coincide con el fragmento donde se concentra un gran nimero de mutaciones
asociadas al sindrome. De hecho, ensayos de coinmunoprecipitacion de MeCP2 con
deleciones en la region de poliprolinas y los dominios WW de PRPF40B, revelaron una
disminucién en la especificidad de interaccion. Estos datos sugieren que esta asociacion
podria ser importante para el desarrollo del fenotipo del sindrome de Rett (Buschdorf

and Stratling, 2004).

En un estudio mas reciente, se ha relacionado a PRPF40B con el sindrome
mielodisplasico (MDS), un conjunto de desérdenes hematoldgicos con una produccion

desregulada de produccion de globulos rojos que muestra una predisposicion a leucemia
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mieloide aguda (AML). Un estudio de secuenciacion del exoma completo de pacientes
con MDS, ha revelado un conjunto de mutaciones asociadas a componentes del
spliceosoma, implicados principalmente en el reconocimiento del sitio 3’SS, lo que
podria estar alterando patrones de procesamiento. Entre los genes afectados se ha
encontrado a PRPF40B. En este factor se detectaron seis mutaciones que generan un
cambio de aminodcido y aunque tres de ellas parecen SNPs, las otras tres mutaciones se
han relacionado con predisposicion a enfermedad mediante estudios bioinformaticos,
por lo que podrian estar alterando la funcion de la proteina con consecuencias

patologicas para la enfermedad (Yoshida et al., 2011).

FBP21

FBP21 es una proteina de 376 aminoacidos con dos dominios WW en su
estructura. A pesar de no tener dominios FF, ha sido relacionada con este conjunto de
factores porque sus motivos WW, al igual que el resto de proteinas del grupo, contienen
tres residuos de tirosina centrales y una separacion entre los dominios WW muy
parecida, que no tienen otras proteinas con estos motivos. Ademas FBP21 ha sido
relacionada con el proceso de splicing, ya que se ha mostrado su interaccion con las
proteinas U1C de la subunidad U1 snRNP, asi como con los factores de splicing SmB,
SmB’ y también con SF1, al reconocer el motivo PGM a través de sus dominios WW.
Ademéas, ensayos de inmunoprecipitacion han mostrado la asociacion de FBP21 a la
particula U2 snRNP. Asimismo, ensayos de inmunofluorescencia han mostrado la
localizacion de FBP21 en los speckles nucleares, organulos relacionados con el
procesamiento del ARNm (Bedford, Reed, and Leder, 1998). Consistente con este
ultimo dato, un estudio mas reciente ha revelado la interaccion de FBP21 con el factor
de splicing SF3B4 en los speckles nucleares (Klippel et al.,, 2011). Ademas, los
dominios WW de FBP21 parecen ejercer importantes interacciones funcionales, ya que
a través de ellos es capaz de activar el splicing in vivo al unirse y activar a la proteina
SIPP1, un factor de splicing que se asocia a la proteina de union al tracto de

poliglutaminas (PQBP1) y a la proteina fosfatasa 1 (PP1) (Huang et al., 2009).

Todos estos datos sugieren que FBP21 participa en el procesamiento del ARNm
conectando ambos extremos del intron y reclutando factores, afectando en ultima

instancia al desarrollo de la reaccion de splicing.
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TCERG1

TCERG]1 (nombre aceptado por HUGO: Transcription Elongation Regulator 1),
también conocido como CA150, es una proteina de 1098 aminoacidos con tres dominios
WW en su region amino-terminal y seis dominios FF en la parte carboxilo-terminal. Fue
inicialmente purificada en fracciones nucleares de células HelLa procedentes de una
cromatografia de afinidad a Tat e identificada como co-factor de la trans-activacion
mediada por Tat del gen del HIV-1 (Sune et al., 1997). Se han descrito numerosas
interacciones a través de sus dominios WW como los factores de splicing SF1, U2AF®,
proteinas del U2 snRNP y también mediante los dominios FF como Tat-SF1 o proteinas
SR (Carty et al., 2000; Goldstrohm et al., 2001; Lin, Lu, and Tarn, 2004; Sanchez-
Alvarez et al., 2006; Smith, Kulkarni, and Pawson, 2004). Los dominios FF4 y FF5 son
también muy importantes para la localizacion de TCERGI1 en la periferia de los

speckles nucleares (Sanchez-Hernandez et al., 2012).

TCERGT] es capaz de regular la activacion transcripcional de genes reporteros
(Sanchez-Alvarez et al., 2010; Sune and Garcia-Blanco, 1999). Ademas se ha mostrado
que TCERGI regula la expresion del gen de apoptosis Bcl-x modulando la tasa de
elongacion de la RNAPII (Montes et al., 2011). Estos datos han sido corroborados en un
estudio mas reciente donde TCERGI regula el patron de expresion del gen del HIV-1 al
incrementar la tasa de elongacion de la RNAPII mediante la fosforilacion en la Ser2 del
CTD (Coiras et al., 2013). Asimismo, numerosos estudios muestran que TCERGI es
capaz de regular el splicing. Se han descrito diversos trabajos donde TCERG1 modula
el splicing de minigenes reporteros de la S-globina, S-tropomiosina, CD44, fibronectina
y Bcl-x (Cheng et al., 2007; Lin, Lu, and Tarn, 2004; Montes et al., 2011; Pearson et al.,
2008; Sanchez-Alvarez et al., 2010). Ademas, la identificacion de genes diana mediante
microarrays revelan que al silenciar TCERG1 estan afectados genes implicados en el

procesamiento del pre-ARNm (Pearson et al., 2008) (datos del laboratorio sin publicar).

TCERGI1 ha sido también implicada en la enfermedad de Huntington, al
interaccionar con sus dominios WW con la region amino-terminal de la proteina
huntingtina (Holbert et al., 2001) indicando que en el contexto de la enfermedad, esta
asociacion puede alterar la funcion de TCERGI y la restauracion de la proteina podria

general un efecto neuroprotector (Arango et al., 2006).
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5. EL NUCLEO DE LA CELULA EUCARIOTA

La estructura de la célula eucariota se caracteriza por tener dos compartimentos
claramente definidos: el citoplasma y el ntcleo. A su vez cada uno contienen diversos
organulos, pero a diferencia de lo que ocurre en el citoplasma, los compartimentos
nucleares no estan delimitados por membranas, indicando diferentes mecanismos de
funcionamiento. A pesar de la ausencia de membranas, el niicleo se encuentra altamente
organizado en compartimentos definidos, existiendo una gran dinamica entre ellos. En
el nucleo existen diversos organulos nucleares distribuidos en el escaso espacio
intercromatinico que existe, ya que la mayor parte se encuentra ocupado por la
cromatina, en territorios cromosomicos. Por este motivo, una de las principales
caracteristicas del nucleo es que contiene el material genético y ademas es donde tienen
lugar procesos esenciales para la célula, como la replicacion, reparacion del ADN,
transcripcion y procesamiento del pre-ARNm. Por tanto, los organulos nucleares
participan de una forma directa o indirecta en el desarrollo de importantes procesos

bioldgicos.

Entre estos organulo nucleares se encuentran: el nucléolo, implicado en la
biogénesis de los ribosomas, asi como el ciclo celular y la respuesta al estrés celular;
los cuerpos de Cajal, implicados en la modificacion y ensamblaje de los U snRNPs y
particulas ribonucleoproteinas pequefias nucleolares (snoRNPs) implicadas en el
procesamiento del ARNr; Gems, estructuras adyacentes o coincidentes con los cuerpos
de Cajal caracterizados por la presencia de las proteinas SMN y Gemins2-7 vy
relacionados con el ensamblaje de los snRNPs; PML, implicado en el ensamblaje del la
proteina supresora de tumores leucemia promielocitica (PML), ademas de otras
funciones celulares como el secuestro y liberacion de proteinas, modificaciones
postraduccionales y respuesta al estrés celular; paraspeckles, son importantes para el
control de la expresion génica mediante la retencion de ARN de doble cadena sujetos a
la edicion A-I y han sido involucrados procesos de diferenciacion, infeccion viral o
respuesta a estrés; speckles, como se detallara a continuacion, son estructuras nucleares
relacionadas con el procesamiento del ARNm (Bernardi and Pandolfi, 2007; Emmott
and Hiscox, 2009; Fox and Lamond, 2010; Gubitz, Feng, and Dreyfuss, 2004; Morris,
2008).
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5.1 Los speckles nucleares

Los speckles nucleares fueron identificados por primera vez mediante
microscopia electrénica como particulas intercromatinicas situadas en el nucleo en
forma de nubes, cuya composicion se basaba en ARN (Swift, 1959). Sin embargo, su
vinculacion con el splicing del pre-ARNm se produjo posteriormente al examinar el
patron nuclear de los snRNPs en las proximidades de estos organulos (Spector, Schrier,
and Busch, 1983). Su nombre “speckle” se debe al aspecto punteado que presenta,
aunque por su relacion con el splicing del ARNm también se les conoce como
“compartimentos de factores de splicing” o “dominios SC35” debido a que el marcaje
de la célula con el anticuerpo SC35 (ahora SFSR2) coincide casi exclusivamente con
estos organulos nucleares (Phair and Misteli, 2000; Wansink et al., 1993). Aunque otras
estructuras nucleares pueden contener factores de splicing, se consideran speckles a los
granulos intercromatinicos (IGC, interchromatin granule cluster) que presentan un
enriquecimiento de factores de splicing. Los IGCs son estructuras de naturaleza
ribonucleoproteica (20-50 por célula) de 20-25 nm localizadas en el espacio
intercromatinico, rodeados de fibras pericromatinicas (PFs) de 3-5 nm, donde se sitiian

los transcritos nacientes (Cmarko et al., 1999; Fakan, 1994).

A B

Figura 1-8. Los speckles nucleares. A. Imagen de microscopia de alta resolucion de una célula HeLa
expresando la proteina de fusion YEFP-SRSF2 donde se observa la distribucion y morfologia de los
speckles nucleares. Barra = 2 pum. Imagen tomada de (Spector and Lamond, 2011). B. Imagen de
microscopia inmunoelectronica donde se observan los granulos intercromatinicos cdompuestos por
particulas de 20-25 nm de didmetro conectadas por las fibrillas pericromatinicas. Barra = 500 nm. Imagen

tomada de (Spector and Lamond, 2011).
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5.1.1 Funcion de los speckles nucleares

La funcion mayormente aceptada de los speckles nucleares es la de
compartimento de almacenamiento, ensamblaje y modificacion de factores de splicing
para ser suplementados a los sitios de activacion de la transcripcion (Lamond and
Spector, 2003). Este reclutamiento parece depender de la integridad del CTD de la
RNAPII, indicando la importancia de la elongacion transcripcional en la incorporacion

de factores de procesamiento (Misteli and Spector, 1999).

A pesar de la ausencia de actividad transcripcional en los speckles nucleares, la
proximidad a sitios activos de transcripcion sugiere una funcion en la regulacion de la
expresion génica. Ademas, se han localizado preferentemente algunos genes especificos
en los speckles nucleares (Brown et al., 2008; Moen et al., 2004). También se ha
observado con mayor frecuencia la presencia de regiones cromosomales ricas en genes
(bandas-R) cerca de los speckles, que regiones con pocos genes (bandas G), indicando
que los speckles podrian actuar como centros organizativos para aproximar genes

activos y facilitar la expresion génica (Shopland et al., 2003).

Como ya se menciono previamente, en la periferia de los speckles nucleares,
concretamente en las PFs se sitia el pre-ARNm recién sintetizado. Por tanto, es
probable que en estas PFs tenga lugar el splicing co-transcripcional. Sin embargo, hay
intrones que son procesados de forma postranscripcional, como ocurre con el intron 26
el pre-ARNm del gen COL1Al. Se ha mostrado que tras la mutacion de sitios de
splicing en este intron se aumenta la acumulacion de este transcrito en los speckles
nucleares (Johnson et al., 2000), indicando que estos compartimentos pueden estar
ejerciendo un control postranscripcional o de postmaduracion relacionado con la

supervivencia del ARN o con su exporte (Lawrence and Clemson, 2008).

Los speckles nucleares pueden también actuar como centros de secuestro e
inhibicién para controlar la dinamica de transcripcion y factores de procesamiento. Este
es el caso del factor de splicing SRSF1, el cual es reclutado a los speckles bajo
condiciones de estrés a través de un mecanismo dependiente de la interaccion de la
quinasa SRPK con las chaperonas Hsp70 y Hsp90 (Zhong et al., 2009). De forma
parecida, el ARN no codificante largo (IncRNA) MALAT]1 (metastasis-associated lung

adenocarcinoma transcript 1) esta directamente vinculado con el reclutamiento de
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proteinas SR desde los speckles nucleares al sitio de transcripcion (Bernard et al., 2010),
asi como con la modulacion del splicing alternativo mediante la alteracion de los

patrones de fosforilacion de las proteinas SR (Tripathi et al., 2010).

5.1.2 Composicion de los speckles nucleares

Los speckles nucleares estan formados principalmente por factores de splicing,
incluyendo snRNP y proteinas SR (Fu 1995), que suponen mas del 50% de la
composicion proteica. También estan presentes otros factores implicados en procesos de
transcripcion, poliadenilacion y traduccidn, entre otros procesos relacionados con el
metabolismo del ARNm (Saitoh, Spahr, 2004). Ademas, se ha descrito la presencia de
numerosas quinasas como Clk/STY, PSKHI o DYRKIA (Alvarez, Estivill, and de la
Luna, 2003; Brede, Solheim, and Prydz, 2002; Colwill et al., 1996), y fosfatasas como
PP1 (Trinkle-Mulcahy et al., 1999), que fosforilan y desfosforilan los componentes de
la maquinaria de splicing. Corroborando la funcion de los speckles como

compartimentos de almacenaje y modificacion de factores de splicing.

A pesar de la ausencia de actividad transcripcional en los speckles nucleares
(Cmarko et al., 1999), experimentos de microscopia de fluorescencia han mostrado la
presencia de una poblacion de RNAPII fosforilada en la Ser2 del CTD, implicada en la
elongacion de la transcripcion (Mortillaro et al., 1996). Otro factor implicado en la
elongacion de transcripcion localizado en los speckles nucleares ha sido P-TEFb,
fomado por la ciclina T1 y la quinasa Cdk9. Ambas se encuentran distribuidas de forma
difusa por el citoplasma excepto en los nucléolos y con un enriquecimiento en los

speckles nucleares, principalmente la ciclina T1 (Herrmann and Mancini, 2001).

Ademas de estas proteinas de procesamiento y transcripcion, en los speckles
nucleares existe una poblacion de moléculas de ARNm poly(A), que al contrario de lo
que cabria esperar, no es transportada al citoplasma en condiciones de bloqueo de la
transcripcion con o-amanitina. Esto sugiere que este grupo de ARN podria participar en
procesos de regulacion en el nucleo, como el transporte del ARN hacia el citoplasma
(Huang et al., 1994). Consistente con el papel regulador del ARN en los speckles
nucleares, se ha observado un enriquecimiento en los speckles nucleares del ya
mencionado IncRNA, MALATI, cuya funcion reguladora de las proteinas SR se

describi6 en el apartado anterior.
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Ademas de elementos reguladores, en los speckles nucleares aparecen otras
proteinas que podrian desempefiar una funcion estructural. Aunque todavia no se conoce
con detalle como se organiza estructuralmente un speckle, se han descrito varias
proteinas que podrian estar implicados dicha funcidon, como la laminina A (Jagatheesan
et al., 1999) y la actina asociada a los snRNPs (Nakayasu and Ueda, 1984). Ademas se
han encontrado en los speckles nucleares fosfatidil-inositol-(4,5)-bisfosfato (Zhao et al.,
1998) , un lipido que regula la unién de proteinas a la actina, asi como varias isoformas
de la quinasa fosfatidil-inositol fosfato (PIPK) (Boronenkov et al., 1998). Un trabajo
mas reciente muestra que Son, una proteina con una region que presenta repeticiones de
serinas en tindem y un dominio RS, podria estar implicada en la hipotética estructura de
los speckles nucleares. Experimentos de silenciamiento de Son apoyan su papel en la
sujecion de esta estructura (Sharma et al., 2010). A pesar de la presencia de este grupo
de proteinas en los speckles nucleares con una clara funcion estructural, existen diversos
trabajos que comprometen dicho papel. Por ejemplo, se ha mostrado que la ausencia de
Laminina A/C en las células no altera la formacion de los speckles (Vecerova et al.,

2004).

5.1.3 Dominios de sefializacion hacia los speckles nucleares

La localizacion de una proteina en los speckles nucleares puede explicarse por
dos modelos. El mecanismo de localizacion directa, explica que la presencia de una
sefial de localizacion en una proteina es suficiente para establecer interacciones que le
permiten distribuirse correctamente; en el mecanismo indirecto, las proteinas carecen de
este tipo de sefial y necesitan interaccionar con otros factores que contienen estas
sefiales de localizacion para poder dirigirse a los speckles nucleares (Caceres et al.,
1997). Se han identificado varias sefiales capaces de dirigir a una proteina hacia los

speckles nucleares.

= Dominios RS. Estos dominios ricos en argininas y serinas, que caracterizan a las
proteinas SR, han mostrado ser necesarios y suficientes para dirigir a varios de estos
factores de splicing hacia los speckles nucleares, como SRp20, SRSF2 y SRSF7
(anteriormente conocido como 9G8) (Caceres et al., 1997). Ademas de estos factores, el
dominio RS presente en la quinasa CrkRS también es responsable de la localizacion en

los speckles nucleares de esta proteina (Ko, Kelly, and Pines, 2001).
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= Dominios RRM. Los dominios de uniéon a ARN presentes en SRSF1 o SRp40
son capaces de dirigir a las proteinas a los speckles nucleares junto con el dominio SR
que funciona como sefal de localizacion nuclear (Caceres et al., 1997). Este dominio
presente en la proteina PSF, es el responsable de su localizacion en los speckles. Sin
embargo, la fusion de este motivo a otras proteinas heterdlogas no las dirige a estos

compartimentos nucleares, sugiriendo un mecanismo indirecto de localizacion (Dye and

Patton, 2001).

* Tracto de histidinas. En un estudio gendmico a gran escala se han identificado
86 proteinas que contienen un tracto homopolimérico de histidinas. Dentro de este
grupo, 15 de los 22 factores nucleares se localizan en los speckles, y esa secuencia es
necesaria para dicha distribucion. La variacion de la carga en funcion del pH de estos
tractos de histidinas le confiere propiedades Optimas para interaccionar con otras
proteinas en funcién del medio en que se encuentren (Salichs et al., 2009). Un ejemplo
es la quinasa DYRKIA, cuyo extremo carboxilo contiene una secuencia rica en
histidinas necesaria y suficiente para dirigir por si misma a la proteina hacia los speckles
nucleares, que actiia de forma independiente de la sefial NLS (Alvarez, Estivill, and de

la Luna, 2003).

= Dominios FF. Los dominios FF4 y FF5 de la proteina TCERG1 han mostrado
ser necesarios y suficientes para la correcta localizacion de la proteina en los speckles
nucleares. Las propiedades similares en cuanto a estructura secundaria y la estabilidad
de los dos dominios cuando se expresan de forma conjunta y no con otros dominios FF
parece ser relevante para dirigir a la proteina a los speckles nucleares (Sanchez-

Hernandez et al., 2012).

= Dominios TP. La presencia de repeticiones de treonina-prolina en el factor
SF3b'>, componente del spliceosoma, es suficiente para dirigir a esta proteina a los

speckles (Eilbracht and Schmidt-Zachmann, 2001).

»  Dominio “forkhead-associated”. Este dominio se encuentra en la subunidad
nuclear de la proteina fosfatasa 1 (NIPP1). Aunque se trata de un motivo independiente
de la sefial de localizacion nuclear, es necesario para el enriquecimiento de esta proteina

en los speckles nucleares (Jagiello et al., 2000).
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= Regiodn rica en arginina, prolinay serina. El comportamiento de las senales de
localizacion de la proteina SRm160 es diferente al resto de proteinas SR. Carente de
dominios de uniéon a ARN, los dominios RS que contiene son cortos y se encuentran
dispersos a los largo de la secuencia, por lo que no son suficientes para su localizacién
nuclear o su localizacion en los speckles. Parece que la secuencia rica en arginina,
prolina y serina facilita la correcta localizacion de esta proteina en los speckles
nucleares. Resulta interesante la distribucion de la SRm160 alrededor de la matriz
nuclear al delecionar la region de argininas, prolinas y serinas (Wagner, Chiosea, and

Nickerson, 2003).

Como ya se comentd previamente, las modificaciones postraduccionales son un
importante mecanismo de regulacion de la distribucién de proteinas situadas en los
speckles nucleares. El ejemplo mejor conocido son los ciclos de fosforilacion y
desfosforilacion de las proteinas SR. Estos factores de splicing se encuentran en estado
hipofosforilado en los speckles, y acuden a los sitios de activacion de transcripcion

cuando son fosforiladas por quinasas presentes en estos mismo compartimentos, como

la Clk (Colwill et al., 1996)

6. APOPTOSIS

La apoptosis es el proceso de muerte celular programada de organismos
multicelulares caracterizado por cambios bioquimicos y morfologicos como la
condensacion del citoplasma y nucleo de la célula, fragmentacion del ADN por la
activacion de endonucleasas, fragmentacion de la membrana en cuerpos apoptdticos y
una fagocitosis inmediata por las cé€lulas vecinas. Por tanto, se diferencia del otro tipo
de muerte celular, la necrosis, en que el contenido celular no es liberado al exterior
(Kerr, Wyllie, and Currie, 1972; Wyllie, 1980). La muerte celular programada es un
proceso fisiologico esencial que garantiza el equilibrio homeostatico entre la
proliferacion y muerte celular, por tanto, es de gran relevancia para el mantenimiento de
tejidos y procesos bioldgicos, como la diferenciacidon o en respuesta a procesos
citotoxicos, como la progresion tumoral (Cotter et al., 1990). Alteraciones en el proceso
de apoptosis conlleva anomalias que pueden desencadenar enfermedades autoinmunes,

neurodegenerativas, cancer o infecciones virales entre otras (Thompson, 1995).

44



Introduccién

El desarrollo de la muerte celular por apoptosis puede darse por dos rutas: la via
extrinseca o ruta de los receptores de la familia del receptor del factor de necrosis

tumoral, TNF-R; y la via intrinseca o mitocondrial.

6.1 Via extrinseca

La via extrinseca es activada por estimulos extracelulares que inducen la unién
de un ligando a alguno de los receptores extracelulares anclados en la superficie celular,
Fas/APO-1/CD95, TNFR-1 y TRAIL-R. La ruta de apoptosis mejor caracterizada en la
via extrinseca es la de Fas/CD95. Cuando se produce la uniéon ligando-receptor, se
desencadena la respuesta de apoptosis que comienza con la oligomerizacién de los
dominios citoplasmaticos de los receptores, dando lugar al complejo de sefalizacion
inducido por muerte, DISC (death-inducing signaling complex) (Wajant, 2002). Este
complejo recluta proteinas adaptadoras como FADD (Fas-associated death domain),
que contiene sitios de unidn para las procaspasas 8 y 10, que son activadas e inician una
cascada de procesamientos proteoliticos que son responsables de ejecutar el proceso de
apoptosis propiamente dicho. FADD también es capaz de unir a c-FLIP (cellular FLICE
inhibitory protein), en cualquiera de sus isoformas: c-FLIPs y c-FLIPg, que no
contienen dominios proteoliticos y actlian como inhibidores de la apoptosis al ocupar el
sitio de union de la procaspasa-8; c-FLIPL que contiene un dominio proteolitico
homologo al de la caspasa 8 y puede funcionar como activador o inhibidor de la

apoptosis (Fricker et al., 2010; Peter and Krammer, 2003).

6.2 Via intrinseca

La via intrinseca o mitocondrial es inducida por estimulos intracelulares o algiin
dafio celular que provoca la liberacién de proteinas solubles mitocondriales hacia el
citoplasma, como el citocromo ¢, Smac/Diablo o HtrA2/Omi, debido a la
permeabilizacion de la membrana externa mitocondrial (MOMP, mitochondrial outer
membrane permeabilization) (Vaux, 2011). En el caso del citocromo c, recluta a la
proteina Apaf-1 y la pro-caspasa 9 dando lugar a un complejo funcional, el apoptosoma,
que activa a la caspasa 9 e inicia una cascada proteolitica llevada a cabo por caspasas,
que termina con el corte de proteinas esenciales para la actividad celular (Li et al., 1997;

Rodriguez and Lazebnik, 1999).
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La liberacion de citocromo c estd regulada por miembros de la familia de
proteinas Bcl-2 (B cell lymphoma), que a su vez puede dividirse en tres subfamilias
dependiendo del nimero de dominios BH (Bcl-2 homolog): proteinas anti-apoptoticas
con cuatro dominios BH (BHI1, 2, 3, 4), incluye proteinas como Bcl-2 y Bcl-xy;
proteinas pro-apoptéticas multidominio sin el BH4, incluye Bax, Bak o Bcl-xs;
proteinas pro-apoptoticas que solo contienen un dominio BH3 (BH3-only), incluye a
Bim, o Bid entre otras (Youle and Strasser, 2008). Las proteinas proapoptdticas de
multidominio facilitan el MOMP al oligomerizar en la membrana mitocondrial,
permitiendo la liberacion de citocromo ¢ y parece que inhiben a proteinas anti-
apoptdticas como Bcl-2 o Bel-xp (Letai et al., 2002). Las proteinas anti-apoptoticas
intentan prevenir esa oligomerizacion mediante el secuestro de estos factores. Cuando
se produce un estimulo apoptético, las proteinas pro-apoptdticas con un solo dominio
BH3 son activadas y favorecen la oligomerizacion de Bax y Bak en la membrana
mitocondrial por una activacion directa o eliminando la inhibicion que ejercen las

proteinas anti-apoptoticas (Cheng et al., 2001; Kuwana et al., 2005).

El proceso de apoptosis puede tener lugar independientemente de la actividad de
las caspasas, mediante la liberacion de factores que inducen la apoptosis (AIF, apoptosis
inducing factor) de la mitocondria y su translocacion al ntcleo. Alli llevan a cabo una
serie de eventos como la condensacion de la cromatina y fragmentacion del ADN
(Lorenzo et al., 1999), aunque la morfologia de la célula es diferente a la de la apoptosis

inducida por caspasas (Norberg, Orrenius, and Zhivotovsky, 2010).

6.3 Caspasas

Las caspasas son enzimas cisteina proteasas (Cistein-aspartic proteases)
responsables de la mayoria de cambios morfologicos efectuados durante el proceso de
apoptosis. Son expresadas de forma ubicua como precursores inactivos o pro-caspasas
(zimdgenos) con escasa o inexistente actividad. Las caspasas son activadas en respuesta
a un estimulo de muerte celular, mediante un corte en residuos de acido aspartico
especificos, dando lugar a la eliminacion de un dominio amino-terminal y produciendo
una subunidad mayor (p20) y otra menor (p10). Estas subunidades se unen entre si para
formar heterodimeros o heterotetrameros que serdn los encargados de llevar a cabo los

cortes proteoliticos (Earnshaw, Martins, and Kaufmann, 1999; Shi, 2002). La familia de
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las caspasas ha sido tradicionalmente dividida en dos grupos: caspasas iniciadoras y

caspasas efectoras.

= Caspasas iniciadoras. Las caspasas iniciadoras incluyen las caspasas-1, -2, -4, -
5,-8,-9, -10, -11 y -12. Se caracterizan porque contienen un prodominio en su extremo
amino-terminal de larga longitud que se unen a las moléculas adaptadoras que
promueven la multimerizacion y activacion de las caspasas. Por ejemplo, la caspasa-8 y
-10 se activan al interaccionar con FADD, mientras que la caspasa-9 se activa en
presencia de ATP al unirse a Apaf-1 para formar el apoptosoma junto al citocromo ¢

(Earnshaw, Martins, and Kaufmann, 1999).

= Caspasas efectoras. Las caspasas efectoras incluyen a las caspasas-3, -6 y -7. Se
caracterizan por tener un prodominio de corta longitud que es cortado por las caspasas
iniciadoras dando lugar a la forma activa de las caspasas efectoras, que actuaridn
activando o inactivando a una multitud de sustratos como el citoesqueleto, proteinas
reparadoras del dafo celular, del metabolismo del ARNm, del ciclo celular o
reguladoras de la apoptosis, entre otras, para producir los cambios morfoldgicos
caracteristicos del proceso de apoptosis (Fischer, Janicke, and Schulze-Osthoft, 2003).
La caspasa-3 es activada al dimerizar los fragmentos generados por el corte proteolitico
de otras caspasas como la 8 o la 9. La caspasa-3 inicia un proceso de degradacion de
proteinas esenciales para la integridad celular, como PARP (Poly ADP-ribose
polymerase) (Tewari et al., 1995). A diferencia de la caspasa-7, que parece tener
funciones redundantes a la caspasa-3, la caspasa-6 esta implicada en la degradacion de
la laminina A, proteina estructural de la membrana nuclear, que implica la

fragmentacion nuclear y condensacion de la cromatina (Ruchaud et al., 2002).

= Inhibidores de caspasas. Paralelamente a la activacion de las caspasas, la
inactivacion de estar proteasas es igualmente importante para mantener el equilibrio
homeostatico. Por ello, existe una familia de inhibidores de caspasas, que funcionan
como inhibidores de la apoptosis a la vez (IAP, inhibitor of apoptosis proteins), capaces
de unirse a las caspasas e inhibir su activaciéon. Los IAPs més conocidos son XIAP (X-
linked Inhibitor of Apoptosis), cIAP-1 (Cellular Inhibitor of Apoptosis) y clAP-2, que
reprimen a las caspasas 3, 7y 9 (Deveraux et al., 1998). Las IAPs son inhibidas a su vez
por las caspasas o bien secuestradas por proteinas mitocondrales como Smac/DIABLO

(Salvesen and Duckett, 2002).
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Figura 1-9. Representacion esquematica de las rutas de apoptosis. La via extrinseca es activada por
estimulos extracelulares y se desencadena por la union de un ligando (FasL/TNFa/TRAIL) a su receptor
de membrana extracelular (Fas/TNFR/TRAIL) y activacion de las caspasas. La via intrinseca se activa
por sefales intracelulares que reorganizan la membrana mitocondrial permitiendo la salida de citocromo ¢
al citoplasma activando la ruta de las caspasas. Estas caspasas pueden ser inhibidas por moléculas TAF,
que a su vez son reguladas por factores como Smac/DIABLO al salir de la mitocondria al citoplasma.

Ambas vias estd conectadas por el corte proteolitico de Bid.

7. APOPTOSIS Y SPLICING

Muchas de las proteinas implicadas en el proceso de apoptosis son reguladas
mediante splicing alternativo, generando isoformas que tienen funciones opuestas, como
ocurre con el gen Bcl-x y Fas. Por el interés para esta tesis doctoral, a continuacion se

describiran algunos aspectos sobre la regulacion del splicing alternativo de Fas.
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7.1 Regulacion de Fas

El gen FAS/APO-1/CD95 codifica para un receptor de superficie celular de la
familia de receptores TNFR (tumor necrosis factor receptor) que participa en la
iniciacion de la respuesta de apoptosis por la via extrinseca. Este gen puede ser
procesado alternativamente, mediante la exclusion del exon 6, que codifica para el
dominio transmembrana, dando lugar a una isoforma soluble anti-apoptdtica, ya que
compite con el receptor de Fas por la union de Fas ligando (FasL) (Cascino et al., 1995;
Cheng et al., 1994; Papoff et al., 1996). El cambio de la isoforma soluble a la
transmembrana tiene lugar durante la activacion de los linfocitos T (Liu, Cheng, and
Mountz, 1995) en un proceso altamente regulado, y defectos en la regulacion en el
cambio de isoformas se han asociado con ciertas anomalias, como el sindrome
linfoproliferativo autoinmune (ALPS, autoimmune lymphoproliferative sindrome)
(Roesler et al., 2005). Un trabajo més reciente relaciona el sindrome del sarcoma de
Ewing con una disminucion de la isoforma del receptor, al alterar el reconocimiento de
los sitios de splicing por U1 snRNP y U2AF® durante la definicion del exon (Paronetto
etal., 2014).

El receptor de Fas no so6lo participa en la respuesta de apoptosis, si no que es
capaz de activar otras rutas como las de MAPK quinasas, p38, JNK1/2 y ERK1/2, y la
del factor de transcripcion NF-kB participando asi en procesos de proliferacion celular,

migracion e inflamacion (Brint, O'Callaghan, and Houston, 2013).

Existen diversos mecanismos que modulan la respuesta del receptor de Fas,
entre los que se encuentran el splicing alternativo. Por eso, la regulacion del splicing
alternativo de Fas ha sido ampliamente estudiada. La proteina de union a ARN TIA-1
(T-cell intracelular antigen 1), se une a una region intrénica proxima al sitio 5°SS del
exon 6 de Fas (URI6, uridine-rich intronic 6 element), promoviendo el reclutamiento de
Ul snRNP y facilitando a su vez la union de U2AF® y U2 snRNP con el intron 5
durante la definicion del exon. Ademas de facilitar la unién de Ul snRNP, parece que
TIA-1 podria estar favoreciendo el reconocimiento del exén 6 de Fas por el bloqueo
fisico de una secuencia rica en guanidinas situada en la union exo6n6/intrén6, donde se
une el represor hnRNP F/H (Izquierdo et al., 2005). El efecto de TIA-1 en el splicing de
Fas podria verse incrementado por la fosforilacion de la quinasa FAST K (Izquierdo

and Valcarcel, 2007). Por el contrario, la proteina represora PTB, reconoce en el exon 6
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de Fas un elemento silenciador (URE6, uridine-rich exonic 6 element) y actia de forma
antagonica a TIA-1 al interrumpir los eventos moleculares que tienen lugar durante la
definicion del exdén y por tanto, la comunicaciéon entre ambos extremos del exdn,
inhibiendo la unién de U2AF® y U2 snRNP en el otro extremo del exén 6. Sin
embargo, no altera el reconocimiento del sitio 5” de splicing, sino que es necesario que
se produzca para ejercer su efecto represor (Izquierdo et al., 2005). De forma silimar, el
regulador anti-apoptotico Hu antigeno R (HuR) promueve la exclusion del exén 6 al
inhibir la asociacién de U2AF® al sitio 3° de splicing, sin alterar la unién de TIA-1
aunque el reconocimiento del sitio 5 de splicing por Ul snRNP es necesario para el

efecto represor de HuR sobre la definicion del exon (Izquierdo, 2008).

Ademas de estos factores que regulan el splicing de Fas durante la definicion del
exon, también se han descrito reguladores que participan en las etapas de maduracion
del spliceosoma. La proteina RBMS5/Luca-15/H37, implicada en el control de la
proliferacion celular y apoptosis, promueve la exclusion del exon 6 de Fas al inhibir el
reclutamiento del triplete U4/U5/U6 snRNP a través de su dominio OCRE, al complejo
pre-spliceosomal, impidiendo la maduracion del spliceosoma a ambos lados del exon 6
(Bonnal et al., 2008). Un reciente estudio del genoma ha identificado 200 reguladores
del splicing de Fas, donde se han encontrado ademas de componentes del spliceosoma,
factores implicados en transcripcion y remodelacion de la cromatina, apoyando el
splicing co-transcripcional como mecanismo de regulacion en la seleccion del sitio de
splicing. También se han identificado factores de sefalizacion celular y control
metabolico, que corroboran la relacion del splicing de Fas con procesos celulares.
Ademas este estudio revela la relacion de la homeostasis del hierro y la modulacion del
splicing del exon 6 de Fas. Concretamente, SRSF7 podria estar realizando un papel
mediador entre los niveles de hierro en la célula y la inclusion del exon 6 (Tejedor,

Papasaikas, and Valcarcel, 2014).
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Figura 1-10. Representacion esquematica de la regulacién del splicing del exén 6 de Fas. A. La unién
de TIA-1 al sitio URI6 del intron 6 promueve la uniéon de Ul snRNP al sitio 5°SS. Esta union a su vez
favorece el reclutamiento de U2AF al sitio 3’SS y al tracto de polipirimidinas (Py). El reconocimiento de
la secuencia URE6 por PTB inhibe la comunicacion entre ambos extremos del exon. B. RBMS inhibe la

union del triplete U4/US5/U6 snRNP a los intrones 5 y 6 que flanquean el exén 6 de Fas.

8. EL SPLICING ALTERNATIVO Y LA ENFERMEDAD

El splicing es un proceso esencial para la célula por lo que se encuentra
altamente regulado. En una situacion normal, existe un equilibrio entre las isoformas de
ARNm generadas a partir de un gen de acuerdo a las condiciones celulares existentes.
Sin embargo, mutaciones o polimorfismos que dan lugar a un cambio en las variantes de
ARNm pueden alterar la homeostasis celular llegando a desencadenar enfermedades.
Un ejemplo del equilibrio en los patrones de splicing ocurre con la familia de proteinas
de apoptosis Bcl-2. Muchas de ellas generan mediante splicing alternativo, isoformas
que promueven o previenen la apoptosis, como el gen Bcl-x, cuyo desequilibrio en las

dos isoformas esta implicado en algunos tipos de cancer (Tu et al., 1998).

8.1 Tipos de alteraciones en el splicing

Se estima que el 15% de las mutaciones que causan enfermedades genéticas
afectan al procesamiento del pre-ARNm (Krawczak, Reiss, and Cooper, 1992). La
mayoria de estas mutaciones se dan en regiones no codificantes como los sitios 3’SS'y
5SS, el tracto de polipirimidinas o el BPS, que generan errores en el proceso de splicing
y conlleva cambios en el patron de procesamiento, incluyendo exones alternativos o

reteniendo intrones, entre otros eventos (Krawczak, Reiss, and Cooper, 1992).

51



Introduccién

Mutaciones en las regiones codificantes del ARNm también pueden generan
anomalias cuando crean un cambio de aminoacido que modifica la funcion de la
proteina. Estos cambios también pueden ser silenciosos cuando tienen lugar en las
secuencias reguladoras ESE o ESS, alterando la funcion reguladora de las mismas por
una pérdida de funcion o incluso, generando nuevas secuencias enhancer o
silenciadores que en ultima instancia alteran el proceso de splicing. Ya se ha comentado
previamente el caso de la enfermedad SMA, donde se produce un cambio de base en el
exon 7 del gen SMN1 que genera una mutacion silenciosa. Sin embargo, este cambio de
base crea un nuevo ESS que inhibe la inclusion del exéon en el transcrito final,
generando una proteina truncada (Monani et al.,, 1999). Esto también ocurre con
polimorfismos de cambio de un solo nucledtido en regiones codificantes (¢cSNP, coding
single-nucleotide polymorphism). Generalmente son cambios silenciosos puesto que no
da lugar a un cambio de aminoacido, pero si afecta al splicing alternativo al modificar
los elementos reguladores ESE y ESS, crear nuevos sitios de splicing, fortalecer o
debilitar los sitios de splicing ya existentes, alterar la estructura secundaria del pre-
ARNm que afectan a la definicion del exén o modificar la tasa de elongacion de la
RNAPII que a su vez afecta al proceso de splicing. Estos defectos no son exclusivos de
los ¢cSNPs, si no también estan relacionados con mutaciones sin sentido (aparece un
nuevo codon de terminacion) con cambio de sentido (genera un cambio de aminoacido),

deleciones o inserciones exonicas.

Ademas de mutaciones en elementos Cis, también existen mutaciones en los
factores reguladores de splicing en trans que ya no sélo afectan a un ex6n concreto de
un gen, sino que se altera por completo el splicing de los genes que regulan, con
consecuencias graves. Hay descritos un menor numero de casos de este tipo de
mutaciones, probablemente por la pérdida de funcion de la proteina que puede tener
consecuencias letales durante etapas relevantes como el desarrollo, aunque se conocen
algunos ejemplos de enfermedades como SMA, la esclerosis lateral amiotréfica (ALS,
amyotrophic lateral sclerosis) y la retinitis pigmentaria (Cooper, Wan, and Dreyfuss,
2009). La proteina SMN es requerida para la formacion de los snRNPs, por tanto,
deficiencias en esta proteina genera defectos en el splicing de varios tejidos,
principalmente neuronales, generando SMA (Zhang et al., 2008). La proteina TDP-43

es una hnRNP implicada en la exclusion del exén 9 del gen CFTR. Se ha descrito su

52



Introduccién

anormal ubiquitinacién y agregacién en neuronas y células de la glia en enfermedades

neurodegenerativas como la demencia frontotemporal y ALS (Neumann et al., 2006).

Otro tipo de alteracion que afecta al splicing son los desérdenes causados por la
extension de microsatélites, secuencias repetitivas de un nucledtido. Estas repeticiones
pueden causar una pérdida o ganancia de funcidon tanto de la proteina cuando se
encuentran en regiones codificantes, como del ARN cuando se encuentran en regiones
no codificantes (Gatchel and Zoghbi, 2005). Existen casos muy conocidos como la
enfermedad de Huntington, donde la proteina huntingtina contiene una cola de
poliglutaminas que provoca una ganancia de funcion de la proteina. Sin embargo uno de
los casos mejor caracterizados es en la distrofia miotonica (DM1). La DM de tipo 1
(DM1) esta causada por la extension de un triplete CTG en la region 3> UTR del gen
DMPK, mientras que la de tipo 2 (DM2), se debe a la expansion de cuatro bases CCTG
en el primer intron del gen ZNF9 (Liquori et al., 2001; Mahadevan et al., 1992). Estas
secuencias son reconocidas con una alta afinidad por el regulador de splicing MBLNI,
secuestrando a la proteina del nucleoplasma. En cambio el factor de splicing CUGBP1
es activado de forma aberrante al reconocer la repeticion CUG del ARN. La alteracion
de la funcion de estos dos factores parece afectar el desarrollo normal de los patrones de
splicing en los tejidos con DM (Kuyumcu-Martinez, Wang, and Cooper, 2007; Savkur,
Philips, and Cooper, 2001).

8.2 El splicing alternativo y el sistema nervioso

El splicing alternativo tiene especial relevancia en el sistema nervioso, ya que es
donde se expresan el mayor nimero de isoformas de ARNm, aumentando la diversidad
proteica, asi como la complejidad en la regulacion génica. Por eso, el sistema nervioso
es uno de los tejidos que presenta mayor nimero de factores de splicing y con una
expresion diferencial (Grosso et al., 2008). Ademas, el splicing alternativo tiene un
papel fundamental en la regulacion de procesos neuronales esenciales como la
diferenciacion y la migracion neuronal ya que participa en el mantenimiento de sus
componentes, como las neurexinas, implicados en la sinapsis. También procesos del
sistema nervioso, como la despolarizacion, activan el splicing alternativo aunque
todavia no se conoce con claridad el mecanismo (Norris and Calarco, 2012). Por tanto,

es evidente la relacion existente entre los fallos producidos en el proceso de splicing y el
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desarrollo de enfermedades asociadas al sistema nervioso como SMA, ALS,

enfermedad de Huntington, entre otras.

Una de las primeras enfermedades neurologicas donde se estudiaron alteraciones
en elementos de la maquinaria de splicing fue la demencia frontotemporal y Parkinson
asociado al cromosoma 17 (FDTP-17). Esta enfermedad es causada por mutaciones en
el gen MAPT que codifica la proteina Tau, un factor implicado en el ensamblaje de
microtibulos que tiene varias isoformas generadas por splicing alternativo. Estudios
sobre la enfermedad revelaron que mutaciones silenciosas (que no generan cambio de
aminoacido) en el exon 10 de MAPT, tenian una mayor importancia en el desarrollo de
la enfermedad que alteraciones presentes en la secuencia de la proteina Tau. Este hecho
era debido a la inclusion del exén 10 en los trancritos maduros de una forma aberrante

(D'Souza et al., 1999).

8.3 El splicing alternativo en el cancer

Es frecuente encontrar diferentes variantes de splicing en tejidos cancerigenos
comparado con tejidos normales. La presencia de estas isoformas aberrantes puede
deberse a mutaciones presentes en el pre-ARNm o bien a alteraciones producidas en las
proteinas reguladoras (Grosso, Martins, and Carmo-Fonseca, 2008). Sin embargo,
todavia queda por determinar si cambios en el splicing alternativo promueven o inhiben
la progresion del tumor. También es necesario profundizar en la deteccion de
alteraciones del splicing como dianas terapéuticas, aunque cada vez hay mas estudios
que intentan buscar marcadores de céancer en el spliceosoma (Bonnal, Vigevani, and
Valcarcel, 2012). De hecho, como se describe a continuacion, se han publicado
recientemente numerosos estudios en relacion a la mielodisplasia que estd ligada a la

leucemia y recurrentes mutaciones en factores de splicing como el factor SF3B1.

El sindrome mielodisplasico (MDS) y desordenes relacionados (mielodisplasia)
son un conjunto de neoplasmas mieloides caracterizados por la desregulacion de la
produccion de células sanguineas, morfologia de células displésica y la predisposicion a
la leucemia aguda mieloide (AML, acute myeloid leukaemia) (Corey et al., 2007).
Estudios de secuenciacion del genoma completo de pacientes con diferentes subtipos de
mielodisplasia, han identificado mutaciones en seis genes de factores relacionados con

el spliceosoma: U2AF35, ZRSR2, SRSF1, SF3Al, SF3B1 y PRPF40B, donde SF3B1
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presenta el mayor indice de incidencia, seguido de U2AF35. Todos estos factores estan
implicados en las primeras etapas del ensamblaje del spliceosoma, excepto PRPF40B
del cual se disponia de escasa informacion antes del desarrollo de esta tesis. Estas
mutaciones que aparecian de una forma mutuamente exclusiva en el 55,2% de los
pacientes, se confirmaban en el 57% de casos de MDS, 54.5% de leucemia
mielomonocitica cronica (CMML), 25.8% de AML y un porcentaje muy bajo en
mutaciones de novo en AML (6.6%) y neoplasma mieloproliferativo (MPS) (9.4%).
(Papaemmanuil et al., 2011; Yoshida et al., 2011). Este conjunto de mutaciones
representan un ejemplo de funciones celulares esenciales como el splicing afectadas en
cancer. Estos estudios también proporcionan algunas pistas sobre el mecanismo
mediante el cual la alteracion en el splicing puede intervenir en el desarrollo de cancer,
aunque la relacion entre las mutaciones y el fenotipo MDS aun no esta clara. En el caso
de U2AF35 (también conocido como U2AF1) parece que las alteraciones en el splicing
se deben a la pérdida de especificidad por el sitio 3 de splicing (Okeyo-Owuor et al.,
2014). También se han hecho ensayos con U2AF35 mutado donde se observa un
aumento de la retencion de intrones y exclusion de exones alternativos, pero al contrario
de lo que cabria esperar estas isoformas generadas parecen reducir la viabilidad celular
y promover la apoptosis (Graubert et al., 2012). En cambio se ha mostrado que Fas es
un regulador clave de la apoptosis en células neoplésicas, aunque su actividad parece
inhibirse por la hipermetilacion del promotor al pasar de un nivel de MDS leve a uno
grave o AML (Karlic et al., 2014). Esta modificacion epigenética en el promotor parece
ocurrir también en el factor relacionado con el splicing YBX3 (Y box binding protein 3),
en la linea celular mieloide U937 (Wong et al., 2014).
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Objetivos

Los objetivos de esta tesis doctoral son:

1. Caracterizacion bioquimica de PRPF40B
a. Estudio de la localizacion de PRPF40B
b. Analisis general de los elementos estructurales necesarios para su
distribucion y funcion.

c. Identificacion de importantes interacciones para la funcionalidad de
PRPF40B.

2. Caracterizacion funcional de PRPF40B

a. Determinar el papel de PRPF40B en el proceso de splicing alternativo.
b. Investigacion de la participacion de PRPF40B en la transcripcion

c. Estudio general de la funcién de PRPF40B en el transcriptoma humano.
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1. PLASMIDOS

El vector comercial que incluye la secuencia de ADN codificante de PRPF40B
(clon MGC:71266 IMAGE:664467, Source Bioscience) fue utilizado como
intermediario para generar las construcciones basadas en PRPF40B que se describiran a
continuacion. El vector de expresion eucariota pEFBOST7-PRPF40B (1-871) y las
versiones truncadas pEFBOST7-PRPF40B (1-687), pEFBOST7-PRPF40B (263-871),
pEFBOST7-PRPF40B (394-871), pEFBOST7-PRPF40B (474-871) y pEFBOST7-
PRPF40B (618-871) se obtuvieron por técnicas de PCR convencional con las parejas de
oligonucledtidos HYPC1Fw/T7THYPCRev, HYPC1Fw/HYPC687Rev,
HYPC263Fw/T7THYPCRev, HYPCGFPCt/T7THYPCRev, HYPC474Fw/T7THYPCRev y
HYPC618Fw/T7THYPCRev, respectivamente. Los fragmentos generados fueron
digeridos con las enzimas de restriccion Xbal y Clal e insertados en el vector
pEFBOST?7 usando las dianas Xbal y BstBI; este vector codifica el epitopo T7 de 11
aminoacidos en su extremo amino. pEFBOST7 fue obtenido al retirar, mediante la
digestion con Xbal y BstBlI, el fragmento de TCERGI1 (1-662) que contenia el vector
pEFBOST7-TCERG1 (1-662), generado previamente en el laboratorio. Todas estas
secuencias que incluian la region codificante para PRPF40B fusionadas al epitopo T7
fueron extraidas por digestion con ECORI e insertadas en las mismas dianas del vector de
expresion eucariota pEFBOS-EGFP/T7TCERGI1 generado anteriormente en el
laboratorio, que codifica para la proteina fluorescente EGFP. El vector de expresion
eurcariota pEFBOS/EGFP/T7-PRPF40B (474-553/672-871) fue generado a partir de la
digestion del vector pEFBOS/EGFP/T7-PRPF40B (474-871) con las enzimas de
restriccion Xbal/BamHI, y por insercion del fragmento amplificado por PCR PRPF40B
(474-553) con dianas para Xbal/BamHI.

El vector de expresion pEFBOST7-SF1 fue construido por PCR utilizando los
oligonucleétidos SF1FLT7Fw y SF1IFLT7Rv usando como molde el vector pPGEM-SF1-
Bo, proporcionado por la Dra. Angela Kramer (Universit¢ de Geneve, Suiza). Los
fragmentos obtenidos fueron cortados con las enzimas Xbal y BstBl, aprovechando la

presencia de estas dianas en el vector pPEFBOST7.

El vector de expresion eucariota pcDNA3/HA-PRPF40B fue obtenido por
métodos de PCR convencional utilizando la pareja de oligonucledtidos

GSTHYPCFw/GSTHYPCRv con dianas Bglll y EcoRI. El fragmento amplificado fue
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insertado en las dianas BamHI y EcoRI del vector de expresion pcDNA3/HA cedido por
el Dr. Javier Oliver (IPBLN-CSIC, Granada). Este vector fue utilizado como molde para
generar los vectores de expresion eucariota con las mutaciones puntuales pcDNA3/HA -
PRPF40B:P383L, pcDNA3/HA-PRPF40B:D442N y pcDNA3/HA-PRPF40B:P540S,
siguiendo las instrucciones del kit de mutagénesis dirigida Quickchange 1l XL-Site-

Directed (Stratagene).

Los vectores de expresion eucariota pmCherry-PRPF40B y pPRPF40B-mCherry
fueron generados mediante procedimientos estandar de PCR utilizando las parejas de
oligonucledtidos HYPCBsrGIFw/HYPCBsrGIRv y HYPCAgelFw/HYPCAgelRv,
respectivamente. Los fragmentos de PCR obtenidos fueron digeridos con las enzimas
BsrGI o Agel e insertados en las mismas dianas del vector pmCherry-C1 que codifica
para la proteina fluorescente roja mCherry. El vector pmCherry-Cl1, asi como los
vectores de expresion YEP-SF1, YFP-U2AF®, U2AF®-YFP fueron cedidos por el Dr.
José Rino (Instituto de Medicina Molecular, Lisboa, Portugal) y han sido descritos

previamente (Rino et al., 2008).

Los vectores de expresion en bacterias pGEX2TK-PRPF40B (1-871),
pGEX2TK-PRPF40B (1-333) y pGEX2TK-PRPF40B (446-871), basados en el vector
comercial pGEX2TK (Pharmacia Biotech) fueron obtenidos mediante técnicas
convencionales de PCR con los siguientes pares de oligonucleotidos:
GSTHYPCFw/GSTHYPCRYy, GSTHYPCFw/GSTHYPC333Rv y
GSTHYPCCtFw/GSTHYPCRv. Los fragmentos de PCR fueron digeridos con las
enzimas Bglll y EcoRI, e insertados en las dianas BamHI y EcoRI presentes en el vector
pGEX2TK. Del mismo modo fue generado el vector pPGEX2TK-U2AF®, utilizando la
pareja de oligonucleotidos U2AF65BamHIFw/U2AF65EcoRIRv para amplificar la
secuencia de U2AF® a partir del vector de expresion eucariota GFP-U2AF®
proporcionado por el Dr. Juan Valcércel (Centro de Regulacion Genomica, Barcelona).
Los vectores de expresion en bacterias pGEX2TK-TCERGI (234-662) y pGEX2TK
(631-1098) han sido descritos previamente (Carty et al., 2000).

El vector de expresion eucariota pcDNA3/FLAG/MS2-PRPF40B fue obtenido
por PCR utilizando la pareja de oligonucleétidos HYPCMS2Fw/HYPCMS2Rv con
dianas Avrll y Mlul. El fragmento amplificado fue insertado en el vector de expresion

pcDNA3/FLAG/MS2 con las mismas dianas. Este Uultimo vector asi como
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pcDNA3/FLAG/MS2-PTB fueron cedidos por el Dr. Juan Valcéarcel (Centro de

Regulacion Gendmica, Barcelona).

Los pladsmidos reporteros p3xMHC-LUC y pRL-TK-REN fueron cedidos por el
Dr. Mariano Garcia-Blanco (Duke University Medical Center, USA).

Los plasmidos reporteros de luciferasa pGSHIV-LUC y pGSNFI+II-LUC fueron

generados en el laboratorio y descritos en anteriores trabajos (Montanuy et al., 2008).

Los minigenes reporteros de splicing del gen Fas: WT, Py, U1C, el, €2, €3, €23,
el23, m0, ml, m2, Long ex6én y MS2 fueron proporcionados por el Dr. Juan Valcarcel

(Centro de Regulacion Gendmica, Barcelona).

El minigen reportero de splicing del gen Bcl-x (HIV-X2) fue cedido por el Dr.
Benoit Chabot (University of Sherbrooke, Canada).

Los vectores lentivirales que codifican para la capsida (pHR’82AR) y envuelta
(pVSV.QG) del virus, asi como los vectores pLKO.1-puro que producen las particulas
lentivirales y contienen las secuencias shRNA (small hairpin RNA) de PRPF40B fueron
proporcionados por la Dra. Carme Gallego (Instituto de Biologia Molecular de
Barcelona, Barcelona). Los shRNAs codifican un fragmento de secuencia de PRPF40B
de 21 nucleotidos sentido y antisentido separadas por el espaciador CTCGAG y son de

la coleccion Mission de Sigma.

2. CULTIVOS CELULARES Y TRANSFECCIONES

2.1 Cultivos celulares

Todas las lineas celulares que se detallardn a continuacidon se cultivaron en
condiciones estandares idénticas: 37°C en atmosfera de CO, del 5% y humedad del

95%.

Las lineas celulares HEK293T y HeLa se cultivaron en medio de cultivo
Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM) con una concentracion 1 g/l de D-
glucosa (Gibco), suplementado con 10% (v/v) de suero fetal bovino (Gibco),
penicilina/estreptomicina (100U y 0,1 mg/ml, respectivamente) (Gibco), 4 mM L-

glutamina (Gibco) y una solucidén de aminoéacidos no esenciales (Gibco).
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Las cé¢lulas HEK293T utilizadas como productoras de virus se cultivaron en
medio DMEM con una concentracion de glucosa de 4,5 g/L, suplementado de la misma
forma previamente descrita y adicionando Myco kit (Labclinics) como agente anti-

micoplasma.

La linea celular de neuroblastoma SH-SYS5Y fue proporcionada por la Dra.
Carme Gallego (Instituto de Biologia Molecular de Barcelona, Barcelona). Se cultivaron
en medio DMEM con una concentracion de 4,5 g/L de glucosa, 10% (v/v) de suero fetal
bovino y penicilina/estreptomicina (100U y 0,1 mg/ml, respectivamente). Las células
SH-SYS5Y establemente silenciadas se mantuvieron con el mismo medio de cultivo

adicionando puromicina (1 pg/ml) (Invitrogen) como antibiotico de seleccion.

2.2 Transfecciones

En los estudios de inmunofluorescencia se utilizaron las lineas celulares
HEK293T y HeLa. Se sembraron aproximadamente 1 x 10° células sobre cubreobjetos
de 12 mm de diametro colocados en pocillos de 22 mm de placas M12 (Nunc) 20 h
antes de la transfeccion. Cuando las células alcanzaron aproximadamente un 50-60% de
confluencia se transfectaron con las correspondientes concentraciones de plasmidos
utilizando el método de precipitacion de Ca,PO4. Para pocillos de 22 mm de didmetro,
se mezclan 100 pl de Solucion A (250mM CaCly) con el ADN. A continuacion se
anaden 100 ul de Solucion B (50mM HEPES, 1,5mM NaPO,, 140mM NacCl, ajustar pH
a 7,5) y tras 2 min de incubacion, la mezcla se adiciona al correspondiente pocillo. 24 h

después de la transfeccion se recogieron las células para ser procesadas.

Para experimentos de inmunoprecipitacion se sembraron aproximadamente 1,5 x
10° células HEK293T en placas de 100 mm de diametro (BD Falcon) 24 h antes de la
transfeccion. Cuando las células alcanzaron aproximadamente un 80-90% de
confluencia fueron transfectadas con las cantidades de ADN plasmidico mediante
métodos estandar de Ca,PO4. Después de 40 h de la transfeccion las células fueron

recogidas y procesadas.

Para ensayos de actividad luciferasa y experimentos de sobreexpresion en
ensayos de RT-PCR, se sembraron aproximadamente 2,5 x 10° células HEK293T o

HeLa en pocillos de 35 mm (BD Falcon) 20 h antes de la transfeccion. Cuando la
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confluencia de células fue del 80% para ensayos de luciferasa o del 60-70% para
analisis por RT-PCR, se transfectaron con las correspondientes cantidades de plasmidos
utilizando Ca,PO,. Las células fueron recogidas para su andlisis 40 h después de la

transfeccion.

En el caso de los experimentos de RT-PCR con siRNAs se sembraron
aproximadamente 9 x 10* células por pocillo de 35 mm. La transfeccion de los siRNAs
se realiz6 cuando las células alcanzaron aproximadamente un 30-40% de confluencia
utilizando el reactivo Lipofectamine 2000 (Invitrogen) siguiendo las indicaciones del
facbricante. La concentracion final de los siRNAs fue de 60nM. Para los experimentos
de splicing, las células se recogieron 48 h después de la transfeccion para su
procesamiento, o bien, se transfectaban las correspondientes cantidades de ADN
plasmidico de los respectivos minigenes descritos, utilizando el reactivo LipoD 293T
(SignaGen Laboratories) siguiendo las indicaciones del fabricante. Después de 24 h de
la transfeccion de ADN, las células se recogieron para su posterior analisis. Para los

experimentos de apoptosis, las células se recogieron 72 h después de la transfeccion.

La inhibicién transcripcional con a-amanitina se hacia afiadiendo 25 pg/ml de
este compuesto durante 6 h a 37°C. Posteriormente, se continuaba con el andlisis por

inmunofluorescencia.

2.3 Infeccién de cultivos celulares

Las particulas de lentivirus utilizadas para la infeccion de la linea celular SH-

SYSY fueron producidas en células HEK293T.

Para la transfeccion de los plasmidos virales, se sembraron 8 x 10° células
HEK293T en pocillos de 35 mm (BD Falcon) 20 h antes de la transfeccion. Cuando se
alcanz6 una confluencia de aproximadamente el 80-90%, las células fueron
transfectadas con la cantidad adecuada de los plasmidos lentivirales de la envuelta,
capsida y portadores de las secuencias de shRNA en una relacion 1:1:2 utilizando como
reactivo de transfeccion LipoD 293T (SignaGen Laboratories) segun las indicaciones
del fabricante. 72 h después de la transfeccion, se recogieron los sobrenadantes de cada
pocillo y se centrifugaron. Tras eliminar los sobrenadantes, 500 ul de las soluciones

virales se diluyeron en el medio de cultivo adecuado, al cual se afnadi6 Polibrene
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(Sigma-Aldrich) a una concentracion final de 8 pg/ml, para facilitar el contacto del
virus con la célula receptora. Las soluciones de particulas de lentivirus resultantes se
afiadieron a las células receptoras SH-SYSY, sembradas el dia anterior sobre pocillos de
35 mm (2,5 x 10° células/pocillo). Aproximadamente 16 h después de la primera
infeccion se repitio el proceso de recogida y centrifugacion de los sobrenadantes virales
y se realizé una segunda infeccion, en este caso utilizando 4 ug/ml de Polibrene. Tras 5
h de infeccion, se cambid el medio y 48 h después, se afladid6 puromicina a 1 pg/ml

como antibiodtico de seleccion.

3. PROCEDIMIENTOS DE BIOLOGIA MOLECULAR

3.1 Inmunofluorescencia

Para los analisis por inmunofluorescencia, las células situadas sobre
cubreobjetos fueron fijadas con 3,5% de paraformaldehido (PFA) en PBS 1X, 20mM
HEPES (pH 7,4) durante 45 min a 4°C. Tras tres lavados con PBS 1X, las células se
permeabilizaron con una solucién al 0,5% de Triton-X100 durante 5 min a temperatura
ambiente y se lavaron tres veces con PBS 1X. A continuacion, las células se
bloquearon con una solucion al 2,5% (p/v) de albumina de suero bovino (BSA) en PBS
1X a 4°C, durante al menos 16 h. Tras dos lavados con PBS 1X conteniendo 0,1% de
BSA y un lavado con PBS 1X a temperatura ambiente, se procedio al tratamiento con
anticuerpos. Para el lavado e incubacion de anticuerpos se utiliz6 una misma solucion
de 0,1% BSA en PBS 1X. Se afiadieron 100 pl de la dilucion adecuada del anticuerpo
sobre el correspondiente cubreobjeto y se incubaron en una camara humeda en
oscuridad durante 1 h a temperatura ambiente. Tras cinco lavados, se procedio del
mismo modo a la incubacidn con los correspondientes anticuerpos secundarios. Tras los
lavados con 0,1% BSA en PBS 1X, se realizaron tres lavados con PBS 1X y se
prepararon las muestras utilizando el medio de montaje Prolong Gold Antifade
(Molecular Probes).

El tratamiento con ARNasa se llevo a cabo, tras la permeabilizacion y posterior
lavado con PBS 1X, afiadiendo ARNasa (Roche) a 0,1 mg/ml en PBS 1X durante 2 h a
37°C. Después se continud con el bloqueo y el resto del procesamiento descrito de

inmunofluorescencia.

68



Materiales y Métodos

Para el estudio de la localizacion de los factores de splicing SF1 y U2AF® se
sigui6 el protocolo que se detalla a continuacion. Las células se lavaron dos veces con
PBS 1X y se permeabilizaron con 0,5% de Triton-X100 en el tampon CSK (100mM
NaCl, 300mM sacarosa, 10nM PIPES, 3mM MgCl,, ImM EGTA, pH 6,8) durante 1
min a 4°C. Seguidamente las células se fijaron con 3,5% PFA en una solucion de CSK 5
min a temperatura ambiente. Tras lavar con PBS 1X, las células se bloquearon con 1%
de suero fetal bovino (FBS) en PBS 1X durante 10 min a temperatura ambiente. La
solucion de bloqueo se utilizo para incubar los anticuerpos primarios y secundarios. Se
afiadieron 100 pl de la correspondiente dilucion de anticuerpo primario sobre cada
cubreobjetos y se incubd durante 1 h a temperatura ambiente en una cdmara himeda en
oscuridad. Tras tres lavados con PBS 1X, se procedié del mismo modo al tratamiento
con el anticuerpo secundario. Tras lavar con PBS 1X las muestras se montaron con

Prolong Gold Antifade.

Las imagenes fueron adquiridas con el microscopio confocal invertido Leica
SP5. Las iméagenes eran tomadas simultaneamente en los casos en que se realizaba un
doble marcaje con EGFP o el fluorocromo 647, excitados con el laser de helio-neon (H-
Ne) de 633 nm, y el fluorocromo Alexa 488, excitado con el laser de argdn a 488 nm al
20% de potencia. En el caso en que el doble marcaje se llevd a cabo con mCherry,
excitado con el laser HeNe 543 y EGFP o el fluorocromo 647, las imagenes se tomaron
de forma secuencial. En ambos casos el espectro de deteccion para cada canal se ajustod
para evitar el paso de sefial de un canal a otro. Las iméagenes se tomaron en condiciones
de no saturacién con un objetivo 63x, resolucion 1024 x 1024 y un didmetro de ranura
confocal (pinhole) de 1 um. Las imagenes se analizaron con el software Las AF (Leica).
Posteriormente las imagenes fueron procesadas con el software Adobe Photoshop CS3

v10.0.

3.2 Extraccién de ARN y RT-PCR

Para los andlisis por RT-PCR, aproximadamente 20 h antes de la transfeccion se
sembraron 2.5 x 10° células o 1 x 10° células por pocillo de 35 mm, para los estudios de

sobreexpresion o silenciamiento, respectivamente.

Para analizar el efecto de la sobreexpresion de PRPF40B en el splicing, las

células fueron transfectadas con 1 pg de PRPF40B o un plasmido vacio y las cantidades
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de acidos nucleicos se igualaron utilizando ARNt (Sigma). Aproximadamente 40 h
después de la transfeccion, las células fueron recogidas y procesadas. Para los
experimentos con minigenes reporteros, se seguia el mismo procedimiento pero las
células eran co-transfectadas con las cantidades adecuadas de cada minigen: 0,25 pg de
Fas o 0,6 ng de HIV-X2. Para analizar el efecto del silenciamiento de PRPF40B en el
splicing, las células eran transfectadas con 60nM de cada siRNA utilizando como
control siEGFP. 48 h después de la transfeccion de los siRNAs, las células fueron
procesadas para el analisis de genes endogenos. Para estudiar el efecto del
silenciamiento de PRPF40B en minigenes reporteros, 48 h después de la transfeccion de
los siRNAs, se transfectaron las cantidades indicadas anteriormente de los minigenes
reporteros. Las células eran procesadas 24 h mas tarde para los experimentos del
minigen Fas o 48 h después en el caso del minigen HIV-X2. Se recogian las células en
su mismo medio de cultivo y un décimo del volumen se lisaba y mezclaba con tampon

Laemli 2x para su analisis por Western Blot.

El ARN total era extraido con peqGOLD Trifast (peQlab) seglin las indicaciones
del fabricante. 800 ng de ARN derivado de cada minigen se retro-transcribia con M-
MLU retrotranscriptase (Invitrogen) durante 1 h a 37°C utilizando el oligo cSnPT2 para
el minigen Fas y el oligo RT-Sveda para el minigen HIV-X2. Un cuarto de la reaccion se
amplifico mediante PCR convencional. El minigen Fas se amplificé utilizando los
oligonucleodtidos csnPT1/csnPT2 tras 30 ciclos de PCR (Tm 61,5°C). El minigen HIV-
X2 se amplifico tras 30 ciclos de PCR (Tm 60°C) con los oligonucledtidos X34/XAgel.
Los productos de la PCR fueron resueltos en geles de agarosa al 2,5%. Las intensidades
de las bandas fueron cuantificadas con el programa Quantity One v4.6.5 (Bio-Rad).

Todos los experimentos se realizaron como minimo por triplicado.

Para el estudio del efecto de PRPF40B en el splicing de Fas endogeno, se siguid
el mismo procedimiento de extraccion del ARN descrito anteriormente. Seguidamente,
1 pg de ARN se retro-transcribia utilizando qScript cDNA Supermix (Quanta
Bioscience) siguiendo las indicaciones de la casa comercial, que contenia una mezcla
con oligo (dT), random primers y la retro-transcriptasa qScript. El producto de reaccion
resultante se diluia cinco veces para su analisis. En el andlisis del gen Fas endogeno por
PCR convencional, un veinteavo de la muestra se amplificé utilizando los

oligonucleétidos FasESFW/FE7Rv (Tm 55°C), que comprenden la region situada entre
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los exones 5 y 7 incluyendo las isoformas pro-apoptética y antiapoptoética del gen Fas.
Los productos de PCR amplificados fueron resueltos en geles de agarosa al 3,5%. Las
intensidades de las bandas fueron cuantificadas con el programa Quantity One v4.6.5
(Bio-Rad). Los experimentos se realizaron por triplicado. La cuantificacion del gen Fas
por PCR a tiempo real, se llevé a cabo utilizando iQ SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
en la estacion iCycler termal cycler station (Bio-Rad) con los oligonucledtidos
FE6/FE7 (Tm 53,5°C) que amplifican la region comprendida entre los exones 6 y 7 del
gen Fas, incluida en la isoforma pro-apoptotica. Como control interno de cada
experimento se midieron los niveles de Glyceraldehyde-3-phosphate Dehydrogenase
(GAPDH) utilizando los oligonucle6tidos GAPDH-F/GAPDH-R. Los experimentos se
realizaron cinco veces como minimo. Los valores estan representados como (E
Fas) ““TF)/(E GAPDH) *“T@APPM donde E representa la eficiencia de la PCR y ACT:

CT muestra control-CT muestra problema.

Para el analisis estadistico se usé el programa Prism 5.0 software (GraphPad).
Se aplico el test t-Student para comparar las medias entre muestras. Los valores P estan
representados en las graficas mediante asteriscos (*, P<0,05; ** P<0,01; ***,

P<0,005).

3.3 Extraccion de ARN total para los analisis por array

Para los anélisis por array, se sembraron aproximadamente 2,5 x 10° células en
pocillos de 35 mm de las lineas SH-SYS5Y silenciadas establemente con un shRNA

control o dirigido contra PRPF40B hasta alcanzar una confluencia del 60%.

Las células se lavaron dos veces con PBS 1X para eliminar restos celulares. Para
obtener ARN total con alto grado de pureza se utilizo6 el kit comercial RNeasy Mini Kit
(Qiagen). Para ello las células se lisaron con el tampon RLT del kit. A continuacion se
paso el extracto celular de cada muestra diez veces por agujas de 0,6 mm y 25 mm para
fragmentar el ADN. Seguidamente se adiciond etanol al 70% al ARN para que
adquiriese las condiciones apropiadas de union a las columnas proporcionadas por el
kit. Se continud con una serie de lavados y eluciones de acuerdo con las indicaciones
del fabricante. Para los andlisis posteriores se utilizé 1 pg de ARN de tres muestras

independientes de las dos lineas establemente silenciadas.
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3.4 Mutageénesis dirigida de PRPF40B

Para realizar las mutaciones puntuales de PRPF40B asociadas al sindrome
mielodispldsico descritas anteriormente (Yoshida et al., 2011), se utilizd el kit de
mutagénesis dirigida Quickchange Il XL-Site-Directed (Stratagene). Se siguieron las
recomendaciones indicadas por el fabricante con ligeras variaciones, donde se utilizo el
plasmido pcDNA-PRPF40B como molde y parejas de oligonucleotidos que generaban
cambios puntuales en los aminodcidos P383L, D442N y P540S. La amplificacion se
llevo a cabo en 18 ciclos con un gradiente de temperaturas de elongacion, comenzando
en 45°C y aumentando 5°C en cada ciclo hasta alcanzar una temperatura de 68°C. A
continuacion, el producto de la PCR fue digerido con 1 pl de Dpnl, enzima que degrada
el ADN metilado, quedando so6lo el producto mutado amplificado. Finalmente, se
transformo la mezcla en células competentes proporcionadas por el kit y se

comprobaron las mutaciones puntuales mediante secuenciacion.

3.5 Ensayos de actividad luciferasa

Para ensayos de actividad luciferasa se sembraron 2,5 x 10° células en pocillos
de 35 mm. Al dia siguiente cuando las células alcanzaron un 80% aproximado de
confluencia, se cotransfectaron usando el método de Ca,PO4. Las cantidades de ADN
transfectadas por punto fueron las siguientes: 200 ng del plasmido reportero de la
activacion de la transcripcion p3xMHC-LUC, 25 ng del plasmido reportero pGSHIV o
200 ng del plasmido reportero pG5SNFI+II; 5 ng del vector de expresion de Renilla pRL-
TK-REN como normalizador de la transfeccion y 2 pg de las correspondientes
construcciones de PRPF40B. Las cantidades de ADN de todos los puntos se igualaron

con ARNt.

Aproximadamente 40 h después de la transfeccion las células se recogieron en
PBS 1X pre-enfriado y se lisaron en 200 pul del tampon T7 frio (20mM HEPES, pH 7.9;
150mM NaCl, SmM EDTA; 1% NP-40, 1mM ditiotreitol (DTT), ImM PMSF y mezcla
de inhibidores de proteasas (Complete, Roche)) durante 30 min a 4°C. Tras eliminar los
restos celulares por centrifugacion, un décimo de la muestra se mezcld con el mismo
volumen de tampon Laemli 2x para su analisis por Western Blot. La actividad luciferasa

y renilla se midio utilizando el kit comercial Dual Luciferase Assay (Promega)
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siguiento las instrucciones del fabricante y un luminémetro (Berthold Detection

Systems).

3.6 Ensayos de interaccion proteina-proteina in vivo

Para ensayos de inmunoprecipitacién se sembraron 2 x 10° células en placas de
100 mm de diametro (BD Falcon). Al dia siguiente y cuando la confluencia alcanzaba el
90%, las células se transfectaron con 6 pg de PRPF40B o SF1 con el método de
Ca,P0,. Las cantidades de ADN se igualaban en todos los puntos utilizando ARN.

Aproximadamente 40 h después de la transfeccion las células fueron recogidas
en 2 ml de PBS 1X frio (4°C) y lisadas en 500 pl de tampén T7 frio (20mM HEPES, pH
7,9; 150mM NaCl, 5SmM EDTA; 1% NP-40, ImM DTT, ImM PMSF e¢ inhibidores de
proteasas (Complete, Roche)) durante 30 min a 4°C. Tras eliminar los restos celulares
por centrifugacion se mezclé un décimo de cada muestra con tampén Laemli 2x y se
guardd convenientemente para su analisis por western blot como muestra del extracto
celular total (whole cellular extract, WCE). A continuacion, los lisados fueron diluidos
hasta 1 ml con tampoén T7 e incubados durante 4-6 h en rotacion a 4°C con 50 pl de
agarosa unida covalentemente a un anticuerpo monoclonal anti-T7 tag (Novagen). Tras
cinco lavados con el tampon T7, las resinas fueron hervidas durante 7 min a 95°C
mezcladas con 50 pl de tampoén Laemli 2x en agitacion. La mitad de la muestra se

analiz6 por Western Blot.

Para el tratamiento con ARNasa, los lisados celulares se trataron con 0,1 mg/ml
de ARNasa A (Roche) durante 1 h a 4°C en rotacién antes de la incubacion con la

agarosa.

Para el bloqueo de los Ul snRNA utilizando oligonucleotidos antisentido
Morpholino (AMO, Gene Tools), las células fueron transfectadas aproximadamente 24
h después de la transfeccion del ADN con 3 uM del Ul AMO o del control CRTL
AMO, utilizando el reactivo de transfeccion EndoPorter (Gene Tools), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Aproximadamente 16 h después, las células se recogieron,
utilizando un quinto de la muestra para la extraccion de ARN y el resto para su andlisis

por inmunoprecipitacion, como se describio anteriormente.
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3.7 Ensayos de interaccion proteina-proteina in vitro

Para el estudio de la interaccion in vitro de la proteina PRPF40B con el factor de
splicing SF1 se siguié un protocolo basado en trabajos anteriores (Rain et al., 1998). Se
unid 1 pg de cada proteina GST recombinante purificada (GST, GST-PRPF40B, GST-
PRPF40B (1-333), GST-PRPF40B (446-871), GST-TCERGINt (235-662), GST-
TCERGICt (631-1098) y GST-U2AF®) a 50 pl de agarosa acoplada a glutation
(Sigma) durante 30 min a 4°C en 300 pul de tampon NETN (20mM Tris-HCI, pH §;
100mM NaCl; 0,5% NP-40; 0,5mM EDTA) en rotacion. Tras dos lavados con 500 pl de
NETN, se afiadi6é 1 pg de proteina T7-SF1 purificada y se incub6 durante 30 min a 4°C
en un volumen de 200 ul de NETN en rotacion. Seguidamente las muestras fueron
lavadas seis veces con 200 ul de NETN y hervidas durante 5 min a 99°C con agitacion
en 50 ul de tampdén Laemli 2x, para la elucion de los complejos proteicos unidos. Parte

de la muestra se analiz6 por Western Blot y parte por tincion de plata.

Para el tratamiento con ARNasa, las resinas de agarosa fueron incubadas durante
30 min a temperatura ambiente con 10 pg/ml de ARNasa A en 200 ul de tampoén NETN
en rotacion antes de los tres ultimos lavados. Posteriormente se lavd otras tres veces y
se procedio a la elucion por calor durante 5 min a 99°C en agitacion junto con el tampon

Laemli.

Para el estudio de la fuerza de union proteina-proteina, el ensayo se hizo
aumentando la concentracion de NaCl a 150mM, 200mM o 300mM del tampoén NETN

durante todo el proceso.

4. PROCEDIMIENTOS DE BIOLOGIA CELULAR

Para los ensayos de biologia celular y analisis mediante citometria de flujo, se
sembraron 9 x 10* células por pocillo de M6 y se transfectaron con 60 nM de siRNAs.
72 h después de la transfeccion, las células eran procesadas para su analisis.

Para el analisis estadistico se uso el programa Prism 5.0 software (GraphPad).
Se aplico el test t-Student para comparar las medias entre muestras. Los valores P estan

representados en las graficas mediante asteriscos (*, P<0,05; **, P<0,01).
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4.1 Ensayos de muerte celular y ciclo celular

Las células HEK293T fueron tripsinizadas, recolectadas en tubos de poliestireno
y lavadas dos veces con PBS 1X centrifugando a 1600 rpm 4°C. Para los ensayos de
muerte celular, la mitad de las células fueron incubadas en una soluciéon de PBS 1X con
yoduro de propidio (PI, Sigma) 40 pug/ml a 37°C durante 20 min en oscuridad. Para los
analisis de ciclo celular, la otra mitad de células fueron fijadas con etanol 70% a 4°C
durante al menos 15 min. Tras un par de lavados con PBS 1X, las células fueron
incubadas durante 20 min a 37°C en oscuridad, en una soluciéon de PBS 1X que contenia
100 pg/ml de ARNasa A (Roche) y 40 pg/ml de PI. Las muestras fueron analizadas por
citometria de flujo (FACScalibur, BD). Los datos fueron procesados utilizando el

software FlowJo v7.6.5.

4.2 Ensayo de union de Anexina V

Las células HEK293T fueron tripsinizadas, recolectadas en tubos de poliestireno
y se lavaron con PBS 1X centrifugando a 1600 rpm. Aproximadamente 1 x 10°
células/ml se resuspendieron en 100 pl de una solucién de tampon de unidon Anexina V
que contenia 5 ul de Anexina V conjugado a isotiocianato de fluoresceina (FITC) y 5 ul
de PI durante 15 min a temperatura ambiente en oscuridad. Posteriormente, se anadid
400 pl del tampon de unidn Anexina V. Las muestras fueron analizadas por citometria
de flujo utilizando el software FlowJo v7.6.5. El andlisis estadistico fue realizado

utilizando el software Prism 5.0.

4.3 Medida de la actividad de la caspasa-3

Aproximadamente 1 x 10* de células HEK293T fueron recogidas para medir la
actividad de la caspasa-3. La cuantificaciéon se realizé utilizando el kit comercial
Caspase-Glo 3/7 assay (Promega) siguiendo las indicaciones del fabricante. 40 ul de
cultivo se mezclaron con 40 ul de reactivo en placas de 96 pocillos y se incub6 durante
10 min a temperatura ambiente y en oscuridad. A continuacion se midi6 la sefal de
quimioluminiscencia (unidades de luz relativa, RLU), que es directamente proporcional

a la activacion de la caspasa, en un lumindémetro (Infinite F200 TECAN Luminometer).
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4.4 Analisis de expresion del receptor de membrana Fas/CD95

Las células HEK293T fueron tripsinizadas, recogidas en tubos de poliestireno y
lavadas con PBS 1X centrifugando a 1600 rpm. A continuacion, las células fueron
incubadas con el anticuerpo primario anti-Fas/CD95 en PBS 1X durante 30 min a 4°C
en oscuridad. Tras dos lavados con PBS 1X, las células fueron incubadas con el
anticuerpo secundario correspondiente durante 30 min a 4°C en oscuridad. Después las
células fueron lavadas con PBS 1X y la fluorescencia se midid en al citdmetro de flujo
FACSCalibur. Los datos fueron analizados utilizando el software Cell Quest Pro

v1.b.1f4b.

5. MANIPULACION Y ANALISIS DE PROTEINAS

5.1 Analisis por Western Blot

Las distintas muestras a analizar por Western Blot fueron diluidas en tampo6n de
carga Laemli 2x (0,2% azul de bromofenol, 10% glicerol, 0,1M Tris-HCI pH 6,8, 2%
dodecil sulfato sodico (SDS) y 5S0mM DTT) y hervidas a 95°C durante 5 min. Después
de cargar las muestras en geles al 10% o 12.5% SDS-PAGE, la electroforesis se llevo a
cabo en tampdén Laemli (25mM Tris, 192mM de glicina y 0,1% SDS) a un voltaje
continuo de 150 V. Como marcador del peso molecular se utiliz6 una preparacion

comercial con un rango 175kD-7kD (New England Biolabs).

Una vez las proteinas fueron separadas, se transfirieron a membranas de
nitrocelulosa (Hybond, Amersham) con un sistema de transferencia himedo en una
misma solucidon para el equilibrado de geles y la transferencia (20% (v/v) metanol,
25mM Tris, 192mM glicina) durante 1 h a 4°C con una intensidad constante de 200-
300mA. Las membranas se bloquearon durante 2 h en una solucion de bloqueo (5%
(p/v) leche desnatada, 0,1% (v/v) Tween-20, PBS 1X). La incubacion y lavados de los
anticuerpos se realizaron con la misma soluciéon de bloqueo. Las diluciones y
condiciones de incubacion se ajustaron a cada anticuerpo primario. Los anticuerpos
secundarios conjugados con peroxidasa (PerkinElmer Life Science) fueron utilizados a
una dilucion 1:5000 durante 1h a temperatura ambiente. La sefial de
quimioluminiscencia fue detectada usando el reactivo comercial Western Lightning

Chemiluminiscence Reagent Plus (PerkinElmer Life Science).
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El analisis densitométrico se llevo a cabo utilizando el software Quantity One
v4.6.5 (Bio-Rad). La intensidad de las bandas se calcul6 normalizando respecto a un

control interno (CDK-9) para cada muestra en cada condicion.

5.2 Tincion de plata

Las proteinas a analizar por tincion de plata fueron separadas en geles al 10%
SDS-PAGE. Posteriormente, los geles se incubaron en una serie de soluciones a
temperatura ambiente en agitacion. Los geles se sometieron a un proceso de fijacion en
una solucion que contenia 40% (v/v) metanol, 10% (v/v) acido acético durante 30 min,
seguido del lavado del gel con una soluciéon A (10% etanol (v/v), 5% (v/v) écido
acético) durante 5 min. A continuacién el gel se sometio a un proceso de sensibilizacion
con una solucion de 0,01% tiosulfato de sodio (Na,O3S;) durante 5 min realizandose
varios lavados con la solucién A durante 2 min, 10% etanol durante 10 min y agua
destilada 10 min. Para la tincion con plata, el gel se incubo con una solucion al 0,1% de
nitrato de plata (AgNOs3) durante 10 min en oscuridad. Finalmente, para el revelado se
incubd el gel con una solucion al 10% de carbonato sddico (K,COs;) durante 5 min,
seguido de otra solucion al 2% de carbonato sédico y 0,01% formaldehido hasta la

aparicion de bandas. El revelado se detuvo sumergiendo el gel en solucién de fijado.

5.3 Tincion de Coomasie

Las proteinas a identificar por tinciéon de Coomasie fueron separadas en geles al
10% SDS-PAGE. A continuacion los geles se sumergieron durante 20 min en una
solucion de tincion/fijacion TC (0,0025% (p/v) Coomassie Blue R250, 45% (v/v)
metanol y 10% (v/v) acido acético) y se lavaron repetidas veces con una solucion LC
(25% (v/v) metanol, 7% (v/v) acido acético). Finalmente los geles se secaron en papel
celofan (Bio-Rad) o bien en un aparato de vacio/calor para su posterior analisis y

almacenamiento.

5.4 Produccion y purificacion de proteinas recombinantes en E. coli

La expresion heterdloga de proteinas recombinantes para su posterior
purificacion se realizo en bacterias E. coli deficientes en proteasas (BL21 pLys). Para

ello se incubo un pre-indculo en LB 1/20 del volumen final en presencia de ampicilina y
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cloranfenicol a 37°C durante 16 h aproximadamente. Al dia siguiente, el pre-cultivo era
diluido hasta un volumen final de 500 ml en LB fresco con ampicilina e incubado a
37°C hasta que el cultivo alcanzaba una DOgp=0,6 UA. Entonces se indujo la
produccion de proteina recombinante al afiadir isopropil-fB-1-D-tiogalactopiranésido
(IPTG; Sigma) a una concentracion final de 0,03mM durante 6 h a 25°C para la
produccion de PRPF40B y de 0,4mM durante 2 h a 37°C para el resto de proteinas.
Transcurrido el tiempo de induccion, las bacterias se centrifugaron a 6000 rpm para ser
procesadas para la purificacion de proteinas. Se tomaron muestras de 40 ul antes y
después de la centrifugacion, se centrifugaron a 6000 rpm y se resuspendieron en
tampon de carga Laemli 2x para comprobar el resultado de la induccion mediante una

tincion con Coomasie.

La purificacion de proteinas recombinantes se realizd con un sistema de
cromatografia por afinidad en condiciones nativas de glutation-S-transferasa
(GST)/glutation. Las bacterias se resuspendieron en PBS 1X suplementado con una
mezcla de inhibidores de proteasas (Complete, Roche) en un volumen 1/100 del
volumen del cultivo de origen. Para la ruptura de la pared bacteriana se adicion6 6
mg/ml de lisozima (USB biochemicals), se mezcld con vortex y se incubd durante 10
min a temperatura ambiente. A continuacion se digerié el ADN con 130 U de ADNasal
(Sigma) en presencia de 10mM MgCl, y ImM MnCl, durante 30 min a 37°C en
agitacion. Tras centrifugar para eliminar los restos celulares, el lisado se aclard
adicionando una mezcla de 1% (v/v) TritonX-100, 1% (v/v) Tween-20, ImM DTT,
0,5mM  PMSF y PBS IX 'y centrifugando a 14000  rpm.
A continuacion se prepard un volumen de 500 pl por construccion de resina liofilizada
de agarosa acoplada a glutation (Sigma) segun las indicaciones del fabricante. Los
lisados bacterianos obtenidos previamente se incubaron con las resinas de agarosa
durante 2 h a 4° en rotacion. Transcurrido este tiempo, la agarosa se lavo tres veces a
4°C con una solucion que contenia 1% (v/v) TritonX-100, 1% (v/v) Tween-20, 0,5mM
DTT, ImM PMSF y PBS 1X. A continuacion la resina se equilibr6é con una solucion de
100mM de Tris pHS, 100mM de NaCl, 0,5% de TritonX-100 y 20pg/ml de PMSF. La
elucion de las proteinas unidas se realizd por competicion con 20mM de glutation
reducido (Sigma) en una soluciéon que contenia SO0mM Tris-HCI, pH8 durante 20 min en

rotacion a temperatura ambiente. Por ultimo las proteinas se dializaron en dos pasos
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durante al menos 16 h a 4°C en rotacion, en un volumen 1000 veces mayor al obtenido

en la muestra de PBS 1X, ImM PMSF.

5.5 Produccion y purificacion de proteinas recombinantes en células HEK293T

Para la produccién y purificacion de proteina recombinante a partir de células
HEK293T se sigui6 un protocolo basado en un trabajo descrito previamente (Cazalla et

al., 2005).

Se sembraron seis placas de 100 mm de diametro (BD Falcon) de células
HEK293T aproximadamente 20 h antes de la transfeccion. Cuando las células
alcanzaron el 80-90% de confluencia, se transfecté 4 pg de pEFBOST7-SF1 por placa
mediante el método de Ca,PO,4. Aproximadamente 48 h después de la transfeccion las
células se recogieron en PBS 1X frio, se lisaron en un tampon frio (50mM tampon NaP,
pH 8, 0,5M NaCl, SmM B-glicerolfosfato, SmM KF, 0,1% (V/V) Tween-20 y mezcla de
inhibidores de proteasas (Complete, Roche)) y se sonicaron cinco veces durante 30 s en
hielo (vibra-cell, Sonics materials). Para descartar los restos celulares, los lisados fueron
centrifugados a la méaxima velocidad (13000 g) durante 20 min. A continuacion se
prepar6 1 ml de resina de agarosa unida covalentemente a un anticuerpo monoclonal
anti-T7 tag (Novagen) en una columna de cromatografia (Bio-Rad) para efectuar la
purificacion de la proteina a temperatura ambiente. La columna se equilibré con 10 ml
de tampodn de lisis. A continuacion se pasoé el lisado celular dos veces, seguido de un
lavado con 10 ml de tampon de lisis. La proteina se eluyd con 8 ml de tampon de
elucion (0,1M acido citrico pH 2,2, 5SmM [-glicerofosfato, SmM KF) de la cual se
fueron recogiendo en 10 fracciones diferentes de 0,8 ml en tubos donde previamente se
habian afiadido 0,2 ml de solucién Tris-HCI pH 8,8 para neutralizar el pH écido del
eluido. Se tomaron muestras de 30 pl del lisado y solucion de lavado tras pasar por la
columna, asi como de cada una de las fracciones del eluido. Se mezclaron con tampén
de carga Laemli 2x y se resolvieron en geles al 10% SDS-PAGE para identificar la
proteina purificada con tincion de Coomasie y posteriormente analizarla por Western
blot. Finalmente, las fracciones con mayor concentracion de proteina se dializaron en un
volumen 1000 veces mayor al obtenido en la muestra en un tampon de dialisis BC100
(20mM Tris pH 8, 100mM KCI, 0,2mM EDTA pH 8 y 20% glicerol) en dos pasos
durante al menos 16 h a 4°C en rotacion. La proteina dializada se analizé de nuevo por

tincidon de Coomasie.
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5.6 Produccion de anticuerpo anti-PRPF40B en conejo

La produccion de sueros reactivos contra PRPF40B en conejos se realizd en

colaboracion con la Unidad de Experimentacion Animal del IPBLN-CSIC.

Como antigeno se utilizo la proteina recombinante GST-PRPF40B, que incluia
los aminoacidos (1-871) de la secuencia de PRPF40B en una solucion de PBS 1X. Los
congjos se inmunizaron cuatro veces en los dias 0, 14, 35 y 56 con una emulsién de 0,5
mg de la proteina en una relacion 1:1 con una solucién de Adyuvante de Freund
completo en la primera inmunizacion e incompleto en las otras tres inmunizaciones,

para aumentar la reactividad del antigeno.

Para testar la presencia de anticuerpos policlonales contra la proteina PRPF40B,
se tomaron muestras de sangre al dia 69 y se compararon con las muestras pre-inmunes
tomadas el dia 0 de inmunizacion. Para la obtencion del suero a partir de la sangre se
inactivo el complemento por incubacion a 37°C durante 30 min y las muestras se
centrifugaron durante 15 min a 5000g para eliminar los restos celulares. Se tomaron
muestras de los sobrenadantes y se mezclaron con tampén de carga Laemli 2x para su
posterior analisis por Western Blot. El dia 75 se procedio al sangrado final de los
conejos para obtener todo el suero reactivo producido contra PRPF40B. La obtencion y
analisis del suero se realizé del mismo modo que las muestras tomadas anteriormente.
Finalmente los sueros fueron testados por Western Blot para comprobar su eficiencia y
especificidad con extractos celulares de células HEK293T, extractos nucleares de

células HeLa y las proteinas recombinantes.

5.7 Purificacion de 1gG totales del suero anti-PRPF40B

Fracciones de suero reactivo contra PRPF40B fueron purificadas mediante
cromatografia de afinidad en una columna con sepharosa conjugada a proteina A (GE
Heathcare Life Science), para obtener un concentrado de IgGs totales. Para ello se
prepard 1 ml de resina de agarosa lavada previamente en 0,1M Tris-HCI pH 8, en una
columna de cromatografia (Bio-Rad) equilibrada con 10 ml de la misma solucién de
Tris-HCIL. A continuacién se cargaron dos veces a una velocidad inferior a 0,3 ml/min, 1
ml de suero de PRPF40B diluido un décimo en Tris IM pH 8 para igualar el pH y la

concentracion salina con la columna. Después se realizaron dos lavados secuenciales
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con 10 ml de 0,1M Tris-HCI pH 8 y 0,01M Tris-HCI pH 8, respectivamente. Las 1gGs
se eluyeron al afiadir 3 ml de 0,1M Glicina pH 3 a una velocidad menor a 0,3 ml/min, y
se recogieron en fracciones de 270 pl en tubos donde previamente se habian puesto 30
ul de 1M Tris-HCI pH 8 para neutralizar el pH acido del eluido. Finalmente, se midi6 la
concentracion de proteinas de las fracciones a partir de su absorbancia a 280 nm, y se
dializaron en un volumen 1000 veces mayor que la cantidad de la muestra de PBS 1X y

0,1% de azida sddica en dos pasos secuenciales de 2 y 16 h respectivamente.

6. ADN Array

El analisis de los cambios de expresion a nivel de ARN se realizo en la Genome
Core Facility-EMBL (Heidelberg). Tres muestras de 1 pg de ARN procedente de
células SH-SY5Y establemente silenciadas para PRPF40B o con un shRNA control se
procesaron para medir cambios de expresion de forma global en el transcriptoma

humano utilizando el Human Transcriptome Array (HTA) 2.0 de Affymetrix.

Los cambios de expresion detectados en el HTA entre las muestras problema y
control, fueron analizados por Pierre de la Grange (GenoSplice, Paris,
[www.genosplice.com]), utilizando la interfaz EASANA, un moédulo de visualizacion
basado en las anotaciones disponibles en la base de datos genomica FAST DB. Este
procesamiento conlleva una serie de pasos que se detallan a continuacion (de la Grange
et al., 2010): los datos procedentes del array son normalizados y seleccionados
atendiendo a criterios de calidad de intensidad o su anotacion como genes en FAST DB.
A continuacion, se identifican los exones expresados diferencialmente donde se
comparan las muestras problemas o las muestras control entre ellas, utilizando la
estrategia estadistica del llamado indice de splicing, basado en el cociente de la
intensidad de la sonda y el nivel de expresion de un gen. Se considera que un exon tiene
una expresion diferencial cuando sus sondas muestran una expresion similar. Después
se comparan los valores de intensidad asociados a cada exon entre las muestras control
y las silenciadas utilizando de nuevo la estrategia del indice de splicing. Finalmente, el
punto de corte establecido para comparar la expresion diferencial entre los dos grupos

de muestras se basa en el valor P.
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7. OLIGONUCLEOTIDOS Y ANTICUERPOS

7.1 Oligonucleotidos de ADN

Los oligonucléotidos descritos en la siguiente tabla fueron sintetizados en la

Unidad de Genomica y Sintesis de DNA del IPBLN-CSIC.

Nombre del oligonucleotido Secuencia 5°-3’

Clonajes de PRPF40B en pEFBOST7

HYPC1Fw 5’-GGGTCTAGAATGATGCCACCACCCTTC-3’
T7THYPCRev 5’-GGGATCGATTCACTGGTGATCATCCAGCTG-3’
HYPC687Rev 5’-GGGATCGATTCATTCAGTCTGCTCCAG-3’
HYPC263Fw 5’-GGGTCTAGAATGAAGCCAGAACCAGAG-3’
HYPCGFPCt 5’-GGGTCTAGAATGCTCTTCTTCCTGGCC-3’
HYPC474Fw 5’-GGGTCTAGAATGGAAGAGGAGGAGGAACGG-3’
HYPC618Fw 5’-GGGTCTAGAATGCGGGAGAAGGAGGAG-3’

Clonaje de PRPF40B en pcDNA3/FLAG/MS2
HYPCMS2Fw 5’-GGGCCTAGGATGATGCCACCACCCTTC-3
HYPCMS2Rv 5’-GGGATCGATTCACTGGTGATCATCCAGCTG-3’

Clonajes de PRPF40B en pmCherry

HYPCBsrGIFw 5’-GGGCTGTACATTATGATGCCACCACCCTTC-3’
HYPCBsrGIRv 5’-GGGCTTGTACATCTGGTGATCATCCAGCTG-3’
HYPCAgelFw 5’-GGGACCGGTATGATGCCACCACCC-3’
HYPCAgelRv 5’-GGGGACGGGTGCCTGGTGATCATC-3’

Clonajes de PRPF40B en pGEX-2TK

GSTHYPCFw 5’-GGGAGATCTATGCCACCACCCTTCATGCC-3’
GSTHYPCRv 5’-GGGGAATTCTCACTGGTGATCATCCAGCTG-3’
GSTHYPC333Rev 5’-GGGGAATTCTCACTTCTCCCGCTGCGC-3’
GSTHYPCCtFw 5’-GGGAGATCTATGTTTGCTCAGGACCATCAG-3’

Clonaje de SF1 en pEFBOSTY7
SF1FLT7Fw 5’-GGGTCTAGAATGGCGACCGGAGCGAAC-3°
SF1FLT7Rv 5’-GGGTTCGAATCAGGGTGCTTTGCCGAA-3’

Mutagénesis dirigida de PRPF40B en pcDNA3-PRPF40B

P383LFw 5’-CTGGGCTGTGGTCCTTGAGAGGGATCGAA-3’
P383LRv 5’-TTCGATCCCTCTCAAGGACCACAGCCCAG-3’
D442NFw 5’-CCAGCAGTACCTCATGAATAACCCCAGCTTTGC-3'
D442NRv 5’-GCAAAGCTGGGGTTATTCATGAGGTACTGCTGG-3’
P540SFw 5’-AGCCGGGCTCCACCTCTCTGGACTTATTCA-3’

P540SRv 5’-TGAATAAGTCCAGAGAGGTGGAGCCCGGCT-3’
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Retro-transcripcion del ARN y PCR convencional del minigen Fas
csnPT1 5’-GTCGACACTTGCTCAAC-3’
csnPT2 5’-AAGCTTGCATCGAATCAGTAG-3’

Retro-transcripcion del ARN del minigen HIV-X2
RT-Sveda 5’- GGGAAGCTAGAGTAAGTAG-3’

PCR convencional del minigen HIV-X2
X34 5’- AGGGAGGCAGGCGACGGCGACGAGTTT-3"
XAgelR 5’- GTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGAT-3’

PCR convencional del gen Fas
FasESFw 5’-GTGAACATGGAATCATCAAGG-3’
FE7 5’-TCCTTTCTGTGCTTTCTGCAT-3’

PCR cuantitativa del gen Fas, isoforma 6-7
FEG6 5’-TAACTTGGGGTGGCTTTGTC-3’
FE7 5’-TCCTTTCTGTGCTTTCTGCAT-3’

PCR cuantitativa del gen CACNG2
CACNG2Fw 5’-CATCTTCTTCGTGTCTGCAG-3’
CACNGZ2Rv 5’-GACCAGCCGTATGAGTAACT-3’

PCR cuantitativa del gen TNFAIP6
TNFAIP6FwW 5’-AGGAGTGAAAGATGGGATGC-3’
TNFAIP6Rv 5-ACGCTGACCATACTTGAGTC-3’

PCR cuantitativa del gen SVC2
SVC2Fw 5’-CTGCATGTTCTGGATGATCG-3’
SVC2Rv 5’-CCAACTGTGAAACTGGTAGG-3’

PCR cuantitativa del gen LEF1
LEF1Fw 5’-GATCTCTTTCTCCACCCATC-3’
LEF1Rv 5’-GACATCTGATGGGATGTGTG-3’

PCR cuantitativa del gen CCNA1
CCNA1Fw 5’-TCACTGATAGCTGCAGCAGC-3’
CCNA1Rv 5’-TGAAGCTCACTCAGGCAAGG-3’

PCR cuantitativa del gen RUNX1T1
RUNX1T1Fw 5’-GTCTGGATACGTGCCAGAGG-3’
RUNX1T1Rv 5’-CCTTCTGCAGCTCCGTCATC-3’

PCR cuantitativa del gen TCF7
TCF7Fw 5’-GTTCTGGTGTACCTGGTCAC-3’
TCF7Rv 5’-CCTTGGACTCTGCTTGTGTC-3’
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PCR cuantitativa del gen LHX9
LHX9Fw 5’-CTGCCTTACTTCAACGGTAC-3’
LHX9Rv 5’-CAAGTGGTCTGCCTCATTC-3’

PCR cuantitativa del gen GBP4
GBP4Fw 5’-GTGAGAGAACTCTTCACGCTG-3’
GBP4Rv 5’-CACTGTCAGCTGCTCTTCCT-3’

PCR cuantitativa del gen PIK3R2
PIK3R2Fw 5’-GATCCGAGACCAGTACCTCG-3’
PIK3R2Rv 5’-GTCCTCGTCCTCCATGAGTG-3’

PCR cuantitativa del gen NNAT
NNATFw 5’- ACCATTCTTGGAACCATGG-3’
NNATRv 5’-TGCAGCATTCCAGGAACAC-3’

PCR cuantitativa del gen KCNMA1

KCNMA1E21Fw 5’-CTACTTGGAAGGAGTCTCA-3’
KCNMA1E22Rv 5’-GGCAGACTTGTACTCAATG-3’
KCNMA1E38Fw 5’-CTACTTGGAAGGAGTCTCA-3’
KCNMA1E39Rv 5’-GGCAGACTTGTACTCAATG-3’

PCR cuantitativa del gen NRG1

NRG1E4Fw 5’-CAAGTGGTTCAAGAATGGG-3’
NRG1E5Rv 5’-CAGAATCAGCCAGTGATGC-3’
NRG1E17Fw 5’-GTAACAGCTTCCTCAGGCA-3°
NRG1E19Rv 5’>-TGGTCATGGCTGACACATAC-3’

PCR cuantitativa del gen SLC6A11

SLC6A11E1Fw 5’-CAACAAGGTGGAGTTCGTG-3’
SLC6A11E2Rv 5’-CACCACGTAGGGAATCAGG-3’
SLC6A11ESFw 5’-CCTGGACCATCTGTTACTTC-3’
SLC6A11E6GRv 5’-GGATCAGCAGCATGATGTAG-¥

PCR cuantitativa del gen SMARCA2

SMARCAZ2E26Fw 5’-CATCTTGGAGCATGAGGAG-¥
SMARCAZ2E27Rv 5’-CTTCTTCTCGTCGAGCAATC-3’
SMARCAZE36Fw 5’-CAGCTCAGTGAAGTCTTCA-3’

SMARCAZ2E37Rv 5’-GAAGCATGACATCCTTCTC-3
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7.2 Oligonucledtidos de ARN (siRNA)

Los siRNAs que se describen a continuaciéon han sido sintetizados por Sigma

Aldrich.

siRNAs para el silenciamiento transitorio de PRPF40B

siPRPF40B 5’-GCAGUUCUGGACAGCAUCA-3’
siPRPF40B_as 5’-UGAUGCUGUCCAGAACUGC-3’
siPRPF40B2 5’-AAUCAGAGACCACCAGCUAUCUU-3’
siPRPF40B2_as 5’-AAGAUAGCUGGUGGUCUCUGAUU-3’

siRNAs para el silenciamiento transitorio de PRPF40A

siPRPF40A1 5’-GUGUGGAAGUAUCCAGUAA-3’
siPRPF40A1_as 5’-UUACUGGAUACUUCCACAC-3’
siPRPF40A2 5’-CAGCUCAGUGAAGUCUUCA-3’
siPRPF40A2_as 5’-GAAGCAUGACAUCCUUCUC-3’

SiRNA para el silenciamiento transitorio de PTB
siPTB1 5’-AAGCGGGGAUCUGACGAGCUU-3’
siPTB1_as 5’-AAGCUCGUCAGAUCCCCGCUU-3’

siRNA control para el silenciamiento transitorio
SIEGFP 5’-CUACAACAGCCACAACGUC-3’
SIEGFP_as 5’-GACGUUGUGGCUGUUGUAG-3’

7.3 Oligonucleétidos antisentido Morpholino (AMO)

Los oligonucleotidos antisentido Morpholino utilizados han sido descritos

anteriormente (Kaida et al., 2010) y fueron sintetizados por Gene Tools.

AMO para el bloqueo de U1 snRNA

Ul AMO 5’-GGTATCTCCCCTGCCAGGTAAGTAT-3
AMO control
CRTL AMO 5’-CCTCTTACCTCAGTTACAATTTATA-3’
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7.4 Anticuerpos

Materiales y Métodos

Los anticuerpos utilizados en este trabajo son los que se detallan a continuacion.

Anticuerpo

Especie

Origen

Dilucion
oPRPF40B Conejo  Suero de conejo WB 1:10,000
oPRPF40B Conejo  IgG purificado IF 1:1000
T7 Conejo  Comercial: Bethyl (#A190-116A) WB 1:20,000

¢ IF 1:1000

oERK2 Conejo  Comercial: Santa Cruz Biotechology WB 1:2000
(#sc-154)

oSF1 Conejo  Cedido por el Dr. Juan Valcéarcel (CRG,  WB 1:2000
Barcelona)

oSF1 Raton  Comercial: Abnova (#H00007536- WB 1:100,000
MO1A) IF 1:40000

aU2AF® Raton Cedido por el DR. Juan Valcarcel (CRG, WB 1:2000
Barcelona) IF 1:100

aU2AF® Conejo  Comercial: Santa Cruz Biotechnology WB 1:2000
(#sc-48804)

aCDK9 Conejo  Comercial: Santa Cruz Biotechnology WB 1:2000
(#sc-484)

aSC-35 Raton  Comercial: Sigma (#S4045) IF 1:4000

aNOLC1 Conejo  Comercial: Abcam (#ab113217) IF 1:500

oPTB Conejo  Cedido por el DR. Juan Valcarcel (CRG, WB 1:2000
Barcelona)

aFlag Conejo  Comercial: Sigma (#F7425) WB 1:2000

aCaspasa—3 Conejo  Comercial: Santa Cruz Biotechnology WB 1:500

(#sc-7148)
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oFLIP Raton ~ Comercial: Santa Cruz Biochecnology WB 1:500
(#sc-5276)

aBcl2 Raton ~ Comercial: Santa Cruz Biochecnology WB 1:500
(#sc-7682)

oFas/CD95 Raton  Comercial: BioLegend (#305613). CF 1:100
Cedido por M* Carmen Ruiz (CIBM,
Granada)

algGRabbit-HRP Cabra  Comercial: Perkin Elmer Life Science WB 1:5000
(#NEF812001EA)

algGMouse-HRP Cabra  Comercial: Perkin Elmer Life Science WB 1:5000

(#NEF822001EA)
CF 1:5000

algGRabbit- Cabra  Comercial: Molecular Probes (#A-11008) IF 1:500
Alexa488

algGMouse- Cabra  Comercial: Molecular Probes (#A-21235) IF 1:500
Alexa647

algGRabbit- Cabra  Comercial: Life Technologies (#A- IF 1:500
Alexa647 21244)

WB: Western blot
IF: Inmunofluorescencia
CF: Citometria de flujo
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1. ANALISIS ESTRUCTURAL DE PRPF40B

Uno de los objetivos de este trabajo era contribuir a la caracterizacion
bioquimica de la proteina PRPF40B, identificando los principales motivos estructurales
que condicionan su localizacion subcelular y funcionalidad. Como ya se describio en la
Introduccién (Apartado 4.2.2), PRPF40B fue inicialmente identificada como miembro
de una familia de factores que contienen repeticiones en tandem de dominios WW y FF
(Figura R-1A). Para estudiar estos motivos de la secuencia de PRPF40B en profundidad
se realizaron alineamientos multiples utilizando diversas herramientas bioinformaticas
(InterPro, Pfam, SMART, PROSITE), identificando en la secuencia primaria de
PRPF40B la presencia de dos dominios WW en su extremo amino-terminal y cinco
dominios FF en la mitad carboxilo-terminal (Figura R-1B).

A Dominio Dominio
wWw FF

yrraofflf B B [ | s832a

hPRPF40A | ] | PR E B | e
neer21 | [ | 376 aa

htcerct | HEILTIER IR

5 erercn I D W e

Figura R-1. Los dominios WW y FF de PRPF40B se encuentran en una proporcion y distribuidos

de forma semejante al resto de miembros de la sugerida familia. A. Diagrama esquematico de la
familia de proteinas con dominios WW y FF, que incluye las proteinas PRP40 (levadura), PRPF40A
(humano), FBP21 (humano) y TCERGI1 (humano). En morado se indican los dominios WW y en azul los
dominios FF. B. Diagrama esquematico de PRPF40B donde se representan los dominios WW (morado) y

FF (azul).

Si observamos la estructura de PRPF40B a lo largo de la evolucion, se aprecia
un gran nivel de conservacion en especies mas cercanas al humano, como el raton. Sin
embargo, a medida que nos alejamos, se van reduciendo el nimero de dominios FF y la
longitud de la proteina (Figura R-2A). La comparacién de las secuencias de PRPF40B
humana con su ortélogo en ratdbn muestra un alto grado de conservacion, con
porcentajes del 95% de identidad y 96.5% de similitud (Figura R-2A). Al repetir el

procedimiento con su ortélogo en levaduras, PRP40, comprobamos que la disposicion
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de los dominios se mantenia aunque habia una disminucion en los valores de identidad,
con un 10% y 30%, y similitud, con un 22% y 45% dependiendo si el alineamiento se
realizaba de forma global o local, respectivamente (Figura R-2B). Esta divergencia
evolutiva se refleja ademés en un aumento de la complejidad de la proteina PRPRF40B
humana, que tiene una mayor longitud en su secuencia de aminoacidos y contiene cinco

dominios FF frente a los cuatro motivos FF en PRP40.
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Figura R-2. La distribucion y secuencia de los dominios WW y FF de PRPF40B se han conservado
gradualmente a lo largo de la evolucion. A. Diagrama estructural de conservacion de PRPF40B en
humano (H. sapiens), raton (Mus musculus) y levadura (S.cerevisiae). B. Alineamiento de la secuencia
proteica de PRPF40B de humano con raton (izquierda) y levadura (derecha). Los aminoacidos idénticos
se indican con asterisco (*), aquellos que tienen gran similitud aparecen con dos puntos (:), y los de
menor similitud estan sefialados con un punto (-). Las lineas azules indican las secuencias que
comprenden los dominios WW vy las lineas rojas sefialan las secuencias que corresponden a los dominios

FF.
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2. ANALISIS DE LA LOCALIZACION CELULAR DE PRPF40B
2.1 PRPF40B es una proteina nuclear enriquecida en los speckles nucleares

El primer objetivo experimental que nos propusimos sobre la caracterizacion
bioquimica de PRPF40B fue determinar su localizacion celular. Para ello, purificamos a
partir de un suero reactivo de conejo de PRPF40B una fraccion altamente enriquecida
en IgG totales, cuyo analisis por western blot mostraba reactividad hacia una proteina de
aproximadamente 100 KDa, correspondiente al tamaio de PRPF40B. El marcaje por
inmunofluorescencia de las células HEK293T y HelLa mostr6 una tincioén
exclusivamente nuclear, en un patron difuso nucleoplasmatico ausente en el nucléolo y
en regiones granuladas donde habia un aumento de la sefial (Figura R-3A). Esta
distribucion de la proteina recordaba al patron de tincion de los speckles nucleares, que
como ya se describio en la Introduccion (Apartado 5.1) son organulos nucleares
situados en el espacio intercromatinico del nucleoplasma de células de mamiferos

enriquecidos en factores implicados en el metabolismo del pre-ARNm.

Para determinar si el patron observado para la proteina PRPF40B enddgena
coincidia con los speckles nucleares, llevamos a cabo ensayos de inmunofluorescencia
utilizando anticuerpos especificos dirigidos contra la forma fosforilada del factor
esencial de splicing SRSF2 (anteriormente conocido como SC35), el cual se utiliza
frecuentemente como marcador de los speckles nucleares. El marcaje simultaneo de
PRPF40B y SRSF2 mostr6 un solapamiento de las sefiales en los speckles nucleares,
tanto en las células HEK293T como en células HeLa (Figura R-3A). Para confirmar
estos datos y determinar el grado de colocalizacion, se realizd un analisis
semicuantitativo de la relacion espacial entre las distribuciones de PRPF40B y SRSF2

(Figura R-3A).

El antisuero policlonal utilizado se generd inmunizando animales de
experimentacion con una proteina recombinante (ver Materiales y métodos) y detecta
bandas de mayor tamafio molecular que PRPF40B por western blot. Debido al alto
grado de homologia de PRPF40B con la proteina PRPF40A, el otro ortdlogo de Prp40,
existe una alta probabilidad que el anticuerpo esté reconociendo ambas. De hecho segliin
los resultados de los alineamientos globales y locales utilizando EMBOSS, ambas

proteinas comparten porcentajes de identidad y similitud comprendidos entre 51-54% y
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65-68%, respectivamente. Sin embargo, la obtencion de anticuerpos mas especificos
utilizando en la inmunizacion péptidos exclusivos de PRPF40B o generando
anticuerpos monoclonales en raton, han sido fallidos (datos no mostrados). Por lo tanto
y para corroborar los resultados previos de localizacion subcelular, se llevaron a cabo
ensayos de inmunofluorescencia transfectando con un vector de expresion de la proteina
fluorescente EGFP (enhanced green fluorescent protein) fusionada a PRPF40B (EGFP-
PRPF40B), tanto en células HEK293T como en células HeLa. Las imagenes obtenidas
mostraron un patron de localizacion de la proteina de fusion similar a los observados
anteriormente (Figura R-3B). Estos datos confirman la presencia de una poblacién de
PRPRF40B que colocaliza con los speckles nucleares, sugiriendo una posible

implicacion de PRPF40B en el metabolismo del pre-ARNm.
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Figura R-3. PRPF40B se encuentra enriquecido en los speckles nucleares. A. PRPF40B enddgeno fue
detectado utilizando anticuerpos policlonales purificados por IgG. Se muestran imagenes de células

HEK293T y HeLa marcadas doblemente con anticuerpos que detectan PRPF40B (verde) y SRSF2 (rojo),
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asi como la superposicion de ambas (merge). A la derecha se representa el analisis semi-cuantitativo de la
distribucion de las intensidades. Las lineas dibujadas en las imagenes superpuestas indican la zona de
cuantificacion para el analisis. Barra = 3 um. B. Analisis de la localizacion de PRPF40B mediante
ensayos de inmunofluorescencia. Células HEK293T y HeLa fueron transfectadas con la proteina de
fusion EGFP-PRPF40B vy se tifieron con anticuerpos que detectaban el marcador de speckles nucleares
SRSF2 (rojo). Se muestran las imagenes individuales de cada marcaje asi como la superposicion de
ambas (merge). Las lineas dibujadas en las imdgenes superpuestas representan la region utilizada para el
analisis semi-cuantivo de la intensidad de las sefiales que se muestran en los paneles de la derecha. Barra

=3 um.

2.2 ldentificacion de las secuencias de PRPF40B necesarias para la localizacion

nuclear y enriquecimiento en los speckles nucleares

Para determinar el elemento que dirige a PRPF40B hacia el ntcleo, se analiz6 en
su secuencia de aminoacidos la presencia de potenciales sefiales de localizacion nuclear
(NLS, nuclear localization signal), utilizando programas bioinformaticos como WoLF
PSORT (http://www.genscript.com/psort/wolf_psort.html), NucPred
(http://www.sbc.su.se/~maccallr/nucpred/) y cNLS Mapper (http://nls-
mapper.iab.keio.ac.jp/cgi-bin/NLS_Mapper_form.cgi). A partir del estudio realizado se
identifico, con la mayor puntuacion, una NLS consenso KRRRR comprendida entre los
residuos aminoacidicos 732-736 de PRPF40B. Para comprobar la funcionalidad de esta
NLS, generamos una construccion truncada en la region caboxilo de PRPF40B
fusionada a EGFP, en la cual no se encontraba la posible NLS [Figura R-4, EGFP-
PRPF40B (1-687)]. El andlisis de la expresion de esta construccion por
inmunofluorescencia en las células HEK293T mostr6 mayoritariamente una
localizacion citoplasmatica de la proteina de fusion (Figura R-4A), indicando que la

region delecionada contiene la sefial responsable de la localizacion nuclear.

Con el objetivo de identificar de una forma mdas detallada los dominios
estructurales necesarios para la correcta localizacion de PRPF40B, se crearon un
conjunto de construcciones truncadas de PRPF40B fusionadas a EGFP, con deleciones
seriadas en el extremo amino-terminal (Figura R-4A). Ademas, todas las construcciones
contenian la NLS identificada en su extremo carboxilo-terminal. Los resultados
observados para la construccion PRPF40B sin los dos dominios WW en su region
amino-terminal [Figura R-4A, EGFP-PRPF40B (263-871)] reprodujeron el patron

nucleoplasmatico, con un aumento de intensidad en los speckles nucleares similar a lo
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observado con la proteina PRPF40B completa [Figura R-4A, EGFP-PRPF40B (1-871)].
Este resultado indica que los dominios WW no tienen un papel significativo en la
localizacion de PRPF40B en los speckles nucleares.
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Figura R-4. Identificacidn de la sefial de localizacion nuclear y a los speckles. Las imagenes muestran
células HEK293T (A) y células HeLa (B) expresando construcciones EGFP-PRPF40B (verde) marcadas
con anticuerpos contra SRSF2 (rojo). El diagrama estructural de cada construccién se representa a la
izquierda de cada panel. Los numeros entre paréntesis indican la region de aminoéacidos que contiene cada
construccion. En los diagramas se indican la proteina EGFP, los dominios WW, la sefial de localizacién

nuclear (NLS) y los dominios FF. En cada panel se muestran las imagenes individuales y superpuestas
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(merge). A la derecha estan representados los andlisis semi-cuantitativos de las intensidades de las

sefiales, cuya region aparece indicada en las imagenes superpuestas. Barra = 3 pm.
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Para determinar la importancia de los dominios FF en la localizacion a los
speckles nucleares, probamos construcciones de PRPF40B donde se fueron excluyendo
gradualmente dichos motivos. La eliminaciéon de los dos primeros dominios FF
mantuvo la distribucion de PRPF40B, enriquecido en los speckles nucleares de forma
significativa [Figura R-4A, EGFP-PRPF40B (394-871)]. En cambio, la delecion del
siguiente dominio FF provoco una pérdida parcial en la acumulacion de la proteina
expresada en los speckles nucleares [Figura R-4A, EGFP-PRPF40B (474-871)],

sugiriendo que el dominio FF3 es importante en la correcta localizacion de PRPF40B en
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dichos organulos nucleares. La exclusion del pentltimo motivo FF gener6 una proteina
de fusion que se acumulaba de forma significativa en el nucléolo [Figura R-4A, EGFP-
PRPF40B (618-871)]. Ante estos resultados, quisimos comprobar si realmente el
dominio FF4 tenia capacidad por si mismo para dirigir a la proteina a los speckles
nucleares, o si por el contrario la dirigia preferentemente al nucléolo, como ocurria con
la construccion FF5. Para ello creamos una nueva construccion donde el dominio FF4
quedaba fusionado a la region carboxilo-terminal que contenia la NLS y la EGFP. Las
imagenes obtenidas de esos experimentos revelaron que la construccion de PRPF40B
que contenia unicamente el FF4 es capaz de dirigirse a los speckles nucleares por si
misma [Figura R-4A, EGFP-PRPF40B (474-553/672-871)]. Para verificar los
resultados y comprobar que estos patrones no eran especificos de la linea celular
HEK293T, repetimos las inmunofluorescencias en células HeLa, donde se reprodujeron

los mismos resultados observados para cada construccion de PRPF40B (Figura R-4B).

Los resultados obtenidos muestran que PRPF40B se distribuye en el
nucleoplasma, exceptuando el espacio nucleolar. Sin embargo, a medida que se
eliminan los dominios FF de la estructura de la proteina, aumenta la acumulacion de la
proteina en el nucléolo. Para profundizar en este comportamiento, estudiamos la
localizacion de todas las construcciones de la proteina que se utilizaron previamente,
marcando las células con anticuerpos dirigidos contra la forma fosforilada de la proteina
nucleolar Nopp140 (Meier and Blobel, 1990). Las imagenes de inmunofluorescencia
mostraron que la delecion de los dos primeros dominios FF [Figura 5, EGFP-PRPF40B
(394-871)] produce un aumento de su sefial en el nucléolo, manteniendo también su
localizacion en los speckles nucleares. A medida que se iban eliminando mas dominios
FF, la acumulacion de PRPF40B en el nucléolo crecia, mientras su distribucion en los
speckles nucleares era afectada [Figura 5, EGFP-PRPF40B (474-871), [EGFP-
PRPF40B (618-871)]. En cambio, cabe destacar que la proteina de fusion que contenia
unicamente el FF4 de PRPF40B mostr6 una sefial de intensidad nucleolar més tenue que
estas Ultimas construcciones, y ademds en el andlisis semi-cuantitativo se observa una

mayor colocalizacion con SRSF2 [Figura 5, EGFP-PRPF40B (474-553/672-871)].

Todos estos datos sugieren que la NLS previamente identificada es esencial para
la correcta localizacion nuclear de PRPF40B y sugieren asimismo que los dominios FF
participan en el proceso de exclusion nucleolar. Ademads, las iméagenes indican que el

dominio FF4 es suficiente para reproducir el patrén subcelular caracteristico de
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PRPF40B, enriquecido en los speckles nucleares, aunque hay otros dominios FF, como
el FF3, que parecen contribuir para que la localizacion de PRPF40B en esas regiones

nucleares se produzca de forma eficiente.
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Figura R-5. Papel de los dominios FF en la exclusion nucleolar. Las imagenes muestran células
HEK293T expresando construcciones EGFP-PRPF40B (verde) marcadas con anticuerpos contra la forma
fosforilada de Nopp140 (rojo). El diagrama estructural de cada construccion se representa a la izquierda
de cada panel. Los numeros entre paréntesis indican la region de aminoacidos que contiene cada
construccion. En los diagramas se indican la proteina GFP, los dominios WW, la sefial de localizacién
nuclear (NLS) y los dominios FF. En cada panel se muestran las imagenes individuales y superpuestas
(merge). A la derecha estdn representados los andlisis semi-cuantitativos de las intensidades de las

sefiales, cuya region aparece indicada en las imagenes superpuestas. Barra = 3 pm.
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2.3 La asociacion de PRPF40B con los speckles nucleares no esta afectada por el

tratamiento con ARNasa o por la inhibicion de la transcripcion

Como ya se mencion6 en la Introduccién (Apartado 5.1.1), los speckles
nucleares son estructuras dinamicas cuya funcion estd relacionada con el
almacenamiento, ensamblaje y modificacion de componentes de splicing, asi como
proporcionar factores de procesamiento a los sitios activos de transcripcion. La
arquitectura de los speckles nucleares depende de interacciones que pueden ser
resistentes al tratamiento con ARNasa (por ejemplo, SRSF2), o bien ser sensibles a la
ARNasa (por ejemplo, ribonucleoproteinas Sm). Partiendo de esta base, decidimos
estudiar la naturaleza de la asociacion de PRPF40B con los speckles nucleares, para
conocer si el mecanismo implicado en el aumento de la sefial de PRPF40B en el
compartimento de los speckles dependia de ARN. Para ello, transfectamos de forma
transitoria la proteina de fusion EGFP-PRPF40B en células HEK293T y realizamos un
tratamiento con ARNasa. Bajo estas condiciones, el patron de PRPF40B y SRSF2 no
cambid respecto a los controles sin tratar, mientras que el marcaje con anticuerpos anti-
Sm se difuminé completamente en todo el nucleoplasma (Figura R-6). Estos resultados
indican, que al igual que ocurre con el factor de splicing SRSF2, la localizacion de

PRPF40B en los speckles nucleares no se produce por union al ARN.

EGFP-PRPF40B SRSF2 MERGE EGFP-PRPF40B Sm MERGE

e - . o - .
o . . o - . .

HEK293T
Figura R-6. La localizacion de PRPF40B en los speckles nucleares no depende de ARN. Tras la
expresion de la proteina EGFP-PRPF40B, las células HEK293T fueron tratadas con ARNasa A (0,1

mg/ml, 2h a 37°C). Los marcajes con SRSF2 (izquierda) y Sm (derecha) fueron utilizados como controles
negativo y positivo, respectivamente. Las imagenes muestran las tinciones individuales y la superposicion
de ambas (merge) sin el tratamiento (paneles superiores) y con el tratamiento con ARNasa A (paneles

inferiores). Barras = 3 um.
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Como ya se ha comentado, los speckles nucleares se encuentran proximos a
sitios activos de transcripcion. Para determinar si la actividad transcripcional esta
asociada con el enriquecimiento de PRPF40B en los speckles, transfectamos las células
HeLa con la construccion EGFP-PRPF40B y tratamos las células con el inhibidor de la
ARN polimerasa II, a-amanitina. Bajo estas condiciones, el numero de speckles
disminuye por nucleo, adoptando una forma més voluminosa y redondeada debido al
reclutamiento y acumulacion de la maquinaria de splicing encargada de procesar los
pre-ARNm recién sintetizados (O'Keefe et al., 1994). Tras la inhibicion de la
transcripcion  dependiente de la RNAPII las imdgenes tomadas de las
inmunofluorescencias mostraron un marcaje de PRPF40B similar al de SRSF2, en el
que los speckles sufrian un cambio en la morfologia, caracteristico de este tratamiento,
volviéndose mas grandes y redondeados (Figura R-7). Con estos resultados concluimos
que la localizacion de PRPF40B en los speckles nucleares no depende de la
transcripcion activa en la célula, y su distribucion es similar al comportamiento de otros

factores de splicing en condiciones de inhibicion transcripcional.
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Figura R-7. La distribucion de PRPF40B no es afectada con la inhibicién de la transcripcion. Tras
la expresion de EGFP-PRPF40B, las células HeLa fueron tratadas con a-amanitina (25 pg/ml, 6h a 37°C).
Las imagenes muestran los marcajes individuales de PRPF40B (verde), SRSF2 (rojo) y la superposicion
de ambas (merge) en células sin el tratamiento (panel superior) y células tratadas (panel inferior). A la
derecha se muestran los graficos del andlisis semi-cuantitativo de la distribucion de las intensidades. Las

lineas dibujadas en las imagenes superpuestas indican la region de analisis. Barra =3 pm.
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3. ESTUDIO DE LA INTERACCION DE PRPF40B CON LOS FACTORES DE
SPLICING SF1Y U2AF%®

3.1 PRPF40B colocaliza con los factores de splicing SF1 y U2AF® en el nicleo

celular

Como ya se indico en la Introduccion (Apartado 5.2.2), Prp40, el ortdélogo de
PRPF40B en levaduras, participa en el reconocimiento del sitio 5’SS durante la primera
etapa de ensamblaje del spliceosoma. Ademas, interacciona directamente con BBP y se
asocia con Mud2p, los ortologos en levaduras de los factores de splicing SF1 y U2AF®,
respectivamente (Abovich and Rosbash, 1997). SF1 y U2AF® son dos factores
fundamentales del ensamblaje temprano del spliceosoma, y se unen de forma secuencial
a la region 3’SS del intréon en el pre-ARNm. Por tanto, la interaccion de estas tres
proteinas situadas en los extremos del intrén podria ser importante para facilitar la
definicion del exon en levaduras. Con todos estos datos, quisimos investigar si
PRPF40B podria estar estableciendo interacciones similares a Prp40 y asociarse con
SF1 y U2AF®, contribuyendo asi en las primeras fases del ensamblaje del spliceosoma,

desempefiando un papel similar al de su ortdlogo en levaduras.

Para abordar esta hipotesis, comenzamos analizando la distribucion espacial de
PRPF40B, SF1 y U2AF® por microscopia confocal. Las imagenes obtenidas de SF1 y
U2AF® mostraron un patrén difuso por todo el nucleoplasma con un incremento en la
intensidad de la sefial en los speckles nucleares (Figura R-8). Para determinar el nivel de
proximidad de PRPF40B con estos dos factores de splicing, realizamos un doble
marcaje utilizando anticuerpos especificos dirigidos contra PRPF40B y SF1, o bien
PRPF40B y U2AF®, tanto en células HEK293T (Figura R-8A) como HeLa (Figura R-
8B). Los resultados observados mostraron un alto grado de solapamiento de la sefial de
PRPF40B con SF1 y U2AF®. Por tanto, estos datos indican que PRPF40B se encuentra
espacialmente cerca de estos dos factores de splicing en regiones del nucleoplasma

celular.
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Figura R-8. Colocalizacion de PRPF40B con los factores de splicing SF1 y U2AF®. Las imagenes
muestran el andlisis por inmunofluorescencia de células HEK293T y HeLa doblemente marcadas con
anticuerpos que detectan PRPF40B (verde) y SF1 (rojo, A) o U2AF® (rojo, B), asi como el solapamiento
de ambas sefales (merge). Las lineas dibujadas en las imagenes superpuestas indican la region utilizada
en el analisis semi-cuantitativo de la distribucion de las intensidades que se muestra a la derecha de cada

panel. Barra =3 pum.
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3.2 Asociacion de PRPF40B con el factor de splicing SF1 in vitro

Los resultados obtenidos en los andlisis de inmunofluorescencia son el primer
indicio de la relacion de PRPF40B con factores implicados en el ensamblaje del
spliceosoma temprano. Para continuar con este estudio, decidimos analizar las posibles

interacciones establecidas entre PRPF40B con SF1 y U2AF®.

Para ello, primero estudiamos la asociacion de PRPF40B con SF1 mediante
experimentos In Vvitro de union a GST. Con este objetivo, purificamos proteinas
recombinantes fusionadas a GST a partir de bacterias. Las construcciones utilizadas
contenian la secuencia completa de PRPF40B (Figura R-9A, GST-PRPF40B), la region
amino-terminal [Figura R-9A, GST-PRPF40B (1-333)] o la region carboxilo-terminal
[Figura R-9A, GST-PRPF40B (446-871)]. Como control positivo del experimento,
utilizamos proteinas recombinantes de la region amino de TCERGI (Figura R-9B,
GST-TCERGI Nt) y U2AF® fusionadas a GST, cuyas interacciones con SF1 han sido
descritas previamente (Goldstrohm et al., 2001). Como control negativo utilizamos la
proteina GST y la region carboxilo de TCERG1 (Figura R-9B, GST-TCERGI Ct).
Estas proteinas fueron incubadas con glutation covalentemente unido a agarosa y
posteriormente fueron incubadas con la proteina recombinante SF1 fusionada al epitopo
T7, purificada a partir de células HEK293T. Tras varios pasos de lavado, las proteinas
unidas a las bolas fueron eluidas y se separaron en geles de SDS-PAGE. Posteriormente

se analizaron por western blot para detectar la unién de SF1.

Los resultados revelaron que PRPF40B y SF1 interaccionaban in vitro, a
diferencia de los controles negativos utilizados. Ademas, cuando comparamos las
regiones amino y carboxilo-terminal de la proteina PRPF40B, observamos que ambos
fragmentos se unian a SF1, pero en la regiébn amino existia una mayor fuerza de
interaccion que en la carboxilo [Figura R-9B, PRPF40B (1-333) y PRPF40B (446-871),
respectivamente]. Estos resultados sugieren que PRPF40B contiene dominios de union a
SF1 en los dos extremos de la proteina, aunque la interacciéon mas fuerte era mediada
por el segmento amino-terminal. Para comprobar que la interaccion establecida entre
PRPF40B y SF1 no era consecuencia de una asociacion indirecta mediada por ARN,
realizamos un tratamiento con ARNasa A previo a los lavados finales en el ensayo de

unién a GST. Los datos obtenidos muestran que el tratamiento con ARNasa A no
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disminuia la sefial de SF1 (Figura R-9C), indicando que en esas condiciones in vitro la

interaccion establecida entre PRPF40B y SF1 no es dependiente de ARN.

A
ast-preraoB (1-333) @ Il B
GST-PRPF40B (446-871) @il B |
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Figura R-9. PRPF40B se asocia in vitro al factor de splicing SF1 A. Representacion esquematica de las
proteinas de fusion GST-PRPF40B. Los nimeros entre paréntesis indican los aminoacidos comprendidos
en cada construccion. Se indican ademas los dos dominios WW y los cinco dominios FF en las regiones
amino y carboxilo, respectivamente. B. Las regiones amino y carboxilo-terminal de PRPF40B son
importantes para la interaccion con SF1. La proteina recombinante GST-PRPF40B, asi como las
construcciones amino y carboxilo-terminal fueron unidas a resinas de glutation-agarosa e incubadas con
la proteina purificada T7-SF1. GST y GST-TCERGI carboxilo-terminal (Ct), fueron utilizados como
control negativo, y la proteina GST-TCERGI1 amino-terminal (Nt) se us6 como control positivo. Las

proteinas eluidas fueron separadas por SFS-PAGE y analizadas por western blot (parte superior)
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utilizando anticuerpos que detectaban SF1, o tincién con plata (parte inferior) para detector las proteinas
de fusion GST. C. Las proteinas recombinantes GST (control negativo), GST-U2AF® (control positivo) y
GST-PRPF40B fueron utilizadas para unir la proteina purificada T7-SF1. Tras la unién, las muestras
fueron tratadas con 0,01 mg/ml de ARNasa A, a temperatura ambiente durante 30 min. Posteriormente
fueron lavadas y eluidas. Las proteinas unidas fueron separadas en un gel SDS-PAGE y analizadas por
western blot utilizando anticuerpos para detectar SF1 o por tincion de plata para visualizar las proteinas
de fusion GST. D. Las proteinas recombinantes GST, GST-U2AF® y GST-PRPF40B se unieron a la
proteina recombinante SF1. Las proteinas unidas fueron eluidas utilizando un gradiente lineal de NaCl
desde 150 a 500 mM. Tras la elucion, las muestras fueron separadas por SDS-PAGE y analizadas por

western blot o tincion de plata como se ha descrito anteriormente.

El nivel de SF1 detectado en los analisis in vitro de interaccion con PRPF40B
era similar al observado para TCERG1 Nt e incluso algo més alto que para U2AF®. Por
ello nos pareci6 interesante medir la fuerza de interaccion entre PRPF40B y SF1. Para
este estudio nos basamos en el efecto que ejerce el incremento de la concentracion
salina en la desestabilizaciéon de las uniones proteina-proteina. Con este proposito,
repetimos los ensayos de union a GST, incrementando las concentraciones de NaCl a
150, 200, 300 y 500 mM en el tampon utilizado a lo largo del experimento. La agarosa
con las proteinas unidas fueron lavadas repetidas veces también con la misma
concentracion de sales que durante la unidn. La elucion se hizo con calor en un tampén
de carga de SDS-PAGE vy las proteinas unidas fueron analizadas por western blot. Los
resultados observados muestran que la interaccion establecida entre PRPF40B y SF1 es
estable incluso a concentraciones de NaCl de 500 mM, aunque esta union se redujo de

forma gradual conforme se aumentaba la cantidad de sal (Figura R-9D).

3.3 Asociacion de PRPF40B con los factores de splicing SF1y U2AF® in vivo

Los datos obtenidos en los ensayos in Vitro nos parecieron una interesante
aproximacion sobre lo que podria estar ocurriendo in vivo. Por ello, decidimos continuar
con el andlisis de interacciones utilizando lineas celulares. A pesar de los intentos por
detectar una interaccion entre las proteinas endogenas, no pudimos obtener los
resultados esperados, probablemente porque los anticuerpos utilizados no eran
adecuados para realizar ensayos de inmunoprecipitacion endogena. Por tanto, para
realizar estos experimentos transfectamos células HEK293T con PRPF40B fusionado a

un epitopo T7 o bien con un vector T7 vacio como control negativo. Tras

106



Resultados

inmunoprecipitar con anticuerpos anti-T7, las muestras fueron analizadas por western
blot con anticuerpos especificos dirigidos contra los factores de splicing SF1 y U2AF®
endogenos. Los datos obtenidos revelaban la presencia de SF1 y U2AF® en los
inmunoprecipitados, indicando una asociacion entre PRPF40B con SF1 asi como
U2AF® (Figura R-10A). Para confirmar estos resultados, repetimos el ensayo de
inmunoprecipitacion, pero en este caso transfectando de forma transitoria un vector de
expresion de SF1 fusionado a T7 o bien un vector T7 vacio. Los extractos
inmunoprecipitados fueron tratados con anticuerpos especificos dirigidos contra
PRPF40B y U2AF® endogenos. Al igual que en el experimento anterior, se detecto la
asociacion tanto de PRPF40B como U2AF® con SF1, confirmando las observaciones
previas sobre la interaccion de PRPF40B y SF1 (Figura R-10B). Sin embargo, cuando
utilizamos anticuerpos dirigidos contra el factor ERK2, una proteina quinasa no
relacionada con estos factores, no detectamos sefial en los extractos procedentes de la
inmunoprecipitacion (Figuras R-10A y R-10B). Con estos resultados podemos concluir

que PRPF40B se asocia a los factores de splicing SF1 y U2AF® in vivo.
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Figura R-10. PRPF40B se asocia con los factores de splicing SF1 y U2AF® in vivo. A. Células
HEK293T fueron transfectadas transitoriamente con un plasmido que expresa PRPF40B unida al epitopo
T7 o un vector vacio como control negativo. Fracciones de extracto celular total (WCE, del inglés whole-
cell extract) fueron analizadas directamente por western blot o inmunoprecipitadas con anticuerpos
especificos contra T7, seguida de una separacion por SDS-PAGE y analisis por western blot utilizando
anticuerpos especificos para SF1, U2AF® y ERK2. B. Se realiz6 el mismo procedimiento experimental
descrito en A pero sobre-expresando T7-SF1 y, tras la inmunoprecipitacion, los extractos fueron

analizados con anticuerpos contra PRPF40B.
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3.4 La asociacién de PRPF40B con los factores de splicing SF1 y U2AF®® depende
de ARN in vivo

De nuevo quisimos estudiar si la interaccion establecida entre estas proteinas
estaba teniendo lugar de una forma directa proteina-proteina o era mediada por ARN. El
tratamiento de los lisados celulares con ARNasa A antes de la inmunoprecipitacion
revelé que estas condiciones afectaban la asociacién de PRPF40B con SF1 y U2AF®
(Figuras R-11A y B). Estos resultados sugieren que en las células estas interacciones
estan siendo estabilizadas por la uniéon a ARN. Puesto que los factores de splicing SF1 y
U2AF®, asi como el ortdlogo de PRPF40B en levaduras (Prp40) participan en las
etapas tempranas del ensamblaje, era de interés comprobar si algin ARN involucrado
en este proceso podria estar mediando esta interaccion. Por ello, decidimos analizar el
posible papel mediador de Ul snRNA, componente de la particula Ul snRNP, que
media las interacciones en la formacion del primer complejo del spliceosoma.
Utilizamos un oligonucleodtido antisentido Morpholino (AMO, antisense mopholino
oligonucleotide), para bloquear la actividad funcional de Ul snRNA (Kaida et al.,
2010). Se co-transfectaron las células HEK293T con los vectores T7-PRPF40B o T7
vacio como se indico anteriormente, y ademas con el Ul AMO (Mo-U1) o el control
negativo (Mo-CRTL). La capacidad de bloqueo del Ul AMO se confirmé analizando su
efecto en el cambio del splicing alternativo del gen Fas (Figura R-11C). A
continuacion, se repitieron los experimentos de inmunoprecipitacidon como ya se
describid previamente. De nuevo observamos la presencia de las proteinas endogenas
SF1 y U2AF® en los extractos inmunoprecipitados (Figura R-11D), lo que sugiere que

U1 snRNP no estda mediando estas interacciones.
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Figura R-11. La asociacién de PRPF40B a los factores de splicing SF1 y U2AF® depende de ARN in
vivo. A. Extractos celulares de HEK293T transfectadas transitoriamente con un plasmido de expresion
PRPF40B o vacio fueron tratados con ARNasa A (0,1 mg/ml, 1h 4°C). Después una fraccion era
analizada por western blot (WCE) y el resto se inmunoprecipitaba con anticuerpos especificos de T7. A
continuacion se separaban las proteinas por SDS-PAGE y analizaban por western blot, utilizando
anticuerpos que detectaban SF1, U2AF® y ERK2. B. El mismo procedimiento descrito en el apartado A
se llevo a cabo transfectando SF1 y utilizando en el western blot anticuerpos especificos para PRPF40B.
C. Representacion grafica de los niveles de Fas endogeno tras el bloqueo de Ul snRNA. Se extrajo ARN
de una fraccion de los extractos celulares de HEK293T donde se sobre-expresé T7-PRPF40B vy tratados
con un oligonucledtido antisentido morpholino (Mo-U1) y un oligonucleotido control (Mo-CTRL). La
grafica muestra los resultados de la RT-qPCR, como el ratio de inclusion del exon 6 relativo al control
que es 1, de dos experimentos independientes. D. Células HEK293T fueron co-transfectadas con
PRPF40B o un vector vacio y con Mo-Ul o Mo-CRTL. Los extractos celulares fueron

inmunoprecipitados y analizados como se describe en la leyenda del apartado A.
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4. ESTUDIO DEL EFECTO DE PRPF40B SOBRE EL SPLICING
ALTERNATIVO

4.1 PRPF40B interviene en la seleccién del sitio de splicing alternativo

En los apartados anteriores, se ha localizado a PRPF40B en los speckles
nucleares y se ha descrito su asociaciéon con los factores de splicing SF1 y U2AF®.
Basandonos en estos datos, decidimos llevar a cabo ensayos funcionales de splicing in
VIVO para investigar la capacidad de PRPF40B de influir en el splicing alternativo. Para
ello utilizamos construcciones reporteras que contienen exones alternativos flanqueados
por intrones constitutivos clonados en vectores de expresion eucariota. Estos genes
reporteros, conocidos como minigenes, son una buena herramienta para estudiar la

regulacion del splicing alternativo (Cooper, 2005).

Para estudiar el efecto de la sobre-expresion de PRPF40B, las células HEK293T
fueron co-transfectadas con los minigenes reporteros junto con un vector que expresa
PRPF40B fusionado al epitopo T7 o un vector vacio. Para estudiar el efecto del
silenciamiento de PRPF40B, las células fueron co-transfectadas con los minigenes
reporteros y siRNAs especificos. Debido a la alta homologia de las proteinas PRPF40B
y PRPF40A comprobamos mediante RT-pPCR que los siRNA utilizados para silenciar
PRPF40B no afectaran a PRPF40A, como se indica en la Tabla R-1.

Nivel ARN PRPF40B | Nivel ARN PRPF40A
siPRPF40B 0,43710,058 1,258+0,107

Tabla R-1. Nivel de ARN de PRPF40A y PRPF40B al utilizar siPRPF40B. Representacion de los
datos obtenidos de la RT-qPCR de células HEK293T silenciadas con siPRPF40B. Se midi6 la cantidad
relativa de ARN de PRPF40A y PRPF40B respecto al control GAPDH.

Los minigenes utilizados en este estudio han sido descritos previamente y
contienen sitios alternativos 5°SS (Fas y Bcl-x) (Figura R-11). El receptor de muerte
celular Fas/CD95, que codifica para el receptor de muerte transmembrana, puede ser
procesado alternativamente para excluir el exén 6 de su ARNm dando lugar a una forma
soluble cuya funcién es inhibir la apoptosis (Cascino et al., 1995; Cheng et al., 1994). El
pre-ARNm del gen Bcl-x humano puede utilizar dos sitios 5SS alternativos en el exon 2
para producir dos isoformas: una larga anti-apoptotica (Bcl-x.) y una isoforma corta

pro-apoptotica (Bcl-xs) (Boise et al., 1993).
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Con el fin de optimizar los resultados, se recogieron las células a diferentes
tiempos segun el minigen y la condicion de silenciamiento o sobre-expresion, tal y
como se indica en Materiales y Métodos (Apartado 3.2). Posteriormente el ARN fue
extraido de las células transfectadas con los minigenes bajo condiciones de sobre-
expresion o silenciamiento de PRPF40B, y se analizo el resultado del splicing de los
minigenes por RT-PCR. Los resultados obtenidos mostraron que la sobre-expresion de
PRPF40B increment6 la produccion de la isoforma Bcl-xg (Figura R-11A), mientras que
la deplecion de PRPF40B favorecio la expresion de la isoforma Bcl-x.. En el caso del
minigen Fas, la sobre-expresion de PRPF40B gener6 una mayor cantidad de la isoforma
corta de Fas (Figura R-11B), mientras que la deplecion de PRPF40B resulté en un
incremento de la isoforma larga de Fas (Figura R-11B). Por tanto, estos datos muestran

que PRPF40B es capaz de modular eventos de splicing alternativo.
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Figura R-11. PRPF40B afecta el splicing alternativo de minigenes de apoptosis. Efecto de la sobre-
expresion y el silenciamiento de PRPF40B sobre los minigenes de Bcl-x y Fas. A y B. Representacion
esquematica de los minigenes Bcl-x y Fas y sus variantes de splicing. Se indican los exones (rectangulos),
intrones (lineas horizontales) y los patrones de los eventos de splicing alternativo (lineas inclinadas). Se
muestran los geles de agarosa donde se resuelven los productos de splicing generados mediante RT-PCR
de células HEK293T co-transfectadas con los minigenes Bcl-x (A) o Fas (B) junto con un vector vacio
(Mock) o el plasmido de expresion PRPF40B (PRPF40B-OE) en los experimentos de sobre-expresion; o
bien, con siPRPF40B o el control siEGFP en los experimentos de deplecion. Las graficas muestran los
resultados del andlisis densitométrico como porcentaje de isoforma corta a partir de tres experimentos
independientes (media + SEM). *, P < 0,05; *** P < 0,005. Una fraccion de los lisados celulares fueron

analizados por western blot utilizando anticuerpos que detectan PRPF40B y ERK2.
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A continuacién decidimos profundizar en el papel de PRPF40B en la regulacion
del splicing alternativo tomando el minigen de Fas como modelo. Primero analizamos
el patron de splicing alternativo del gen Fas enddgeno bajo condiciones de sobre-
expresion o silenciamiento de PRPF40B mediante RT-PCR, utilizando oligonucledtidos
que amplifican la isoforma corta anti-apoptoética (que codifica para una forma soluble) y
la isoforma larga pro-apoptotica (que codifica para el receptor transmembrana). Los
resultados obtenidos fueron consistentes con los datos previos, observando que la sobre-
expresion de PRPF40B redujo los niveles de inclusion del exon 6, aumentando la
cantidad de la isoforma corta anti-apoptética. Ademas la disminucion de la expresion de
PRPF40B produjo un aumento en la isoforma larga pro-apoptética (Figura R-12A). Para
corroborar estos resultados repetimos los experimentos usando PCR cuantitativa con
oligonucledtidos que amplifican exclusivamente la isoforma larga del receptor trans-

membrana, obteniendo los mismos resultados (Figura R-12B).
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Figura R-12. PRPF40B regula el splicing alternativo del gen enddgeno Fas. Células HEK293T fueron
transfectadas con un vector vacio (Mock) o un plasmido de expresion PRPF40B (PRPF40B-OE) para
experimentos de sobre-expresion, o bien con siPRPF40B o el control siEGFP para experimentos de
silenciamiento. Tras la extraccion del ARN, las muestras se analizaron por RT-PCR (A) o RT-qPCR (B)
utilizando los oligonucleodtidos que se indican en cada esquema de Fas. A. El gel muestra los productos
derivados de la RT-PCR que amplifica la region comprendida entre los exones 5 y 7 de Fas, incluyendo
las isoformas anti-apoptoéticas (inclusion exon 6) y pro-apoptoticas (no inclusion exon 6). Los graficos de
barras muestran el andlisis densitométrico como el ratio de inclusion del exdn 6 relativo al control que es
1, a partir de tres experimentos independientes (media = SEM). *, P < 0,05. Una fraccién de los lisados
celulares fueron analizados por western blot utilizando anticuerpos que detectan PRPF40B y ERK2.

B. Los oligonucleotidos utilizados amplifican por RT-qPCR la isoforma pro-apoptdtica que incluye el

exon 6. Las graficas representan el ratio de inclusion del exon 6 relativo al control que es 1, a partir de
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cinco experimentos independientes (media £ SEM). *, P < 0,05; **, P < 0,001. Una fraccién de los

lisados celulares se analizaron por western blot utilizando anticuerpos que detectan PRPF40B y ERK?2.

4.2 El efecto de PRPF40B en el splicing alternativo de Fas necesita secuencias del
exon 6y los sitios 5’SS'y 3°SS

Para entender mejor la regulacion del splicing alternativo de Fas por PRFP40B,
comenzamos por determinar las secuencias reguladoras exonicas e intronicas
importantes para la funcion de PRPF40B. Aunque se asume que Prp40 en levaduras
conecta los extremos 5’ y 3° del intron mediante la interaccion con BBP y U1snRNP sin
una union directa con el pre-ARNm, el estudio de la secuencia de los elementos que
afectan a la funcion de PRPF40B proporcionara informacion 1til sobre el mecanismo
molecular por el cual PRPF40B esta modulando el splicing alternativo. Con este fin
utilizamos minigenes reporteros que disponiamos en el laboratorio con la secuencia del
exon 6 de Fas dividida en tres segmentos, aproximadamente de la misma longitud (el,
e2 y e3, Figura R-13A). Estos minigenes ya han sido utilizados previamente para
caracterizar la funcion del gen supresor de tumores RBMS en el exon 6 de Fas (Bonnal
et al., 2008). Las células HEK293T fueron co-transfectadas con un vector de expresion
de PRPF40B y cada uno de estos minigenes, utilizando la secuencia Fas WT como
control, y posteriormente fueron procesadas para su analisis por RT-PCR. Los
resultados obtenidos mostraron que en el caso del minigen con la secuencia e3 mutada
no se produjo ningiin cambio en la funciéon de PRPF40B (Figura R-13B, carriles 5-6).
Sin embargo, la sobre-expresion de PRPF40B produjo una bajada en los niveles de la
isoforma corta anti-apoptotica respecto a los niveles obtenidos con Fas WT cuando se
usaron los minigenes con las secuencias el y e2 mutadas (Figura R-13B, carriles 3-4 y
7-10). Estos datos indican que secuencias presentes en la region 5° del exon 6 de Fas

son importantes para la funcion de PRPF40B.

El segmento e2 se corresponde con el elemento rico en uridinas del exon 6 de
Fas, UREG6. Datos previos han mostrado que el elemento URE6 contiene un silenciador
exonico de splicing, a través del cual el factor represor de splicing PTB ejerce su efecto
de silenciamiento y que depende del alto contenido en pirimidinas de la secuencia
reguladora (Izquierdo et al., 2005). Para analizar si el efecto de PRPF40B es a través de
la secuencia represora de UREG6, realizamos experimentos de RT-PCR tras sobre-

expresar PRPF40B en células HEK293T junto con el minigen Fas WT o construcciones
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derivadas con mutaciones en el elemento URE6. Estas mutaciones cambian su
composicion y dan lugar a: una secuencia rica en citosinas y adenosinas, otra secuencia
rica en uridinas que mantienen la actividad represora de PTB y una secuencia al azar de
una composicién balanceada (m0, ml y m2 en la Figura R-13A, respectivamente)
(Bonnal et al., 2008; Izquierdo et al., 2005). Los resultados de esos experimentos
mostraron que s6lo en el caso de la secuencia mutada m0 se reducia de forma
significativa el efecto de sobre-expresion de PRPF40B observado con el minigen Fas
WT (Figura R-13C, lineas 3-4). Estos datos coinciden con los resultados previos
obtenidos con la mutacion del elemento €2 y determinan que la composicion del
silenciador exdénico de splicing URES, rico en uridinas, es importante para la funcion de

PRPF40B.

Dada la importancia de la presencia de secuencias reguladoras en el gen de Fas,
continuamos el estudio analizando el efecto de los sitios de splicing en la funcion de
PRPF40B. Para ello utilizamos mutantes del minigen Fas que han sido modificados
bien para fortalecer el sitio 3’SS insertando un tracto de polipirimidinas (Py), bien para
favorecer el reconocimiento del Ul snRNA con el sitio 5°SS (U1C). Los datos
obtenidos revelaron que el efecto ejercido sobre Fas al sobre-expresar PRPF40B se
disminuia al modificar los sitios de splicing asociados con el exon 6 (Figura R-13D).
Estos resultados sugieren que los sitios 3’SS y 5SS en el exdn 6 modulan la respuesta

de PRPF40B.

Figura R-13 (Péagina siguiente). Secuencias del exdn 6 de Fas y los sitios 5°SS y 3°SS asociados, son
necesarios para la regulacion del splicing alternativo de Fas mediado por PRPF40B. A.
Representacion esquematica de la estructura del gen Fas, que incluye la secuencia gendmica del exén 6
(rectangulo), y los intrones contiguos 5 y 6. Los tres segmentos el, ¢2 y e3 estan representados, de los
cuales e2 se corresponde con el silenciador exoénico rico en uridinas (URE6). Se indican las secuencias
m0, ml y m2, que se sustituyen en el ARN del silenciador URE6. El sitio fuerte de polipirimidinas en el
intrén 5 que sustituye al sitio débil 3°SS esta también indicado (Strong Py). La secuencia U1C en el intron
6 se corresponde con la mutacion que fortalece el sitio 5SS, ayudando al reconocimiento de esta
secuencia por el Ul snRNA. B, C, D. Analisis del efecto de la sobre-expresion de PRPF40B en la
seleccion del sitio de splicing. Células HEK293T fueron co-transfectadas con un plasmido de expresion
de PRPF40B junto con el minigen de Fas correspondiente. Las muestras se procesaron y analizaron por
RT-PCR para visualizar los patrones de splicing alternativo. Las graficas muestran los resultados del
analisis densitométrico como cambio en el porcentaje de la banda corta a partir de tres experimentos
independientes (media + SEM). *, P < 0,05; **, P < 0,001. Una fraccion de los lisados celulares fueron

analizados por western blot utilizando anticuerpos que detectan PRPF40B y ERK2.
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Por ultimo y para analizar si el reclutamiento de PRPF40B al elemento UREG6 es
suficiente para mediar los efectos observados en el splicing alternativo de Fas,
utilizamos un ensayo basado en la proteina de uniébn a ARN del bacteriofago MS2.
Datos ya publicados muestran que la sustitucion de la secuencia URE6 por sitios de
union a la proteina MS2 (MS2-Fas) resulta en un aumento de la isoforma corta de Fas
cuando se sobre-expresa la proteina de fusion MS2-PTB (Izquierdo et al., 2005).

Nuestros experimentos mostraron que la co-transfeccion de un pldsmido que expresa
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PRPF40B (T7-PRPF40B) con el minigen MS2-Fas no produjo cambios en el splicing
alternativo del mismo (Figura R-14B, carril 4), a diferencia de lo observado con la
expresion de la proteina de fusion MS2-PTB (Figura R-14B, carril 2), indicando de
nuevo que la secuencia del exon 6 es fundamental para la regulacion del splicing
alternativo de Fas por PRPF40B. Sin embargo, cuando sobre-expresamos la proteina de
fusion MS2-PRPF40B junto con el minigen MS2-Fas, observamos que el splicing
alternativo del minigen no se afectd por la expresion de la proteina de fusion MS2-
PRPF40B (Figura R-14B, carril 3). Con estos resultados concluimos que el
reclutamiento de PRPF40B al elemento URE6 no es suficiente para promover la
isoforma anti-apoptética de Fas, sino que la secuencia a través de la cual puede estar
ejerciendo su efecto también es importante para su accion reguladora.

N4
A B ® P
N QgQQQ&
F SR
AR A

200
-— s =

1 2 3 4

@ proteina £ 100 "
o
sitios B 80
MS2 g 60
. . S 40
intron 5 T intron 6 2 20
URES ® ol
& € &L
g & &
W b R
g <
== MS2-PRPFA0B  LiQ T7.PRPF40B
wB -— MS2-PTB “‘
S ERK2 == ERK2

Figura R-14. El reclutamiento de PRPF40B al minigen de Fas a través del elemento MS2 no es
suficiente para ejercer su regulacion del splicing. A. Diagrama esquematico de la sustitucion de la
secuencia UREG por dos sitios de uniéon MS2, que incluye el exon 6 (rectangulo gris) y los intrones 5 y 6
(lineas negras) del gen Fas. Se representan los dos dominios de unién MS2 en tdndem (bucles amarillos)
que sustituyen la secuencia UREG6 y la proteina de fusion (rectangulo azul) unida al dominio de unién
MS?2 (circulo amarillo). B. El minigen MS2-Fas fue co-transfectado con plasmidos que expresaban las
proteinas fusionadas a dominios de unién MS2 o un vector vacio (control negativo) o el plasmido T7-
PRPF40B. El gel muestra los resultados de la RT-PCR para analizar los niveles de las isoformas
generadas de Fas. Las graficas muestran los resultados del anélisis densitométrico como cambio en el
porcentaje de la banda corta, a partir de tres experimentos independientes (media + SEM). ** P < (,01.
Una fraccion de los lisados celulares fueron analizados por western blot utilizando anticuerpos que

detectan PRPF40B y ERK2.
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5. EFECTO DE PRPF40B EN APOPTOSIS
5.1 El silenciamiento de PRPF40B aumenta el niUmero de receptores de Fas/CD95

Como se ha descrito en apartados anteriores, la deplecion de PRPF40B
promueve la inclusion del exon 6 de Fas, dando lugar a un incremento en la isoforma

larga pro-apoptotica que codifica para el receptor transmembrana Fas/CD95 (Figura R-

15).
PRPF40B | n)mg;_l

5 6 7 7 [ I | ] pro-apoptética
Fas —
e o ([ ——) anti-apoptética

Figura R-15. Representacién esquematica del efecto de PRPF40B en el splicing alternativo del exén
6 de Fas. Diagrama esquematico del gen Fas donde se representan los exones 5, 6 y 7 (rectangulos)
separados por intrones (lineas) y el patron de splicing alternativo (lineas oblicuas). Se indican las
isoformas pro-apoptotica y anti-apoptética generadas por splicing alternativo. Se muestra el
silenciamiento de PRPF40B (tachado) y el incremento de la isoforma con la inclusion del exén 6 (flecha

gruesa).

Para determinar si los cambios observados en el splicing alternativo de Fas se
reflejan en una variacion de la expresion de su receptor transmembrana, decidimos
estudiar el nimero de receptores de Fas en células HEK293T control y células
silenciadas transitoriamente con siPRPF40B mediante citometria de flujo utilizando
anticuerpos especificos contra el receptor de Fas/CD95. Los datos de citometria se
representan como histogramas de frecuencia de la inmunofluorescencia de Fas/CD95,
producida a través de la sefial emitida por el anticuerpo secundario conjugado con Alexa
647. Los resultados obtenidos mostraron un incremento en la expresion de receptores
transmembrana de Fas cuando se depleciona PRPF40B (Figura R-16A). El analisis
estadistico se efectu6 utilizando el test no paramétrico de Kolmogorov-Smirnov para
comparar dos muestras, que resulté en un nimero significativamente pequefio del valor
P (<0,001), lo que indica que esta distribucion no se debe a cambios debidos al azar
(Figura R-16B). Estos resultados sugieren que los efectos obtenidos en los ensayos de
splicing del gen Fas tienen una relevancia fisiologica, puesto que el aumento de la
isoforma larga pro-apoptotica se correlaciona con un aumento en el nimero de

receptores de membrana Fas/CD95 que codifica.
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Figura R-16. El silenciamiento de PRPF40B incrementa el nimero de receptores de membrana de
Fas/CD95. A. El grafico superior representa el histograma de frecuencias generado por citometria de
flujo de la fluorescencia asociada al receptor Fas/CD95 en células control (siEGFP, negro) y siPRPF40B
(verde). Los resultados que se muestran proceden de un experimento representativo. Los graficos de barra
representan la cuantificacion de la fluorescencia de las poblaciones M1 (izquierda) y M2 (derecha). Los
datos proceden de tres experimentos independientes (media £ SEM). *, P < 0,05. B. Grafico que muestra
los resultados obtenidos del test estadistico Kolmogorov-Smirnov al comparar la distribucion de las
poblaciones de fluorescencia asociadas a los receptores Fas/CD95 de células control siEGFP (negro) y
siPRPF40B (verde). El valor P fue < 0,001, lo que indica que los dos grupos de muestras proceden de

poblaciones con distribuciones diferentes y no generadas al azar.

5.2 La deplecion de PRPF40B aumenta el porcentaje de muerte celular por

apoptosis

El silenciamiento de PRPF40B da lugar a un incremento de la isoforma larga
pro-apoptdtica de Fas y a un aumento en el nimero de receptores de membrana
Fas/CD95. Estos resultados sugieren un papel de PRPF40B en el proceso de muerte
celular. Por ello, quisimos conocer la importancia fisioldgica del efecto de PRPF40B
realizando experimentos funcionales de apoptosis.

Puesto que los ensayos funcionales para estudiar del efecto de PRPF40B en el
splicing alternativo de Fas se han llevado a cabo en células HEK293T, decidimos en
una primera aproximacion continuar utilizando esta linea celular, conociendo a priori su

elevada resistencia a la muerte celular inducida y por ello los previsibles bajos
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resultados que se pudieran obtener en los experimentos de apoptosis. Comenzamos
midiendo el porcentaje de células muertas totales por la incorporacion de yoduro de
propidio en células silenciadas transitoriamente con un siEGFP control o bien, con
siPRPF40B. Observamos que la ausencia de PRPF40B aumentd la muerte celular
(Figura R-17A). Sin embargo, esta técnica no permite distinguir entre células en
apoptosis y necrosis. Por tanto para una mejor cuantificacion de células en fase de
apoptosis, llevamos a cabo experimentos de ciclo celular, donde se pueden determinar
las células en fase sub-G1, que se corresponde con células en apoptosis. Los resultados
de la citometria de flujo muestran un pequefio pero significativo incremento del
porcentaje de células en sub-G1 en células siPRPF40B, respecto las células control
(Figura R-17B). Estos resultados sugieren que la falta de PRPF40B aumenta la

proporcion de células apoptoticas.
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Figura R-17. EIl silenciamiento de PRPF40B incrementa la muerte celular por apoptosis.
Representacion grafica del porcentaje de muerte celular total (A) o células apoptéticas (Sub-Gl1) (B)
analizado por citometria de flujo de células silenciadas transitoriamente con siPRPF40B o siEGFP
(control). Los graficos muestran el porcentaje de células de tres experimentos independientes (media +
SEM). ** P <0,001.

Para corroborar estos resultados decidimos realizar ensayos de union de anexina-
V. La anexina-V se une de forma especifica y con una alta afinidad al fosfolipido
fosfatidilserina cuando esta molécula se transloca desde la cara interna de la membrana
plasmatica a la superficie celular bajo condiciones de apoptosis. Por tanto, las células
anexina-V positivas se corresponden con células en fase de apoptosis. Tras el
silenciamiento transitorio con un siEGFP control o siPRPF40B, las células HEK293T
fueron incubadas con anexina-V para su andlisis por citometria de flujo. Primero
determinamos la viabilidad celular, es decir células negativas para anexina-V, con el fin
de comparar el porcentaje de muerte celular inicial como control del experimento.

Como ocurria en experimentos previos, la ausencia de PRPF40B disminuy6 el numero
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de células viables (Figura R-18). Seguidamente se midieron los porcentajes de células
positivas para anexina-V, observando un aumento pequefio pero significativo de la

poblacion de células silenciadas en PRPF40B respecto las células control (Figura R-18).
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Figura R-18. El silenciamiento de PRPF40B incrementa el porcentaje de células anexina-V
positivas. Células HEK293T silenciadas con siPRPF40B o siEGFP (control) fueron incubadas sin
(izquierda) o con (derecha) anexina-V, y analizadas por citometria de flujo. Las graficas muestran el
porcentaje de células procedente de tres experimentos independientes (media £ SEM). *, P < 0,05; **, P

<0,001.
5.3 El silenciamiento de PRPF40B aumenta la actividad de la caspasa-3

Otro parametro indicador de apoptosis es la cantidad de caspasa-3 activa
presente en la célula. Para medir la actividad de la caspasa-3, utilizamos un kit
comercial basado en la adicion de un sustrato de luciferasa con una secuencia de corte
VEDG, que en presencia del enzima se corta emitiendo una sefal de luminiscencia. El
nimero de unidades de luciferasa obtenido es directamente proporcional a la cantidad
de caspasa-3 activa presente en las células. Los resultados se corrigieron respecto a
células a las que no se les adicion6 el sustrato de luciferasa. El silenciamiento de
PRPF40B dio lugar a un pequefio pero significativo incremento de la actividad de la
caspasa-3 (casi dos veces de activacion relativa) respecto las células control (Figura R-
19A).

Para validar estos resultados a nivel bioquimico, analizamos la expresion de la
caspasa-3 en ausencia de PRPF40B mediante western blot. La caspasa-3 se genera
inicialmente como un precursor inactivo de 35 KDa (pro-caspasa 3). Durante el proceso
de apoptosis, este precursor da lugar mediante una cascada de cortes proteoliticos a la
caspasa-3 activa, un heterodimero compuesto de dos péptidos de 17 KDa (p17) y otros

dos de 11 KDa (pl11). Para ello, la pro-caspasa-3 primero es procesada para generar la
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subunidad p11 y una subunidad de 20 KDa (p20) que a su vez generara la forma madura
de 17 KDa. Utilizando anticuerpos especificos contra la caspasa-3 observamos una
disminucion significativa del precursor pro-caspasa 3, correspondiéndose con el
aumento de los péptidos p20 y pl17 bajo condiciones de silenciamiento de PRPF40B
(Figura R-19B). Estos resultados estan de acuerdo con los resultados anteriores sobre el
aumento de la actividad enzimatica de la caspasa-3 cuando bajan los niveles de
PRPF40B en la célula. Ademas quisimos analizar los niveles de expresion de otras
proteinas implicadas en el proceso de apoptosis, con un papel inhibitorio de la apoptosis
como BCL-2. La deteccion mediante anticuerpos especificos contra BCL-2, mostraban

la disminucién de su expresion ante la ausencia de PRPF04B (Figura R-19B).
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Figura R-19. El silenciamiento de PRPF40B aumenta la actividad de la caspasa-3. A. Medida de la
quimioluminiscencia emitida por la activacion de la caspasa-3 en células silenciadas para PRPF40B y
control. La grafica muestra la activacion relativa de tres experimentos independientes (media = SEM). *,
P < 0,05. B. Analisis de los niveles de expresion de PRPRF40B, corte de la procaspasa-3 (precursor p35 y
subunidades cortadas p20/p17) y BCL2. La expresion de las proteinas se detectd por western blot,
utilizando anticuerpos especificos en los extractos celulares de células control y silenciadas para
PRPF40B. ERK?2 fue utilizado como control de carga. El ratio (p20+p17)/p35 se calculd para determinar
los valores de las isoformas de la caspasa. La cuantificacion de las bandas se muestra debajo de cada

panel.

Estos datos apoyan la hipotesis de un papel regulador de PRPF40B en el proceso
de apoptosis y sugieren una relaciéon funcional entre este proceso y el control del

splicing alternativo de genes relacionados con la muerte celular.
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5.4 El silenciamiento de PTB aumenta el porcentaje de células en apoptosis

Con el fin de apoyar nuestros resultados con PRPF40B medimos el porcentaje
de células sub-G1 y la unién de anexina-V al silenciar PTB. Como ya se ha comentado
anteriormente, PTB es un represor del exén 6 de Fas, y por tanto su silenciamiento
favorece la formacion de la isoforma larga apoptotica. En ambos casos, observamos un
incremento significativo del porcentaje de células apoptoticas cuando se depleciond
PTB, medido por incorporacion de anexina-V (Figura R-20A) y cuantificacién de la
poblacion celular en fase Sub-G1 (Figura R-20B). Estos resultados apoyan la influencia
entre el cambio observado en el procesamiento del ARN de factores de apoptosis y el

desarrollo de procesos de muerte celular.
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Figura R-20. El silenciamiento de PTB incrementa el porcentaje de células apoptoticas. A. Células
HEK293T silenciadas con siPTB o siEGFP (control) fueron incubadas en ausencia (-) o presencia (+) de
anexina-V y analizadas por citometria de flujo. Las graficas muestran el porcentaje de células procedente
de tres experimentos independientes (media = SEM). ** P < 0,001. B. Representacion grafica del
porcentaje de células apoptéticas (Sub-G1) analizado por citometria de flujo de células silenciadas
transitoriamente con siPTB o siEGFP (control). La grafica muestra el porcentaje de células de tres
experimentos independientes (media + SEM). *, P < 0,05. C. Una fraccion de los lisados celulares fue

analizada por western blot utilizando anticuerpos que detectan PTB o ERK2.
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6. ANALISIS GLOBAL DEL SILENCIAMIENTO DE PRPF40B EN EL
TRANSCRIPTOMA CELULAR

6.1 Analisis de los datos obtenidos usando el Human Transcriptome Array (HTA) en
células SH-SY5Y

Con el objetivo de obtener una vision general del papel de PRPF40B en la célula
como factor relacionado con el metabolismo del ARNm, decidimos realizar un analisis
genoémico del silenciamiento de esta proteina. Para elegir el contexto mas apropiado
para este analisis, investigamos los niveles de expresion por western blot de la proteina
PRPF40B en lineas celulares de diferentes origenes: HEK293T (células embrionarias
renales), HepG2 (carcinoma hepatocelular), G3G1 (melanoma), MCF7GFPCJ (cancer
de mama), U87 (glioblastoma), SH-SYS5Y (neuroblastoma), 3T3 (fibroblastos), HeLa

(cancer de cuello uterino) y Jurkat (linfocitos T).

Los resultados muestran una expresion diferencial de PRPF40B en lineas
celulares relacionadas con el sistema nervioso, principalmente en células SH-SYSY de
neuroblastoma, respecto al resto de las lineas celulares ensayadas (Figura R-21). Notese
que a pesar de la alta expresion de PRPPF40B en las lineas celulares HEK293T y HelLa,
con las que se ha trabajado a lo largo de este trabajo, los niveles de expresion de
PRPF40B son bastante menores en comparaciéon con U87 o SH-SYSY. Probablemente
un alto nivel de expresion sea un indicativo de la importancia del papel de PRPF40B en
el sistema nervioso. Los resultados obtenidos se correlacionan con los datos existentes
en las bases de datos publicas referentes a la expresion de PRPF40B
(http://www.proteinatlas.org/ENSG00000110844-PRPF40B/cell/HPA038426). En base
a estas observaciones, y a los datos publicados donde se relaciona a este factor con
disfunciones neurodegenerativas (ver Introduccion), decidimos utilizar la linea celular

SH-SYSY para realizar el estudio gendmico de PRPF40B.
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Figura R-21. PRPF40B muestra una expresion diferencial en lineas celulares de origen nervioso.
Analisis de expresion de la proteina PRPF40B por western blot en extractos celulares procedentes de las
lineas celulares: HEK293T (células embrionarias renales), HepG2 (carcinoma hepatocelular), G3Gl
(melanoma), MCF7 (cancer de mama), U87 (glioblastoma), SH-SY5Y (neuroblastoma), 3T3
(fibroblastos), HeLa (cancer cuello uterino) y Jurkat (linfocitos T). CDK9 se utiliz6 como control de

carga.

Dado que las células de neuroblastoma son dificiles de transfectar
transitoriamente con siRNAs, generamos una linea celular silenciada establemente para
PRPF40B mediante shRNAs (trabajo realizado por Juan Pablo Mufioz-Cobo Belart). Se
obtuvieron dos lineas celulares establemente silenciadas para PRPF40B con dos
shRNAs distintos. El grado de silenciamiento se comprobd analizando extractos
celulares por técnicas de western blot (Figura R-22). Elegimos la linea silenciada con el
shPRPF40B3 para experimentos posteriores puesto que fue en la que se observo

consistentemente un mayor fenotipo del silenciamiento.
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Figura R-22. Nivel de expresion de PRPF40B tras el silenciamiento en células SH-SY5Y con
shRNAs. Representacion del analisis de expresion por western blot de extractos celulares procedentes de
células SH-SYSY silenciadas con un shRNA control (pLKO-1), shPRPF40B3 o shPRPF40BS5. Las
proteinas fueron detectadas utilizando anticuerpos especificos para PRPF40B y CDKO.

A partir de extractos celulares procedentes de la linea SH-SYS5Y control y
silenciada (PRPF40B KD) se purificaron tres muestras de ARN para realizar el estudio
global del transcriptoma humano usando el Human Transcriptome Array (HTA) de
Affymetrix. El HTA pertenece a la tltima generacion de arrays para el estudio de los
perfiles de expresion génica. Se caracteriza porque utiliza un mayor numero de sondas
tanto en regiones codificantes como no codificantes, proporcionando una mayor

cobertura y precision necesarias para la deteccion de cada una de las isoformas
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generadas por cada gen. De este modo, permite detectar cambios a nivel de
transcripcion, splicing alternativo, SNPs y ARNs no codificantes (ncRNA). El HTA

tiene una sensibilidad equivalente a un RNA-seq de profundidad media.

Los cambios a nivel de transcrito y de exdon se identificaron con el algoritmo
EASANA (de la Grange et al., 2010). Los resultados obtenidos del analisis de los datos
del HTA muestran que el silenciamiento de PRPF40B en células SH-SYSY da lugar a
1197 cambios de expresion a nivel de transcripcion (1022 se dan en genes conocidos) y
a 102 cambios (102 genes) a nivel de splicing, de los cuales 42 genes son comunes a
ambos grupos (Figura R-23A). Concretamente, de los 1197 cambios detectados a nivel
de transcripcion, 756 genes lo hacen disminuyendo su expresion (down-regulated) y
441 genes la aumentan (up-regulated). De los 102 genes que cambian a nivel de
splicing alternativo, en 56 bajan su expresion y en 46 se ve incrementada (Figura R-
23B). Estos datos fueron en principio sorprendentes, puesto que aunque no
descartabamos el papel de PRPF40B en transcripcion por tratarse de una proteina con
dominios WW y FF, su estrecha relacion con el factor de splicing en levaduras, Prp40,
nos hizo centrarnos en la funcion de la proteina como reguladora de splicing. Todos
estos datos, sin embargo, sugieren que PRPF40B podria estar actuando como un

activador de la transcripcion en células SH-SYSY.

A 27343 B
genes con sondas y expresados al 1500- Bl Down-regulated (+)
menos en una condicion 2 W Up-regulated (T)
= 1197
% 1000+
42 ®
Transcripcion g
y Splicing - 500+
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4
Transcripcién  Splicing
Transcripcién Splicing
Transcripcién Splicing
Down-regulated 756 56
Up-regulated 441 48
Total 1197 102

Figura R-23. Andlisis global del silenciamiento de PRPF40B en células SH-SY5Y. A. Diagrama
esquematico de los resultados generales obtenidos en el HTA. Se representan la proporcion de cambios de
regulacion detectados a nivel de transcripcion (azul), a nivel de splicing (amarillo) y los que coinciden en
ambos grupos (verde). B. Representacion grafica del tipo de cambio de regulacion detectado: disminucion
de la expresion (down-regulated, verde) o incremento de la expresion (up-regulated, rojo) tanto a nivel de

transcripcion como a nivel de splicing.
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Por otra parte y para obtener una idea general de la funcion de PRPF40B en las
células de neuroblastoma, quisimos estudiar las principales rutas afectadas. Para ello se
utilizaron bases de datos del genoma, que organizan grupos de genes a gran escala en
mapas pertenecientes a diversas rutas en que estan implicados, como KEGG
(http://www.genome.jp/kegg/pathway.html) y Reactome (http://www.reactome.org/).
Teniendo en cuenta aquellos grupos con un mayor niimero de genes afectados tenemos
que los procesos relacionados con cancer y los procesos de sefializacion y transporte, en
especial los relacionados con el sistema nervioso, son mayoritariamente afectados ante

el silenciamiento de PRPF40B en células SH-SYSY (Figura R-24).
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Figura R-24. El silenciamiento de PRPF40B en células SH-SY5Y altera rutas de céancer,
sefializacion y transporte. Representacion grafica de grupos de genes organizados en rutas atendiendo al
criterio de las bases de datos KEGG (A) y Reactome (B). Cada categoria incluye genes que se encuentran

activados (up) o inhibidos (down) ante el silenciamiento de PRPF40B en células SH-SY5Y.

126



Resultados

6.2 Validacion de genes regulados a nivel de transcripcion

Para comprobar la veracidad de los datos obtenidos en el HTA, seleccionamos
un conjunto de genes de cada grupo para conseguir una validacion experimental
representativa del total de datos. Para ello, nos centramos en genes con una mayor
expresion diferencial, basindonos en el porcentaje de cambio (fold-change), asi como

algunos de los genes de mayor interés en nuestro estudio.

Entre los genes cuyos niveles de transcripcion estdn considerablemente
disminuidos ante el silenciamiento de PRPF40B en células SH-SYSY, escogimos
NNAT, TNFAIP6, CACNG2, CCNA1, SV2C, CBLN4, LHX9 y GBP4. Ademas, como se
describié en la Introduccion (Apartados 4.2.2 y 8.3) y se amplia en apartados
posteriores, la proteina PRPF40B ha sido implicada en sindromes mielodisplasicos, que
se caracterizan por una predisposicion a la leucemia mieloide aguda (AML) (Yoshida et
al., 2011). Por tanto, nos parecio interesante validar genes implicados en AML para
futuros experimentos. Para ello, nos basamos en el criterio establecido por la base de
datos KEGG. A partir del grupo de genes incluidos en “Rutas de cadncer”, examinamos
nuevamente en “KEGG Disease” si estos genes estaban categorizados en “Acute
myeloid leukemia”. En esta busqueda encontramos cinco genes: LEF1, CCNAL,
RUNX1T1, TCF7 y PIK3R2, implicados en diferentes puntos de la ruta que desencadena
AML (Figura R-25). El conjunto de genes elegidos para realizar la validacion de los

resultados del HTA se muestra en la Tabla R-1.
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Figura R-25. Genes del HTA afectados en AML. Representacion esquematica de las rutas afectadas en
el desarrollo de AML durante la diferenciacion hematopoyética. Se indican con un asterisco azul, los
genes cuya expresion se encuentra alterada en el HTA del silenciamiento de PRPF40B o genes
estrechamente relacionados con los mismos. Se sefialan PI3K (PIK3R2), AMLI-ETO (RUNX1T1), Cyclin
A1l (CCNA1) yTCF (TCF7, LEFY).
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SimzZlno del Regulacion Gcr;l:]%:)el Valor P Nombre del gen

NNAT Down 135,4 6,67e-04  Neuronatina

CACNG? Down 2336 3.42 e-04 g:rrrll?rll ;16; calcio, dependiente de voltaje, subunidad
TNFAIP6 Down 17,48 1,11 e-03  Factor de necrosis tumoral, proteina 6 alpha-inducida
SvacC Down 13,94 8,28 e-04  Glicoproteina 2C vesicula sinaptica

LEF1 Down 10,92 9,64 e-04  Factor linfoide de unién a enhancer 1

CCNALI Down 2,84 1,09 e-02 Ciclina Al

RUNXIT1 Down 2,39 2,12 e-02  Factor de transcripcion relacionado con Runt 1

TCF7 Down 1,59 2,48 e-03  Factor de transcripcion 7 (especifico células T)
CBLN4 Up 17,65 2,80 e-04  Precursor de cerebelina 4

LHX9 Up 8,46 6,38 e-03 LIM homebox 9

GBP4 Up 8,33 3,18 ¢e-03  Proteina de unién a guanilato 4

PIK3R2 Up L5 9,45 e-03  Fosfoinositido-3-quinasa, subunidad reguladora 2 ()

Tabla R-1. Lista de genes elegidos para validar los resultados del HTA a nivel de transcripcién. Se
muestran los datos de los doce genes seleccionados para evaluar su expresion diferencial a nivel de
transcripcion. Se indican el simbolo del gen, el tipo de cambio que experimentan, el grado del cambio
(fold-change), la fiabilidad del valor obtenido (Valor P) y la descripcion del gen. Los genes NNAT,
TNFAIP6, CACNG2, CCNAL, SV2C, CBLN4, LHX9 y GBP4 fueron elegidos por su cambio significativo.
Los cinco genes LEF1, CCNA1, RUNX1T1, TCF7 y PIK3R2 fueron seleccionados por estar implicados
en las rutas de AML.

Para la validacion de los genes se extrajo ARN a partir de las mismas lineas
celulares utilizadas para obtener las muestras del HTA, células SH-SYSY silenciadas
establemente con shControl y shPRPF40B. A continuacion, se analizaron los niveles de
expresion mediante RT-qPCR, utilizando como control interno GAPDH. Los resultados
corroboraron los datos obtenidos en el analisis del HTA, observando una disminucién
en la expresion de NNAT, TNFAIP6, CACNG2, LEF1, CCNA1, SV2C, RUNX1T1 y
TCF7 (Figura R-26A), y un aumento en la expresion de CBLN4, LHX9, GBP4 y
PIK3R2 (Figura R-26B). Para muchos de los genes, los resultados obtenidos a partir de
la RT-qPCR presentan cambios mayores de lo esperado en el andlisis del HTA. Este
hecho puede ser debido a limitaciones relacionadas con los niveles de saturacion en la

lectura del array.
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Figura R-26. La validacion de los genes que cambian a nivel de transcripcion es consistente con los

datos obtenidos en el HTA. Representacion grafica de los resultados obtenidos de la RT-qPCR de genes

con una disminucion (down-regulated, A) o un incremento (up-regulated, B) en sus niveles de expresion.

Las muestras proceden de las lineas celulares SH-SY5Y establemente transfectadas con el shControl

(Control) o shPRPF40B (PRPF40B KD). Las graficas muestran los niveles de expresion relativa al

control que es 1. Los niveles de expresion fueron normalizados utilizando como control interno el gen

GAPDH. Los datos proceden de tres experimentos independientes (media =+ SEM). Ns, no significativo;
* P <0,05; **, P <0,001; *** P <0,005.
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6.3. Validacion de genes regulados a nivel de splicing

Como ya se describi6 anteriormente, el método utilizado en el andlisis del HTA
no so6lo permite observar cambios a nivel de expresidon sino también variacioén en los
eventos de splicing alternativos. Ya se ha comentado que 102 genes veian alterada su
regulacion en el splicing alternativo con el silenciamiento de PRPF40B. En total, hemos
identificado 187 cambios en los eventos de splicing, de los cuales 91 veian disminuida
su frecuencia (down-regulation) mientras que los 96 restantes eran incrementados (Up-
regulation). Dentro de los tipos de eventos conocidos los mas alterados fueron la
exclusion de exones (exon skipping), seguido del uso de primeros exones alternativos y

ultimos exones alternativos (Figura R-27).

Down-regulation Up-regulation
- . Sitio donador alternativo
Sitio donador alternativo (7.29%)
(6,59%) '
\ Primer exon alternativo Sitio aceptor alternativo Pri It i
rimer exon alternativo
Sitio aceptor alternativo (14.29%) (4.17%) — (25%)
(9.89%)
Ultimo exon alternativo
(17,58%)
Exon skipping Ultimo exon alternativo
(43,96%) (15,63%)

Figura R-27. La exclusion de exones es el evento méas afectado por el silenciamiento de PRPF40B.
Representacion grafica de la distribucion de los eventos de splicing alternativo alterados cuando se
silencia PRPF40B en células de neuroblastoma SH-SYS5Y. Se clasifican en: exclusion de exén (exon
skipping), ultimo exon alternativo, primer exon alternativo, sitio donador alternativo de splicing y sitio
aceptor alternativo de splicing. Los sectores indican el porcentaje del evento regulado respecto al niimero
total de eventos que disminuyen su frecuencia (izquierda, down-regulation) o la aumentan (derecha, up-

regulation).

Para evaluar los datos obtenidos de los genes afectados, al igual que se realiz6 en
el apartado anterior con la regulacion transcripcional, quisimos corroborar los resultados
de los cambios de regulacion de genes a nivel de splicing, en este caso con una muestra
menor puesto que el grupo era mas reducido. Para ellos elegimos algunos de los genes
cuyos eventos sufrian un mayor nivel de cambio con el objetivo de evaluar genes muy
relacionados con PRPF40B. Entre ellos escogimos a BLCAP (ex6n 4, exclusion de exdn

y retencion de intron), SMARCAZ2 (exon 27, evento desconocido), KCNMAL (ex6n 39,
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ultimo exon alternativo, sitio donador alternativo), NRG1 (ex6n 19, ultimo exon

alternativo) y SLC6A11 (ex6n 1, primer exon alternativo) (Tabla R-2).

Simbolo del . ) Grado del o
Regulacién Exon . Valor P Descripcion del gen
gen cambio

BLCAP Down 4 15,15 6,06 e-04 Proteina asociada al cancer de vejiga
Relacionado con SWI/SNF, regulador de

SMARCA2 Down 27 4,45 6,93 ¢-03  cromatina dependiente de actina,
subfamilia a, miembro 2
Canal de potasio de gran conductancia,

KCNMAI Down 39 2,27 6,72 e-03  activado por calcio, subfamilia M,
miembro o-1

NRGl1 Up 19 5,35 2,26 e-03  Neurregulina 1

SCL6AL1 Up | 5.49 1,13 002 Neurotransmisor transportador, familia 6,

miembro 11

Tabla R-2. Lista de genes a evaluar para validar los resultados del HTA a nivel de exén. Se
muestran los datos procedentes del analisis del HTA de los cinco genes donde se analizd la expresion
diferencial de los exones alterados. Se indican el simbolo del gen, el tipo de cambio que experimentan, el
exon de estudio, el grado del cambio (fold-change), la fiabilidad del valor obtenido (Valor P) y la
descripcion del gen. Los cinco genes, BLCAP, SMARCA2, KCNMA1, NRG1 y SLC6A11, fueron elegidos

por su cambio significativo.

Las muestras de ARN utilizadas para validar los datos del HTA, al igual que en
el caso anterior, fueron obtenidas de lineas celulares de neuroblastoma SH-SYS5Y
silenciadas establemente con shControl o shPRPF40B. Estas muestras fueron analizadas
por RT-qPCR utilizando como control interno exones constitutivos de cada gen. Los
resultados obtenidos reproducen la tendencia esperada en el cambio de regulacion de los

exones afectados (Figura R-28).
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Figura R-28. La validacion de los genes afectados a nivel de exén siguen la tendencia dictada por los
datos del HTA. Representacion grafica de los resultados obtenidos por RT-qPCR de exones alterados
cuando se silencia PRPF40B en células de neuroblastoma, disminuyendo (down-regulation, A) o
incrementando su expresion (up-regulation, B). Las muestras proceden de las lineas celulares SH-SY5Y
con el shControl (Control) y shPRPF40B (PRPF40B KD). Las graficas muestran los niveles de expresion
relativa al control que es 1. Los niveles de expresion fueron normalizados utilizando como control interno
exones constitutivos de cada gen: exones 36/37 (SMARCA2), exones 21/22 (KCNMAI1), exones 3/4
(BLCAP), exones 4/5 (NRG1) y exones 5/6 (SLC6A11). Los datos proceden de tres experimentos
independientes (media £ SEM). Ns, no significativo; *, P <0,05.
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7. ESTUDIO DE PRPF40B COMO ACTIVADOR DE LA TRANSCRIPCION
7.1 PRPF40B activa la transcripcion de promotores reporteros

Los datos obtenidos del HTA sugieren que PRPF40B podria actuar de forma
general en las células SH-SYSY promoviendo la activacion de la transcripcidn, ya que
al silenciar la proteina en esta linea celular la mayoria de los genes cambian a nivel de
transcripcion y aproximadamente dos tercios de los mismos lo hacen disminuyendo sus

niveles de expresion.

Para abordar el posible papel de PRPF40B como activador de la transcripcion
utilizamos, como primera aproximacion, un sistema reportero de luciferasa que contiene
tres sitios de unidn para el factor de transcripcion NF-kB (procedentes del gen MHC-I)
seguidos de un elemento minimo de iniciacién conteniendo la caja TATA derivada del
promotor c-fos murino. El nimero de unidades de luciferasa obtenido en los ensayos es
directamente proporcional a la activacion del promotor en las células. Para medir la
capacidad de activacion de la transcripcion de PRPF40B, las células HEK293T se co-
transfectaron con cantidades crecientes del vector que expresa PRPF40B o de un vector
vacio junto con el plasmido reportero. Los resultados del ensayo de actividad luciferasa
mostraron que PRPF40B es capaz de activar la transcripcion dirigida desde este

promotor reportero de una forma dependiente de dosis (Figura R-29B).
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Figura R-29. PRPF40B activa la transcripcién del promotor artificial p3xMHC-LUC. A.
Representacion esquematica del promotor artificial p3XxMHC-LUC. Se indican los tres sitios de union
NF-«B procedentes del gen MHC-I (circulos naranjas), el sitio minimo de iniciacién del promotor c-fos
murino (rectdngulo azul) y la secuencia del gen de luciferasa (rectangulo amarillo). B. Representacion
grafica de la activacion del promotor p3xMHC-LUC mediada por PRPF40B. Células HEK293T fueron
co-transfectadas con cantidades crecientes del plasmido de expresion de PRPF40B, el plasmido

p3xMHC-LUC y un plasmido de expresion de Renilla (pRL-TK-REN) como control interno del
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experimento. La grafica muestra los datos de tres experimentos independientes realizados en

triplicado/duplicado (media + SEM). *, P < 0,05; **, P <0,001.

Para determinar si PRPF40B es un activador general de la transcripcion o su
actividad depende del contexto o la presencia de determinados sitios de union de
factores de transcripcion en el promotor, quisimos utilizar otros promotores basados en
sistemas reporteros de luciferasa que disponiamos en el laboratorio. Para ello escogimos
el plasmido pGSHIV-LUC que contiene cinco sitios de union GAL4 y la secuencia
minima basal del promotor del gen HIV que contiene dos sitios NF-kB, tres sitios Spl y
una caja TATA, todo ello fusionado a la secuencia del gen de la luciferasa (Montanuy et
al., 2008). Cuando co-transfectamos esta construcciéon junto con concentraciones
crecientes del plasmido de expresion de PRPF40B observamos que la actividad
transcripcional del promotor reportero aumentaba, aunque de una forma mucho mas
moderada que lo observado previamente con el promotor p3xMHCI-LUC (Figura R-

30A).

Puesto que las dos construcciones utilizadas tenian sitios NF-xB, quisimos
descartar si esta actividad transcripcional podria ser causada por la presencia de estas
secuencias de reconocimiento en el promotor. Para este experimento utilizamos el
promotor pGSHIVNFkBm-LUC, similar al promotor del HIV, pero con los sitios NF-
kB mutados (Montanuy et al., 2008). Los resultados obtenidos revelaron que la
actividad transcripcional mediada por PRPF40B se redujo considerablemente,
reduciendo la capacidad de activacion a menos de la mitad respecto al promotor sin
mutar (Figura R-30B). Por tanto, aunque en este caso la actividad luciferasa es mucho
menor a lo observado en los resultados previos, los datos obtenidos indican que los
sitios NF-kB podrian ser importantes para la capacidad de activacion de la transcripcion

de PRPF40B.
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Figura R-30. Activacion de la transcripcion del promotor del HIV por PRPF40B. A. Representacion
esquematica de los promotores reporteros pGSHIV-LUC (A) o pGSHIVNF-«B (B) donde se indican los
cinco sitios de union GAL4 (cuadrados verdes), seguidos de dos sitios NF-kB (circulos naranjas), tres
sitios Sp1 (triangulos azules), la caja TATA (rectangulo verde) y la luciferasa (rectingulo amarillo). En el
caso del promotor pGSHIVNF-«B se muestran las mutaciones en los sitios NF-kB (tachados). Las células
HEK293T fueron co-transfectadas con el promotor reportero correspondiente, concentraciones crecientes
de PRPF40B y un plasmido pRL-TK-REN como control interno del experimento. Las graficas muestran
la activacion relativa de los promotores reporteros de tres experimentos independientes realizados en

triplicado/duplicado (media + SEM). *, P < 0,05.

7.2.  Importancia de los dominios WW y FF de PRPF40B en la activacion de la

transcripcion

Los dominios WW y FF interaccionan con componentes de las maquinarias de
transcripcion y procesamiento del ARNm (ver Introduccion). Por ello, quisimos
investigar su papel en la activacion de la transcripcion mediada por PRPF40B. Con este
objetivo generamos un conjunto de construcciones truncadas, donde se fueron
eliminando gradualmente regiones del extremo 5’ de la secuencia de PRPF40B pero
conservando la zona carboxilo-terminal, lugar donde se encuentra la sefial de
localizacion nuclear (Figura R-31B). Las células HEK293T fueron co-transfectadas con
cada una de estas construcciones o un vector vacio y el plasmido reportero p3xMHC-
LUC, puesto que fue en el que se observaron los mayores niveles de actividad
transcripcional. Los ensayos de actividad luciferasa obtenidos mostraron que la
construccion de PRPF40B sin los dominios WW [Figura R-31C, PRPF40B (263-871)]

fue capaz de activar al promotor reportero, incluso tres veces mas que la proteina
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completa, sugiriendo que estos dominios podrian estar ejerciendo una funcion represora,
o bien que la conformacion espacial de la proteina resultante hace que sea mds activa
que en condiciones nativas. En cambio, cuando ademas se eliminaron los dos primeros
dominios FF de PRPF40B [Figura R-31C, PRPF40B (393-871)], la activacion de la
transcripcion disminuy6 aproximadamente a la mitad respecto al valor obtenido con la
proteina completa. Finalmente, las construcciones que contenian la delecion de los
dominios FF3 [Figura R-31C, PRPF40B (474-871)] y FF4 [Figura R-31C, PRPF40B

(618-871)], no fueron capaces de activar la transcripcion de este promotor.
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Figura R-31. Los dominios FF1 y FF2 son importantes para activar la transcripcion. A. Diagrama

esquematico del promotor reportero p3xXMHC-LUC donde se indican los sitios NF-«B, el elemento
minimo del promotor c-fos y la secuencia de la luciferasa. B. Diagrama esquematico de las construcciones
truncadas de PRPF40B. Entre paréntesis se indican la regiéon que comprende la secuencia de aminoacidos.
En cada estructura estan trazados los dos dominios WW (violeta), los cinco dominios FF (azul) y la sefial
de localizacion nuclear, NLS (amarillo). C. Representacion grafica de la activacion del promotor
p3xMHC-LUC por la sobre-expresion de las distintas proteinas de PRPF40B. Células HEK293T fueron
co-transfectadas con el plasmido reportero p3xMHC-LUC junto con cada una de las construcciones de
PRPF40B vy el plasmido pRL-TK-REN como control interno del experimento. La grafica muestra los
datos obtenidos de cuatro experimentos independientes realizados en triplicado/duplicado (media +
SEM). *** P < 0,005. Una fraccién de los extractos celulares fue analizada por western blot con los

anticuerpos indicados que reconocen PRPF40B y CDK9 (control).

Por tanto, todos estos resultados indican que PRPF40B es capaz de activar la
transcripcion, que puede estar mediada por el reconocimiento de sitios de unidén de
factores de transcripcion como NF-kB y que los dominios FF1 y FF2 de la proteina

pueden desempefiar un papel importante en esta actividad transcripcional.
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8. IMPORTANCIA DE PRPF40B EN LA LEUCEMIA MIELOIDE AGUDA
(AML)

Como ya se describi6é en la Introduccion (Apartado 8.3), se han identificado
mutaciones en componentes del spliceosoma implicados en el reconocimiento de los
sitios de splicing en un estudio en pacientes con sindrome mielodisplasico (MDS), un
grupo de anomalias que dan lugar a AML (Yoshida et al., 2011). Uno de los factores
identificados en ese estudio fue PRPF40B. Las mutaciones observadas en la secuencia
de PRPF40B generan un cambio de aminoacido que se postula puede resultar en una
falta de funcién de la proteina, alterando por ello el posible papel regulador de la
proteina (Yoshida et al., 2011).

Para comprobar si las mutaciones identificadas en PRPF40B afectan a la
funcionalidad de la proteina modificamos, mediante mutagénesis dirigida, los
nucleotidos alterados de PRPF40B identificados en ese estudio y que daban lugar a los

cambios de aminoécidos: P383L, D442N y P540S (Figura R-32).

V382 PIL383 E384 M441 DIN442 N443 T539 PISS40 L541

AAC CCTCTG ATGGATAAC GTCCTT GAG

A A A
T A c

Figura R-32. Mutagénesis dirigida de los nucle6tidos modificados en la secuencia de PRPF40B
detectados en pacientes con MDS. Representacion esquematica de los nucledtidos alterados de
PRPF40B en pacientes con MDS. Se indican los codones donde tienen lugar la modificacion de los
nucledtidos (flecha), asi como la base por la que es intercambiada (parte inferior). Se muestra el cambio

de aminoacido que tiene lugar (rojo), tras mutar los nucleétidos indicados.

A continuacion, llevamos a cabo ensayos funcionales para comparar la actividad
de las construcciones mutadas con la proteina sin modificar (wild type). Basandonos en
los datos de splicing alternativo del gen Fas, donde la sobre-expresion de PRPF40B
favorece la isoforma mas corta que excluye el exon 6, utilizamos los mutantes de
PRPF40B para estudiar el efecto en el splicing alternativo de este minigen. Para ello
comparamos cada una de las proteinas con las mutaciones P383L, D442N, P540S con la
proteina wild type, sin embargo no apreciamos cambios significativos entre las distintas

versiones de PRPF40B (Figura R-33).
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Figura R-33. Los mutantes de PRPF40B no ven alterado su efecto en el splicing alternativo del
minigen de Fas. Se muestran los geles de agarosa donde se resuelven los productos de splicing
generados mediante RT-PCR de células HEK293T co-transfectadas con el minigen de Fas junto con un
vector vacio (Mock), PRPF40B wild-type (WT) o cada uno de los mutantes (P383L, D442N, P540S). La
grafica muestra los resultados del andlisis densitométrico como porcentaje de isoforma corta a partir de
tres experimentos independientes (media + SEM). ** P < 0,001. Una fraccion de los lisados celulares

fueron analizados por western blot utilizando anticuerpos que detectan PRPF40B y ERK?2.

Debido al escaso efecto observado en los experimentos de splicing, quisimos
investigar el comportamiento de las construcciones mutadas de PRPF40B en ensayos de
activacion transcripcional utilizando sistemas reporteros de luciferasa, de forma similar
a experimentos previos. Para ello, co-transfectamos las células HEK293T con los
promotores reporteros p3xMHC-LUC o pGSHIV-LUC junto con los vectores que
expresan PRPF40B wild-type, las proteinas mutadas o un vector vacio de control. Los
resultados obtenidos mostraron que la mutacion P383L no afecta a la actividad
transcripcional de la proteina en comparacion con la proteina wild type. Sin embargo,
las mutaciones D442N y P540S generaron proteinas que perdian completamente su

capacidad de transactivacion (Figura R-34).
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Figura R-34. Las mutaciones D442N y P540S de PRPF40B provocan una pérdida de la actividad
transcripcional de PRPF40B. Ensayos de activacion transcripcional con los sistemas reporteros de
luciferasa p3xMHC-LUC (A) y pG5HIV-LUC (B). Se representan los esquemas de cada uno de los
promotores artificiales donde se indican los sitios de uniéon en cada uno de ellos. La descripcion de los
esquemas es la misma que en figuras anteriores. Las células HEK293T se co-transfectaron con el
correspondiente plasmido reportero, cada una de las construcciones de PRPF40B (WT, P383L, D442N,
P5408S) o un vector vacio (Mock) y el plasmido pRL-TK-REN como control interno del experimento. Las
graficas muestran los datos de la activacion relativa de los promotores reporteros de tres experimentos
independientes realizados en triplicado (media £ SEM). ** P < 0,001; *** P < 0,005. Una fraccion de

los extractos celulares fue analizada por western blot con anticuerpos especificos para PRPF40B y ERK2.

Estos resultados evidencian la pérdida de funcion de la proteina PRPF40B
cuando se mutan los residuos D442N y P540S, sugiriendo un posible mecanismo

molecular que puede estar afectado en pacientes con MDS.
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10.

Conclusiones

PRPF40B es una proteina estructuralmente conservada a lo largo de la evolucién

que contiene dos dominios WW y cinco dominios FF.

La distribucion de PRPF40B es nucleoplasmatica y presenta un enriquecimiento en

los speckles nucleares.

La NLS de PRPF40B se encuentra en su extremo carboxilo terminal. Los dominios
FF3 y FF4 junto con la NLS son importantes para la localizacion de PRPF40B en

los speckles nucleares.

La localizacion de PRPF40B en los speckles nucleares no es afectada por el

tratamiento con ARNasa A ni por la inhibicion de la transcripcion.

PRPF40B interacciona directamente con el factor de splicing SF1 in vitro.
PRPF40B se asocia con los factores de splicing SF1 y U2AF® in vivo de manera
dependiente de ARN.

PRPF40B promueve la seleccion de sitios de splicing alternativos en el ARN de los

genes de apoptosis Bcl-x y Fas.

El reclutamiento de PRPF40B al sitio de splicing no es suficiente para su efecto
sobre el splicing alternativo de Fas. PRPF40B necesita la presencia de secuencias
en la region 5° del exon 6 de Fas, asi como sitios 3'SS y 5°SS débiles para

promover la exclusion de dicho exon.

El silenciamiento de PRPF40B aumenta el nimero de receptores de Fas/CD95 en la

superficie celular y el porcentaje de muerte celular por apoptosis.

El estudio global del transcriptoma humano al silenciar PRPF40B en células de
neuroblastoma SH-SY5Y, revela un papel relevante de PRPF40B sobre la
transcripcion 'y que PRPF40B podria estar implicado en procesos de cancer, asi

como en sefializacion y transporte en el sistema nervioso.

PRPF40B activa la transcripcion en genes reporteros. Los dominios FF1 y FF2 son

importantes para esta activacion.
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11. Las mutaciones D442N y P540S de PRPF40B, asociadas al sindrome

mielodisplésico, eliminan la capacidad de activacion transcripcional de PRPF40B.

144



Anexo






Anexo

1. ESTUDIO PRELIMINAR DE PRPF40A Y SU RELACION CON PRPF40B

PRPF40A y PRPF40B son los homologos humanos del factor esencial de
splicing en levaduras Prp40. Estas proteinas comparten un porcentaje de identidad
comprendido entre el 51-54% y de similitud del 65-68% al realizar alineamientos
globales o locales con EMBOSS, respectivamente. Por tanto, nos parecid interesante
estudiar de forma paralela el comportamiento de PRPF40A en relacion con PRPF40B,
en la medida de lo posible ya que no disponemos de construcciones plasmidicas de este
gen, por su dificultad para clonarlo en un vector de expresion, y tuvimos que basar su

estudio en experimentos de la proteina enddgena.

Como se mostro en los Resultados (Apartado 2.1), el anticuerpo sintetizado para
detectar PRPF40B también reconoce PRPF40A, por tanto, la tincion de la proteina
enddgena en los experimentos de microscopia podria mostrar la localizacion de ambos
factores (Figura R-3A). Para comprobar la distribucion de PRPF40B utilizamos el
plasmido EGFP-PRPF40B, que tenia un patrén similar a la proteina endogena (Figura
R-3B). Sin embargo, al no disponer de una construccion similar de PRPF40A, no
podemos confirmar este dato y sélo podemos especular su enriquecimiento en los

speckles nucleares.

Debido al gran parecido en las secuencias de los dos genes, tuvimos en cuenta la
especificidad de los siRNAs. Por ello, de forma analoga a como hicimos con las c€lulas
transfectadas con siPRPF40B (Resultados, Apartado 4.1, Tabla R-1), medimos por RT-
gPCR los niveles de ARN de cada factor al transfectar las células HEK293T con
siPRPF40A. Los datos indican que el nivel de ARN de PRPF40A se reduce

aproximadamente un 40% sin afectar significativamente a PRPF40B (Tabla A-1).

Nivel ARN PRPF40B | Nivel ARN PRPF40A
SiPRPF40A 1,157+0,218 0,663+0,155

Tabla D-1. Nivel de ARN de PRPF40A y PRPF40B tras la transfeccion de siPRPF40A.
Representacion de los datos obtenidos de la RT-qPCR de células HEK293T silenciadas con siPRPF40A.
Se midio la cantidad relativa de ARN de PRPF40A y PRPF40B respecto al control GAPDH.

Paralelamente al estudio del efecto de PRPF40B en el splicing de Fas, nos

parecié interesante investigar el papel de PRPF40A en este proceso. Para ello
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silenciamos células HEK293T con siPRPF40B, siPRPF40A o ambos siRNAs juntos y
medimos los niveles de ARN de Fas enddgeno. Sin embargo, a diferencia de los
resultados observados con PRPF40B, no observamos un resultado concluyente sobre el
efecto del silenciamiento de PRPF40A en el splicing del exén 6 de Fas. Ademas cuando
deplecionamos ambos factores a la vez, no se observo una variacion significativa en el

splicing alternativo (Figura A-1).
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Figura A-1. Efecto del silenciamiento de PRPF40A en el splicing de Fas. Células HEK293T fueron
transfectadas con siEGFP (control), siPRPF40B, siPRPF40A o siPRPF40B/siPRPF40A. Tras la
extraccion del ARN, las muestras se analizaron por RT-qPCR. La grafica representa los niveles inclusion
del exon 6 de Fas relativa al control que es 1. Los datos estan normalizados respecto al control interno
GAPDH y proceden de cinco experimentos independientes (media £ SEM). Ns, no significativo; **, P <

0,001.

A pesar de no observar un efecto de PRPF40A sobre el splicing alternativo del
exon 6 de Fas, quisimos estudiar las consecuencias de su silenciamiento en la apoptosis.
Para ello utilizamos el método de la doble tincidon con anexina V y yoduro de propidio
que marca las c€lulas en apoptosis tardia, cuando la membrana celular estd afectada y el
ADN se encuentra fragmentado. Los resultados observados revelan que tanto el
silenciamiento de PRPF40B como PRPF40A aumentan el ntiimero de células en
apoptosis respecto al control (Figura A-2). Sin embargo, el silenciamiento de las dos

proteinas no mostrd un aumento significativo en el namero de células apoptoticas.
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Figura A-2. Efecto del silenciamiento de PRPF40A y PRPF40B en la apoptosis. Células HEK293T
silenciadas con siEGFP (control), si PRPF40B, si PRPF40A o siPRPF40B+siPRPF40A fueron incubadas
con anexina-V y yoduro de propidio (PI), y posteriormente analizadas por citometria de flujo. Las

graficas muestran el porcentaje de células procedente de tres experimentos independientes (media +

SEM). N, no significativo; **, P <0,001.

Todos estos resultados indican que las proteinas homo6logas humanas de Prp40,

PRPF40A y PRPF40B podrian tener efectos distintos en la célula, incluso contrarios.
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El objetivo de este trabajo fue caracterizar el factor PRPF40B, uno de los homologos
humanos del factor esencial de splicing en levaduras Prp40, relacionado con en el
reconocimiento del sitio 5° de splicing e implicado en las interacciones que se
establecen a ambos lados del intron. Estas proteinas, caracterizadas estructuralmente por
sus dominios de interaccion proteina-proteina WW y FF, forman parte de un grupo de
factores que se han relacionado con el metabolismo del ARNm, donde sus motivos

estructurales tienen una funcion relevante.

Nuestros andlisis bioinforméticos han identificado en la secuencia de
aminoacidos de PRPF40B dos dominios WW y cinco dominios FF, muy conservados en
raton. El hecho de que el nimero de dominios FF ha aumentado uno mas respecto a su
homologo en levaduras, asi como la presencia de otra proteina humana procedente de
Prp40, explica la complejidad de los organismos superiores y sus mecanismos de

regulacion.

Puesto que la informacion hasta ahora obtenida sobre PRPF40B era muy escasa
y se especulaba sobre su posible papel en el splicing, nos parecio de interés estudiar sus
caracteristicas bioquimicas y funcionales para conocer la funcién de esta proteina en los

mecanismos de regulacion de la expresion génica celular.

1. PRPF40B ES UN FACTOR NUCLEAR ENRIQUECIDO EN LOS SPECKLES
NUCLEARES

Experimentos de microscopia confocal mostraron la localizacion de PRPF40B
en el nucleoplasma celular de una forma punteada, acumulandose en los speckles
nucleares al igual que ocurre con otros factores de splicing. La distribucion de
PRPF40B en los speckles nucleares no se afect6 tras el tratamiento con ARNasa y
consecuente degradacion del ARN, indicando que la localizacion a esas regiones no

depende de la unidon al ARN y puede estar sujeta a interacciones proteina-proteina.

El patron de PRPF40B tampoco vari6 inhibiendo la transcripcion, indicando que
la localizacion de PRPF40B en los speckles nucleares no ocurre por su asociacion a
genes transcripcionalmente activos. Los speckles se encuentran cercanos a sitios de
transcripcion activa y el tratamiento de inhibicion de la RNAPII provoca una

disminucion en el nimero de speckles, que se vuelven mas grandes y redondeados
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debido a la acumulacion de factores de splicing (O'Keefe et al., 1994). Los resultados
mostraron que PRPF40B tenia un comportamiento similar a otros factores de splicing al

ser reclutada a los speckles bajo condiciones de inhibicion de la transcripcion.

Por el momento s6lo podemos especular sobre las interacciones que establece
PRPF40B para acumularse en los speckles nucleares y el motivo de su presencia. En
principio, parece establecer uniones proteina-proteina que la dirigen a estos organulos.
Los speckles nucleares estan compuestos principalmente por factores de splicing,
aunque también se localizan otras proteinas relacionadas con el metabolismo del
ARNm, asi como quinasas, fosfatasas, proteinas estructurales y IncRNA (Spector and
Lamond, 2011). Aunque todavia desconocemos el significado funcional de la
localizacion de PRPF40B en los speckles nucleares, estos datos proporcionan la primera

evidencia de su relacion con procesos relacionados con el metabolismo del ARNm.

2. CARACTERIZACION DE ELEMENTOS ESTRUCTURALES NECESARIO
PARA LA LOCALIZACION DE PRPF40B

El andlisis bioinformatico de la sefial de localizacion nuclear identificoé una
secuencia consenso KRRRR en la region carboxilo terminal. Este resultado es similar a
otras proteinas relacionadas, como su homologo en levaduras Prp40 o la proteina
humana PRPF40A, que contienen la NLS en el extremo carboxilo terminal tras los
dominios FF. Esto indica la importancia de conservacion de secuencias. El andlisis
mediante microscopia confocal de una construccion truncada a la que faltaba el extremo

carboxilo terminal, corroboro la prediccion obtenida in silico.

Las imagenes de microscopia confocal del conjunto de construcciones de
PRPF40B con deleciones seriadas en la region amino terminal, muestran que el dominio
FF3 es importante para la correcta distribucion de PRPF40B y que el dominio FF4 es
capaz de dirigirse por si mismo hacia los speckles nucleares. Estas observaciones
indican que los dominios WW no intervienen en la localizacion de PRPF40B sino que
son los dominios FF los importantes para la correcta distribucion de la PRPF40B, al
igual que ocurre con otras proteinas ricas en dominios WW/FF (Sanchez-Alvarez et al.,
2006). Nuestros resultados muestran que la eliminacion de los dominios FF3 y FF4

disminuye la localizacion de PRPF40B en los speckles y dirige a la proteina hacia el
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nucléolo, sobre todo al eliminar FF4 en la construccion FF5-NLS, donde PRPF40B se
encuentra casi exclusivamente en el nucléolo. Los datos sobre la construccion FF4-
NLS, capaz de dirigirse por si misma a los speckles, sugiere que aunque el dominio FF3
puede participar en la estabilizacion de la proteina para su correcta localizacion, la
presencia de FF4-NLS es suficiente para la distribucion de PRPF40B en los speckles
nucleares. De todas formas seria necesario estudiar una construcciéon FF3-NLS y la
delecion de FF3 y FF4 en el contexto de la proteina entera, para comprobar si el
dominio FF3 al igual que FF4 se dirige a los speckles nucleares de forma independiente,
si es la combinacion de ambos dominios FF3/FF4 o de estos dos junto con la
participacion de otros motivos lo que funciona como un elemento estructural de
localizacion en PRPF40B. Se sabe que los dominios FF participan de forma coordinada
e interacciones débiles de cada uno es lo que en conjunto generan una gran afinidad de
unidon por el ligando (Carty et al., 2000; Smith, Kulkarni, and Pawson, 2004). En
cambio se ha descrito el papel de los dominios FF4/FF5 de TCERG1 como una unidad
funcional unica para dirigir a TCERG1 o proteinas heterdlogas a los speckles nucleares

(Sanchez-Hernandez et al., 2012).

La eliminaciéon progresiva de los dominios FF tiene como consecuencia la
pérdida de localizacion en los speckles y su acumulacion en el nucléolo. Este dato
sugiere que los dominios FF estarian evitando que PRPF40B se dirija hacia el nucléolo.
Probablemente el acortamiento de la proteina genera estructuras poco funcionales que
agregan y se dirigen hacia nucléolo para ser degradadas, ya que se ha relacionado este
organulo nuclear con la degradacién de proteinas ribosomales (Lam et al., 2007). Sin
embargo, al comparar la distribucion de las construcciones mas pequefias y de longitud
similar observamos que FF4-NLS mantiene considerablemente su localizacion en los
speckles, mientras que FF5-NLS se dirige casi en su totalidad al nucléolo. Este hecho
indica que en efecto, existen dominios independientes y capaces de dirigir por si
mismos a una proteina hacia un organulo especifico, en este caso, los speckles
nucleares. En cambio, existen dominios que son dependientes del contexto de la
proteina y no solo pierden su localizacion habitual, puesto que no contienen sefal que lo
dirijan, sino que también son funcionalmente dependientes de otros motivos que eviten
que agreguen. Ademads de la hipdtesis sobre la agregacion de PRPF40B no funcional
por defecto en el nucléolo, podemos especular sobre la existencia de una sefial de

localizacion nucleolar en el dominio FF5, que en condiciones normales seria
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enmascarada por la sefial de localizacion a los speckles. Este dato habria que
corroborarlo generando una construccion FF1 o FF2, que parecen no dirigir a PRPF40B
a los speckles, fusionados a FF5-NLS y comprobar su localizacion o no en el nucléolo.
Aunque el nucléolo ha sido involucrado en diversas funciones celulares como el ciclo
celular, estrés celular y biogénesis de los ribosomas, el motivo por el que PRPF40B

estaria presente en el nucléolo estaria por determinar.

Aunque es necesario profundizar en la capacidad del dominio FF4 de dirigir a
PRPF40B a los speckles y la importancia del dominio FF3 en la correcta distribucion de
la proteina, podriamos decir que las sefiales NLS y de localizacion en speckles parecen
comportarse de manera independiente ya que al eliminar esta ultima, la proteina se
mantiene en el nucleo. Estas sefiales seguirian comportamientos similares a los
dominios FF4/FF5 de TCERGI, aunque en este caso la NLS se encuentra en el centro
de la proteina separando los dominios WW y FF (Sanchez-Hernandez et al., 2012). Para
corroborar esta hipdtesis sobre la independencia de la NLS y la sefial de localizacién de
los dominios FF3/FF4 de PRPF40B seria necesario el estudio de una construccion de

PRPF40B en la que so6lo faltaran estos dos dominios.

3. PRPF40B  INTERACCIONA CON LOS COMPONENTES DEL
SPLICEOSOMA SF1 Y U2AF®

Basandonos en los datos publicados sobre la asociacion en levaduras de Prp40
con los homologos de SF1 y U2AF®, decidimos estudiar esta interaccion en humanos.
Observamos que PRPF40B se asocia con estos factores de splicing tanto in vitro como
in vivo. Sin embargo, el tratamiento con ARNasa A disminuyo la asociacion de
PRPF40B con SF1 y U2AF® in vivo sin afectar la unién de estos dos tltimos. A pesar
de la interaccion directa que parece establecerse entre PRPF40B y SF1 (datos in vitro),
los experimentos de co-inmunoprecipitacion indican que en células vivas esta union es
dependiente de la integridad del ARN, sugiriendo que PRPF40B interacciona con ARN,
o bien, que esa asociacion esta establecida a través de otras proteinas unidas al ARN. El
bloqueo funcional de Ul ARN mediante morpholinos (comprobado en nuestros
experimentos de splicing) no cambi6 el resultado de las interacciones, indicando que
probablemente la particula Ul snRNP no media esta interaccion. La naturaleza del ARN

que esta mediando esa interaccion es desconocida.
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Estos datos son relevantes porque son la primera evidencia directa que
relacionan a PRPF40B con la formacion del spliceosoma, puesto que SF1 y U2AF® son

factores esenciales en el reconocimiento del sitio 3°SS.

4. PRPF40B MODULA EL SPLICING ALTERNATIVO

El ensamblaje de las primeras subunidades del spliceosoma en levaduras ocurre
mediante la unidon de la subunidad Ul snRNP al sitio 5°SS y Mud2p al tracto de
polipirimidina, seguido de la union de Bbp a la region BP (branch point). En este
contexto Prp40, que forma parte de Ul snRNP, parece conectar ambos extremos del
exon. Por tanto, se ha propuesto que las proteinas humanas homoélogas a Prp40 puedan
estar ejerciendo de mediadoras para conectar el sitio 5’SS con la region BPS durante la
formacion temprana del spliceosoma (Abovich and Rosbash, 1997; Padgett, 2012).
Nuestros resultados muestran que PRPF40B es capaz de modular el splicing alternativo
de los minigenes apoptoticos Bcl-x y Fas, promoviendo en ambos casos la isoforma
corta, mientras su deplecion provoca un aumento de la isoforma larga. En el caso de
Fas, este efecto es visible también en el gen endogeno. Para el caso de Bcl-x, y a pesar
de multiples aproximaciones, no pudimos detectar el gen enddgeno (datos no
mostrados). Nuestros datos muestran el primer indicio funcional de PRPF40B como un
factor regulador del splicing alternativo, al influir en el cambio del patron de

procesamiento del ARNm.

También mostramos que la presencia de sitios 3’SS y 5’SS débiles es necesaria
para que PRPF40B ejerza su funcion de forma eficiente sobre el splicing alternativo del
gen Fas, evitando que se produzca el reconocimiento del exon 6. Ademas, secuencias de
este exon proximas al sitio 3°SS son importantes para mediar la funcion de PRPF40B.
Estas secuencias podrian estar relacionadas con el reclutamiento de SF1 y U2AF®
situados en el sitio 3°SS' y con los que hemos visto que PRPF40B se asocia. También
son importantes las secuencias exonicas que incluyen o se solapan con el elemento
silenciador URE6, conocido por mediar el efecto represor de PTB. Sin embargo, a pesar
de encontrar este conjunto de secuencias por el que PRPF40B ejerce su efecto sobre el
gen de Fas, no conseguimos identificar un elemento consenso comun a todos ellos que

caracterice el efecto mediador de PRPF40B en el splicing (datos no mostrados).
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Estos datos son coherentes con las interacciones previamente descritas de
PRPF40B con SF1 y U2AF® durante la primera fase de formacion del spliceosoma que
conducen a la definicion del exén durante el splicing de Fas. Sin embargo, nuestros
datos muestran que PRPF40B participa en el splicing alternativo de Fas promoviendo la
exclusion del exon (Figura D-1), cuando la idea que se tiene sobre las proteinas
relacionadas con Prp40, es que funcionan como puentes de union entre los sitio 5’SS'y
3’SS del intrén para estabilizar el complejo E y definir el exén. Sin embargo, PRPF40B
parece no actuar como un represor de splicing porque el reclutamiento directo de
PRPF40B a través de los sitios MS2 no result6 en una exclusion del exon 6 de Fas. Por
tanto, aunque los datos indican que PRPF40B participa en la seleccion del sitio de
splicing durante la primera etapa de formacion del spliceosoma, todavia queda por
determinar el mecanismo mediante el cual estd ejerciendo su efecto. En este contexto,
sefialar que intentamos comprobar si el comportamiento de PRPF40B era similar al de
Prp40 mediante el rescatare de su funciéon en un ensayo de complementacion en
levaduras; sin embargo, no obtuvimos resultados concluyentes debido a motivos

técnicos.
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Figura D-1. Modelo del posible mecanismo de regulacion del splicing alternativo del exén 6 de Fas
por PRPF40B. Diagrama esquematico del mecanismo de inhibicion de PRPF40B en la seleccion del sitio
de splicing del exén 6 de Fas durante la definicion del exén (A) o en la definicion del intrén (B). Se
representa la subunidad del spliceosoma Ul snRNP (Ul), los factores de splicing SF1 y U2AF
(subunidades 65 y 35 kDa), PRPF40B vy los sitios 5’SS'y 3’SS.

En resumen, los datos obtenidos sugieren que PRPF40B desempeia un papel en
splicing alternativo del pre-ARNm durante los primeros estadios de formacion del
spliceosoma: PRPF40B se localiza en los speckles nucleares, enriquecidos en factores

de splicing; PRPF40B interacciona con los factores esenciales de splicing SF1 y
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U2AF®, implicados en el reconocimiento del sitio 3°SS, y su asociacion es dependiente
de ARN; y PRPF40B regula el splicing alternativo de Bcl-x y Fas. Estos resultados son
consistentes con lo esperado de un homologo humano de Prp40, pudiendo estar
implicado en la seleccion del sitio de splicing en cucariotas superiores, aunque es

necesario continuar el estudio para determinar este punto.
5. PRPF40B INTERVIENE EN EL PROCESO DE APOPTOSIS

Los resultados muestran que PRPF40B modula el splicing alternativo de Fas y
Bcl-x, genes implicados en el control de la apoptosis. El silenciamiento de PRPF40B
aumenta la produccion de la isoforma anti-apoptotica de Bcl-x e incrementa la
formacion de la isoforma pro-apoptética de Fas. Estos resultados que en principio son
contradictorios, también se han descrito para el modulador de splicing RBM10, cuya
expresion favorece la isoforma anti-apoptoética de Fas y la isoforma pro-apoptética de
Bcl-x (Inoue et al., 2014). En cualquier caso, esos datos han servido para evaluar las
consecuencias biologicas de la deplecion de PRPF40B en el proceso de apoptosis.
Ademas de los efectos observados en Fas y Bcl-x, quisimos investigar si otros genes
apoptoéticos tenian afectado su patrén de procesamiento. Sin embargo, en el caso de c-
FLIPy y c-FLIPs no obtuvimos resultados significativos (datos no mostrados). De
acuerdo con estos resultados, el nimero de receptores de Fas unidos a la superficie
celular aumenta al silenciar PRPF40B (Figura R-16). Ademdas hemos visto que al
disminuir la expresion de PRPR40B se produce un incremento de induccion de

apoptosis (Figuras R-17, R-18, R-19).

Aunque son necesarios mas experimentos para explicar la relacion entre el
splicing de genes apoptoticos y la induccion de apoptosis, estos datos sugieren que

PRPF40B altera el splicing alternativo de Fas para regular la supervivencia celular.

6. PRPF40B SE EXPRESA DIFERENCIALMENTE EN EL TEJIDO
NERVIOSO Y FUNCIONA COMO ACTIVADOR DE LA TRANSCRIPCION

PRPF40B se expresa de manera diferencial en el tejido nervioso y
particularmente en la linea celular de neuroblastoma SH-SYS5Y. El sistema nervioso es
uno de los tejidos con mayor presencia de factores de splicing y donde mas se expresan,

por tanto, este dato apoya indirectamente un papel de PRPF40B en la regulacion del
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splicing y sugiere que es precisamente en este tipo celular donde desarrolla su funcion.
Por eso, fue de gran interés analizar de forma general el papel de PRPF40B en el

transcriptoma celular dentro de este contexto.

El analisis del global del transcriptoma humano mediante el HTA de Affymetrix
reveld que el silenciamiento de PRPF40B en células SH-SYSY genera 1197 cambios a
nivel de transcripcion y 102 a nivel de splicing, de los cuales, habia 42 genes comunes a
ambos grupos. De los 1197 cambios a nivel de transcripcion, 756 lo hacia disminuyendo
su expresion y 441 la aumentaban; mientras que de los 102 genes que cambiaban a nivel
de exdén, 56 bajaron su expresion y en 46 se incrementd. Estos datos sugieren que
PRPF40B se comporta en el tejido nervioso como un activador de la transcripcion. Este
dato fue en parte sorprendente puesto que su ancestro en levaduras, Prp40, es un factor
esencial de splicing y por ello los experimentos funcionales de esta tesis se centraron en
el papel de PRPF40B en el procesamiento del ARNm. Sin embargo, se ha descrito que
Prp40 interacciona con el CTD de la RNAPII y ha sido propuesto como posible
acoplador entre procesos de transcripcion y splicing (Morris and Greenleaf, 2000). De
hecho si observamos en el HTA el grupo de genes en comun entre los cambios
detectados a nivel de transcripcion y de exon, nos damos cuenta que casi la mitad de los
genes alterados a nivel de splicing coinciden con genes que tienen alterada su expresion.
Este nimero es un porcentaje bastante alto, lo que indica que en efecto, PRPF40B

puede comportarse como un acoplador entre ambos procesos en genes especificos.

Por otra parte, el andlisis de datos atendiendo a las rutas celulares alteradas,
mostraron mayoritariamente genes implicados en cancer y regulacion del citoesqueleto.
Estos datos concuerdan con los principales cambios que se detectan a nivel gendmico
individual. Entre los genes que mdas disminuyen su expresion bajo condiciones de
silenciamiento de PRPF40B, encontramos el factor de necrosis tumoral TNFAIPG6, asi
como diversos genes relacionado con la sinapsis y conexion intercelular, como el canal
de calcio CACNG2, una glicoproteina de vesicula sinaptica SV2C y cabe destacar la
considerable disminucion observada de 6,85 x 10~ veces en la neuronatina, NNAT, un
proteolipido que relacionado con la regulaciéon de los canales de iones durante el
desarrollo cerebral (Sharma, Mukherjee et al., 2013). De forma similar, dentro de los
genes que ven incrementados sus niveles de expresion se encuentran el precursor de la
cerebelina 4, CBLN4, implicado en la formacion de la sinapsis en diferentes puntos o el

factor de transcripcion LIM homeobox 4, LHX9. Datos del laboratorio han mostrado
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que el citosqueleto de actina se encuentra alterado en las células SH-SYSY
deplecionadas de PRPF40B (datos no mostrados). Estos datos estan de acuerdo con los
cambios observados en el transcriptoma de genes implicados en citoesqueleto cuando la

expresion de PRPF40B se encuentra inhibida.

Si nos fijamos en los cambios producidos a nivel de exon, observamos que el
evento mas recurrente bajo el silenciamiento de PRPF40B es el exon skipping, como
ocurre con el splicing alternativo del exén 6 de Fas, que supone casi la mitad de los
casos anotados. Dentro de los mayores cambios observados a nivel de exdn destacan
BLCAP, una proteina asociada al cancer de vejiga, SMARCA?2, una subunidad del
remodelador de cromatina SWI/SNF, un factor de un canal de potasio, KCNNAI, un
neurotransmisor y la neurregulina 1. Ya que se ha descrito la estrecha relacion existente
entre alteraciones producidas en el procesamiento del ARNm y el cancer, al generar
patrones de splicing aberrantes que alteran el normal funcionamiento de procesos
esenciales (Grosso, Martins and Carmo-Fonseca, 2008). Por otra parte, el citoesqueleto
tiene un papel fundamental en la funcion neuronal, debido al trafico de factores
implicados en procesos como sinapsis o diferenciacion neuronal. Por tanto, parece que
PRPF40B esta participando en procesos de transporte de moléculas relacionado con la
sinapsis. Para corroborar estos resultados seran necesarios experimentos funcionales que

permitan profundizar en el papel que esta desarrollando PRPF40B en estas células.

Los resultados del HTA muestran que PRPF40B tiene una funcién bastante
amplia como activador transcripcional en las células SH-SYSY y nuestros resultados
muestran que PRPF40B es capaz de activar la transcripcion usando los vectores
p3xMHCI-LUC y pGSHIV-LUC, de una forma dependiente de dosis. Cuando se
mutaron los sitios de union NF-«kB (comunes a ambos promotores) en la segunda
construccion generando el sistema reportero pGSHIVNFxBm-LUC, PRPF40B perdia
considerablemente su capacidad de activacion. Seria interesante para futuros
experimentos mutar o eliminar esos sitios NF-kB en la construccion del MHC-I, puesto
que es donde se observa una mayor activacion de la transcripcion, para estudiar la
posible pérdida de actividad de PRPF40B. Aunque a priori estos sitios de uniéon NF-xB
parecen relevantes en la activacion transcripcional de PRPF40B, al analizar los sitios de
unioén de los genes afectados a nivel de transcripcion del HTA, utilizando la herramienta

DiRE (Distant Regulatory Elements of co-regulated genes, http://dire.dcode.org/), sélo
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detectamos cinco sitios NF-kB en los promotores de los veintiuno detectados en sus

genes dianas.

Los ensayos de actividad luciferasa muestran que los dominios FF de PRPF40B,
concretamente los dominios FF1 y FF2 tienen una gran capacidad de activacion de la
transcripcion, ya que al eliminar los dominios WW la activacion es mucho mayor que la
obtenida con la proteina entera. En cambio al quitar los dos primeros dominios FF y los
siguientes de forma progresiva la activacion disminuye considerablemente, por debajo
del nivel de la proteina completa. Estos datos indican que los dominios WW no son
importantes en la activacion transcripcional e incluso podrian ejercer un efecto
inhibidor, bien por si mismos o por modificar la conformacion de la proteina ocultando
parcialmente los dominios de activacion. En cambio los dominios FF si que son
relevantes para dicha funcion, principalmente los dos primeros motivos, aunque la
presencia de los dominios FF3 y FF4 parecen incrementar la afinidad de union por el

ligando.

Los resultados obtenidos apoyan que PRPF40B es capaz de activar la
transcripcion. Aunque son necesarios mas experimentos y estudios in Vivo que
corroboren esta funcion, estos datos son el primer indicio experimental de PRPF40B en

transcripcion.

7. IMPLICACION DE PRPF40B EN AML

Estudios de secuenciacion en pacientes con MDS identificaron mutaciones en un
grupo de genes relacionados con las primeras fases del ensamblaje del spliceosoma
entre los aparecieron tres mutaciones en PRPF40B que generaban un cambio de
aminoacido, ademds de numerosos SNPs (Yoshida et al., 2011). Ensayos funcionales de
splicing alternativo en el gen Fas, utilizando construcciones de PRPF40B que contenia
cada una de las mutaciones asociadas a MDS, no mostraron cambios significativos en el
procesamiento del ARN. En cambio, ensayos de activacion de la transcripcion con los
promotores reporteros p3xMHCI-LUC y pGSHIV-LUC mostraron una drastica bajada
de la activacion cuando PRPF40B contenia las mutaciones D442 y P540S, y no se

apreciaron cambios significativos con la mutacion P383L.
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Figura D-5. Representacion grafica de las mutaciones de PRPF40B asociadas a MDS. Diagrama
esquematico de PRPF40B donde se muestran las mutaciones P383L, D442N y P540S asociadas a MDS.

Se indican los dominios WW (morado), los dominios FF (azul) y la NLS (amarillo).

Estos datos corroboran la importancia individual que desempena cada dominio
FF en la unioén al ligando durante la activacion transcripcional, puesto que, aunque
anteriormente vimos que los principales dominios de activacion eran FF1 y FF2,
mutaciones puntuales en los dominios FF3 y FF4 son capaces de anular la funcionalidad
de PRPF40B. Fue sorprendente que la mutacion en el dominio FF2 no tuviera apenas
efecto sobre la proteina, aunque puede ser que sea el dominio FF1 quien realmente
ejerza su efecto en activacion. De todas formas, atendiendo a la naturaleza del cambio
de aminoacido, observamos que en el caso de la mutacion P383L se da un cambio de
aminoacidos no polares, a diferencia de la mutacion D442N donde se sustituye un
aminoacido acido por otro polar sin carga y P540S en el que un aminoacido no polar o
hidrofébico da paso a uno polar sin carga. En el primer caso la estructura de la proteina
podria no resultar muy afectada por esa mutacion a diferencia de las otras dos, donde los
aminodcidos sustituidos son de diferente carga o naturaleza pudiendo generar
desestabilizacion en la estructura. Cambios en un unico aminodcido pueden provocar
profundas remodelaciones en la conformacion de la proteina que conducen a cambios en

la especificidad de las uniones a los ligandos y alteraciones en su funcion ( Alexander et

al. 2009).

Aprovechando los datos del HTA, decidimos realizar una busqueda de genes
implicados en la ruta de AML cuya expresion estd alterada bajo condiciones de
silenciamiento de PRPF40B. Encontramos cinco candidatos que cambiaban a nivel de
transcripcion, pero ninguno a nivel de exén: LEF1, CCNAL, RUNX1T1, TCF7 cuyos
niveles de ARNm estaban disminuidos considerablemente tras la deplecion de
PRPF40B en células SH-SY5Y y PIK3R2 donde se observd un ligero aumento en su
expresion. Estos datos indican que mutaciones en PRFP40B podrian estar bajando la

activacion de la transcripcion de estos genes, tres de ellos factores de transcripcion.
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Aunque seria interesante estudiar estos cambios en lineas celulares procedentes de
leucemias, estos resultados proporcionan la primera relacion funcional entre mutaciones
asociadas a esta enfermedad y alteraciones que podrian generarse como consecuencia de

cambios, en este caso, causados por anomalias en PRPF40B.

8. SIMILITUDES Y DIFERENCIAS ENTRE PRPF40A Y PRPF40B

El hecho de que el factor esencial de splicing en levaduras Prp40 tenga dos
homologos humanos y de secuencia parecida despierta interés por la posible relacion
funcional que pueda haber entre ellas. Por eso realizamos algunos experimentos de
forma paralela entre PRPF40A y PRPF40B. Aunque no tenemos datos que lo
confirmen, a priori podemos sugerir que la localizacion de PRPF40A es principalmente
nucleoplasmatica con un enriquecimiento en los speckles nucleares de forma similar a

lo que ocurre con PRPF40B y otras proteinas relacionadas con dominios WW/FF.

Los datos de las inmunoprecipitaciones obtenidos con PRPF40B son similares
con los experimentos previos que mostraban la asociacion de los dominios WW del
ortologo PRPF40A con SF1 y U2AF® en ensayos de pull down (Lin, Lu, and Tarn,
2004). En nuestros experimentos también aparece una fuerte unidn in Vitro entre la
region de PRPF40B que contienen los dominios WW con SF1. Este resultado es similar
a los datos anteriormente observados sobre PRPF40A, aunque no es sorprendente
debido a la alta homologia entre sus dominios WW. Los porcentajes de identidad y
similitud resultantes de los alineamientos locales y globales entre los dominios WW1
son 58% vy 78% respectivamente, mientras que para los dominios WW2 esos
porcentajes son del 81% y 96%. Aunque los ensayos de interaccion se realizaron con
construcciones que contenian ambos dominios WW, seria interesante estudiar la
especificidad de cada uno de los dominios para determinar la especificidad de

interaccion con SF1.

Los resultados de los ensayos de splicing del gen Fas, no muestran un claro
efecto de PRPF40A sobre el procesamiento del exén 6 de este gen. Sin embargo, estos
datos no se corresponden con los resultados obtenidos en un trabajo reciente en el que
identifican reguladores del splicing alternativo del ex6n 6 de Fas a gran escala, donde se

ha encontrado a PRPF40A, indicando su participaciéon en este proceso (Tejedor,
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Papasaikas and Valcarcel, 2014). Aunque son necesarios mas experimentos para
confirmar estos resultados, nuestros datos muestran que el silenciamiento de ambas
proteinas no genera un cambio en el procesamiento del exon 6 de Fas, sugiriendo que

PRPF40A podria estar contrarrestando el efecto observado con PRPF40B.

Los ensayos de apoptosis muestran que el silenciamiento de PRPF40A genera un
aumento significativo del porcentaje de células apoptoticas, al igual que ocurre cuando
se depleciona PRPF40B. Sin embargo, al silenciar ambas proteinas, disminuye el
porcentaje de muerte celular por apoptosis, practicamente igual al nivel de las células
control. Este dato es sorprendente, puesto que se esperaba en este ultimo caso un
aumento en la muerte celular como consecuencia de la suma de los efectos de ambas
proteinas. Podemos interpretar este resultado por el efecto contrario que pueden estar
ejerciendo estos dos factores relacionados, afectando a las rutas de apoptosis en
distintos puntos de manera que por si solos si generan un aumento de muerte celular,

pero juntos inhiben la accion del otro.

Estos datos sugieren que la divergencia evolutiva ha generado a partir de una
proteina comun, dos factores que podrian tener funciones relacionadas pero en principio
contrarias. De momento desconocemos si PRPF40A y PRPF40B reconocen los mismos
sustratos, aunque ya se han descrito ligandos comunes a ambas proteinas, como la
huntingtina o como nuestros datos revelan, los factores de splicing SF1 y U2AF®. En
este caso, estas dos proteinas podrian actuar por un mecanismo de competicién por un
mismo sustrato, que explicaria la anulacion de los efectos observados al silenciar ambas.
Otra posibilidad es que exista una autorregulacion entre PRPF40A y PRPF40B, como
ocurre con otros factores de splicing como PTB/nPTB que controlan de forma reciproca
su expresion (Boutz et al., 2007). En cualquier caso, aunque es evidente la relacion entre
ambas proteinas, son necesarios mas experimentos que permitan dilucidar el papel que

desempetia cada una de ellas juntas y por separado.

9. PRPF40B COMO ACOPLADOR DE LOS PROCESOS DE
TRANSCRIPCION Y SPLICING

PRPF40B ha sido relacionado con el acoplamiento fisico entre los procesos de
transcripcion y splicing. Aunque no tenemos datos que confirmen el mecanismo

funcional entre ambas maquinarias, nuestros resultados aportan evidencias sobre la
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implicacion de PRPF40B en ambos procesos y caracteristicas comunes a otros factores

donde si se conoce mejor la influencia entre los dos procesos.

En primer lugar, PRPF40B contiene dos dominios WW y cinco dominios FF en
su estructura. Estos motivos estructurales establecen importantes interacciones
funcionales con factores que pertenecen a la maquinaria de transcripcion y splicing,
como el caso de TCERGI, que se une mediante sus dominios WW a factores de
splicing como SF1 o U2AF® y a través de los dominios FF con factores de
transcripcion como Tat-SF1 o el CTD de la RNAPII (Carty et al., 2000; Goldstrohm et
al., 2001; Lin, Lu, and Tarn, 2004; Sanchez-Alvarez et al., 2006; Smith, Kulkarni, and
Pawson, 2004). En este trabajo, se ha descrito la asociacion de PRPF40B con los
factores de splicing SF1 y U2AF® a través de sus dominios WW. Estos factores de
splicing estan implicados en el reconocimiento del sitio 3°SS durante la primera etapa de
formacion del spliceosoma, situando por tanto, a esta fase del procesamiento del
ARNm, de manera similar a su homologo en levaduras Prp40. Los datos funcionales
sobre el gen Fas corroboran este dato, ya que PRPF40B regula el splicing alternativo del

exon 6 de este gen.

En segundo lugar, el hecho de que PRPF40B se exprese de forma diferencial en
células nerviosas, como la linea de neuroblastoma SH-SYS5Y, apoya indirectamente los
datos de PRPF40B como factor de splicing puesto que este tejido se caracteriza por
contener un alto nimero y expresion de factores de procesamiento del ARNm. Ademas
atendiendo al comportamiento de la mayoria de factores de splicing, PRPF40B se
encuentra enriquecido en los speckles nucleares, organulos nucleares donde mas de la
mitad de su composicion consta de factores de splicing y el resto lo conforman otras

proteinas relacionadas con el metabolismo del ARNm.

En tercer lugar, el analisis gendomico del silenciamiento de PRPF40B en células
de neuroblastoma SH-SYSY revela que PRPF40B, al menos en esta linea celular, se
comporta como un activador transcripcional. Ensayos de actividad luciferasa confirman
su capacidad para activar la transcripcion de genes reporteros. Ademas hemos mostrado
que mutaciones de PRPF40B asociadas a MDS afectan a la actividad transcripcional
pero no al splicing alternativo de las construcciones estudiadas, y varios genes
implicados en la ruta de AML aparecen alterados a nivel de transcripcion en el HTA.

Por otro lado, datos no mostrados del laboratorio revelan la interaccion de PRPF40B
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con CDK9. Por tanto, todos estos datos sostienen el papel de PRPF40B en la

transcripcion.

Uno de los datos mas relevantes obtenidos del HTA en relacion con la posible
funcién acopladora de PRPF40B, es que aproximadamente la mitad de los genes
alterados a nivel de exdén (42 de 102), también estan afectados a nivel de transcripcion.
Este dato es bastante alto, en relacion con otros factores como Tat-SF1, donde se ha
descrito su relacion con las maquinarias de transcripcion y splicing, pero sélo 3 genes
de los 86 que cambian a nivel de exon y 447, que estan alterados a nivel de
transcripcion, son comunes a ambos procesos (Miller et al., 2011). Por tanto y aunque
son previsibles efectos independientes de PRPF40B sobre la transcripcion y el splicing,
al menos en un pequefio conjunto de genes PRPF40B parece estar mediando conexiones

ente ambos procesos.

Destacar que los resultados en el HTA del silenciamiento de PRPF40B hay
genes afectados que han sido directamente implicados en el acoplamiento entre la
transcripcion y el splicing. Es el caso de SMARCAZ2, subunidad catalitica del complejo
remodelador de la cromatina SWI/SNF. Este factor, también conocido como Brm, es
capaz de unirse a factores de splicing como Sam68 en el gen CD44, ralentizando a la
tasa de elongacion de la RNAPII y favoreciendo la inclusion de exones alternativos
(Batsche, Yaniv and Muchardt, 2006). Ademas, este es un buen ejemplo de proteinas
que aunque no estan necesariamente regulando los procesos de la transcripcion o el
splicing, tienen capacidad para conectar elementos de ambas maquinarias, sirviendo de

andamiaje y ayudando a la regulacion reciproca.

Por tanto, aunque nuestros datos no proporcionan todavia un mecanismo de
regulacion y comunicacion entre la transcripcion y el procesamiento del ARNm, estos
resultados presentan las primeras evidencias que justifican la figura de PRPF40B como
acoplador entre los procesos de transcripcion y splicing, al menos para un especifico

numero de genes.
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