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1. EXPRESION GENICA, TRANSCRIPCION Y RNAPII

La expresion génica es el proceso por el cual la informacion contenida en el
genoma es utilizada para generar las proteinas necesarias segun el requerimiento de
cada organismo en un momento dado. Una de las etapas clave de la expresion génica es
la transcripcion, donde a partir del DNA se va a sintetizar el RNA mensajero (MRNA)
que tras ser procesado para formar el mMRNA maduro es exportado hacia el citoplasma
donde serd traducido a proteina por la maquinaria de la traduccion.

En organismos procariotas una unica RNA polimerasa dependiente de DNA
(RNAP) es la encargada de transcribir todos los genes. Sin embargo, en organismos
eucariotas son tres las polimerasas que llevan a cabo este papel. La RNA polimerasa |
tiene como funcion transcribir Unicamente genes que codifican para el RNA ribosémico
(rRNA) 18S y 28S. ElI RNA que codifica para proteinas, asi como gran parte del RNA
no codificante, es transcrito por la RNA polimerasa 1l (RNAPII). Por dltimo, la RNA
polimerasa Ill transcribe varios genes cortos como el que da lugar al RNA transferente
(tRNA) y al rRNA 5S. Las tres polimerasas comparten extensa homologia en la
subunidad catalitica (Allison et al., 1985; Cramer, 2002). El extremo carboxi-terminal
(CTD, carboxyl-terminal domain) de la subunidad mayor (Rpbl) es lo que diferencia a
la RNAPII de los otros tipos de RNAP (Corden et al., 1985).

1.1EICTD

El CTD de la RNAPII estd compuesto por un nimero variable de repeticiones
del heptapéptido Tyr;-Serp-Pros-Thrs-Sers-Prog-Ser; mas un decapéptido carboxi-
terminal de secuencia ISPDDSDEEN que confiere estabilidad al enzima (Bartolomei et
al., 1988). El nimero de repeticiones del heptapéptido es mayor conforme aumenta la
complejidad funcional de un organismo; asi, el CTD de la RNAPII de levaduras est4
compuesto por 26 repeticiones, el de Drosophila melanogaster por 44 y el de humano
por 52 (Corden, 1990). EI CTD es indispensable para la viabilidad de los organismos asi
como para el correcto procesamiento y maduracion del precursor del RNA mensajero
(pre-mRNA) aunque es prescindible para la iniciacion de la transcripcion in vitro
(Nonet et al., 1987; Zehring et al., 1988; McCracken et al., 1997b; Fong et al., 2003;
Bird et al.,, 2004). Cada uno de los residuos del CTD puede ser modificado post-

transcripcionalmente de forma dinamica afectando al proceso de la transcripcion. La
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fosforilacion de las serinas 2 (Ser2) y 5 (Ser5) juega un papel esencial en la
transcripcion y ha sido extensamente estudiada (ver més adelante). Recientemente se ha
descrito que la fosforilacion de la serina 7 (Ser7) estd implicada en la transcripcion de
los RNA pequefios nucleolares (ShnRNAs, small nucleolar RNAs) asi como de otros
genes codificantes (Chapman et al., 2007; Egloff et al., 2007; Akhtar et al., 2009).
También se ha descrito la fosforilacion de la treonina 4, aunque su implicacion
funcional no esta del todo clara (Hsin et al.). Otros residuos de treoninas y tirosinas del
heptapéptido pueden ser también fosforilados (Zhang and Corden, 1991; Baskaran et
al., 1993) y otras modificaciones, como metilacién, glicosilacién o isomerizacion de
prolinas, han sido también descritas (Kelly et al., 1993; Sims et al., 2011). De forma
analoga a otros sistemas de sefializacion celular, las fosfatasas juegan un papel
fundamental durante el ciclo de la transcripcion ya que su especificidad les confiere la
capacidad de discernir entre Ser2 y Ser5 como sustratos contribuyendo, por tanto, al
critico balance Ser2/Ser5 en las diferentes etapas de la transcripcion (Lin et al., 2002;
Mandal et al., 2002).

1.2.  ETAPAS DE LA TRANSCRIPCION

La transcripcion consta de tres etapas: iniciacion, elongacion y terminacion.
Cada una de ellas esta altamente regulada por numerosos factores asi como por la
secuencia de DNA y la estructura de la cromatina. Los patrones de
fosforilacion/desfosforilacion del CTD permiten el intercambio de proteinas que regulan
cada una de las etapas de la transcripcion (Figura 11) (Cadena and Dahmus, 1987;
Egloff and Murphy, 2008; Buratowski, 2009).

1.2.1 Iniciacién

La iniciacion de la transcripcion comprende el reclutamiento del complejo de
preiniciacion (PIC, pre-initiation complex) a la secuencia promotora para el comienzo
de la sintesis del RNA. Para que tenga lugar este ensamblaje, la cromatina debe estar en
un adecuado estado de apertura (Panning and Taatjes, 2008). El PIC esta formado por la
RNAPII y factores generales de transcripcion (GTFs) entre los que se encuentran
TFHA, TFIB, TFID, TFIE, TFIIF, TFIIH. La RNAPII que es reclutada al promotor
tiene el CTD hipofosforilado (Phatnani and Greenleaf, 2006), lo que favorece

interacciones del CTD con componentes del PIC y con el complejo Mediador (Myers et
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al., 1998) que facilitan e incrementan la afinidad de la RNAPII por el promotor.
Ademaés, el reclutamiento de los PICs estd muy influenciado por factores de
transcripcion que se unen al DNA asi como por factores implicados en la remodelacion
de nucleosomas y en la modificacion de histonas (Roeder, 2005; Li et al., 2007;

Conaway and Conaway, 2011).

1.2.2 Elongacién

Durante la etapa de la elongacion, la RNAPII se disocia de los factores de
iniciacion para entrar en una etapa activa de transcripcion. La elongacion se divide a su
vez en una elongacion temprana y una elongacion tardia o procesiva diferenciadas
principalmente por el residuo de serina fosforilado del CTD de la RNAPII. Justo
después de la iniciacion, la Ser5 del CTD es fosforilada por la kinasa CDK7 (cyclin-
dependent kinase 7) que forma parte de TFIIH (Lu et al.,, 1992), lo que parece
desestabilizar las interacciones de la RNAPII con los deméas componentes del PIC
facilitando el escape de la RNAPII del promotor. La subsecuente fosforilacion de la
Ser2 por CDK9, la kinasa del factor positivo de elongacion P-TEFb (Positive
Transcription Elongation Factor-b), es la responsable de la conversion de la RNAPII en
la forma productiva (Marshall and Price, 1995; Marshall et al., 1996; Peterlin and Price,
2006). Recientemente se han descrito a las kinasas CDK12 de D. melanogaster y las
humanas CDK12 y CDK13 como las responsables de la fosforilacién de la forma
elongante del CTD, poniendo en entredicho la clasica vision de CDK9 como Unica
kinasa responsable de la fosforilacion en Ser2 (Bartkowiak et al., 2010). Los factores
implicados en cada etapa y su regulacion son discutidos méas extensamente en

posteriores secciones.

1.2.3 Terminacién

La terminacion supone el reconocimiento del extremo 3’ y la disociacion del RNA
sintetizado de la hebra molde de DNA. La mayoria de los transcritos completos
terminan con el corte y la poliadenilacion utilizando secuencias candnicas presentes en
el DNA, de tal forma que la terminacion de la transcripcion esta altamente relacionada
con el procesamiento del extremo 3° (Yonaha and Proudfoot, 2000; Calvo and Manley,
2001; Nagaike et al., 2011). La RNAPII también se disocia completamente del DNA y
es reciclada para sucesivos ciclos de transcripcion facilitando asi subsecuentes rondas

productivas de elongacion (Yao et al., 2007).
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Figura 11. Fosforilacion/desfosforilacion del CTD y las etapas de la transcripcion. A. La
RNAPII hipofosforilada (11a) es reclutada al PIC en el promotor. B. La transcripcion se inicia por
la fosforilacién de la serina en posicidon 5 (Ser5-P, verde) y en posicion 7 (Ser7-P, rojo) de los
heptapéptidos que forman el CTD por CDK?7, la kinasa del factor TFIIH. C. Durante la etapa
activa de la transcripcion, el CTD es fosforilado en la serina 2 (Ser2-P, azul) por CDK9 y/o
CDK12/13 produciendo la forma hiperfosforilada de la RNAPII (110). D. Durante el transcurso de
la transcripcion hacia el extremo 3’ del gen, la fosforilacion de la Ser5 disminuye por la accién de
fosfatasas especificas. Tras la terminacién, el mRNA se libera del molde de DNA. E. La
polimerasa se disocia del molde de DNA vy fosfatasas especificas de la fosforilacion de la Ser2

eliminan esta modificacion antes del reciclaje del enzima y de la reiniciacion de la transcripcién.

1.3 REGULACION DE LA TRANSCRIPCION

Durante mucho tiempo el reclutamiento de la maquinaria de transcripcion al promotor
se considerd como la etapa limitante en la regulacién de la transcripcion. Sin embargo, a
lo largo de los ultimos afios numerosos estudios han sefialado a la elongacion como

etapa determinante en la regulacion de la transcripcion en eucariotas (Price, 2008).
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1.3.1 Parada proxima al promotor

Numerosas evidencias experimentales demuestran que la RNAPII tiende a
acumularse en regiones proximas al promotor, a ~30-50 nucleétidos aguas abajo del
sitio de inicio de la transcripcion (Core and Lis, 2008; Gilmour, 2009). Los factores
negativos de elongacion NELF (Negative Elongation Factor) y DSIF (5,6-dicloro-1-4-
D-ribofuranosilbenzimidazol (DRB) Sensitivity Inducing Factor) interaccionan con la
RNAPII en este proceso que se ha denominado “parada préxima al promotor”
(promoter proximal pausing), inhibiendo la elongacion al facilitar e incrementar la
afinidad de la RNAPII por el promotor a traves de multiples interacciones (Missra and
Gilmour; Gilchrist et al., 2008; Lee et al., 2008). Ademéas de estos factores, dos
secuencias de DNA, el elemento aguas abajo del promotor Ilamado DPE (Downstream
Promoter Element) situado a 28 pares de bases del sitio de inicio de la transcripcion, y
el elemento llamado PB (Pause Button), parecen contribuir a la parada de la RNAPII
(Hendrix et al., 2008). Estos elementos son secuencias ricas en G+C que podrian estar
estableciendo enlaces de alta energia en la hebra molde impidiendo su apertura,
actuando como obstaculos que dificultan el movimiento de la RNAPII y facilitan la
unién de NELF y DSIF. La eliminacion de este bloqueo para la entrada en una
elongacion procesiva requiere el reclutamiento del complejo P-TEFb, el cual fosforila la
Ser2 del CTD de la RNAPII y hace que NELF se libere del complejo de elongacion
estimulando la reanudacion de la transcripcion (Peterlin and Price, 2006; Bres et al.,
2008). Esta pausa se describi6 por primera vez en genes de choque térmico de D.
melanogaster (Rougvie and Lis, 1988; O'Brien and Lis, 1991) que requieren de una
rapida activacion tras la induccion de un estimulo concreto. EI gen c-myc y el del HIV-1
(Human inmunodeficiency virus type 1) también son aparentemente regulados por este
mecanismo (Bentley and Groudine, 1986; Laspia et al., 1989; Krumm et al., 1992)
(Montanuy et al., 2008). Actualmente y gracias al desarrollo de técnicas a escala
gendmica, la parada que sufre la RNAPII en regiones cercanas al promotor se esta
evidenciando como un fendmeno general y el escape de esta parada como un
mecanismo principal de regulacion de la expresidn génica durante el desarrollo (Core et
al., 2008; Levine, 2010; Nechaev et al., 2010).
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1.3.2. Modificaciones de cromatina y factores remodeladores

El nucleosoma es la unidad basica de la cromatina y est4d compuesto por un
octamero de cuatro histonas (H2A, H2B, H3 y H4) rodeadas por 147 pares de bases de
DNA (Izban and Luse, 1991). Las primeras evidencias de que las histonas podian ser
modificadas y de que esto podia influenciar la sintesis del RNA vienen de los afios 60
(Allfrey et al., 1964). Hoy en dia se conocen numerosas modificaciones post-
traduccionales como acetilacion, metilacion, fosforilacion o sumoilacion, asi como las
enzimas responsables de ellas (Kouzarides, 2007). Igualmente se conocen las proteinas
implicadas en la eliminacion de esas modificaciones (Bannister et al., 2002; Goto et al.,
2002; Yang and Seto, 2007), generando todo ello unos procesos muy dinamicos y
creando lo que se ha denominado “codigo de histonas” que va a influir no sélo en cada
etapa de la transcripcion, sino también en la replicacion, recombinacion o reparacion del
DNA. Asimismo, complejos remodeladores de cromatina como SWI/SNF o FACT
estan implicados en la regulacion de la elongacion transcripcional al encargarse de
mantener el desempaquetamiento de la cromatina para permitir el paso de la RNAPII al
transcribir la hebra del DNA (Li et al., 2007; Roberts et al., 2008).

2. PROCESAMIENTO DEL PRE-mRNA: SPLICING.

Los transcritos primarios producidos por la RNAPII son generalmente
procesados antes de dar lugar al mMRNA que sera exportado al nucleo para seguir el
proceso de la sintesis de proteinas. Existen varios eventos de procesamiento, siendo tres
los principales: capping o adicion de residuo de metilguanosina en el extremo 5° del
RNA, poliadenilacion y corte del extremo 3’ y splicing o eliminacion de las secuencias
no codificantes, denominadas intrones. Estos intrones, de gran longitud en eucariotas, se
encuentran rodeando a los exones, secuencias de menor longitud que los intrones que

llevan la informacion codificante.

2.1 SPLICEOSOMA

Durante el proceso de splicing, la eliminacion de los intrones y la ligacién de los

exones es llevada a cabo por un complejo denominado spliceosoma, que consta de cinco
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particulas ribonucleoproteicas (U1, U2, U4, U6 y U5 snRNPs, de Uridin-rich small
nuclear ribonucleoprotein) y mas de 200 proteinas auxiliares (Kramer, 1996; Wahl et
al., 2009). Existen secuencias consenso que marcan las uniones exon-intron que son
reconocidas por los componentes del spliceosoma. Numerosos estudios realizados tanto
in vitro como in vivo avalan la idea de un ensamblaje secuencial y ordenado de los
distintos factores que forman el spliceosoma (Will and Luhrmann, 2001; Matlin and
Moore, 2007; Hoskins et al., 2011). El ensamblaje comienza con la union por
complementariedad de U1snRNP al extremo 5’ del intron (5°ss, splice site). Al mismo
tiempo, el factor de splicing SF1 se une a la secuencia branch point (BPS, Branch point
sequence) y el complejo U2AF al tracto de polipirimidinas (Py) y al sitio de splicing 3’
(3’ss, splice site) (Berglund et al., 1997; Berglund et al., 1998). En este proceso, que es
independiente de ATP, se forma el complejo E o complejo comprometido al splicing
(commitment complex). En un siguiente paso que requiere ATP, la particula U2snRNP
se une a BPS formando el complejo A o pre-spliceosoma (MacMillan et al., 1994). La
posterior incorporacion de U4-U5-U6 tri-snRNP da lugar al complejo B, que sufre una
serie de remodelaciones conformacionales y libera a U1 y U4snRNP para formar el
complejo C o complejo catalitico por ser el responsable de llevar a cabo la reaccion
catalitica propia del splicing (Figura 12).

Debido a la corta longitud de los exones en comparacion a la longitud de los
intrones, los sitios de splicing en el pre-mRNA de eucariotas son reconocidos a través
de interacciones a lo largo del exdn en el proceso que se denomina definicion del exén
(exon definition). Este proceso fue inicialmente propuesto para explicar que la presencia
de un 5’ss en un exon interno suponia la eliminacién del intron situado aguas arriba
(Robberson et al., 1990). A nivel molecular, la unién de UlsnRNP al 5’ss promueve el
reclutamiento de U2AF al sitio 3’ss (Hoffman and Grabowski, 1992). Evidencias
adicionales de la existencia de estos complejos formados en el exon provienen de la
purificacion de estos complejos en exones eliminados in vitro (House and Lynch, 2006;
Sharma et al., 2008). Sin embargo, estudios recientes han demostrado la presencia de
U4, U5 y U6 en los complejos de definicion del exon sugiriendo una ruta alternativa al
ensamblaje del spliceosoma donde el complejo temprano puede dar lugar al complejo B

sin pasar por el complejo A (Schneider et al., 2010).
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Figura 12. Esquema del ensamblaje del spliceosoma. Formacién de los distintos
complejos durante el ensamblaje del spliceosoma (ver texto). U1, U2, U4, U5 y UG:
UsnRNPs (Uridin-rich small ribonucleoprotein particles), A: Branch point, 5’ss/3’ss:
sitios donante y aceptor de splicing, Py: tracto de polipirimidinas, ED: definicién del
exon.

2.2. SPLICING ALTERNATIVO

Los exones de los transcritos primarios pueden ser procesados de manera
constitutiva, dando lugar a una unica molécula de MRNA, o alternativa donde diferentes
MRNAs son originados a partir de un solo pre-mRNA. Estos mMRNAs procesados

alternativamente contienen informacion que codifica para diferentes proteinas con

11
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funciones que incluso pueden ser opuestas, dependiendo del tejido o del tipo celular,
proporcionando al organismo un complejo mecanismo para incrementar la diversidad
proteica (Figura 13).

Datos generados por técnicas de secuenciacion masiva estiman que mas del 90%
de los genes humanos son regulados por splicing alternativo (Pan et al., 2008; Wang et
al., 2008). Ademaés, alrededor del 15% de las mutaciones descritas asociadas a
enfermedades hereditarias han sido relacionadas con fallos en la regulacion del splicing,
incluyendo enfermedades neurodegenerativas y cancer (Caceres and Kornblihtt, 2002;
Garcia-Blanco et al., 2004; Licatalosi and Darnell, 2006; Wang and Cooper, 2007). Por
ello, se requiere una estrecha y compleja regulacion para asegurar el correcto

procesamiento del pre-mRNA.

pre-mRNA

Figura 13. Splicing alternativo. A partir de un mismo pre-mRNA se puede dar la
exclusion/inclusion de exones alternativos dando lugar a diferentes proteinas que pueden

expresarse en tejidos distintos.

2.3 REGULACION DEL SPLICING ALTERNATIVO

En mamiferos, las secuencias consenso de splicing (BPS, Py, 3’ss, 5’ss) estan
muy poco conservadas, por lo que no aportan toda la informacién necesaria para la
precision y especificidad de este proceso. De hecho, la presencia de sitios de splicing
suboptimos se ha propuesto como una caracteristica esencial para permitir la regulacion
del splicing alternativo (Soares et al., 2006). Existen otros elementos reguladores (SRE,
splicing regulatory element) que se localizan tanto en exones como en intrones y
pueden favorecer o inhibir un evento de splicing determinado. En funcion del efecto

funcional que ejercen y su localizacion se denominan como ESE/ESS-ISE/ISS (exonic

12
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splicing enhancers/silencers-intronic  splicing enhancers/silencers) (Figura 14).
Proteinas de union a RNA se asocian a estos elementos, destacando las hnRNPs
(Heterogeneous Nuclear Ribonucleoproteins) y las proteinas SR (Serine/Arginine-rich
proteins) (Wu and Maniatis, 1993). La disponibilidad de estos factores de splicing que
depende de su grado de expresion, de su localizacion o de sus modificaciones post-
traduccionales, supone a su vez una escala adicional de regulacion (Lin and Fu, 2007).
Son varios los trabajos recientes que ayudan a ir estableciendo la compleja red de
regulacién que combina tanto los elementos en cis como las proteinas que son
reclutadas a ellos (Wang and Burge, 2008; Barash et al., 2010; Witten and Ule, 2011) .

INTRON EXON INTRON

r /\ a - /_\ ' @ hnRNPs
[\ y/\ . SR
_® . . wl &

ISS ESE ESS ISE ISS

Figura 14. Regulacién del splicing alternativo por elementos en cis y factores en trans. A:
secuencia branch point; Py: tracto de polipirimidinas; GU-AG (en color rojo): sito 5* (5’ss) y 3’
(3’ss) de splicing; ESE/ESS/ISE/ISS: secuencias adicionales silenciadoras o potenciadors en
exones e intrones (ESE/ESS, exonic splicing enhancers/silencers, ISE/ISS: intronic splicing
enhancers/silencers); SR: proteinas ricas en serina/arginina (serine-arginine rich proteins);
hnRNPs: particulas ribonucleoproteicas (heterogeneous nuclear ribonucleoprotein particles). En
general, las proteinas SR se unen a potenciadores facilitando el reconocimiento del exon (flechas

verdes) y las hNRNPs inhiben este proceso (flechas negras).

Durante muchos afios, el splicing ha sido considerado como un mecanismo de
control de la expresién génica independiente y esta vision estatica ha sido muy Gtil para
dilucidar la regulacion del splicing constitutivo. Sin embargo y durante las dos Gltimas
décadas, se ha hecho evidente que muchos eventos de splicing ocurren de manera co-
transcripcional y, por tanto, para entender completamente la regulacién del splicing

alternativo es necesario integrar sus elementos reguladores con la transcripcion.

13
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2.4. ACOPLAMIENTO DE LA TRANSCRIPCION Y EL SPLICING

En estudios iniciales de la transcripcion en embriones de D. melanogaster
utilizando microscopia electrdnica, se observéd que los transcritos nacientes ya estaban
siendo procesados mediante el splicing (Beyer and Osheim, 1988). Trabajos con sondas
fluorescentes que hibridaban en regiones solapantes entre el intron y el exon
demostraron que la eliminacion de los intrones del pre-mRNA estaba teniendo lugar en
los dominios de la transcripcion (Xing et al., 1993). Asimismo, en el gen BR1 (Balbiani
ring 1) de Chironomus tentans se observo que el splicing estaba ocurriendo antes de que
la transcripcion del gen fuera completada (Bauren and Wieslander, 1994). Otros
elementos propios de la transcripcion como la estructura del promotor, factores de
elongacion transcripcional y co-activadores especificos también afectan al splicing
(Cramer et al., 1997; Cramer et al., 1999; Nogues et al., 2002; Auboeuf et al., 2004). Sin
embargo, se ha comprobado que el splicing puede ocurrir también de manera
independiente de la transcripcion (Wetterberg et al., 1996), es decir de forma post-
transcripcional. Recientemente, un elegante estudio donde se observa la eliminacion de
intrones usando sondas que identifican una unica molécula de RNA en célula viva, ha
revelado que aunque el splicing constitutivo es mayoritariamente co-transcripcional,
existen determinados casos donde ocurre una vez la transcripcién se ha completado;
especialmente en genes que requieren un alto grado de regulacién como, por ejemplo,
genes implicados en programas de desarrollo (Vargas et al., 2011). Por lo tanto,
mientras que la amplia mayoria de intrones de genes de mamiferos son procesados y
eliminados en el transcrito naciente antes de que el proceso de la transcripcion termine,
(Neugebauer, 2002; Kornblihtt et al., 2004), este proceso también puede ocurrir de
manera post-transcripcional.

El splicing co-transcripcional facilita el répido reclutamiento de factores de
splicing al complejo de la RNAPII mientras esta transcribiendo, de manera que el pre-
MRNA pueda ser procesado inmediatamente después de haber sido transcrito
(Listerman et al., 2006) optimizando asi la eficiencia de splicing (Natalizio and Garcia-
Blanco, 2005; Das et al., 2006; Pandya-Jones and Black, 2009; Singh and Padgett,
2009). Asimismo, el procesamiento co-transcripcional del pre-mRNA podria estar
disminuyendo la hibridacion del RNA con la hebra molde de DNA evitando la

inestabilidad gendmica (Aguilera and Gomez-Gonzalez, 2008). Otra de las
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implicaciones del splicing co-transcripcional es favorecer una regulacion reciproca de

ambos procesos.

2.4.1 Acoplamiento fisico

El hecho de que el splicing tenga lugar de manera co-transcripcional facilita la
interaccion directa entre los componentes de ambas maquinarias. EI CTD de la RNAPII
juega un papel fundamental en este escenario sirviendo como plataforma de
reclutamiento de factores de procesamiento para situarlos en las inmediaciones del
transcrito naciente al mismo tiempo que la RNAPII estd elongando. Los cambios en los
patrones de fosforilacion del CTD contribuyen al reclutamiento y liberacion de los
factores de procesamiento de forma especifica en cada etapa de transcripcion
(Komarnitsky et al., 2000; Egloff and Murphy, 2008; Buratowski, 2009) (Figural5).

Existen numerosas evidencias de la implicacién del CTD en el procesamiento
del pre-mRNA. La estructura de la RNAPII sita al CTD proximo al canal de salida del
RNA, que es consistente con el acoplamiento de la transcripcion con el procesamiento
del pre-mRNA mediante factores que se unen directamente al CTD. El requerimiento
del CTD para un eficiente capping es, probablemente, el proceso mejor caracterizado.
Asi, el CTD fosoforilado en Ser5 se une directamente a enzimas guanyltransferasas que
son las encargadas de la adicion del residuo de metilguanosina al extremo 5’ del pre-
MRNA (McCracken et al., 1997a; Schroeder et al., 2000). Los factores de corte y
poliadenilacion también interaccionan directamente con el CTD de la RNAPII,
relacionando el procesamiento del extremo 3’ del RNA con la transcripcion (Hirose and
Manley, 1998; Licatalosi et al., 2002; Ahn et al., 2004; Meinhart and Cramer, 2004).
Estudios tanto in vivo como in vitro han confirmado el papel que juega el CTD en el
splicing. Entre ellos: 1) la eliminacion del CTD en la RNAPII reduce la eficiencia del
splicing in vivo (McCracken et al., 1997b; Fong et al., 2003; Rosonina and Blencowe,
2004); 2) la activacion transcripcional de la RNAPII induce la asociacion de factores de
splicing al sitio de transcripcion, pero Unicamente cuando la RNAPII contiene el CTD
intacto (Du and Warren, 1997; Misteli and Spector, 1999); 3) la RNAPII
hiperfosforilada es capaz de activar el splicing del pre-mRNA in vitro, mientras que la
forma hipofosforilada lo inhibe (Hirose et al., 1999); y 4) el CTD recombinante es capaz
de estimular el splicing in vitro, pero solamente en el contexto de definicion del exon, es
decir, cuando el exdn esta sintetizado por completo con los dos extremos 3’ y 5’

accesibles (Zeng and Berget, 2000). Es relevante comentar que el CTD actia como
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acoplador de la transcripcion y el splicing en el contexto especifico de la RNAPII ya
que el CTD en otro contexto, como fusionado a la RNAP del bacteriéfago T7 o a la
RNAPIII no confiere efecto en el splicing co-transcripcional (Natalizio et al., 2009). En
cualquier caso, el requerimiento del CTD en el splicing co-transcripcional apoya el
papel del CTD fosforilado en el acoplamiento entre la transcripcion y el splicing (Bird
etal., 2004).

A B C
No-P ——) Ser5-P —) Ser2-P ——p Ser2-P
Ser7-P Ser5-P Ser7-P?
Ser7-P?

YSPTSPS

enzimas de capping

factores de splicing factores de corte y

poliadenilacion

Figura 15. Interaccién del CTD con factores de procesamiento del pre-mRNA. A. La
fosforilacion de la Ser5 (Ser5-P, verde) favorece el reclutamiento de la maquinaria
encargada del proceso de capping (6valo rosa) al extremo 5’ del transcrito. B. La RNAPII
hiperfosforilada (l10) se encarga del reclutamiento de factores de splicing (6valo naranja).
C. En el extremo 3’ del gen, factores de poliadenilacion y corte (cuadrado azul) se unen al

CTD permitiendo la terminacion y la liberacién del mMRNA maduro.

Acopladores de la transcripcion y el splicing

Existen diversos factores que por su participacion en ambos procesos son
considerados potenciales acopladores de la transcripcion y el splicing. Estos factores
podrian estar mediando interacciones fisicas y funcionales entre ambas maquinarias.

Las proteinas SR han sido extensamente descritas como proteinas de union al
RNA vy reguladoras del splicing alternativo. Se ha visto que interaccionan con el CTD
de la RNAPII (Yuryev et al., 1996; Bourquin et al., 1997) y que esta interaccion facilita
el reclutamiento de las proteinas SR desde los speckles (regiones nucleares consideradas
sitios de almacenaje de factores de splicing) a los sitios de transcripcion activa (Misteli

and Spector, 1999). Ademas, en sistemas de splicing co-transcripcional in vitro, parecen
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ayudar al reclutamiento de otros factores de splicing al pre-mRNA naciente facilitando
el ensamblaje del spliceosoma (Das et al., 2006; Das et al., 2007). SRp20 y SRSF1,
proteinas pertenecientes a esta familia, requieren del CTD de la RNAPII para ejercer su
efecto en el splicing de minigenes reporteros (de la Mata and Kornblihtt, 2006; Barboric
et al., 2009). Otros factores de splicing también han sido considerados como proteinas
acopladores de la transcripcion y el splicing. Asi, U2snRNP interacciona con el factor
de elongacion Tat-SF1 estimulando la union del complejo PTEF-b e incrementando la
elongacion (Fong and Zhou, 2001; Maniatis and Reed, 2002). El factor de splicing
SKIP interacciona con PTEF-b influyendo en la activacién de la elongacion mediada
por la proteina viral Tat de los genes del HIV-1(Bres et al., 2005). El factor SC35,
miembro de la familia de las proteinas SR, aumenta la elongacion transcripcional al
facilitar el reclutamiento de PTEF-b al pre-mRNA (Lin et al., 2008).

La proteina de levaduras Prp40 es un factor de splicing cuya interaccién con el
CTD de la RNAPII fue la primera que se caracterizdé (Morris and Greenleaf, 2000). Es
un componente del complejo U1snRNP y participa en procesos tempranos del
ensamblaje del spliceosoma (Kao and Siliciano, 1996) (Abovich and Rosbash, 1997).
La proteina Prp40 tiene una estructura caracteristica compuesta por dominos WW,
Ilamados asi por la presencia de residuos de triptéfano conservados, y dominios ricos en
fenilalaninas denominados FF. Se ha descrito la unién de Prp40 a SF1 a través de los
dominios WW (Abovich and Rosbash, 1997) y su interaccién con el CTD de la RNAPII
por medio de su dominio FF1 (Morris and Greenleaf, 2000). En humanos existen dos
proteinas homdlogas, HYPC y FBP11, que comparten estos dominios WW y FF. FBP11
interacciona a través de los dominios WW con BBP, el homologo en levadura del factor
de splicing SF1 (Lin et al., 2004), y con el CTD de la RNAPII a través de los dominios
FF (Allen et al., 2002). A diferencia de Prp40, no es un factor esencial del complejo
U1snRNP. EIl factor HYPC estd menos caracterizado y su papel en splicing se
desconoce hasta el momento. Una proteina que comparte estd estructura de dominios
WW y FF es TCERGL1 (previamente denominada CA150). Su papel en transcripcion y
en splicing la convierten en un posible acoplador de ambos procesos y es objeto de
estudio en esta tesis.

Las proteinas PSF y p54nrb contienen dominios de reconocimiento de RNA
(RRM: RNA recognition motif) y se han visto implicadas en la transcripcion y el
splicing (Shav-Tal and Zipori, 2002). Ambos factores interaccionan con el dominio
CTD de la RNAPII hipofosforilado o hiperfosforilado (Emili et al., 2002) y han sido co-
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purificados en complejos de gran tamafio junto con Ul, U2snRNP y la RNAPII
(Kameoka et al., 2004; Rosonina et al., 2005). Recientemente se ha descrito la
interaccion del componente Med23 del complejo Mediador con el factor de splicing
hnRNPL aportando, de nuevo, evidencias de interacciones fisicas entre las maquinarias
del splicing y la transcripcion (Huang et al.,, 2012). PGC-la, un co-activador
transcripcional, también se ha visto asociado a componentes del spliceosoma (Monsalve
et al., 2000).

2.4.2 Acoplamiento cinético

Los diferentes sitios de splicing de un trénscrito se sintetizan y son co-
transcripcionalmente expuestos a la maquinaria de splicing, por lo que cabe pensar que
la tasa de elongacion de la RNAPII, la cual no es un proceso uniforme y constante si no
que varia a lo largo del gen, puede estar modulando el splicing alternativo. Numerosas
evidencias demuestran que U1snRNP se une al 5’ss al mismo tiempo que esté siendo
transcrito. Consistente con esto, la posterior asociacion de los demas componentes del
spliceosoma y la propia reaccién catalitica no puede ocurrir hasta que la sintesis del
resto del intron y del sitio de splicing se completa. EI modelo cinético de la regulacion
del splicing se basa en la elongacion transcripcional como determinante del patrén de
splicing generado co-transcripcionalmente. Asi, la tasa de elongacion de la RNAPII
determina el tiempo del que disponen los componentes del spliceosoma para
ensamblarse en un sitio de splicing antes de competir con el sitio de splicing que se
generard aguas abajo, en lo que se ha llamado “la ventana de oportunidad” (“window of
opportunity ”)(Perales and Bentley, 2009).

La primera evidencia del acoplamiento cinético viene de estudios de Eperon y
colaboradores, donde vieron que la tasa de sintesis del RNA afecta su estructura
secundaria y en consecuencia, su splicing alternativo (Eperon et al., 1988). Un
mecanismo similar se sugiere de experimentos en los que retrasando la sintesis de un
sitio inhibidor insertando un sitio de parada de la polimerasa aguas abajo de sitios de
splicing alternativos débiles induce la inclusion del exon 3 del gen de la a-tropomiosina
(Roberts et al., 1998) Uno de los modelos mas estudiados y que mas se ajusta a este
modelo cinético es el del exon alternativo ED-I del gen de la fibronectina. Este exon
estd precedido por un 3’ss débil o degenerado que es reconocido mejor cuando la tasa
de elongacion es menor y la maquinaria de splicing tiene tiempo suficiente para su

correcto reconocimiento (Nogues et al., 2003). En condiciones de mayor procesividad
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del enzima por la presencia de elementos co-activadores, estados de apertura de la
cromatina o por promotores fuertes, la presentacion simultanea de este sitio débil junto
con un sitio 3’ss méas fuerte aguas abajo, hace que se favorezca la exclusion del sitio
débil (Figura 16) (Cramer et al., 1999; Kadener et al., 2001; Kadener et al., 2002;
Nogues et al., 2002). Bentley y colaboradores llegaron a una conclusion similar al
demostrar que la RNAPII se detiene a ambos extremos de los genes permitiendo asi la
union de factores de procesamiento (Glover-Cutter et al., 2008). Evidencias mas
directas apoyando el modelo cinético se obtuvieron mediante vectores de expresion
exogenos que codifican para una RNAPII con propiedades intrinsecas de baja
procesividad. En estos experimentos, la transcripcion dependiente de la RNAPII es
llevada a cabo por versiones mutadas de polimerasas resistentes al inhibidor de la
transcripcion oa-amanitina. La polimerasa menos procesiva produce un aumento en la
inclusion del exon EDI (de la Mata et al., 2003). Esta RNAPII “lenta”, denominada C4,
contiene una mutacion puntual que estd presente en condiciones fisioldgicas en D.
melanogaster. Es interesante sefialar que esta mutacién provoca cambios en los patrones
de splicing alternativo del gen Ultrabithorax (Ubx) (de la Mata et al., 2003).

Las observaciones anteriores pueden reflejar un mecanismo mas general del
pensado con anterioridad. Trabajos recientes aportan evidencias adicionales del modelo
de regulacion cinético demostrando la acumulacion de RNAPII en determinadas
regiones a lo largo de los genes. Gracias al analisis global del RNA naciente en
levaduras se observan picos de acumulacién de la RNAPII en exones terminales,
alrededor de 250 nucleétidos aguas arriba del sitio de poliadenilacion (Alexander,
Innocente et al. 2010). De manera similar, otro sitio de parada de la polimerasa cercano
al extremo 3’ en genes que contienen intrones ha sido caracterizado y relacionado con la
unién de factores de splicing (Carrillo Oesterreich, Preibisch et al. 2010). Apoyando lo
anterior, la inhibicion de la elongacion produce cambios globales en el splicing
alternativo afectando a varios factores de procesamiento y a proteinas de union al RNA
(Ipetal., 2011).

La relevancia fisioldgica de la regulacién cinética del splicing alternativo ha sido
demostrada en un trabajo de reciente publicacion. En este trabajo, el dafio celular
inducido a las celulas por radiacion ultravioleta provoca alteraciones en el splicing
alternativo a través de cambios en la tasa de elongacion de la RNAPII (Munoz et al.,
2009).
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3' DEBIL 3’ FUERTE 3' DEBIL 3' FUERTE

RNAPII RNAPII

T

INCLUSION DEL EXON EXCLUSION DEL EXON

Figura 16. Modelo cinético de regulacion del splicing alternativo. (A) Una tasa de
elongacion baja permite la unidn de factores de splicing y el reconocimiento de sitios
débiles de splicing (circulo azul) favoreciendo la inclusion del exén. (B) Tasas de
elongacion elevadas generan la aparicion simultanea del sitio débil y fuerte (circulo rojo)

de splicing, favoreciendo el uso del sitio fuerte y promoviendo la exclusién del exén.

2.4.3. Influencia de la cromatina en el splicing alternativo

Un importante mecanismo de regulacion de la transcripcién son las
modificaciones reversibles de histonas y la posicion de los nucleosomas a lo largo de la
cromatina molde (Orphanides and Reinberg, 2000). El estudio de la influencia de la
estructura de la cromatina en el splicing constituye una rama de investigacion en la
regulacién del splicing alternativo que estd siendo investigada extensivamente en los

ultimos afios.

Una de las primeras observaciones de la relacion entre la cromatina y el splicing
fue sugerida por Adami y Babiss quienes vieron que diferentes moldes de DNA podian
generar diferentes productos de RNA, sugiriendo que cambios en el ambiente de la
cromatina podrian estar afectando a los patrones de splicing (Adami and Babiss, 1991).
Asimismo, Beckmann and Trifonov observaron que la distancia entre los sitios de
splicing 5* y 3’ seguia un patrén méas o menos periédico que recordaba a la fase de los
nucleosomas, sugiriendo que éstos se posicionan de alguna manera en las uniones exon-
intron y reflejando de nuevo la conexidn entre la cromatina y el splicing (Beckmann and
Trifonov, 1991). Estudios con el exon EDI de la fibronectina usando plasmidos

reporteros revelaron que su replicacion alteraba el splicing alternativo al favorecer una
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cromatina compacta y, por tanto, disminuyendo la tasa de elongacion de la RNAPII
(Kadener et al., 2001). Por el contrario, la inhibicion de las deacetilasas de histonas por
la accion de la tricostatina A da lugar a un estado abierto de la cromatina, aumentando

la tasas de elongacion y favoreciendo la exclusion del exdn EDI (Nogues et al., 2002).

Evidencias directas de las conexiones entre la cromatina y el splicing en un
contexto enddgeno fueron observadas en el gen CD44, donde la sobre-expresion del
factor remodelador de cromatina SW1/SNF provoca la inclusion de un grupo de exones
del gen (Batsche et al., 2006). Ademas, la existencia de interacciones entre enzimas que
modifican a las histonas y componentes de la maquinaria de splicing apoyan el papel de
la cromatina en el reclutamiento del spliceosoma al pre-mRNA (Martinez et al., 2001,
Ohkura et al., 2005; Gunderson and Johnson, 2009). En los Gltimos afios, el desarrollo
de técnicas gendmicas para el estudio de la expresion génica ha permitido estudiar de
forma global el papel que tanto la posicion de los nucleosomas como las modificaciones

de histonas tienen en la regulacion del splicing alternativo.

A Nucleosomas

La composicion de nucleosomas de la cromatina influye en la dinamica
transcripcional de la RNAPII (Hodges et al., 2009) (Figura 7). Estudios gendmicos
recientes han revelado un patron especifico de ocupacién de nucleosomas en las
regiones intronicas-exénicas. De esta forma, experimentos de inmunoprecipitacion de
cromatina y secuenciacion a escala gendmica han demostrado un enriquecimiento de
nucleosomas en los exones (Andersson et al., 2009; Schwartz et al., 2009; Spies et al.,
2009; Tilgner et al.,, 2009). Esta acumulacion parece ser independiente de la

transcripcion ya que también se ha observado en genes inactivos (Tilgner et al., 2009).

En células de mamifero, los exones tienen un contenido mas elevado de Gy C
en comparacién con los intrones y los nucleosomas parecen tener preferencia por las
secuencias ricas en G y C (Peckham et al., 2007). Por ello, varios estudios han
propuesto una correlacién entre el contenido de G y C y la ocupacion de nucleosomas
(Schwartz et al., 2009; Spies et al., 2009). Aunque la riqueza en G y C no parece ser el
unico factor que determina el patron de nucleosomas (Tilgner et al., 2009), los datos
obtenidos de estos estudios bioinformaticos apoyan una conexion entre la ocupacion de
nucleosomas y el splicing. De forma notable, la longitud media del DNA enrollado

alrededor del octamero de histonas es de 147 nt, que coincide aproximadamente con la
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longitud media de los exones en mamiferos, sugiriendo un papel conservado de los
nucleosomas en el proceso de definicidn del exon (Schwartz et al., 2009; Tilgner et al.,
2009). Ademas, la densidad de nucleosomas en los exones parece correlacionarse con la
fortaleza de los sitios de splicing y con la proximidad a los intrones vecinos, siendo
mayor la ocupacion en exones débiles y en exones rodeados de intrones largos (Spies et
al., 2009; Tilgner et al., 2009). Sin embargo, los exones alternativamente procesados
son mas ricos en nucleosomas que los constitutivos (Schwartz et al., 2009) y los exones
largos tienen un mayor contenido en G y C que los exones cortos (Schwartz et al., 2009;
Spies et al., 2009; Tilgner et al., 2009), lo que en cierto modo complica el modelo
simple de que la posicion de los nucleosomas en los exones pueda estar actuando como
marcas para el reconocimiento por el spliceosoma. A pesar de las diferencias existentes,
todos estos trabajos coinciden en sefialar que los nucleosomas juegan un papel
importante en el splicing. A falta de estudios experimentales en modelos concretos, se
sugieren dos hipotesis no excluyentes entre si. En la primera, los nucleosomas pueden
estar actuando como barreras que dificultan la transcripcion de la RNAPII en lugares
determinados influyendo en el splicing alternativo a través del modelo cinético
discutido previamente (Schwartz et al., 2009; Spies et al., 2009). Alternativamente, los
nucleosomas pueden interaccionar con factores de splicing durante la transcripcion o
pueden facilitar interacciones entre esos factores a lo largo del exon, facilitando el

proceso de definicion del exdn (Tilgner et al., 2009).

B. Modificaciones de histonas y metilacién del DNA

Las histonas sufren modificaciones post-transcripcionales, especialmente en su
extremo amino-terminal, como acetilacion, metilacion, fosforilacion o sumoilacion
entre otras (Kouzarides, 2007). La mayoria de estas modificaciones son reversibles y las
enzimas encargadas de su eliminacion han sido caracterizadas (Bannister et al., 2002;
Goto et al., 2002; Sugiyama et al., 2002; Yang and Seto, 2007). La metilacion,
acetilacion y fosforilacion son las modificaciones mejor estudiadas en la regulacion del
splicing alternativo (Figura 17). Asi, la inhibicion de deacetilasas de histonas tiene un
efecto claro en el splicing de minigenes reporteros y en varios genes enddgenos
(Nogues et al., 2002; Hnilicova et al., 2011), y la fosforilacion de la histona H3 recluta
proteinas SR durante el ciclo celular, aunque su papel en el splicing alternativo no esta

claro (Loomis et al., 2009).
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Existen numerosos trabajos recientes en los que por analisis genémico a gran
escala se han establecido los patrones de modificaciones de histonas en exones e
intrones (Dhami et al.; Andersson et al., 2009; Schwartz et al., 2009; Spies et al., 2009;
Tilgner et al., 2009; Huff et al., 2010; Luco et al., 2010). El trabajo inicial de
Kolasinzska-Zwierz y colaboradores, mostré que la trimetilacion en la lisina 36 de la
histona H3 (H3K36me3) estaba enriquecida globalmente en exones (Kolasinska-Zwierz
et al.,, 2009). Estudios realizados en paralelo han identificado marcas adicionales
caracteristicas de exones e intrones. De estos estudios derivan discrepancias sobre la
existencia (Schwartz et al., 2009; Tilgner et al., 2009) o no de una correlacion entre las
modificaciones de histonas y la ocupacién de nucleosomas (Kolasinska-Zwierz et al.,
2009; Spies et al., 2009). El contenido de algunas de las modificaciones en los exones
depende de su posicion en el gen; la metilacién en la lisina 20 de la histona H4 y en la
lisina 5 de la histona H2B (H4K20mel y H2BK5mel, respectivamente) se ha
encontrado preferencialmente en exones del extremo 5’ de los genes, mientras que la
H3K36me3 muestra mayor presencia hacia el extremo 3’ de los genes (Hon et al.,
2009). Otras marcas parecen depender del nivel de expresion, como la trimetilacién en
la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3) que se encuentra preferencialmente en los
exones de genes de bajo nivel de expresién y en los intrones de genes altamente
expresados (Dhami et al.). Todos estos datos sugieren que las modificaciones post-
transcripcionales de las histonas tienen un impacto en la regulacion del splicing
alternativo. De hecho, la H3K36me3 se ha visto enriquecida en exones constitutivos
comparado con exones alternativos, tanto en gusano como en ratén (Kolasinska-Zwierz
et al., 2009), mientras que en humano no se ha podido confirmar (Spies et al., 2009).
Una evidencia directa de la implicacion de las marcas de histonas en el splicing fue
observada en el gen del receptor del factor de crecimiento de fibroblastos 2 (FGFR2).
Este gen sufre un proceso de splicing alternativo que resulta en dos formas mutualmente
exclusivas de los exones Illb y Illc. Luco y colaboradores observaron que las
modificaciones H3K36me3 y la metilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me1l) son
abundantes en el exdn lllc cuando éste se incluye mientras que H3K27me3 y la
trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3) se acumulan preferencialmente

cuando el exon I11b esta presente (Luco et al., 2010).

Las modificaciones de histonas tienen un papel importante en convertir una

cromatina cerrada en un estado abierto de cromatina y, por tanto activa, mediante la
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coordinacion del reclutamiento de factores de transcripcion a la RNAPII elongante (Li
et al., 2007; Lee et al., 2010). Por ello, el mecanismo por el cual las marcas de
cromatina afectan al splicing alternativo se ha relacionado con cambios en la
procesividad de la RNAPII. Apoyando este modelo, la hiperacetilacion de la cromatina
al inducir despolarizacion neuronal lleva a un aumento de la tasa de elongacion
favoreciendo la exclusion del exon del pre-mRNA del gen NCAM (Neural cell adhesion
molecule) (Schor et al., 2009); mientras que modificaciones relacionadas con un estado
cerrado de la cromatina y, por tanto, con la represion de la transcripcion inducen la
inclusion del exdn alternativo (Saint-Andre et al., 2011). Otros factores reguladores del
splicing como la proteina Hu, por medio de su interaccion con la deacetilasa de histonas
HDAC?2, promueven la hiperacetilacion de histonas resultando en un aumento local de
la tasa de elongacion y afectando al splicing alternativo (Zhou et al., 2011). Ademas,
RNAs de interferencia (SiRNAs, small interfering RNAs) dirigidos a secuencias
intrénicas provocan un estado de cromatina cerrada, resultando en un bloqueo para la
elongacion de la RNAPII y afectando de nuevo al patron de splicing generado (Allo et
al., 2009). Otro mecanismo alternativo al anterior, es que las modificaciones de las
histonas influyen en el splicing a través del reclutamiento de factores del spliceosoma
de una manera co-transcripcional sin afectar a la tasa de elongacion (Gunderson and
Johnson, 2009). La observacion de interacciones directas entre la cromatina vy
componentes de la maquinaria de splicing sugiere un mecanismo que incluye un
complejo adaptador, donde proteinas que se unen a la cromatina sirven como plataforma
de anclaje para factores de splicing (Figura 17B) (Sims et al., 2007; Piacentini et al.,
2009; Luco et al., 2010). La evidencia de este mecanismo se ha observado en el pre-
MRNA con sitios débiles de union al factor que reconoce el tracto de polipirimidinas
(PTB, polypirimidine tract binding protein), donde H3K36me3 se acumula en las
regiones alternativamente procesadas. El efecto de PTB esta mediado por MRG15, una
proteina adaptadora que se une especificamente a la modificacion H3K36me3 (Luco et
al., 2010).
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remodelacion de cromatina  posicién de nucleosomas adaptadores de cromatina
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Figura 17. Influencia de la cromatina en el splicing alternativo. A. Cambios en la organizacion
de la cromatina debido a factores remodeladores de la cromatina (azul), modificaciones de histonas
(estrellas) o el posicionamiento de nucleosomas pueden afectar la tasa de elongacion de la RNAPII
y en consecuencia el splicing alternativo. Un nivel bajo de elongacion permite el reconocimiento de
sitios débiles de splicing resultando en la inclusion del exdén (amarillo) mientras que un nivel
elevado de elongacion favorece la exclusion del exon (rojo). B. Las modificaciones de histonas
pueden influir en las decisiones de splicing independientemente de la tasa de elongacion mediante el

reclutamiento de factores de splicing a través de interacciones con adaptadores de cromatina.

Las regiones exdnicas se han visto enriquecidas en metilacion del DNA, aunque
el efecto de esta modificacion sobre el splicing no esta del todo definido. Un trabajo
reciente proporciona la primera evidencia clara de que una proteina de unién al DNA,
CTCF (CCCTC-binding factor), modula el splicing alternativo del gen CD45 de una
forma dependiente a la metilacién del DNA (Shukla et al., 2011). En el gen CD45, la
metilacion del DNA inhibe la inclusién del exon 5 y este patron de metilacion es
inverso a la unién de CTCF. Datos obtenidos a partir de analisis a gran escala revelan
que la unién de CTCF aguas abajo de exones alternativos se correlaciona con la
acumulacién local de la RNAPII, aportando evidencias adicionales de la influencia de la
estructura de la cromatina en el splicing alternativo modulando la tasa de elongacién de
la RNAPII. Una idea interesante sugerida en este trabajo es el hecho de que los patrones
de metilacién que fluctdan durante el desarrollo podrian modular eventos de splicing
alternativo especificos de tejidos a través del reclutamiento diferencial de CTCF. Se
requieren estudios adicionales para determinar si otras proteinas de union de DNA

afectan al splicing a través de mecanismos moleculares similares (Shukla et al., 2011).
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Asi como la cromatina influye en las decisiones de splicing, datos recientes
sugieren que el splicing puede estar modulando a su vez las modificaciones de histonas.
Por ejemplo, la activacion del splicing favorece el reclutamiento de la metil-transferasa
Set2 y por ello la H3K36me3 (de Almeida et al., 2011), y la inhibicién del splicing
causada por la spliceostatin A (SSA) o por mutaciones de los sitios de splicing produce
una redistribucién de H3K36me3 hacia el extremo 3’ del gen (Kim et al., 2011). Ambos
trabajos sugieren una comunicacion bidireccional entre las marcas epigenéticas y la

regulacion del splicing.

3.  TCERG1: Factor regulador de la elongacion transcripcional (transcriptional

elongation regulator 1)

TCERG1, conocido previamente como CA150, es una proteina nuclear de 150 kD
que contiene 1098 aminoacidos. Su secuencia se compone de multiples dominios de
interaccion proteina-proteina (Figura 18). En su region amino-terminal destacan tres
dominios WW y en su region carboxi-terminal seis dominios FF (Sune et al., 1997).
TCERG1 se aislo a partir de fracciones nucleares de células HelLa purificadas por
columnas de afinidad a la proteina Tat del HIV-1, identificAndose como un co-factor de
la trans-activacion mediada por Tat (Sune et al., 1997). Igual que otros miembros de la
familia de proteinas con dominios WW y FF, TCERG1 ha sido implicada en
enfermedades neurodegenerativas como la enfermedad de Huntington (Holbert, 2001;
Arango et al., 2006; Andresen et al., 2007).
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Figura 8. Estructura de TCERG1. Representacion de la estructura de TCERGL1 y su
conservacion evolutiva en distintas especies. Hs, Homo sapiens; Mm: Mus musculus; XI:
Xenopus laevis; Dr: Danio rerio; Sm: Schistosoma mansonii; Ae: Aedes aegupyii. PP,
dominio de poliprolinas. WW, dominios con residuos conservados de triptéfano. QA, region
rica en glutaminas y alaninas. STP, regidn rica en serinas, treoninas y prolinas. NLS, sefial de
localizacion nuclear. FF,, dominios FF compuestos por residuos de fenilalaninas. LZ:
cremallera de leucinas (leucine zipper). PP-PEST, secuencia peptidica rica en residuos de

prolina.

3.1. TCERG1Y TRANSCRIPCION

Estudios de sobre-expresion transitoria de TCERG1 en lineas celulares apoyan un
papel regulador de la proteina sobre la eficiencia de elongacion de la RNAPII a partir de
promotores especificos (Sune and Garcia-Blanco, 1999). A través de sus dominios FF
interacciona con la RNAPII en estado hiperfosforilado (Sune et al., 1997; Carty et al.,
2000; Goldstrohm et al., 2001a) y ademas se ha visto que inmunoprecipita con factores
de la elongacion de la transcripcion como PTEF-b, TFIIH y TAT-SF1, sugiriendo su
participaciéon en complejos reguladores de la elongacion (Sanchez-Alvarez et al., 2006;
Jablonski et al., 2010). TCERGL1 estad presente en los PICs del HIV-1 (datos del
laboratorio sin publicar) y aunque probablemente sea reclutado a traves del promotor
(McFie et al., 2006; Montanuy et al., 2008; Jablonski et al., 2010), también parece estar
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comprometido en los complejos elongantes ya que se localiza a lo largo de la region
codificante de los genes (Jablonski et al., 2010)(datos del laboratorio sin publicar).
TCERGL1 puede actuar como activador o represor de la transcripcion dependiendo del
contexto (Sun et al., 2004; McFie et al., 2006; Pearson et al., 2008; Sanchez-Alvarez et
al., 2010; Zhou et al., 2010), y la modificacion post-traduccional por adicion del grupo
SUMO (Small Ubiquitin-like Modifier) inhibe la activacion transcripcional mediada por
TCERGL1 de plasmidos reporteros (Sanchez-Alvarez et al., 2010). Recientemente, datos
basados en estudios realizados con Caenorhabditis elegans sugieren un papel de
TCERGLI en las rutas de envejecimiento, activando la expresion de genes regulados por
el factor de DAF-16/FOXO (Ghazi et al., 2009).

3.2. TCERG1Y SPLICING

Ademas de su efecto en elongacién, otros datos experimentales sugieren un
papel regulador de TCERGL1 en el splicing del pre-mRNA. Asi, TCERGL interacciona a
través de sus dominios WW y FF con factores de splicing como SF1 o U2AF, entre
otros (Goldstrohm et al., 2001a; Lin, 2004; Smith et al., 2004; Sanchez-Alvarez et al.,
2006). Ademés, TCERG1 ha sido co-purificado en complejos del spliceosoma
(Neubauer et al., 1998; Makarov et al., 2002; Rappsilber et al., 2002; Deckert et al.,
2006). Consistente con los anteriores datos, su patron de localizacién subnuclear
recuerda al de otros factores implicados en el metabolismo del RNA, con una mayor
acumulacion en la zona periférica de los speckles o dominios SC35, compartimentos
nucleares enriquecidos en factores de splicing del pre-mRNA. Los dominios FF, en
concreto los dominios FF4 y FF5, son cruciales para esta localizacion subnuclear
(Sanchez-Alvarez et al., 2006; Sanchez-Hernandez et al., 2012). Numerosos estudios
basados en modelos de minigenes demuestran que TCERGL1 tiene un papel funcional en
la regulacion del splicing. Asi, se ha visto que TCERG1 modula el splicing de
minigenes reporteros de la pB-globina, de la p-tropomiosina, CD44 y del gen de la
fibronectina in vivo (Lin, 2004; Cheng et al., 2007; Pearson et al., 2008; Sanchez-
Alvarez et al., 2010). En este ultimo modelo experimental, el splicing depende del
reconocimiento del sitio de splicing 3’, sugiriendo que TCERGI podria estar actuando

durante el ensamblaje del spliceosoma temprano. Asimismo, la identificacion de
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posibles genes diana mediante microarrays revelan que genes implicados en el
procesamiento del pre-mRNA se ven afectados al silenciar TCERG1 (Pearson et al.,
2008)(datos del laboratorio sin publicar).

Por todos estos datos que implican a TCERGL1 en procesos de transcripcion y de
splicing, se ha propuesto a esta proteina como un factor acoplador de la transcripcion y
el splicing alternativo (Goldstrohm et al.,, 2001b). Las bases moleculares del
acoplamiento funcional mediado por TCERG1 eran desconocidas hasta la realizacion de

esta tesis.

4. APOPTOSIS

La apoptosis es el proceso de muerte celular programada de organismos
multicelulares que conlleva alteraciones a nivel morfoldgico y bioquimico, como la
aparicion de burbujas, cambios en la membrana celular, fragmentacién nuclear,
condensacion de la cromatina y fragmentacion del DNA (Kerr et al., 1972; Saraste and
Pulkki, 2000). Los primeros conocimientos moleculares del proceso de apoptosis vienen
dados por estudios tempranos en C. elegans donde se encontraron genes que parecian
estar implicados en la regulacion de la muerte celular (Ellis and Horvitz, 1986) y
posteriormente, por la identificacion de sus homologos en mamiferos (Yuan et al., 1993;
Hengartner and Horvitz, 1994). A diferencia de la necrosis, la otra forma de muerte
celular, las células en apoptosis se encuentran en los llamados cuerpos apoptoticos que
son eliminados por los fagocitos sin que su contenido se libere al citoplasma (Majno
and Joris, 1995). Este proceso de muerte programada ocurre de manera fisiologica para
alcanzar un equilibrio entre proliferacion y muerte y es sumamente importante para la
apropiada reposicion de células, para el desarrollo biolégico o para respuestas
citotoxicas del sistema inmunologico (Cotter et al., 1990). Cualquier desequilibrio en
este proceso puede llevar a alteraciones en el organismo, como enfermedades
neurodegenerativas, enfermedades autoinmunes o cancer (Dowling et al., 1996; Singh
and Dikshit, 2007; Ferreira et al., 2010; Fuchs and Steller, 2011).
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4.1 Via extrinseca y via intrinseca

Existen dos rutas principales de apoptosis: la ruta extrinseca o ruta de los
receptores de la familia del receptor del factor de necrosis tumoral, TNF-R, y la ruta
intrinseca o mitocondrial. La ruta extrinseca se activa por estimulos extracelulares y es
mediada por los receptores que se encuentran en la superficie celular: Fas/APO-1/CD95,
TNFR-1 y TRAIL-R. La union de sus respectivos ligandos supone la activacion de los
receptores que hace que se oligomericen a través de sus dominios citoplasmaticos,
Ilamados dominios de muerte, formando el complejo de sefializacion inducido por
muerte: DISC (death-inducing signaling complex) (Kischkel et al., 1995). Estos
dominios reclutan a las proteinas adaptadoras FADD (Fas-associated death domain) y
TRADD (TNFR-1-associated death domain,) (Peter and Krammer, 2003) y a la pro-
caspasa 8, activandola e iniciando la cascada de activacién de las caspasas, las
moleculas efectoras responsables de la morfologia apoptotica de la célula (Li and Yuan,
2008) (Figura 9). La via intrinseca o mitocondrial se induce por una serie de estimulos
intracelulares o por dafio celular que en ultimo término provoca la liberacion de
proteinas solubles de la mitocondria al citosol, como el citocromo ¢ (Vaux, 2011). El
citocromo c¢ junto con la proteina Apaf-1 y la pro-caspasa 9 forman el complejo proteico
apoptosoma que activa a la caspasa 9 iniciando la cascada proteolitica (Li et al., 1997;
Rodriguez and Lazebnik, 1999) (Figura 19).
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Figura 19. Esquema simplificado de las rutas que desencadenan apoptosis. La ruta
extrinseca es activada por estimulos extracelulares y es mediada por los receptores de muerte
(Fas, TNFR y TRAILR) y sus ligandos (FasL, TNFa y TRAIL) que desencadenan la cascada
de activacion de caspasas. La ruta intrinseca se estimula por sefiales intracelulares que
conllevan a cambios en la membrana mitocondrial y a la salida de citocromo ¢ de la
mitocondria al citosol con la consiguiente activacion de la cascada de activacion de caspasas.
Ambas rutas convergen en la activacion de caspasas efectoras que desencadenan los procesos

bioquimicos y morfolédgicos propios de la apoptosis (ver texto).

4.2. Caspasas

Las caspasas son un grupo de proteinas perteneciente al grupo de las cisteina
proteasas que cortan secuencias especificas que contienen residuos de acido aspartico
(Cistein-aspartic-proteases). Se encuentran en forma de pro-enzimas o zimogenos
inactivos (pro-caspasas) que son activadas tras reacciones proteoliticas secuenciales
(Enari et al., 1996; Hasegawa et al., 1996). Las subunidades originadas tras el corte se

unen para formar los heterodimeros o tetrameros activos que desencadenan una serie de
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eventos proteoliticos que dan lugar a la morfologia caracteristica del proceso de
apoptosis (Shi, 2002). Segun su funcion se pueden clasificar en dos grupos: caspasas
iniciadoras y caspasas efectoras.

Caspasas iniciadoras

Entre las caspasas iniciadoras se encuentras las caspasas 1, 2, 4,5, 8,9, 10, 11y
12. Se caracterizan por tener un pro-dominio largo que sirve de plataforma para la
interaccion proteina-proteina. Por ejemplo, la caspasa 10 o la caspasa 8 se activan por
autocatalisis al interaccionar con los dominios intracelulares de los receptores de
muerte. La caspasa 9 se activa en presencia de ATP y de citocromo ¢ en el complejo
apoptosoma. La activacion de estas caspasas supone el inicio de la ruta proteolitica que

resultara en la activacion de las caspasas efectoras (Li and Yuan, 2008).

Caspasas efectoras

En la etapa en la que intervienen las caspasas efectoras convergen las dos rutas
apoptoticas. Las caspasas 3, 6 y 7 forman parte de las caspasas efectoras. Estas caspasas
tienen varios sustratos intracelulares, entre ellos elementos estructurales del
citoesqueleto, factores reguladores de apoptosis, asi como proteinas implicadas en el
dafo y reparacion del DNA. El corte de estas moléculas por las caspasas efectoras
inhibe la supervivencia celular y los mecanismos de reparacion (Fischer et al., 2003). La
caspasa 3 se activa al dimerizar los fragmentos generados de la protedlisis de su
precursor pro-caspasa 3 por accion de otras caspasas como la 9 o la 8. Esta activacion
supone la degradacién de proteinas necesarias para la viabilidad e integridad celular.
Uno de sus sustratos es la enzima PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) encargada de
la reparacion del dafio en el DNA. El corte de PARP por la caspasa 3 impide su funcién
reparadora (Tewari et al., 1995). Ademas, la caspasa 3 junto con otras caspasas
efectoras, activa la enzima CAD (caspase activated DNase) que es la encargada de la
fragmentacion del DNA (Enari et al., 1998). Otra caspasa efectora es la caspasa 6 que
tras su activacion favorece la degradacion de laminA, proteina estructural de la
membrana nuclear, lo que conlleva a la condensacion de la cromatina y a la
fragmentacion nuclear (Ruchaud et al., 2002). Las funciones de la caspasa 7 se

consideran redundantes a las de la caspasa 3, aunque se han descrito funciones
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independientes de apoptosis no-redundantes como su implicacion en procesos de

inflamacién (Lamkanfi and Kanneganti, 2010).

IAPs, Inhibidores de caspasas.

Las caspasas se mantienen inactivas mediante la accion de la familia de
proteinas inhibidoras de apoptosis IAPs, (Inhibitors of Apoptosis), que son factores
antia-apoptoticos que se asocian a las caspasas en respuesta a diversos estimulos. Los
inhibidores més descritos son clAP-1, clAP-2 (Cellular Inhibitor of Apoptosis) y XIAP
(X-linked Inhibitor of Apoptosis), que se unen a las caspasas 3, 7 y 9 inhibiendo su
activacion e impidiendo la apoptosis (Huang et al., 2001; Salvesen and Duckett, 2002).
Cuando las células reciben el estimulo apoptético, las IAPs sufren un proceso catalitico
mediado por caspasas, se auto-ubiquitinan y se degradan. También pueden ser
secuestradas por proteinas que han sido liberadas de la mitocondria como
Smac/DIABLO (Srinivasula et al., 2001; Salvesen and Duckett, 2002).

4.3. Proteinas de la familia Bcl-2

La localizacion y el control de las proteinas de la familia Bcl-2 es determinante
para la via intrinseca de apoptosis. El proceso clave durante esta ruta de apoptosis es la
liberacion de proteinas solubles de la mitocondria, que se produce al quedar
comprometida la integridad de la membrana mitocondrial externa (MOM, mitochondrial
outer membrane) en un proceso que ocurre durante la apoptosis llamado
permeabilizacion de la membrana mitocondrial externa (MOMP, mitochondrial outer
membrane permeabilization). Las proteinas de la familia Bcl-2 juegan un papel
fundamental en el control de este proceso. Pueden ser anti-apoptoticas o pro-apoptoticas
y se clasifican segun sus dominios de homologia a Bcl-2, llamados dominios BH (Bcl-2
homology domains) (Tsujimoto, 1998; Youle and Strasser, 2008) (Figura 110). Las
proteinas anti-apoptéticas poseen 4 de estos dominios (BH1 a BH4: como Bcl-x,, Bcl-2,
Mcl-1). Las proteinas pro-apoptoticas se dividen en dos subgrupos: proteinas con
multidominios BH (entre ellas, Bax, Bak, Bok) y con un solo dominio BH3 (BH3-only:
entre ellas, Bid, Bim, Bad, Bik, Puma y Noxa), con la excepcion de la proteina Bcl-Xs

que posee los dominios BH3 y 4 (Lindsay et al., 2011).
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Figura 110. Estructura y clasificacion de las proteinas de la familia de Bcl-2 segin su
funcién y sus dominios de homologia (BH). Proteinas anti-apoptoticas que contienen 4
dominios BH ademés de un dominio transmembrana TM. Las proteinas pro-apoptoticas pueden

tener multiples dominios BH o solamente un dominio BH3 (BH3-only).

Las proteinas pro-apoptéticas de multiples dominios son las responsables del
MOMP al oligomerizar en la membrana mitocondrial externa (Mikhailov et al., 2003).
Bak se localiza en la membrana mitocondrial externa mientras que Bax se encuentra en
su mayor parte en el citoplasma. Tras la induccion de apoptosis se producen cambios
conformacionales que hacen que Bax se transloque a la membrana mitocondrial donde
oligomeriza favoreciendo la formacion de un poro lipoproteico que permite la liberacién
de proteinas solubles al citosol (Hsu et al., 1997; Wolter et al., 1997). En condiciones
normales, la accidn anti-apoptética de proteinas de esta familia es la encargada de
prevenir la oligomerizacion mediante su interaccion con proteinas pro-apoptdticas
(Cheng et al., 2001). Bcl-2 se encuentra integramente en la membrana mitocondrial
mientras que Bcl-x,_ se ancla a la membrana en situacion de citotoxicidad para proteger
a la célula. Tras estimulos apoptoticos las proteinas con un solo dominio BH3 (BH-3
only) son activadas, bien a nivel transcripcional o por modificaciones post-
traduccionales y se encargan de regular la oligomerizacion de Bax y Bak en la
membrana mitocondrial externa bien mediante activacion directa o indirecta actuando
como desrepresores al inhibir las interacciones entre las proteinas anti-apoptéticas y
Bax y Bak (Letai et al., 2002; Kuwana et al., 2005) (Figura 111).
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Figura 111. Papel de las proteinas de la familia Bcl-2 en la mitocondria. A. En una situacion
homeostatica normal, las proteinas anti-apoptoticas como Bcl-2 y Bcl-xg interaccionan con las pro-
apoptéticas Bax y Bak inhibiendo apoptosis. B. Ante estimulos internos, como dafio en el DNA, las
proteinas BH3-only se activan ejerciendo su accion directa, activando Bax y Bak, o indirecta,
interaccionando con las anti- que dejan libre Bax y Bak para que oligomericen en la membrana
mitocondrial y den lugar a la formacion del poro y a la salida de proteinas solubles como citocromo
c. Estimulos externos que activan la ruta extrinseca de receptores de muerte (FAS y FASL) activan

Bid que se transloca a la membrana favoreciendo el proceso apoptético.

La familia de Bcl-2 no es exclusiva de la via intrinseca, ya que la proteina t-Bid,
que se genera tras el corte del precursor Bid por la caspasa 8 como parte de la ruta
extrinseca, también pertenece a esta familia (Luo et al., 1998) (Figura 11). Tras el corte
de su extremo carboxilo se transloca del citosol a la mitocondria donde ejerce un papel
directo al promover la oligomerizacién de Bax y Bak en la membrana mitocondrial y la

formacion del poro que dara lugar a la liberacion de citocromo ¢ (Wei et al., 2000).

4.4. Apoptosis independiente de caspasas

El proceso de apoptosis puede ocurrir de manera independiente de caspasas
mediante los factores inductores de apoptosis (AlFs, Apoptosis Inducing Factors) que
son liberados de la mitocondria y se translocan al ndcleo. Entre estos factores se

encuentran las proteinas nucleares AIF, la endonucleasa G o incluso miembros de la
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familia de proteinas de respuesta a choque térmico HSP, (Heat Shock Proteins) (Cande
et al., 2002; Parcellier et al., 2003; Comelli et al., 2009). Estas proteinas dan lugar a
eventos apoptéticos como la condensacion de la cromatina y la fragmentacion del DNA
sin la implicacion de las caspasas. Sin embargo, la morfologia de las alteraciones
nucleares producidas es diferente a la que ocurre en apoptosis dependiente de caspasas,

donde el nucleo queda fragmentado en pequefias partes esféricas (Norberg et al., 2010).

5. APOPTOSIS Y SPLICING ALTERNATIVO

Numerosas proteinas que participan en las rutas apoptéticas son reguladas a
través del splicing alternativo. Asi, son varios los genes de apoptosis que pueden
codificar para proteinas distintas con funciones antagonistas, como el caso mencionado
de Bcl-x, mientras que otros pueden dar lugar a alteraciones de su potencial apopt6tico o
de su localizacion celular. En ocasiones, las isoformas alternativas se detectan
simplemente a nivel de mRNA sin que genere proteina y que puede servir como
mecanismo de control de la expresion (Schwerk and Schulze-Osthoff, 2005). A
continuacién se detallan algunos eventos de splicing alternativo que tienen lugar en

distintos genes apoptéticos.

5.1. Ruta de receptores de muerte

El gen Fas/CD95 codifica para un receptor trans-membrana pro-apoptético
(Strasser et al., 2009). Su procesamiento alternativo genera una isoforma soluble en la
que el exdn 6 queda excluido de su mRNA y cuya funcion es la de inhibir la apoptosis
al competir con el receptor trans-membrana (Cheng et al., 1994; Hughes and Crispe,
1995; Cascino et al., 1996). Cambios en los patrones de splicing alternativo de Fas
tienen lugar tras la activacion del receptor de células T durante la maduracion de los
linfocitos (Liu et al., 1995). Ademas, alteraciones en los niveles de las isoformas de Fas
se han asociado al sindrome linfoproliferativo autoinmune (ALPS, autoimmune
lymphoproliferative sindrome) (Roesler et al., 2005). También se ha visto que altos

niveles de Fas soluble se correlacionan con enfermedades autoinmunes como lupus
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eritromatoso sistémico o esclerosis sistémica aunque se desconoce el mecanismo
(Wetzig et al., 1998; Al-Maini et al., 2000). Existen numerosos estudios acerca de la
regulacion del splicing alternativo de Fas. Asi, la proteina apoptdtica TIA-1 se une a
una region intronica favoreciendo el reclutamiento de UIsnRNP al 5’ss del exén 6; su
fosforilacion por la kinasa FAST K aumenta el reclutamiento de U1snRNP (lzquierdo
and Valcarcel, 2007). El factor de splicing PTB se une a una region exonica, inhibiendo
la posterior uniéon de U2AF al 3’ ss e impidiendo el reconocimiento del exén 6 (Forch et
al., 2000; lzquierdo et al., 2005). RBMD5, un factor de splicing implicado en apoptosis
(Rintala-Maki et al., 2004; Rintala-Maki and Sutherland, 2004), también participa en la
regulacion del splicing alternativo de Fas promoviendo la exclusién del exén 6 al
inhibir la unién de U4/U5/U6 tri-snRNP a los complejos pre-spliceosomales e
impidiendo la formacién de spliceosomas maduros en los sitios de splicing a ambos
lados del ex6n 6 (Bonnal et al., 2008).

5.2 Caspasas y proteinas relacionadas

Varios miembros de la familia de las caspasas son regulados por splicing
alternativo. Por ejemplo la caspasa 2 puede generar isoformas diferentes con funciones
antagonistas. La isoforma larga de la caspasa 2 favorece la muerte celular mientras que
la isoforma corta inhibe la apoptosis (Wang et al., 1994; Jiang et al., 1998). Igualmente,
por splicing alternativo se genera una isoforma corta de caspasa 9 que, al contrario que
la larga, inhibe la apoptosis posiblemente al impedir la formacion de un apoptosoma
funcional formado por APAF-1 y la pro-caspasa 9 (Seol and Billiar, 1999). c-FLIP es
una proteina de cierta homologia a la caspasa 8 de la que se han identificado tres
isoformas: c-FLIP, c-FLIPs y c-FLIPgr. Aungue su funcion en apoptosis no esta todavia
clara, C-FLIP_ puede actuar tanto como proteina pro-apoptética como inhibidora de la
apoptosis mediada por la ruta extrinseca (Irmler et al., 1997; Fricker et al., 2010),
mientras que c-FLIPs y c-FLIPg se han descrito como inhibidoras de la activacion de la
apoptosis mediada por Fas (Krueger et al., 2001; Golks et al., 2005).
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5.3 Genes de la familia Bcl-2

Varios genes de esta familia pueden ser regulados por splicing alternativo
generando proteinas con funciones antagonicas. El correcto balance entre sus isoformas
anti-apoptoticas y pro-apoptoticas es crucial para las decisiones de muerte o
supervivencia celular. El desequilibrio puede llevar a multiples enfermedades como
cancer y enfermedades neurodegenerativas (Akgul et al., 2004). Por ejemplo la proteina
Bak, perteneciente al grupo de las proteinas BH3-only genera por splicing alternativo
una isoforma corta especifica de celulas neuronales. La sobre-expresion de esta
isoforma inhibe la apoptosis en neuronas (Sun et al., 2001). También se han identificado
isoformas alternativas de Bid con diferente patron de expresion y localizacion celular y
con diferencias en su funcién apoptdtica (Renshaw et al., 2004). Por Gltimo, existen
cuatro isoformas de Bim que difieren en su funcion y en su grado como inductor
apoptotico (Marani et al., 2002; Mouhamad et al., 2004).

De particular interés para esta tesis es la regulacion del splicing alternativo del
gen Bcl-x. Mediante splicing alternativo se generan una isoforma larga, Bcl-x., y una
forma corta, Bcl-xs. Bcl-x. es una proteinas anti-apoptética, como ya se ha descrito en
el capitulo anterior, mientras que Bcl-xs antagoniza la accion inhibitoria de Bcl-x. y
Bcl-2 (Boise et al., 1993). Bcl-x, se expresa en casi todo tipo de tejido y ademas se
encuentra en elevados niveles en tejidos cancerigenos. Su sobre-expresion confiere
resistencia a los estimulos apoptoticos y favorece la metastasis (Boise and Thompson,
1997; Olopade et al., 1997). Bcl-xs se encuentra mayoritariamente en nodulos linfoides,
timo, ovario, prostata y otros tejidos en los que se requiere una alta tasa de recambio
celular (Krajewski et al., 1994). Bcl-xs puede inducir apoptosis en distintos tipos
celulares o sensibilizar la célula ante agentes apoptdticos, aunque existe controversia
sobre si el papel de Bcl-xs en apoptosis es directo o indirecto (Clarke et al., 1995;
Sumantran et al., 1995; Lindenboim et al., 2000; Leu et al., 2012). En células de cancer
de colon tiene efectos citocinéticos sin producir un aumento claro en apoptosis
(Fridman et al., 1998).

Las dos isoformas de Bcl-x se generan mediante el uso alternativo de dos sitios
5” de splicing presentes en el exon 2 del gen. Existen varias secuencias en el RNA de
Bcl-x que determinan la produccién de una isoforma o la otra. A estos elementos en cis
se unen proteinas de union al RNA para modular su splicing alternativo. El exon 2

contiene 2 elementos que responden a estimulos con ceramida (CRCE, Ceramide
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Response Elements) (Chalfant et al., 2002). SAP155 es un factor de splicing que se une
a una de estas regiones e inhibe la produccion de la isoforma pro-apoptética Bel-xs; la
ceramida induce la defosforilacion por lo que impide su funcion inductora de apoptosis
(Massiello et al., 2004; Massiello et al., 2006). El factor hnRNPA1 coopera con Sam68
para favorecer la produccién de la isoforma Bcl-xs; la fosforilacion de este factor por la
kinasa Fyn disminuye este efecto (Paronetto et al., 2007). También en el exon 2 se han
descrito otros cuatro elementos reguladores: B1, situado aguas arriba del sitio de
splicing xs estd compuesto por regiones adyacentes con secuencias superpuestas tanto
potenciadoras como inhibidoras del sitio xs, donde se unen factores como hnRNP K que
inhibe el sitio de splicing xs, 0 RBM25 que lo favorece (Revil et al., 2009). El elemento
B2 estd aguas abajo del sitio xs e interacciona con hnRNP F/H favoreciendo su
utilizacion (Garneau et al., 2005). El elemento B favorece la isoforma Bcl-x, a través
del factor SRp30C (Cloutier et al., 2008). Por ultimo, un cuarto elemento llamado SB1
situado al inicio del exon 2 se ha descrito como region inhibidora de la isoforma Bcl-xs.
Aunque los factores que se unen a SB1 se desconocen, esta region media el efecto de la
proteina kinasa C (PKC) en la apoptosis (Revil et al., 2007). Recientemente se ha
sugerido la convergencia de rutas de sefializacion a través del control de la expresion y
la estabilidad de un potencial represor del sitio de splicing xs que se une al elemento
regulador SB1(Shkreta et al., 2010). Existe también una regién reguladora en el intron 2
Ilamada IRE (Intronic Regulatory Element) y que se requiere para la regulacion del
splicing alternativo de Bcl-x en respuesta a factores de crecimiento e IL-6 (Li et al.,
2004) (Figura 112). Por ultimo se ha caracterizado recientemente la presencia de
elementos reguladores en el exén 3 que favorecen la induccion de la isoforma Bcl-xs al

formar estructuras en forma de tallo-lazo (Lee et al., 2012).
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Figura 112. Elementos reguladores en cis en la secuencia del pre-mRNA del gen Bcl-x y las
proteinas de unién a RNA que se unen a ellos. Regiones reguladoras exénicas SB1, B1, B2y
B3 e intronicas IRE. En diferentes colores, proteinas de unién a RNA que se unen a estas
secuencias para ejercer su efecto en el splicing alternativo del pre-mRNA favoreciendo bien el

uso del 5’ss x; 0 Xs.
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Objetivos

El objetivo general de esta tesis doctoral es el estudio del mecanismo de accién de
TCERGL1 sobre el splicing alternativo co-transcripcional del pre-mRNA. Para ello se
disefiaron y elaboraron a lo largo de la tesis los siguientes objetivos concretos:

1. Estudio del efecto de TCERGL1 sobre el splicing alternativo de genes implicados
en apoptosis.

1.1 Estudio del splicing co-transcripcional del gen Bcl-x.
1.1.a. Caracterizar los elementos en el pre-mRNA de Bcl-x necesarios para la
accion de TCERG1.
1.1.b. Determinar la influencia de la elongacion transcripcional en el splicing
alternativo de Bcl-x.

2. Investigar las consecuencias funcionales de la regulacion del splicing alternativo
de genes de apoptosis por TCERG1.
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Los vectores de expresion de las RNAPII mutadas resistentes a a-amanitina
fueron cedidos por el Dr. Alberto Kornblihtt de la Universidad de Buenos Aires
(Argentina) y descritos previamente (de la Mata et al., 2003).

Reporteros de splicing alternativo

Los minigenes reporteros de splicing CMV-X2, HIV2-X2 y HIV-X2.13., asi
como HIV2- A9, All, A12, A13, A16, A17 y A23 fueron generados en el laboratorio
del Dr. Benoit Chabot, Universidad de Sherbrooke (Canada).

El minigen reportero de splicing de Fas fue cedido por el Dr. Juan Valcarcel,
CRG (Barcelona).

Transfecciones

Se utilizaron células HEK 293T y Hela para el estudio del acoplamiento
transcripcion-splicing. Aproximadamente 2x10° células se sembraron en pocillos de
35mm (BD Falcon) 20 horas antes de la transfeccion. Cuando alcanzaron un 70-80 %
de confluencia se transfectaron con las concentraciones de plasmidos correspondientes
utilizando el método de precipitacion de Ca,PO, para trasnfeccion de DNA plasmidico
y Lipofectamine 2000, (Invitrogen) para transfeccion de siRNAs siguiendo las
indicaciones del fabricante. 48 horas después se recogieron las células y fueron
procesadas para su analisis. En estas condiciones se consiguié aproximadamente un
80% de transfeccion.

Para ensayos de apoptosis se utilizaron células Jurkat. Aproximadamente 20x10°
células se transfectaron con lug del plasmido indicado por cada millon de células
mediante electroporacion en medio RPMI sin completar. La electroporacion se llevo a
cabo a un voltaje de 280 V y 1500mF en cubetas de 4mm de grosor (Equibio). En cada
transfeccién se incluyd el vector pPCDNA3-GFP para medir porcentaje de transfeccion
mediante citometria. Se obtuvo un porcentaje consistente de entre 60-75%. 48 horas
después de la transfeccion, se afiadid el tratamiento correspondiente y tras el tiempo

indicado en cada ensayo se procesé la muestra para su analisis.

Extraccion de RNA y analisis por RT-PCR
El RNA total fue extraido mediante Trizol (Invitrogen) segun las indicaciones de
la casa comercial y digerido con 10 U de DNase (Roche) durante 30minutos a 37°. La

DNasa fue inactivada mediante fenol/cloroformo. 1ug de RNA enddgeno o 400 ng de
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Cultivos celulares y tratamientos

Células HEK 293T y células HelLa se cultivaron en medio de cultivo DMEM
(Dulbecco’s modified Eagle Medium, Gibco) suplementado con 10% de suero bovino
fetal (Gibco), penicilina/estreptomicina (100 U y 0.1 mg/ml respectivamente) y L-
glutamina 4 mM. Las células establemente silenciadas HEK-TRex 293 fueron cedidas
por el Dr. Mariano Garcia-Blanco, Universidad de Duke, (Carolina del Norte). Se usé
higromicina 200 pg/ml (Invitrogen) como antibi6tico de seleccion, tetraciclina 5 pg/ml
(Sigma) para la induccién de los shRNAs y blasticina 15 pg/ml (Invitrogen) para la
inhibicidn de la induccion por tetraciclina

Células Jurkat se cultivaron en medio RPMI (GIBCO) suplementado con 10%
de suero bovino fetal inactivado (GIBCO), penicilina/estreptomicina (100 U y 0.1
mg/ml respectivamente). Las células Jurkat establemente silenciadas fueron cedidas por
el laboratorio del Dr. José Alcami, Centro Nacional de Microbiologia, (Madrid). Para la
linea silenciada establemente ademas se utilizo puromicina a 50ng/ul (Invitrogen)
como antibidtico de seleccion.

Para la induccion de apoptosis por via intrinseca se utilizd estaurosporina
(Sigma). Para la induccion de apoptosis por via extrinseca se utilizé anti-CD95 (MBL).
Las condiciones que se siguieron se indican en cada experimento dependiendo del tipo
celular y del anélisis llevado a cabo en cada situaciéon. La a-amanitina (SIGMA) se
utiliz6 a 10 pg/ml durante 18 horas y el MG132 (Calbiochem) a 5 y 10 pg/ml durante

tres horas previas a la transfeccion.

Plasmidos

Los vectores de expresion eucariota basados en TCERGL1 han sido desarrollados
y descritos en anteriores trabajos (Goldstrohm et al., 2001; Sanchez-Alvarez et al.,
2006; Sanchez-Alvarez et al., 2010; Sune and Garcia-Blanco, 1999): pEFBOST?7,
pEFBOST7CA150wt; las versiones truncadas pEFBOST7 (591-1098), (1-662); las
versiones pEFHisB, pEFHiIsSBCA150wt y sus versiones truncadas pEFHisB (1-1027),
(1-1004), (1-951), (1- 870), (1-787), (1-715), (1-662).

El vector de expresion de pcDNA3-FLAG-Bcl-xs se genero ligando la secuencia
codificante de la isoforma Bcl-xs amplificada desde RNA total mediante RT-PCR con
los oligonucledtidos BelEcoRI-F y BelXbal-R al vector pcDNA3-FLAG.
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RNA derivado del minigen se retrotranscribieron con M-MLU retrotranscriptase
(Invitrogen) durante 1h a 37° utilizando oligo (dT);s para RNA enddgeno, random
hexamers para pre-mRNA y oligonucleotidos especificos RT-Sveda y RT3 para los
minignes HIV2-X2 y CMV-X2 respectivamente. 1/10 de la reaccion se amplificd
mediante PCR convencional usando oligonucledtidos X2-X3 y FendF y FendR para la
amplificacion de las dos isoformas de Bcl-x y Fas endogenos, respectivamente y X34-
XAgel para los minigenes de Bcl-x. Tras 30 ciclos de PCR los productos fueron
resueltos en un gel de agarosa al 2%. La intensidad de bandas fue cuantificada usando el
software Quantity One (Biorad). En el caso de la PCR de Bcl-x enddgeno (Figura R-1),
[a-*?P] dCTP (Perkin Elmer Life Sciences) fue afiadido a la mezca de PCR vy el
resultado fue separado en un gel nativo de poliacrilamida al 4%. EIl gel fue expuesto en
pantallas en el Storm Phosphorlmager 860 (GE Healthcare). La intensidad de bandas
fue cuantificada usando el software ImageQuant.Los experimentos se realizaron como
minimo por triplicado. El anlisis estadistico se realiz6 con el programa Prism 5.0
software (GraphPad). Se utiliz6 el test Two-tailed Student para comparar medias entre
muestras. Los valores P se representan en las graficas mediante asteriscos (*, p<0,05;
** p<0,01).

Para la cuantificacion mediante PCR a tiempo real se us6 Perfecta SYBR green
supermix para iQ (Quanta Biosciences) en la estacion iCycler thermanl cycler station
(Biorad) o bien utilizando LightCycler Faststart DNA master”™® SYBR Green | (Roche)
en la LightCycler (Roche) con los oligonucle6tidos D-Fwd y D-rev para las regiones
distales de Bcl-x, SB1-fwd y SB1- rev para la region dentro del elemento SBly FE6 y
FE7 para la amplificacion de la isoforma pro-apoptotica de Fas. Los experimentos de
RT-PCR se realizaron por triplicado. Los niveles de GAPDH (Glyceraldehyde-3-
phosphate Dehydrogenase) se utilizaron como control interno. Los valores son
representados como (E Bcl-x)*CT™9) (E GAPDH)*CTCAPPH) donde E= eficiencia de la
PCR y ACT= CT del control- CT del silenciamiento. El analisis estadistico se realizd
con el programa Prism 5.0 software (GraphPad). Se utiliz6 el test Two-tailed Student
para comparar medias entre muestras. Los valores P se representan en las graficas

mediante asteriscos (*, p<0,05; **, p<0,01).
Ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChlP)

Células HEK 293T fueron sembradas en placas de 100mm de didmetro hasta una

confluencia de 60-70% y transfectadas con 6 g del minigen reportero HIV2-X2 o CM-
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X2 utilizando el método de precipitacion de Ca2PO4. Tras 48 horas se fijaron las
células con 1% de formaldheido para el crosslinking de la cromatina e incubadas
durante 10 minutos a temperatura ambiente. Para la inmunoprecipitacion de TCREG1
enddgeno, el crosslinking se prolongd a 20 minutos (Figura 9). Para detener el
crooslinking se afiadié 0.125 M de glicina durante 5 minutosa temperatura ambiente.
Las células fueron peleteadas, lavadas 3 veces con PBS y lisadas con buffer de lisis
SDS (1%SDS, 10 mM EDTA, 50 mM Tris-HCI pH 8.1, una mezcla de inhibidores de
proteasas Complete (Roche) y 1 mM de PMSF) durante 10 minutos en hielo. Los
lisados fueron sonicados 10 veces durante 15 segundos en hielo y centrifugados a
méaxima velocidad. Al sobrenadante recuperado se le afiadieron 10 volumenes del buffer
ChlIP (0.01% SDS, 1.1% Triton X-100, 1.2 mM EDTA, 167 mM Tris-HCI pH 8.1,
167mM NacCl, inhibidores de proteasas Complete (Roche) y 1 mM PMSF) y fue
incubado con una mezcla de DNA de esperma de salmén/protein A-agarose fast-flow
(Milipore) durante 2 horas. Las bolitas se eliminaron mediante centrifugacion. Una
fraccion de 5% del sobrenadante se guardd como pre-inmunoprecipitado (input). El
resto se incubd durante toda la noche con 10 pg anti-RNAPII (N20, Santa Cruz
Biotechnology), anti-TCERGZ1(Sanchez-Alvarez et al., 2006) o 1gG no especificio de
conejo. Los complejos cromatina-anticuerpo se recogieron mediate incubaciéon con
DNA de esperma de salmén/protein A-agarose fast-flow y centrifugacion. Las bolitas se
lavaron en buffer de bajo y alto contenido en sal (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2
MMEDTA, 20 mM Tris-HCI pH 8.1, and 150mMNacCl) con 20 mM y 500 mM NacCl,
respectivamente) y con buffer LiCl (0.25M LiCl, 1% NP-40, 1% Na-deoxycholate, 1m
MEDTA, and 10 mM Tris-HCI pH 8.0) seguido de tres lavados con Tris-EDTA. La
elucion de los complejos se llevo a cabo con el buffer de elucion 0.1% SDS, 0.1M
NaHCO3). Se afiadio NaCl a una concentracién final de 0.2 My se incub6 a 65° de 4 a 6
horas para revertir el crosslinking. Las muestras fueron tratadas con RNase A y
proteinase K y el DNA purificado mediante fenol-cloroformo. El input fue purificado de
igual manera. EI DNA se cuantificoé mediante PCR cuantitativa usando Perfecta SYBR
green supermix para iQ (Quanta Biosciences) en la estacion iCycler thermanl cycler
station (Biorad) o bien utilizando LightCycler Faststart DNA master™ SYBR Green |
(Roche) en la estacion LightCycler (Roche). Se usaron los siguientes oligonucleotidos:
LTR-fwd y LTR-rev para el LTR (Long terminal repeat) del VIH-2, CMV-fwd y CMV-
rev para el promotor del CMV. Para el gen Bcl-x enddgeno, P-fwd, P-rev, E2-fwd, E2-
rev, D-fwd, and D-rev, 11-fwd, E2-rev, E2-fwd, 12-rev.
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Transcripcion in vitro

Los moldes para la transcripcion de RNA fueron generados a partir de los
plasmidos pS2 y pS2.13 cedidos por el laboratorio del Dr. Benoit Chabot, Universidad
de Sherbrooke (Canada) mediante corte con la enzima Xbal y purificados a partir del
gel (Qiagen). La transcripcion de aproximadamente 1pg del molde se llevo a cabo con
la enzima T3 RNA Polymerase (Promega) en presencia de un analogo de cap y a-**UTP
(Perkin Elmer Life Sciences) a 37°C durante 1 hora. El producto se purificd a partir de
un gel de poliacrilamida al 4.5% en condiciones desnaturalizantes con una solucion de
acetato sodico 0.3M- SDS 0.1% y posterior extraccion fenol-cloroformo. Los transcritos

se resuspendieron a una concentracion de 2 fentomoles/pl.

Inmunoprecipitacion de RNA in vitro

Bolitas de Sepharose-protein A (CL4B; GE Healthcare) fueron incubadas en
buffer NET2 durante 1 hora a temperatura ambiente e incubadas con 1 ul de anti-hnRNP
K (cedido por el DR. Gideon Dreyfuss, Universidad de Pensilvania, USA), 4 ul de anti-
TCERG1o 4 pl de de anti-IgG por cada 50 pl de 50% slurry e incubados durante 1 hora
a 4°C. Tras tres lavados con buffer NET2 frio, los transcritos generados in vitro se
incubaron el mezclas de splicing sin ATP por 30 minutos a 4°C de la manera descrita
previamente (Nasim et al., 2002). Se cuantificé la radiactividad total como input y se

volvié a medir tras cinco lavados con buffer NET2 frio.

Inmunoprecipitacion de RNA in vivo

Células HEK 293T se utilizaron para investigar la asociacién de TCERG1 con el
RNA de Bcl-x. Las células fueron lavadas con PBS frio y fijadas con formaldehido al
1% durante 10 minutos a temperatura ambiente. El crooslinking se detuvo afiadiendo
0.125 M de glicina durante 5 minutos. Las células se peletearon, se lavaron con PBS
frio y se lisaron con 2 ml de RIPA buffer (50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 1% NP-40, 0.5%
deoxicolato sédico, 0.05% SDS, 1 mM EDTA, 150 mM NaCl e inhibidores de proteasas
[Complete; Roche]). Se sonicaron 3 veces durante 20 segundos en hielo y fueron
centrifugadas a velocidad maxima durante 20 minutos. Los sobrenadantes se incubaron
con protein A-agarose fast flow slurry (Millipore) y 100 pg/ml tRNA en rotacion
durante 2 horas a 4°C. Las bolitas se elimaron por centrifugacion y el sobrenadante se

incubd con anti-TCERGL1 e 1gG no especifico a 4° C en rotacién toda la noche. Una
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fraccion del sobrenadante se conservd para extraccion de RNA como input. Los
complejos RNA-anticuerpo fueron recolectados mediante incubacion con protein A-
agarose fast flow slurry (Millipore) durante 2 horas a 4°C. Las bolitas habian sido
previamente incubadas con RNase OUT (Invitrogen) 10 minutos a temperatura
ambiente. Las bolitas se recogieron por centrifugacion y fueron lavadas seis veces con
buffer RIPA astringente (50 mM Tris-HCI [pH 7.5], 1% NP-40, 1% sodium
deoxycholate,0.1% SDS, 1 mM EDTA, 1 M NaCl, 1 M urea, and 0.2 mM PMSF)
rotando durante 10 minutos cada lavado a tempreatura ambiente. Las bolitas se
resuspendieron en 100 ul de buffer (50 mM Tris-HCI (pH 7.0), 5 mM EDTA, 10 mM
dithiothreitol, and 1% SDS) e incubadas a 70°C durante 45 minutos y tratadas con
proteinasa K (Ambion) 30 minutos a 45°C. EI RNA se extrajo mediante fenol-
cloroformo-alcohol isoamilico y precipitado con etanol. EI RNA se resuspendio en 12
pl de agua y fue tratado con DNasel (Roche) a 37°C durante 30 minutos. Se
retroranscribié usando random hexaoligonucleétidos. La PCR cuantitativa se llevo a
cabo con los oligonucleétidos D-fwd, and D-rev.

Ensayos de procesividad de la RNAPII

La tasa de elongacion de la transcripcion se midi6é segun el protocolo descrito
previamente (Singh and Padgett, 2009) . Células HEK 293T a aproximadamente un 70-
80 % de confluencia fueron trasnfectadas con 60 nM de siRNAs indicados.48 horas
después las células se trataron con DRB 100 uM en el medio durante 3 horas, tras lo que
se lavaron con PBS1X para eliminar el DRB y se incubaron con medio fresco por los
periodos de tiempo indicados en la figura 14. Como control se usaron células tratadas
en las mismas condiciones con DMSO. Después de la incubacion las células fueron
lisadas y el RNA total se extrajo con Trizol segun las indicaciones del fabricante. El
cDNA se amplific6 usando Perfecta SYBR green supermix para iQ (Quanta
Biosciences) en la estacion iCycler thermanl cycler station (Biorad) con los
oligonuclettidos D-fwd y D-rev. GAPDH que se usé como gen control para la
normalizacion. Los Ct fueron calculados de la siguiente forma: como (E Bcl-x)*<TV!H-1;
(E GAPDH)*CT*"PH)  donde E= eficiencia de la PCR y ACT= CT del tratamiento con
DMSO-CT del tratamiento con DRB. El resultado muestra la media de dos

experimentos independientes.
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Preparacion de extractos celulares totales.

Las células se centrifugaron a 1500rpm durante 5 minutos y se lavaron con PBS
frio. El pellet se lisé con tampon T7 frio (20 mM HEPES, pH 7.9, 150 mM NaCl, 5 mM
EDTA, 1% NP-40, 1 mM ditiotreitol, and 1 mM PMSF) en hielo durante 30 minutos. Se
centrifugaron durante 5 minutos a méxima velocidad y el sobrenadante se utilizd6 como
extracto total. La concentracion de proteina total se midid por ensayo de Bradford
(Biorad) a 595nm.

Andlisis por Western Blot

Las proteinas de los extractos fueron separadas en geles al 10% SDS-PAGE
transferidos a membranas de nitrocelulosa (Amersham Biosciences) e incubadas con los
anticuerpos especificos contra TCERGL1 a dilucion 1:2000 (Sanchez-Alvarez et al.,
2006), CDK9 (Santa Cruz Biotechnology) a dilucion 1:500 y anti-T7 (Bethyl) a
1:20000. Anticuerpos secundarios de conejo o ratdn conjugado con peroxidasa
(PerkinElmer Life Science) fueron utilizados a 1:5000 y su union se detectdé mediante
quimiolumiscencia (PerkinElmer Life Science).

Para los western blot de los ensayos de apoptosis las proteinas se separaron
mediante geles 12.5% SDS-PAGE y transferidas a membranas de nitrocelulosa (GE,
Amersham). Se incubaron con anticuerpos especificos contra Caspasa-3 y Parp-1 (Santa
Cruz Biotechnology) a dilucién 1/500, Bcl-x., Bcl-2 (Santa Cruz Biotechnology) a
dilucion 1:250, TCERGL a dilucién 1:2000, p-actina (Sigma) a dilucion 1/5000, CDK9
(Santa Cruz Biotechnology) a dilucién 1:500. Anticuerpos secundarios de conejo o
raton conjugado con peroxidasa (PerkinElmer Life Science) fueron utilizados a 1:5000

y su unién se detectd mediante quimiolumiscencia (PerkinElmer Life Science).

Ciclo Celular

Las células se recogieron en tubos de poliestireno para citobmetro y se lavaron 2
veces con PBS 1x centrifugando a 1600 rpm. Se fijaron con etanol al 70% a 4° durante
al menos 15 minutos. Posteriormente se lavaron con PBS 1x y se resuspendieron en
PBS1x con RNasa a una concentracion de 100 pg/ml y yoduro de propidio a 40 pg/ml.
Tras una incubacion a 37° durante 20 minutos se analizaron las muestras en el citometro
de flujo (FACScalibur). EI anélisis del ciclo celular se llevé a cabo mediante el

software FlowJo v.7.6.5.
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Anexina V

Para la tincion con Anexina V se utilizd un kit comercial de deteccion de
apoptosis (Immunostep). Aproximadamente 1x10° células se recogieron en tubos de
poliestireno para citometro, se centrifugaron 5 min a 1500 rpm y se lavaron con PBS
1x. El pellet se resuspendi6 a 1x10° cels/ml en buffer de unién. 100 pl se incubaron con
5 ul de anexina V en oscuridad a T? ambiente durante 15 minutos. Se afiadieron otros
400 pl de buffer de unién y se analizaron las muestras en el citometro de flujo
(FACScalibur).

Medicion de caspasas activas

Para la medicién de la caspasa 3 activa se utilizé el kit Caspase-Glo 3/7 Assay
(Promega) y para la caspasa 8 el kit Caspase-Glo 8 Assay (Promega). 20ul de cultivo
celular se mezclaron con 20ul del reactivo en placas de 96 pocillos blancas de fondo
plano y tras incubar 10 minutos a T2 ambiente en oscuridad se midio la

qguimioluminiscencia en el lumindmetro (TECAN).

Viabilidad celular

La viabilidad celular se midi6 utilizando el kit comercial CellTiter-Glo
Luminiscent Cell Viability Assay (Promega). 10ul de cultivo se mezclaron con 40ul del
reactivo 1x. Tras incubar 10 min a T2 ambiente en oscuridad, se midid la viabilidad
celular por luminometria. Las medidas se normalizaron segln la concentracion total de

proteina medida en 10 pl de cultivo celular en un ensayo de Bradford.

Disipacion del gradiente de potencial electroquimico de la mitocondria.

Se midio el potencial electroquimico mediante el kit de tincion de mitocondria
de SIGMA (Mitochondria Staining Kit) segun las indicaciones de la casa de comercial.
Brevemente, 1.5 x 10° células Jurkat se incubaron con el colorante JC-1 (5,5,6,6 -
tetrachloro-1,1",3,3" tetraethylbenzimidazolylcarbocyanine iodide) durante 20 min a
37°C en presencia de CO2 (5%). Después de lavar se resuspendieron en solucion de

tincion y se analizaron las muestras por citometria de flujo (FACScalibur).
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Marcaje de citocromo C.

Para el marcaje de citocromo C se utilizo el kit de InnoCyte Flow Cytometric
Cytochrome c¢ Release Kit (CALBIOCHEM) segun las indicaciones de la casa
comercial. Aproximadamente 3 x 10° células Jurkat se permeabilizaron con 300 pl de
buffer de permeabilizacion 10 min en hielo y se fijaron a continuacion con
paraformaldehido al 4%. Tras 1h de blogueo, se incubaron las células con anti-
citocromo C y posteriormente con el anti-IgG FITC (fluoresceine isothiocyanate) para

su deteccion por citometria de flujo.

Oligonucledtidos
ChIP de las regiones promotoras de los minigenes reporteros:
Para HIV2-X2:
LTR-fwd, 5’>-CTGCAGGTCGGAGTACTGTC-3’
LTR-rev, 5>-GGAACACCCAGGCTCTACCT-3’
Para CMV-X2:
CMV-fwd, 5’-CACCAAAATCAACGGGACTT-3’
CMV-rev, 5>-TTCTGAAGCTCGAGACTGACC-3’
ChIP de la RNAPIl y TCERG1 a lo largo de Bcl-x:
Region promotora:
P-fwd, 5’-GGACGGATGAAATAGGCTGA-3’
P-rev, 5>-GAAGAGACAGGGGAACTTGC-3’
Exo6n 2, region SB1.:
E2-fwd, 5>-CCCAGAAAGGATACAGCTGG-3’;
E2-rev, 5>-GCGATCCGACTCACCAATAC-3’;
Unidn intrénl- exén2
11-fwd, 5’-CACTGGTGCTTTCGATTTGA-3’
E2-rev, 5’-CCAAAACACCTGCTCACTCA-3’
Unidn exon 2-intron2”
E2-fwd, 5’-CAGCTTGGATGGCCACTTAC-3’
12-rev, 5>-TCTCCAACAATCACCCAACA-3’
Region distal, intron2-exon3.
D-fwd, 5’-TGGAGGGTCAAGAAAGAGGA-3’;
D-rev, 5’-TGCTGCATTGTTCCCATAGA-3’;
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Retro-transcripcion del RNA:
HIV2-CMV
RT-Sveda, 5-GGGAAGCTAGAGTAAGTAG-3’;
CMV-X2
RT3, 5’-GAAGGCACAGTCGAGGCTG-3’;
PCR convencional:
Bcl-x enddgeno
X3, 5’>-ATGGCAGCAGTAAAGCAAGCG-37;
X2, 5’-TCATTTCCGACTGAAGAGTGA-3’;
Fas enddgeno
FendF, 5’>-GCACCAAATGTGAACATGG-3’
FendR, 5’-CCATTCTTTCGAACAAAGCC-3’
HIV-X2:
X34, 5’-AGGGAGGCAGGCGACGGCGACGAGTTT-3’;
XAgelR, 5’-GTGGATCCCCCGGGCTGCAGGAATTCGAT-3’;
PCR cuantitativa:
Region SB1 por delante de la region 23
SB1-fwd, 5’-GCTGGTGGTTGACTTTCTCTC-3’;
SB1-rev, 5’-GGTCTCCATCTCCGATTCAG-3’
Fas enddgeno, isoforma 5-6-7
FE6, 5>-TAACTTGGGGTGGCTTTGTC-3’
FE7,5-TCCTTTCTGTGCTTTCTGCAT-3’
Normalizacion:
GAPDHfwd, 5’-ATGGGGAAGGTGAAGGTCG-3’;
GAPDH rev, 5>-GGGTCATTGATGGCAACAATATC-3’
Control de transfeccion:
hGH-fwd, 5’-CAACAGAAATCCAACCTAGAGCTGCT-3’;
hGH-rev,5’-TCTTCCAGCCTCCCATCAGCGTTTGG-3’;
Clonaje del cDNA de Bcl-xs
BclEcORI-F, 5>-GGGGAATTCTCATTTCCGACTGAAG-3’
BclXbal-R, 5>-GGGTCTAGAATGTCTCAGAGCAAC-3’
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Resultados

1-EFECTO DE TCERG1 SOBRE EL SPLICING ALTERNATIVO DEL GEN
APOPTOTICO BCL-X.

1.1 TCERG1 promueve el splicing de la isoforma corta de Bcl-x de manera
dependiente del promotor.

TCERGL1 ha sido implicado previamente en el proceso de apoptosis (Wang et
al., 2000; Smith et al., 2004). Por esa raz6n analizamos el efecto de TCERG1 en el
splicing alternativo in vivo de varios genes apoptoticos. Entre ellos, analizamos el papel
de TCERGL1 sobre el splicing alternativo de Bcl-x. Como se ha descrito anteriormente
(Introduccion, apartado 5) el pre-mRNA del gen Bcl-x puede utilizar dos 5°ss
alternativos. El uso del 5’ss situado corriente abajo genera una isoforma larga anti-
apoptdtica (Bcl-x,) mientras que el uso del 5’ss situado corriente arriba da lugar a una
forma corta pro-apoptotica (Bcl-xs) (Figura R1A, panel superior) (Boise et al., 1993).
En células HEK293T, la expresion endogena del gen Bcl-x produce predominantemente
la isoforma Bcl-x. (Figura R1A, panel inferior) (Garneau et al., 2005). La sobre-
expresion de TCERG1 mediante transfeccion transitoria de un plasmido de expresion de
TCERGL1 favorecié el aumento de la isoforma Bcl-xs (Figura R1A, panel inferior).
Debido a los elevados niveles de isoforma Bcl-x, en situacion control, el silenciamiento
de TCERG1 mediante RNAs de interferencia no alter6 notablemente los patrones de
splicing (datos no mostrados). Para analizar mas en detalle el mecanismo molecular que
regula el efecto de TCERGL1 en el splicing alternativo del gen Bcl-x utilizamos
minigenes reporteros. Ante la posibilidad de que TCERG1 esté regulando el splicing
modificando la elongacién transcripcional empleamos dos minigenes reporteros que
contenian diferentes promotores, el del HIV-2 (HIV2-X2) y el del citomegalovirus
(CMV-X2). Ambos reporteros, aungque no mimetizan exactamente el patrén de splicing
enddgeno del Bcl-x, han sido muy utiles para caracterizar su regulacion (Garneau et al.,
2005). Se extrajo el RNA total de células transfectadas con el minigen reportero HIV2-
X2 o CMV-X2 junto con un vector vacio o un vector de expresion de TCERGL y
mediante RT-PCR analizamos el patron de splicing generado en cada una de las
condiciones. En el caso del HIV2-X2, la sobre-expresién de TCERG1 favorecio el uso
del 5°ss para favorecer la produccion de la isoforma Bcl-xs (Figura R1B), mientras que
no se observé ningun efecto sobre el CMV-X2 (Figura R1C). El silenciamiento de
TCERG1 mediante siRNAs produjo el efecto contrario a la sobre-expresion en el caso
del HIV-X2 disminuyendo la isoforma Bcl-xs, mientras que no tuvo efecto sobre el

minigen con el promotor CMV (Figuras 1B y C).
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Figura R1. TCERGL1 favorece la isoforma Bcl-xs del gen apoptdtico Bcl-x de manera
dependiente del promotor. A. Panel superior, esquema del gen Bcl-x con exones (cajas) e intrones
(lineas). Se indican los 5’ss alternativos Xy Xs y las dos isoformas que se generan Bcl-x_ y Bcl-
Xs mediante los dos eventos de splicing alternativo (linea punteada). Panel inferior, gel de
poliacrilamida al 4% que muestra los productos de splicing generados mediante RT-PCR
radioactiva a partir de células HEK293T transfectadas con un vector vacio (carril 1) o con
concentraciones crecientes de un vector de expresién de TCERGL1 (carriles 2 y 3). La gréfica
representa el ratio de las isoformas X /X, medido por densitometria de tres experimentos
independientes. *, p < 0.05; **, p < 0.01. B y C. Efecto de la sobre-expresion y silenciamiento de
TCERGL sobre el splicing de los minigenes de Bcl-x con el promotor HIV-2 (B) y CMV (C). Se
muestran los esquemas de las construcciones en la parte superior. Los paneles corresponden a geles
de agarosa al 2% donde se resuelven los productos de splicing generados mediante RT-PCR de
células HEK293T transfectadas con el minigen correspondiente (HIV2-X2/CMV) junto con un
vector vacio (-) o con un vector de expresion de TCERGL1 (+); o bien con siRNAs control (SIEGFP)
o0 especifico (SITCERG1).
X IXs de cuatro experimentos diferentes. *, p < 0.05; **, p < 0.01. Una fraccién de los lisados

Las gréaficas representan los analisis de densitometria como el ratio

celulares se analizd por western blot para la deteccion de TCERG1 y CDKO.
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1.2 La region carboxi-terminal de TCERGL1 es necesaria para promover la
isoforma Bcl-Xs,

TCERG1 tiene 3 dominios WW en su mitad amino-terminal y 6 dominios FF en
su region carboxi-terminal. Esos dominios son necesarios para la asociacion de
TCERGL1 con multiples componentes de las maquinarias de transcripcion y splicing
(Introduccion, apartado 3). Para determinar la importancia de esos dominios en el efecto
de TCERGL1 sobre el splicing de Bcl-x utilizamos una construccion que abarca la parte
amino-terminal y contiene los dominios WW (aminodacidos 1 al 662) y otra que abarca
la porcion carboxi-terminal con los dominios FF (aminoacido 591 al 1098). Ambas
construcciones mantienen la sefial de localizacién nuclear (Figura R2A). Mediante
transfecciones transitorias del minigen reportero de splicing HIV2-X2 junto con cada
uno de los mutantes delecionados y por analisis de RT-PCR, observamos que es la parte
carboxi-terminal la que confiere el efecto de la proteina de promover la isoforma Bcl-xs,
mientras que el extremo amino-terminal no es capaz de inducir esta isoforma, e incluso
la disminuye (Figura R2A). Un analisis mas exhaustivo de la region carboxi-terminal,
utilizando una serie de mutantes con deleciones seriadas de los dominios FF,
demostraron que todos los dominios son necesarios para el efecto de TCERG1 en el

splicing alternativo de Bcl-x (Figura R2B).
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Figura R2 (pagina anterior). La region carboxi-terminal de TCERGL1 es la necesaria para el
efecto sobre el splicing alternativo de Bcl-x. A. Esquema de las construcciones utilizadas en el
ensayo. Panel del andlisis mediante RT-PCR resuelto en gel de agarosa al 2% de las isoformas de
splicing del gen Bcl-x obtenidas tras la transfeccion transitoria del minigen reportero HIV2-X2 y las
construcciones de TCERGL1 indicadas. La grafica representa el ratio X, /Xs medido por densitometria
de tres experimentos independientes. B. Esquema de las construcciones con las deleciones
consecutivas utilizadas. Panel del resultado obtenido mediante RT-PCR y analizado en gel de
agarosa. La gréfica representa el ratio X, /Xs medido por densitometria de tres experimentos
independientes. Una fraccion del lisado celular se analizé6 mediante western blot para la deteccién de

TCERG1, usando anticuerpos especificos para el epitopo T7, y CDK9 (panel inferior en Ay B).

1.3 TCERGL1 se une con mayor afinidad al promotor del HIV-2.

Las diferencias observadas en los diferentes promotores nos llevaron a analizar
la union de TCERG1 en la region promotora de cada minigen mediante
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP) con extractos totales de células HEK293T
transfectadas con el minigen HIV2-X2 o CMV-X2. Estos experimentos demostraron
que TCERG1 se une preferentemente al promotor del HIV-2 (Figura R3) sugiriendo que
se forman complejos diferentes en cada uno de los promotores para regular el splicing
alternativo de Bcl-x.

Figura R3. TCERG1 se une
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amplifican la region promotora (ver Materiales
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% Input
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inmunoprecipitacion. La grafica representa el
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cada anticuerpo en cada una de las muestras.
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2- MECANISMO MOLECULAR POR EL CUAL TCERG1 REGULA EL
SPLICING ALTERNATIVO DE BCL-X.
2.1. Analisis de secuencias necesarias para el efecto de TCERG1 en el splicing

alternativo de Bcl-x.

TCERGI favorece el uso del 5°ss a través del elemento regulador SB1 del exdn 2.
Para analizar el mecanismo molecular por el que TCERG1 regula el splicing
alternativo de Bcl-x comenzamos por determinar qué region en el RNA era necesaria
para mediar su efecto. SB1 es una region de 361 nucleétidos localizada en el exon 2 que
se ha descrito previamente como un importante elemento regulador en cis (Revil et al.,
2007). Por ello, quisimos investigar la importancia del elemento SB1 en el efecto de
TCERGL1 sobre el splicing alternativo de Bcl-x. Para ello empleamos el minigen
reportero HIV2-X2 al que se le habia delecionado los 361 nucleotidos correspondientes
a la region SB1 (HIV-X2.13, ASBI1) (Figura R4A). Se compararon los ratios de las
diferentes isoformas generadas por splicing (X /xs) de los minigenes HIV2-X2 Y HIV2-
X2.13 a partir de celulas HEK293T transfectadas con cada uno de los minigenes junto
con un vector vacio o cantidades crecientes de un vector para la sobre-expresion de
TCERGL. De acuerdo con lo publicado en otros trabajos, los transcritos generados
desde el reportero X2 favorecen la isoforma Bcl-x._ de manera mas eficiente que los
generados a partir de X2.13 (Figura R4B y C), consistente con los datos que indican que
el elemento SBL1 es necesario para la inhibicion del uso del sitio de splicing Xs (Revil et
al., 2007). Reproduciendo nuestros resultados obtenidos previamente, la sobre-
expresion de TCERG1 produjo un aumento de la isoforma Bcl-xs en transcritos
derivados del minigen X2, mientras que no se observé ninguna alteracion en el patron
de splicing generado a partir del X2.13 (Figura R4B). Tras el silenciamiento de
TCERGL1 con siRNAs especificos, el ratio se alterd hacia la mayor produccién de la
isoforma Bcl-x, en transcritos generados de X2 mientras que no se observd ningln
efecto en el ratio de las isoformas generadas desde X2.13 (Figura R4C). Estos
resultados sugieren que TCERG1 favorece el uso del sitio de splicing Xs de manera

dependiente del elemento regulador SB1.

59



Resultados

A Xg X

Bcl-x endégeno /—@—i ot b
1 2 2.1 3
X2 ~Ee—a

Minigenes ;13 ase1) o3 -
B A A
c & & 2 &
& L & L
- 0.5 1 TCERGI (ug) > & & &

- 05 1
506 — [==-—" 506 — (=== =]

Bcl-X2 Bcl-X2.13 Bcl-X2 Bcl-X2.13
154 25 4
2.0 4 =
1.0 -
< SO0 15
= ! 1.0 A
i i
0.5 1 *% *k x
0.5
0.0 0.0

Figura R4. El efecto de TCERG1 sobre el splicing alternativo de Bcl-x depende del
elemento regulador SB1. A. Esquema de la estructura de los minigenes utilizados en el
ensayo X2 y X2.13 (ASB1). B y C. Efecto de la sobre-expresion (B) y silenciamiento (C) de
TCERGL1 sobre el splicing alternativo de los minigenes de Bcl-x. El resultado de ensayos de
RT-PCR de células HEK293T transfectadas con el minigen X2 o X2.13 junto con un vector
vacio (-), con cantidades crecientes de un vector de expresion de TCERG1 (B), o bien con
siRNAs control (siEGFP) o especificos (SITCERG1) (C) se visualiza en geles de agarosa al
2%. Las graficas representan el ratio X /X; medido por densitometria de tres experimentos
diferentes. *, p < 0.05; **, p < 0.01. Una fraccion de los lisados celulares se analizé por
western blot para la deteccion de TCERG1 y CDK9 y se muestra en la parte inferior de los

paneles.

TCERGT1 se asocia al RNA de Bcl-x a través del elemento regulador SB1.

Para analizar la interaccion de TCERGL1 con el RNA llevamos a cabo ensayos de
inmunoprecipitacién de RNA usando los plasmidos S2 y S2.13 como moldes para la
transcripcion in vitro. El plasmido S2 genera un transcrito con la secuencia del RNA de
Bcl-x mientras que el S2.13 genera un transcrito que carece de la region reguladora SB1
(ver Materiales y Métodos). Los transcritos marcados radiactivamente fueron incubados

con extractos nucleares de células HelLa en condiciones de splicing in vitro. La
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inmunoprecipitacion se llevo a cabo con anticuerpos especificos para TCERG1, 1gG
como control negativo y hnRNP K como control positivo. La unién de hnRNP K a los
transcritos S2 y S2.13 transcritoha sido previamente descrita (Revil et al., 2009). Tras
lavar el exceso de transcrito marcado se midio la radiactividad remanente unida a cada
anticuerpo y se observo que TCERG1 se asocia al transcrito S2 pero no al transcrito
S2.13 (Figura R5A), que es consistente con los datos de TCERG1 sobre el splicing de
Bcl-x in vivo. Para apoyar mas nuestros resultados llevamos a cabo ensayos de
inmunoprecipitacion del RNA del gen Bcl-x enddgeno incubando extractos celulares
fijados previamente con formaldehido con anticuerpos especificos para 1gG (control) y
TCERG1. Mediante RT-PCR cuantitativa comprobamos que TCERG1 se asocia

especificamente con los transcritos enddgenos de Bcl-x (Figura R5B).
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Figura R5. TCERG1 se asocia al pre-mRNA de Bcl-x de manera dependiente del
elemento regulador SB1. Anélisis por inmunoprecipitacion de RNA de la unién de TCERG1
al RNA de Bcl-x. A. Extractos nucleares de células HelLa se incubaron con transcritos
generados in vitro a partir de los plasmidos Bcl-S2, con la region SB1 intacta, o Bcl-S2.13, con
la region SB1 delecionada, y se inmunoprecipitaron con anticuerpos especificos para 1gG,
TCERGL1 y hnRNP K. Tras los lavados se cuantificé la cantidad de RNA unido a cada una de
las proteinas mediante un contador de centelleo y se representé como porcentaje de RNA unido
respecto a la cantidad de transcrito antes de la inmunoprecipitacion (input). **, p < 0.01. B.
Inmunoprecipitacion del pre-mRNA enddgeno del gen Bcl-x a partir de extractos de células
HEK?293T usando anticuerpos especificos para IgG y TCERG1. Los transcritos unidos se
detectaron tras revertir la unidn, precipitar el RNA y amplificarlo mediante RT-PCR

cuantitativa. Se representa como porcentaje de RNA unido respecto al input.
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El efecto de TCERG1 depende de la region 23 dentro del elemento regulador SB1.
Para analizar més en detalle el elemento regulador SB1, utilizamos una serie de
construcciones de Bcl-x que contenian deleciones de 10 nucleotidos a lo largo de la
secuencia de SB1 (Figura R6A). Mediante RT-PCR de RNA extraido de células
HEK293T transfectadas con estas construcciones junto con un plasmido vacio o de
expresion de TCERG1 analizamos los productos de splicing generados en cada una de
las condiciones. EI mayor cambio se observé al delecionar la regién 23 de SB1 (A23),
donde se obtuvo predominantemente la isoforma Bcl-xs (Figura R6B). Este resultado
indica que esta region es importante para generar la isoforma Bcl-x_ o para inhibir el
uso del sitio de splicing Xs que genera la isoforma corta. Dado que la isoforma casi
exclusiva fue Bcl-xs, la sobre-expresion de TCERG1 no tuvo efecto sobre esta
construccién (Figura R6B), mientras que alterd el patron del splicing alternativo de los
demas minigenes de delecién, exceptuando el que portaba una delecién completa del
elemento SB1 (X2.13) (Figura R6B). Al analizar el efecto del silenciamiento de
TCERG1 mediante siRNAs observamos que se revierte el patron de splicing con el
minigen X2 asi como el delecionado de la region 17 (A17), mientras que el efecto es
débil sobre el minigen que carece de la region 23 (A23) indicando, de nuevo, que las
secuencias eliminadas en este mutante son necesarias para el efecto de TCERGL1 sobre
el splicing alternativo de Bcl-x (Figura R6C). Experimentos de inmunoprecipitacion de
los transcritos sintetizado in vitro, revelaron que la union de TCERGL a transcritos que
carecen de la region 23 es significativamente menor que la union de TCERGL a
transcritos con una delecion diferente en otra region del elemento SB1 (Figura R6D).
En conjunto, estos resultados sugieren que TCERGL1 afecta el splicing alternativo del

gen Bcl-x a través de la region 23 del elemento regulador SBL1.
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Figura R6. El efecto de TCERGL1 sobre el splicing alternativo de Bcl-x depende de la region
23 del elemento SB1. A. Secuencia de nucle6tidos del elemento SB1. En negrita se resaltan las
deleciones analizadas en estos experimentos. B. Resultado del patréon de splicing obtenido
mediante RT-PCR de células transfectadas con el minigen HIV-2 correspondiente (X2, wild type;
X2.13, con la delecion completa de SB1; A9, Al1, A13, A16, A17 y A23, con las deleciones de 10
nucleétidos dentro de SB1) junto con un vector vacio (-) o bien un vector de expresién de
TCERG1 (+). La grafica representa el ratio X, /Xs obtenido mediante densitometria de tres
experimentos independientes. C. Andlisis mediante RT-PCR del splicing alternativo de los
transcritos de Bcl-x indicados a partir de células transfectadas con siRNA control (SIEGFP) o
especifico (SITCERG1). La gréafica muestra el ratio X,/Xs cuantificado mediante densitometria de
tres experimentos independientes. D. Extractos nucleares de células HelLa se incubaron con
transcritos generados in vitro a partir de los plaésmidos Bcl-S2A12 y Bcl-S2423. La
inmunoprecipitacion se llevé a cabo con anticuerpos especificos para 1gG, TCERG1 y hnRNP K.
Tras los lavados, se cuantificd la cantidad de RNA unido a cada una de las proteinas mediante un
contador de centelleo y se representé como porcentaje de transcrito unido respecto a la fraccion

del transcrito antes de la inmunoprecipitacién (input). *, p < 0,05.
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Como se ha mencionado anteriormente (Introduccion, apartado 5.3), se ha
sugerido la presencia de un represor que se une al elemento regulador SB1. En el
modelo propuesto por Shkreta et al. un balance entre la sintesis proteica y la
degradacion mediada por el proteosoma controla los niveles de este represor (Shkreta et
al., 2010). Bloqueando la degradacion de proteinas mediante inhibidores del proteosoma
como MG132 o bortezomib, que por si solos no alteran el splicing alternativo de Bcl-x,
favorece la acumulacion del represor e inhibe la produccion de Bcl-xs (Shkreta et al.,
2010). Con el fin de analizar el posible papel de dicho represor en el mecanismo de
accion de TCERG1 se realizaron experimentos con inhibidores del proteosoma. El
tratamiento con MG132 (Figura R7) o con bortezomib (datos no mostrados) inhibi6 el
aumento de la isoforma Bcl-Xs inducida por la sobre-expresién de TCERG1. Este efecto
no fue consecuencia de una expresion inadecuada de TCERGL1 ya que la cantidad de
proteina analizada por western blot era equivalente con o sin el tratamiento (Figura R7).
Estos resultados estan de acuerdo con la existencia de un represor que se une al
elemento SB1 para inhibir el sitio de splicing X.

Figura R7. La inhibicion del proteosoma
0oum 5uM 10 uM MG132 . »
- 4+ - 4+ - + TCERG1 neutraliza el efecto de la sobre-expresion de

L TCERGL en el splicing alternativo de Bcl-x.

e — [ I T ..
Resultado del anlisis por RT-CR del splicing
alternativo de Bcl-x obtenido a partir de células

= Mock tratadas con 5 pM o 10 uM de MG132 durante
Sig == TCERGH1

2.0

3h y transfectadas posteriormente con el

X IX,
e

minigen HIV2-X2 junto con un vector vacio (-)

0.54 0 un vector de sobre-expresién de TCERG1(+).

La grafica muestra el ratio de isoformas X /Xs
& & ¢ medido por densitometria de tres experimentos
independientes. *, p < 0.05. Una fraccion del

~~ S ~ts- -8 TCERG1 ) .
wB g - lisado se analiz6 por western blot para la

CDK9
-M deteccion de TCERG1 y CDKO (panel inferior).
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2.2. Estudio de la influencia de la elongacion transcripcional en el efecto de TCERG1
sobre el splicing alternativo de Bcl-x.

TCERG1 modula la distribucion de la RNAPII en el exd6n 2 de Bcl-x.

La secuencia del elemento regulador SB1 reveld un alto contenido en GC en la
region 23 (Figura R6). Las secuencias ricas en GC pueden potencialmente formar
estructuras de tallo-lazo o estabilizar nucleosomas que atenden la elongacion
transcripcional de la RNAPII (Resnekov et al., 1989; Hendrix et al., 2008). Por tanto, un
alto contenido en GC dificultaria la transcripcion de la RNAPII in vivo (Chavez et al.,
2001; Tous et al., 2011). Quisimos analizar la densidad de la RNAPII en la region del
exon 2 de Bcl-x que interviene en el efecto de TCERGL1 sobre el splicing alternativo del
gen. Para ello se llevaron a cabo experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina de
células HEK293T transfectadas con un vector vacio o con un vector de expresion de
TCERGL1 con anticuerpos especificos para la RNAPII. Observamos una alta densidad
del enzima en la region promotora (P), asi como en la region del exon 2 (E2)
correspondiente al elemento SB1 (Figura R8B). Mientras la sobre-expresion de
TCERGL no altera la distribucion de la RNAPII en la regién promotora, previene su
acumulacién en la zona del exdn 2 analizada. Se observé ademéas una mayor densidad
de moléculas de RNAPII en las regiones distales (D) (Figura R8B). De acuerdo a estos
resultados, observamos una mayor acumulacion de moléculas de RNAPII en la region
del ex6n 2 analizada y una menor densidad del enzima en zonas distales cuando la

expresion de TCERGL se inhibié mediante siRNAs especificos (Figura R8C).
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Figura R8. TCERG1 modula la distribucién de la RNAPII en el gen Bcl-x. A. Esquema
del gen Bcl-x end6geno. Se indica la posicion de los cebadores utilizados en el ensayo. P,
regioén promotora; E2, exon 2, dentro del elemento SB1; D, region distal, unidn intron 2/exon3.
B. La distribucion de la RNAPII en las diferentes posiciones del gen se detecté mediante ChIP
seguido por PCR cuantitativa de células transfectadas con un vector vacio (mock) o un vector
de expresion de TCERG1 (TCERG1-OE). C. El mismo experimento descrito en B se llevd a
cabo en células silenciadas con un siRNA control (SIEGFP) o especifico (siTCERGL1). Las
graficas representan el porcentaje de la uniéon de la RNAPII respecto al input de cuatro

experimentos independientes. 1gG se utilizé como control negativo. *, p < 0.05; **, p < 0.01.

Con el fin de conocer la distribucion de TCERG1 a lo largo del gen Bcl-x,
realizamos experimentos de ChIP y PCR cuantitativa utilizando cebadores localizados
en la regién promotora (P), en las uniones intrén-exén (12-E2 y E2-12) y en la regién
distal (D). El analisis de esos experimentos permitié conocer que TCERG1 se une a

cada una de estas regiones de manera similar (Figura R9).
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Figura R9. Distribucion de TCERGL1 en el gen Bcl-x. A. Esquema del gen Bcl-x enddgeno. Se
indican la posicién de los cebadores utilizados en el ensayo. P, region promotora; 11-E2, unién
intronl-exén 2; E2-12, unién exén 2-intron 1; D, regién distal, union intrén 2-ex6n 3. B.
Distribucion de TCERG1 y de la RNAPII en las diferentes posiciones del gen detectada mediante
ChIP y PCR cuantitativa. En la gréfica se representa el porcentaje de la unién de la RNAPII y de

TCERGLI respecto al input de dos experimentos independientes.

TCERG1 modifica el efecto de una polimerasa lenta en el splicing alternativo de
Bcl-x.

Estudios previos han demostrado que la tasa de elongacién de la RNAPII afecta
el splicing alternativo (de la Mata et al., 2003). En esos estudios se utilizd por vez
primera una forma mutada de la RNAPII (hC4, que tiene una sustitucion G-A que
cambia el residuo conservado de arginina en posicion 741 a histidina en la subunidad
mayor del enzima) que tiene una tasa intrinseca de elongacion menor (Coulter and
Greenleaf, 1985; Chen et al., 1996). Para investigar el efecto de la elongacion en el
splicing alternativo de Bcl-x llevamos a cabo ensayos de splicing en células HEK293T
transfectadas transitoriamente con el minigen reportero de Bcl-x (HIV2-X2 0 CMV-X2)
junto con vectores de expresion de una version wild type (WT) y el mutante hC4 de la
RNAPII con resistencia a a-amanitina. Tras el tratamiento con a-amanitina, la mayor
parte de la RNAPII endogena queda inhibida y los transcritos son sintetizados por las
polimerasas exdgenas (Gerber et al., 1995) (Figura R10).
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Figura R10 (péagina anterior). Sintesis de RNA en presencia de e-amanitina.
Resultado de la RT-PCR llevada a cabo tras la extraccion del RNA de células HEK293T
transfectadas con un plasmido de expresion de la hormona de crecimiento humana hGH
junto con un vector vacio (-) o vectores que codifican por polimerasas resistentes a a-
amanitina (WT y hC4). Se detect6 la expresion de hGH transfectado y de GAPDH
enddgeno tras el tratamiento durante 18 horas con las concentraciones indicadas de o-

amanitina.

Observamos que la polimerasa lenta hC4 favorecia la aparicion de la isoforma
Bcl-x,_ en transcritos derivados de ambos minigenes, incrementando por tanto el uso del
5’ss situado corriente abajo (Figura R11). Notablemente, la sobre-expresion de
TCERG1 resulté en un cambid hacia la produccién de la isoforma Bcl-xs cuando la
transcripcion dependia del promotor del HIV-2 (Figura R11A) pero no cuando dependia
del promotor del CMV (Figura R11B). Los efectos de estas polimerasas mutantes y de
la sobre-expresion de TCERGL1 se reprodujeron para el gen endoégeno (Figura R11C).
Estos resultados apoyan el papel de TCERG1 en la regulacién transcripcional del

splicing alternativo de Bcl-x.
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Figura R11. Una polimerasa lenta favorece el uso del sitio de splicing X_ y la sobre-
expresion de TCERG1 promueve la activacion del sitio de splicing Xs. A. Analisis del patrén
de splicing alternativo generado mediante RT-PCR de células transfectadas transitoriamente con
el minigen HIV2-X2 (esquema en la parte superior) junto con un vector vacio (-) o plasmidos de
expresién de las polimerasas resistentes a a-amanitina wild type (WT) o lenta (hC4). Ademés
también se transfectd un vector vacio (mock) o de expresién de TCERG1 (TCERG1-OE). 24
horas tras la transfeccion las células fueron tratadas con a-amanitina durante 16 horas. Los datos
se representan como ratio de isoformas X, /Xg de tres experimentos independientes. B. El mismo
experimento que el descrito en A se llevé a cabo con el minigen CMV-X2 (esquema en la parte
superior). Se representan los datos de tres experimentos independientes. C. ElI mismo
experimento descrito en Ay B se llevo a cabo en ausencia de minigenes reporteros con el fin de
analizar los transcritos del gen endégeno. Los experimentos se realizaron por triplicado. *, p <
0.05; **, p < 0.01.
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El efecto de TCERGL1 en el splicing alternativo de Bcl-x depende del CTD pero no
de su composicion peptidica.

El CTD de la subunidad mayor de la RNAPII tiene un papel importante en el
acoplamiento entre la transcripcion y el splicing (McCracken et al., 1997). Por ejemplo,
se ha descrito que la proteina SRp20 requiere el CTD para inhibir la inclusion del exén
EDI del gen de la fibronectina (de la Mata and Kornblihtt, 2006). Dado que TCERG1
interacciona con el CTD hiperfosforilado (Carty et al., 2000) y nuestros resultados
previos apuntan a una relacion entre la regulacion de la transcripcion y el efecto de
TCERGL sobre el splicing alternativo de Bcl-x, decidimos investigar el papel del CTD
de la RNAPII en la regulacion del splicing alternativo de Bcl-x mediada por TCERGL1.
El CTD es necesario para la transcripcion de genes enddgenos (Meininghaus et al.,
2000); sin embargo, construcciones reporteras han sido Utiles para el estudio de la
implicacion del CTD en el acoplamiento de la transcripcion y el splicing (de la Mata
and Kornblihtt, 2006). Un ensamblaje inapropiado de la cromatina en genes reporteros
parece ser la causa de que estos puedan ser transcritos por una RNAPII que carece de
CTD. Células HEK?293T fueron transfectadas con plasmidos que expresan polimerasas
resistentes a a-amanitina que contenian ¢l CTD intacto, delecionado (ACTD) o con
deleciones de su region amino-terminal o carboxi-terminal (de los aminoéacidos 1 al 25 o
del 27 al 52, respectivamente). Todas las construcciones contienen un motivo carboxi-
terminal de 10 residuos (Cter) que confiere estabilidad a la RNAPII (Chapman et al.,
2004). El splicing alternativo del minigen de Bcl-x en presencia de una polimerasa sin
CTD ocurre de manera similar al de una polimerasa WT resistente a a-amanitina
(Figura R12). La sobre-expresion de TCERG1 revel6 que las dos mitades del CTD eran
efectivas en mediar el efecto de TCERGL1 en el splicing de Bcl-x (Figura R12), mientras
que la delecién completa del CTD impedia el aumento de isoforma Bcl-xs producido
por la sobre-expresion de TCERG1. Aunque no podemos excluir que los mRNAs
presentes en estas condiciones sean mMRNAs estables transcritos por la polimerasa
enddgena durante las 24 horas previas al tratamiento, estos resultados sugieren que el
efecto de TCERGL en el splicing alternativo de Bcl-x es independiente de la longitud
del CTD vy sugieren el control de la elongacién en el mecanismo de actuacion de

TCERGL1 sobre la regulacion del splicing de Bcl-x.
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Figura R12. El efecto de TCERGL1 depende del CTD pero no de su longitud. Resultado
del andlisis por RT-CR del splicing alternativo de Bcl-x obtenido de células transfectadas con
el minigen HIV2-X2 y plasmidos de expresion de las polimerasas resistentes a a-amanitina
wild type (WT) o con deleciones en el CTD; bien delecion total (ACTD) o con deleciones de
los aminoécidos 1 al 25 (1-25) o del 27 al 52 (27-52). Se transfectd también un vector vacio
(mock) o de expresion de TCERG1 (TCERG1-OE). Las células fueron luego tratadas con a-
amanitina durante 18 horas después de la transfeccion. Los datos se representan como ratio de

isoformas X /Xs de tres experimentos independientes. *, p < 0.05; **, p < 0.01.

TCERGL1 aumenta la tasa de elongacién de la RNAPII.

Los resultados previos indican que la elongacidn estd regulando el splicing
alternativo de Bcl-x. Una explicacidn posible para el efecto de TCERGL1 es que esté
influenciando directamente la tasa de elongacion de la RNAPII. Para probar esta
hipotesis, cuantificamos el pre-mRNA generado en regiones distales del gen Bcl-x con
respecto al sitio del inicio de la transcripcion en condiciones de sobre-expresion o
silenciamiento de TCERG1. EI DNA complementario (cDNA) se sintetiz6 utilizando
hexadmeros aleatorios seguido de PCR cuantitativa con cebadores especificos que
hibridaban en la union intron2/exén3 (Figura R13A). Observamos que el nivel de pre-
mMRNA distal aumentaba al sobre-expresar TCERG1 en comparacién con el control,
mientras que disminuia al silenciar TCERG1 (Figura R13B). Si TCERG1 aumenta la
elongacion, deberiamos observar un efecto mas notable en el incremento de la tasa de

elongacion después de la region donde TCERG1 presumiblemente evita la parada de la
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RNAPII (SB1) y un menor efecto en regiones anteriores a aquella. Para comprobarlo,

medimos los transcritos generados antes de la region 23 del elemento regulador SB1 y

observamos que ni la sobre-expresion ni el silenciamiento de TCERG1 afectan a los
niveles de transcripcion en este punto (Figura R13C).
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Figura R13. Analisis cuantitativo de la cantidad de transcritos nacientes de Bcl-x en
presencia o ausencia de TCERG1. A. Esquema del pre-mRNA del gen Bcl-x. Se indica la
posicion de los cebadores utilizados: SB1, amplifica una region del elemento SB1 corriente arriba
de la regién 23; D, amplifica la unién intrdn 2- exén 3 de la region distal. B. Andlisis por RT-PCR
cuantitativa de los niveles de pre-mRNA en la region D de células transfectadas con un vector
vacio (mock) o de expresion de TCERG1 (TCERG1-OE) (izquierda) o silenciadas con un siRNA
control (EGFP, mock) o especifico (sSiTCERGL1) (derecha). C. El mismo experimento descrito en
B se llevo a cabo para analizar la cantidad de transcrito de la regién SB1 en condiciones de sobre-
expresion (izquierda) o silenciamiento (derecha) de TCERGL. Las graficas muestran las medias

de cuatro experimentos independientes por triplicado. **, p < 0.01.

Para medir directamente el efecto de TCERGL1 en la tasa de elongacion de la
RNAPII llevamos a cabo un protocolo descrito previamente (Singh and Padgett, 2009).

Segun este método, células silenciadas mediante siRNA control (SIEGFP) o siRNA
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especifico para TCERG1 (siTCERG1) fueron tratadas con DRB disuelto en DMSO, que
bloguea la transcripcion de manera reversible al inhibir CDK9. Tras la eliminacion del
DRB reemplazandolo por medio nuevo las células se incubaron a 37°C y se recogieron
muestras para analizar los niveles de pre-mRNA mediante PCR cuantitativa usando
cebadores que abarcan la union intrén2/exon3 a los tiempos indicados (Figura R14). La
expresion de pre-mRNA en cada punto se refirio a la cantidad de transcrito en células
tratadas con DMSO. Las células con el siRNA control fueron capaces de recuperar la
transcripcion, tras retirar el tratamiento con DRB, entre los 30 y los 60 minutos lo que
es consistente con el retraso transcripcional debido a la distancia gendmica desde el sitio
de inicio de la transcripcion (Singh and Padgett, 2009). La recuperacion de la
transcripcion fue claramente mas lenta en células silenciadas para TCERG1. Estos
resultados demuestran un papel activo de TCERGL1 en la elongacién de la RNAPII in

vivo.
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Figura R14. TCERGL1 aumenta la tasa de elongacion de la RNAPII in vivo. Analisis mediante
RT-PCR cuantitativa de los niveles del pre-mRNA sintetizados tras la eliminacion del DRB del
medio con cebadores que hibridan en la regién distal (D, Figura 13A) de células tratadas con
siRNA control (SIEGFP, en negro) o especifico (SiTCERGI, en rojo). La grafica muestra la
expresiéon del pre-mRNA tras la eliminacion del DRB a los tiempos indicados relativo al pre-
mRNA en células tratadas con DMSO. Se muestran las medias de dos experimentos

independientes.
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3-EFECTO DE TCERG1 EN APOPTOSIS

3.1. Analisis del efecto de TCERG1 sobre la via intrinseca o mitocondrial.
El silenciamiento de TCERG1 contrarresta la disminucion de isoforma anti-
apoptdtica producida por la estaurosporina a nivel de mRNA.

Los datos anteriores muestran que la sobre-expresion de TCERGL1 favorece la
isoforma pro-apoptoética tanto de minigenes reporteros como del gen Bcl-x enddgeno.
Estos resultados apuntan a un papel de TCERGL1 en el proceso de muerte celular por lo
que quisimos investigar la relevancia fisioldgica y funcional del efecto de TCERG1
sobre el splicing alternativo en apoptosis. En una primera fase, decidimos analizar los
patrones de splicing alternativo tras la induccion de apoptosis en células establemente
silenciadas para TCERGL1. Estas células se generaron a partir de células HEK T-Rex-
293 mediante la induccion de shRNAs contra la proteina exdgena GFP para las células
control y contra TCERGL1 para las células TCERG1 KD (ver Materiales y Métodos).
Como inductor de apoptosis utilizamos estaurosporina, un inhibidor de las protein-
kinasas que activa principalmente la ruta mitocondrial o intrinseca de apoptosis (Falcieri
et al., 1993). Tras incubar las células con 1 uM de estaurosporina durante 12 h
analizamos las isoformas del gen Bcl-x mediante RT-PCR. Observamos que el
tratamiento producia un aumento de la isoforma pro-apoptotica Bcl-xs (Figura R15B
carriles 1 y 2) y que el silenciamiento de TCERG1 revertia parcialmente el efecto
aumentando la isoforma anti-apoptotica Bcl-x. disminuyendo la isoforma pro-

apoptatica Bcl-xs (Figura R15B, carriles 3y 4).
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Figura R15 (Pagina anterior). El silenciamiento de TCERGL revierte la disminucion de
isoforma anti-apoptética producida por la estaurosporina. A. Esquema del gen endégeno
Bcl-x y del splicing alternativo (linea punteada) que genera una forma anti-apoptética Bel-x,_ y
otra pro-apoptética Bel-x;. B. Analisis por RT-PCR de las isoformas de splicing generadas en
células HEK293T-Rex silenciadas establemete con ShEGFP (CONTROL) o shTCERG1
(TCERG1 KD) en ausencia (-) 0 presencia (+) de estaurosporina a 1uM (STAU). En la gréfica
se representa el porcentaje de isoforma anti-apoptética (% X.) respecto a la suma de las dos
isoformas medido por densitometria de tres experimentos independientes del (**, p<0.01). C.
Una fraccidn del lisado celular se analiz6 mediante western blot para detectar TCERG1 y
CDKaO.

El silenciamiento de TCERGL1 disminuye el porcentaje de apoptosis inducido por
la estaurosporina.

Intentamos llevar a cabo ensayos de apoptosis en células HEK293T, pero la
variacion de la respuesta al estimulo en cada experimento por parte de estas células nos
llevd a buscar un modelo méas adecuado para el estudio de muerte celular. Decidimos
utilizar células de la linea linfoide Jurkat, que resultaron ser altamente sensibles al
tratamiento con estaurosporina (Figura R16A). Utilizamos células Jurkat silenciadas
establemente mediante shRNAs contra GFP o contra TCERG1 (ver Materiales y
Métodos). Mediante la incorporacion de yoduro de propidio analizamos el porcentaje de
muerte en las células Jurkat tras el tratamiento de estaurosporina a las concentraciones
indicadas en la leyenda de la Figura R16 durante 2 h. Esta técnica detecta muerte total,
tanto muerte temprana como necrosis. Para obtener una cuantificacion aproximada de la
cantidad de células en apoptosis, del porcentaje de células muertas totales (marcador
M1) descartamos las que contenian mayor contenido de yoduro de propidio que
consideramos células necréticas (marcador M2). Observamos que la muerte de estas
células era dependiente de la dosis de estaurosporina empleada (Figura R16A y B). Tras
la induccion con 0.5 uM de estaurosporina durante 2 h, el porcentaje de células
apoptoticas fue significativamente menor en células silenciadas para TCERG1 que en
células control (Figura R16C y D). Ya que no queriamos obtener un porcentaje de
muerte demasiado elevado que fuera totalmente irreversible y tras diversas pruebas
previas decidimos utilizar 0.5 pM de estaurosporina durante 1 h para los experimentos

siguientes.
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Figura R16. El silenciamiento de TCERG1 disminuye el porcentaje de muerte. A. Histograma

de la citometria de flujo de células Jurkat marcadas con yoduro de propidio (IP) en situacion

control (negro) y tras la induccion con 0.25uM (rojo) y 0.5uM (azul) de estaurosporina durante 2

h. M1, marcador que muestra las células muertas. M2, marcador que indica la poblacién

considerada necrdtica. B. Representacion grafica del nimero de células muertas totales (M1)

menos las necroticas (M2). C. Histogramas de la poblacion celular de células Jurkat silenciadas

establemente con shGFP (CONTROL) (panel izquierdo) y silenciada para TCERG1 (panel

derecho) marcada con yoduro de propidio en situacién control (negro) y tras la induccién con 0.5

UM de estaurosporina (rojo) durante 2 h. D. Representacion grafica del porcentaje de células

apoptoticas M1-M2 de tres experimentos independientes (*, p < 0,05).

En las condiciones seleccionadas analizamos por RT-PCR el splicing alternativo

del gen Bcl-x tras el tratamiento con estaurosporina en células Jurkat. Observamos que

la induccion de apoptosis por este compuesto favorecia un descenso de la isoforma anti-

apoptotica y ademas, este efecto se veia parcialmente contrarrestado al silenciar

TCERGL (Figura R17).
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Figura R17. TCERGL1 reduce el aumento de la isoforma Bcl-xs producido
por la estaurosporina en células Jurkat. A. Analisis por RT-PCR de las
isoformas de splicing generadas en células Jurkat silenciadas con SshEGFP
(CONTROL) o con shTCERG1 (TCERG1 KD), en ausencia (-STAU) o
presencia (+STAU) de estaurosporina a 0.5 uM. En la gafica se representa el
porcentaje de isoforma anti-apoptdtica respecto a la suma de las dos isoformas
medida por densitometria de dos experimentos independientes.

Con el fin de determinar si se observaban diferencias en la fase SubG1, que
representa las células apoptoticas, decidimos analizar el ciclo celular de células control
y células silenciadas para TCERG1 en presencia y ausencia de estaurosporina. En
ausencia de estaurosporina no se observo diferencias en la distribucion de la poblacion
celular en cada una de las fases del ciclo entre las células control y las células
silenciadas para TCERGL1 (Figura R18A, parte izquierda). Sin embargo, tras 1 h de
tratamiento con 0.5 pM de estaurosporina, observamos un menor porcentaje de
poblacion en fase sub G1 en células silenciadas para TCERGL, sin que la distribucion
celular en las demas fases del ciclo fuera afectada (Figura R18A y B). La sobre-
expresion de TCERGL1 en células silenciadas mediante transfeccion transitoria de un
vector de expresion de TCERGL1 recuperd el porcentaje de células apoptoticas del
control casi por completo (Figura R18A y B), indicando que la inhibicion del porcentaje
de células apoptoticas se debia mayoritariamente a un efecto directo del silenciamiento
de TCERGL.
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Figura R18. El silenciamiento de TCERG1 reduce el nimero de células en fase Sub G1
tras la induccion de apoptosis sin alterar las demas fases del ciclo celular. A. Andlisis del
ciclo celular en células Jurkat establemente silenciadas con shGFP (CONTROL) y con
shTCERG1 (TCERG1 KD). Las células fueron transfectadas con un vector vacio (CONTROL
y TCERG KD) o con un plasmido de expresién de TCERG1 (TCERG1 KD + TCERG1). La
grafica muestra el porcentaje de células en cada fase del ciclo celular en ausencia (-STAU) o
presencia (+STAU) de estaurosporina a 0.5 uM. B. Grafica del porcentaje de poblacion celular
en fase sub G1 en las condiciones descritas en A de tres experimentos independientes. (*, p <
0,05). C. Una fraccion de las células se analiz6 mediante western blot para la detecion de
TCERGI y B-actina.

Para corroborar que lo que estabamos midiendo era apoptosis, realizamos
ensayos de union con anexina-V. Este ensayo se basa en la capacidad de la anexina-V

de unirse de manera especifica y con alta afinidad al fosfolipido fosfatidilserina. La
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translocacion de esta molécula desde la cara interna de la membrana plasmatica a la
superficie celular es un evento temprano tras la induccion de apoptosis. Por lo tanto, las
celulas anexina-V positivas corresponderan a células en fase apoptotica. Tras el
tratamiento de las células con 0.5 uM de estaurosporina durante 1h, incubamos las
células con anexina-V para analizarlas por citometria de flujo. Observamos que en las
células silenciadas para TCERGL1 se redujo el porcentaje de células positivas para el
marcaje con anexina-V (Figura R19).
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Figura R19. El silenciamiento de TCERG1 reduce el porcentaje de células
anexina V positivas inducido por estaurosporina. Representacion del nimero de
células Jurkat silenciadas establemente con shGFP (CONTROL) o shTCERG1
(TCERG1 KD) marcadas con anexina-V medidas por citometria de flujo en
ausencia (-STAU) o presencia (+STAU) de estaurosporina 0.5 pM en células de tres

experimentos independientes. (*, p < 0,05).

El silenciamiento de TCERGL1 recupera parte de la viabilidad celular perdida tras
el estimulo apoptético.

Quisimos analizar la viabilidad celular tras la induccion de apoptosis en células
control y silenciadas de TCERGL para ver si se correspondia con los ensayos de muerte.
Para ello usamos un kit comercial donde se mide el nimero de células vivas por una
reaccion de luminiscencia tras la adicion de un sustrato luminiscente que emite sefial en
presencia de ATP. La cantidad de ATP es un indicativo de células metabolicamente
activas y por tanto las unidades de luminiscencia obtenidas son un parametro de la
viabilidad celular. Tratamos tanto células control como silenciadas para TCERG1 con
0.5 uM de estaurosporina durante 1 h. Las unidades de luciferasa emitidas fueron
normalizadas respecto a la concentracion total de proteina obtenida mediante lisis

celular y medida por ensayo de Bradford en cada una de las condiciones. Observamos
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que el silenciamiento de TCERG1 recuperaba parcialmente la disminucion de viabilidad

celular producida por la estaurosporina (Figura R20).
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Figura R20. El silenciamiento de TCERGL1 revierte parcialmente la disminucion
de la viabilidad celular producida por la induccion de apoptosis. La gréafica
muestra el porcentaje de células vivas en células Jurkat silenciadas establemente con
shGFP (CONTROL) o shTCERG1 (TCERG1 KD) tras la induccion con
estaurosporina a 0.5 pM (+STAU) respecto a la ausencia de estaurosporina (-STAU),
considerado como 100%. Se realizaron tres experimentos independientes por

triplicado**, p < 0,01.

La disminucion de apoptosis viene dada por la menor presencia de caspasa 3 activa
en células silenciadas para TCERGL.

Otro parametro indicativo de apoptosis es la cantidad de caspasa-3 activa
presente en la célula. Para medir la cantidad de enzima utilizamos un kit comercial que
se basa en la adicion de un sustrato de luciferasa con una secuencia de corte VEDG, que
en presencia de caspasa-3 activa se corta emitiendo sefial luminiscente. La cantidad de
luciferasa obtenida es directamente proporcional a la cantidad de caspasa-3 presente.
Los resultados se corrigieron respecto a la cantidad de proteina total tras la lisis celular
medida por ensayo de Bradford en cada una de las condiciones. El tratamiento con
estaurosporina indujo hasta seis veces la cantidad de caspasa-3 activa en células control
mientras que este incremento se vio significativamente disminuido en células
silenciadas para TCERG1 KD, en concordancia con los resultados obtenidos
previamente (Figura R21A).

Para corroborar estos datos decidimos analizar a nivel bioquimico mediante

western blot la activacion de apoptosis y el efecto del silenciamiento de TCERG1. La
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caspasa 3 activa se origina mediante una cascada proteolitica a partir del precursor pro-
caspasa 3 (35KDa) que genera un péptido de 11 KDa y otro de 20 KDa, que a su vez
generara la forma madura de 17 KDa. La forma activa es un heterodimero compuesto
por dos péptidos de 17 KDa y dos de 11 KDa. Tras el estimulo apoptético, la caspasa 3
activa corta PARP-1 en un fragmento de 89 KDa. Mediante anticuerpos especificos para
la caspasa 3 y PARP-1 procesado, observamos que tanto la sefial de caspasa 3 como la
de PARP-1 cortado disminuian en las células silenciadas respecto a las células control
(Figura R21B).
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Figura R21. El silenciamiento de TCERG1 disminuye la cantidad de caspasa 3 activa tras el
tratamiento con estaurosporina. A. Gréfica de la cantidad de caspasa 3 activa en células Jurkat
silenciadas establemente con shGFP (CONTROL) o shTCERG1 (TCERG1 KD). Los resultados se
representan como veces de activacion tras la induccion con 0.5 uM de estaurosporina (+STAU)
respecto a las células sin tratamiento (-STAU). Se realizaron tres experimentos independientes por
triplicado. *, p < 0,05. B. Western blot de extractos celulares totales para la deteccién de TCERGI,
PARP-1 procesado, Caspasa 3 y B-actina en células control y silenciadas para TCERGL1 en

presencia o ausencia de 0.5 uM de estaurosporina.

El efecto de TCERGL1 en apoptosis por la via intrinseca afecta a la membrana
mitocondrial por la alteracion del equilibrio de las proteinas Bcl-x. y Bcl-xs.
Durante el proceso de apoptosis eventos clave tienen lugar en la mitocondria,
incluyendo la pérdida del potencial de membrana mitocondrial (AWm). AWm es un
parametro de la funcion mitocondrial y por tanto un buen indicador de muerte celular.

En situacion de apoptosis se produce una disipacién del gradiente de potencial
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electroquimico que puede ser medido facilmente mediante diferentes técnicas. Para
investigar el papel de TCERGL1 en este evento durante la apoptosis, utilizamos un kit de
tincion de mitocondria que se basa en la incorporacion mitocondrial del colorante
fluorimétrico lipofilico catiénico JC-1 (5,5°,6,6 -tetrachloro-1,1",3,3 -
tetraethylbenzimidazolocarbocyanine iodide). En células viables con gradiente de
potencial elevado, el colorante penetra en la mitocondria y forma de manera espontanea
agregados de fluorescencia roja. Por el contrario, en células apoptoéticas, la disipacion
de potencial provoca que el colorante quede disperso por la célula formando
monomeros que daran fluorescencia verde. Mediante citometria de flujo medimos el
ndmero de células con monémeros JC-1 de fluorescencia verde, es decir, células
apoptdticas y observamos que en las células control el porcentaje de células apoptdticas
era significativamente mayor que en ceélulas silenciadas tras la induccién con

estaurosporina (Figuras R22 Ay B).
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Figura R22. El silenciamiento de TCERG1 disminuye la disipacion del potencial de
membrana mitocondrial producido por la estaurosporina. A. Histograma del analisis por
citometria de flujo en ausencia (negro) y presencia (rojo) de 0.5 uM de estaurosporina en células
Jurkat silenciadas con shGFP (CONTROL, panel izquierdo) y células silenciadas para TCERG1
(TCERG1 KD, panel derecho). B. Representacién grafica del porcentaje de células apoptéticas
(mondmeros JC-1) en cada una de las condiciones descritas para A. Se realizaron 2 experimentos

por duplicado. *, p < 0,05.

Como se ha mencionado anteriormente, Bcl-x pertenece a la familia de proteinas
Bcl-2 que son las encargadas de mantener el potencial de membrana mitocondrial
externo (Introduccién, apartado 5.3) (Vaux, 2011). Debido al efecto de TCERGL1 en el
splicing alternativo del gen Bcl-x, las diferencias en la disipacion del potencial de

membrana podrian estar causadas por alteraciones a nivel de las proteinas generadas
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mediante el splicing alternativo de este gen. El papel de Bcl-xs en apoptosis no esta
claro. Hay trabajos que dicen que Bcl-xs es suficiente para antagonizar el efecto anti-
apoptdtico de Bcl-2 y Bel-x. (Boise et al., 1993). Sin embargo otros resultados apuntan
a un papel secundario como sensibilizador ante estimulos pro-apoptéticos (Clarke et al.,
1995; Sumantran et al., 1995). Para ver si Bcl-xs favorecia la apoptosis en las células
utilizadas, decidimos sobreexpresar esta isoforma mediante transfecciones transitorias
de un vector de expresion de Bcl-xs. Para ello clonamos el cDNA de la isoforma Bcl-xs
en el vector de expresion pCDNA-3 y le afiadimos un epitopo FLAG para su deteccion
mediante western blot. Transfectamos transitoriamente células Jurkat con el plasmido
PCDNA3-FLAG vacio o de expresion de Bcl-xs. 48 horas después de la transfeccion
tratamos con estaurosporina a 0.5 uM y analizamos el ciclo celular mediante citometria
de flujo. Observamos un incremento leve de la poblacidén apoptédtica tras la sobre-
expresion de Bcl-xs en ausencia de estaurosporina que era mucho mas notable tras el
tratamiento (Figura R-23A, B). La sobre-expresion de TCERG1 producia un efecto
similiar al observado con la sobre-expresion de Bcl-xs. El resto de las fases del ciclo no
se veian alteradas en ninguno de los casos (Figura R23 A). Estos resultados apoyan la
hipétesis de que el aumento de la isoforma Bcl-xs producido por TCERG1 favorece la

respuesta apoptdtica al estimulo con estaurosporina.
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Figura R23. La sobreexpresién de TCERGL y de Bcl-xs aumentan el porcentaje de células
apoptdticas tras la induccion con estaurosporina. A. Analisis del ciclo celular en células
Jurkat transfectadas transitoriamente con un vector vacio (Mock) o con vectores de expresion de
TCERGL1 (TCERGL1 OE) o de Bcl-xs (Bcl-xs OE). La grafica muestra el porcentaje de células en
cada fase del ciclo celular en ausencia (-STAU) o presencia (+STAU) de estaurosporina a 0.5 uM.
B. Gréfica del porcentaje de poblacion celular en fase sub G1 en las condiciones anteriores de tres

experimentos independientes. (*, p < 0,05).
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Asimismo, la sobre-expresion de la isoforma Bcl-xs en células silenciadas para
TCERG1, contrarresto parcialmente la disminucion de apoptosis (medida en porcentaje
de células en fase sub G1) observada en ausencia de TCERG1 (Figura R24), sugiriendo

que parte del efecto del silenciamiento se debe a la reduccion de esta isoforma.
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Figura R24. La sobreexpresion de Bcl-xs revierte parcialmente la inhibicion de apoptosis
producida por el silenciamiento de TCERGL1. A. La gréfica muestra el porcentaje de células en
fase sub G1 de Jurkat silenciadas control (CONTROL) o para TCERG1 (TCERG1 KD)
transfectadas con un vector vacio o células TCERG1 KD transfectadas con un plasmido de
sobreexpresion de Bcl-xs (TCERG1 KD + Bcl-xs OE) en ausencia (-STAU) o presencia (+STAU)
de estaurosporina a 0.5 pM. Se muestran las medias de tres experimentos independientes. (*, p <
0,05). B. Una fraccion del cultivo celular se lisé para la deteccion por western blot de TCERG1 y

Bcl-Xs.

Asimismo, de forma paralela, decidimos analizar los niveles de expresion de la
isoforma anti-apoptética Bcl-x.. Segun los resultados obtenidos a nivel de mRNA
(figura R17) esperariamos una recuperacion en proteina anti-apoptdtica en células
silenciadas tras el tratamiento con estaurosporina. Para corroborar esto analizamos en
los extractos celulares la cantidad de proteina anti-apopt6tica Bcl-x. en cada una de las
condiciones mediante técnicas de western blot. Como esperdbamos, el tratamiento con

estaurosporina disminuyo la cantidad de proteina Bcl-x, en células control y se recuperd
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parcialmente en células establemente silenciadas (Figura R25), lo que concuerda tanto
con los datos obtenidos del andlisis de splicing alternativo como del anélisis de
apoptosis por los diferentes ensayos previos. Sin embargo, no se vieron diferencias en la
cantidad de Bcl-2, otra proteina anti-apoptética de la misma familia. Estos resultados y
los anteriores sugieren que el silenciamiento de TCERG1 contrarresta la induccion de
apoptosis por estaurosporina favoreciendo la isoforma anti-apoptética Bcl-x. y

disminuyendo la pro-apoptética Bcl-xs.
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Figura R25. El silenciamiento de TCERG1
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}.' = TCERG1 apoptoética Bel-x, Se analizaron extractos celulares
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estaurosporina a 0.5 uM mediante western blot con

- .| B-ACTINA anticuerpos especificos para la deteccion de
TCERG1, Bcl-2, Bel-x, y B-actina.

3.2. Analisis del efecto de TCERGL1 sobre la via extrinseca o de receptores de muerte.
El silenciamiento de TCERG1 favorece la isoforma anti-apoptdtica de Fas
inhibiendo parcialmente la ruta extrinseca de apoptosis.

Quisimos investigar si TCERG1 tiene algin efecto en la ruta extrinseca de
apoptosis. El receptor trans-membrana Fas puede ser regulado por splicing alternativo
generando una isoforma soluble que previene la apoptosis (Figura R26A) (Cheng et al.,
1994). Lo primero que hicimos fue estudiar el papel del silenciamiento de TCERG1
sobre el splicing alternativo de este gen. Para ello silenciamos células Hela de manera
transitoria mediante siRNAs contra TCERG1. Como control utilizamos SiIRNAS
dirigidos contra la proteina exdgena GFP. 48 horas después de la transfeccion, se
extrajo el RNA total de las células y se determind el patrén de splicing alternativo
mediante RT-PCR con cebadores que amplifican ambas isoformas. Los productos

generados fueron resueltos en un gel de agarosa. Observamos que el silenciamiento de
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TCERGL1 favorece la isoforma anti-apoptética donde el exén 6 queda excluido (Figura
R-26B). Este resultado lo corroboramos mediante PCR cuantitativa con cebadores
especificos que detectan unicamente la isoforma trans-membrana pro-apoptotica.
Observamos que el silenciamiento de TCERGL1 produce una disminucién significativa

de aproximadamente el 15-20% de la isoforma pro-apoptotica (Figura R26C).
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Figura R-26. El silenciamiento de TCERGL1 favorece la isoforma anti-apoptotica del
gen Fas enddgeno. A. Esquema de la region del gen Fas desde el exén 5 hasta el 7 y del
splicing alternativo (linea punteada) que genera una forma trans-membrana pro-apoptética
(5-6-7) y otra soluble anti-apoptética (5-7). Se indican los pimers utilizados para amplificar
ambas isoformas (FendF y FendR) o solamente la isoforma pro-apoptética (FE6 y FE7) B.
Analisis por RT-PCR de las isoformas de splicing generadas en células Hela transfectadas
con siRNAs dirigidos hacia la proteina exégena GFP (sSiCONTROL) o hacia TCERG1
(sSiTCERG1) amplificadas con FendF y FendR. C. Gréfica del andlisis por PCR cuantitativa
de la isoforma 5-6-7 amplificada con FE6 y FE7 en células SiCONTROL y siTCERG1 (*,
p<0.05). D. Una fraccion del lisado se analiz6 mediante western blot para la deteccion de
TCERG1 vy CDKaO.
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Los ensayos de union a anexina-V revelaron que tras la induccion con anti-

CD95 durante 4 horas, las células control experimentaban un aumento notable de

apoptosis que era disminuido en ausencia de TCERG1 (Figura R27A). Igualmente, la

pérdida de viabilidad producida por el estimulo se recuper6 parcialmente en células

silenciadas para TCERGL1 (Figura R27B).
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Figura R27. El silenciamiento de TCERGL1 reduce la apoptosis y aumenta la viabilidad

tras la induccion de la ruta extrinseca de apoptosis. A. Representacion gréfica del nimero

de células anexina-V positivas medidas por citometria de flujo en ausencia (-) o presencia (+)
de 0-CD95 en células Jurkat establemente silenciadas con shGFP (CONTROL) o con
shTCERG1 (TCERGL1 KD) de tres experimentos independientes (*, p < 0,05). B. La gréfica
muestra el porcentaje de células vivas en células Jurkat silenciadas establemente con shGFP
(CONTROL) o shTCERG1 (TCERG1 KD) tras la induccién con 50 ng/ml de a-CD95 (+)

respecto a la ausencia de tratamiento (-) que se consideré el 100%. *, p < 0,05

Asimismo, medimos la cantidad de caspasa 3 activa y observamos que tras el

estimulo con anti-CD95 la cantidad de caspasa 3 activa se reducia de manera

significativa al silenciar TCERG1 (Figura R28A). El analisis de la presencia de caspasa

3 y de su sustrato PARP-1 procesado por western blot confirma que la expresion de

ambas proteinas se ve reducida en células silenciadas para TCERG1 tras el tratamiento

respecto a las células control (Figura R28 B).
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Figura R28. El silenciamiento de TCERGL1 disminuye la cantidad de caspasa 3 activa tras
el tratamiento con o-CD95. A. Grafica de la cantidad de caspasa 3 activa en células Jurkat
silenciadas establemente con shGFP (CONTROL) o shTCERG1 (TCERG1 KD). Los
resultados se representan como veces de activacion tras la induccidn con 50 ng/ul de a-CD95
(+) respecto a las células sin estimulo apoptético (-). *, p < 0,05. B. Western blot de extractos
celulares totales para la deteccion de TCERG1, PARP-1 procesado, Caspasa 3, Bcl-x_ y B-

actina.

La liberacion de citocromo ¢ de la mitocondria al citoplasma es otro de los
eventos apoptoticos relacionados con la permeabilizacion de la membrana mitocondrial.
Quisimos investigar si el silenciamiento de TCERG1 alteraba la salida de citocromo c.
Para ello marcamos tanto células Jurkat control como silenciadas para TCERGL1 con
anticuerpos especificos dirigidos contra el citocromo ¢ conjugado con ficoeritrina
(FITC) para su deteccion por citometria. Las células viables presentaban un alto
contenido en citocromo ¢ en el interior de la mitocondria mientras que en células
apoptdticas se encontraba difuso por la célula perdiendo la fluorescencia. La salida de
citocromo c¢ de la mitocondria al citosol provocado por el estimulo con anti-CD95 se vio
parcialmente revertido en ausencia de TCERG1 (Figura R29). Sin embargo, no se
observan diferencias en los niveles de Bcl-x, entre células control y células silenciadas
tras la induccién con anti-CD95 (Figura R28B), descartando que el efecto de TCERG1
de inhibir la induccion de apoptosis por via extrinseca sea a través de la regulacion de
Bcl-x. Estos datos sugieren que el mecanismo por el que el silenciamiento de TCERG1
inhibe la apoptosis mediada por via extrinseca es diferente al observado por via

mitocondrial
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Figura R29. El silenciamiento de TCERG1 disminuye la liberacion de citocromo c liberado
en situacion de apoptosis inducida por a-CD95. A. Histograma del anélisis por citometria de
flujo en ausencia (negro) y en presencia de 0.5 uM de estaurosporina (rojo) en células Jurkat
silenciadas con shGFP (CONTROL, panel izquierdo) y células silenciadas para TCERG1
(TCERG1 KD, panel derecho). B. Representacién grafica del porcentaje de células apopt6ticas
(cit c liberado) en cada una de las condiciones descritas en el panel A. Se realizaron dos

experimentos independientes por duplicado. *, p < 0,05.

Con el fin de profundizar en el mecanismo de accién de TCERGL, quisimos
estudiar si eventos tempranos durante la ruta apoptdtica extrinseca estaban alterados en
las células deplecionadas de TCERGL1. Analizamos los niveles de caspasa 8, la primera
caspasa de la ruta activada por la formacién del complejo de sefializacion DISC al
unirse Fas con su ligando (Kischkel et al., 1995). Detectamos un aumento de caspasa 8
activa tras la induccion con o-CD95 que disminuia levemente aunque de forma
consistente en células silenciadas. Esto podria indicar que el efecto del silenciamiento
en revertir la apoptosis tiene lugar, al menos en parte, durante las primeras etapas tras la

activacion de la ruta apoptotica extrinseca (Figura R30).
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Figura R30. El silenciamiento de TCERG1 disminuye la cantidad de caspasa 8 activa
tras el tratamiento con o-CD95. Grafica que representa la cantidad de caspasa 8 activa
en células Jurkat silenciadas establemente con shGFP (CONTROL) o shTCERG1
(TCERG1 KD). Los resultados se representan como veces de activacion tras la induccion

con 50 ng/ul de a-CD95 (+) respecto a las células sin estimulo apoptdtico (-). *, p < 0,05.
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Discusion

Aunque la transcripcion y el splicing pueden ocurrir de manera independiente,
ambos procesos estan fisicamente y funcionalmente interconectados y son numerosas
las evidencias que sugieren un modelo de splicing co-transcripcional para la mayoria de
los genes de una célula (ver Introduccién). Sin embargo, poco se sabe de los factores
implicados en este acoplamiento. Los resultados presentados en esta tesis confirman el
papel de TCERG1 como un factor acoplador de ambos procesos y apoyan un
mecanismo cinético en el control transcripcional del splicing alternativo. TCERG1
modula el splicing alternativo de Bcl-x a través de la regulacién de la elongacién de la
RNAPII. Ademés regula el splicing de otro gen apoptético, Fas/CD95. El
silenciamiento de TCERGL1 favorece las isoformas anti-apoptoticas en ambos genes
inhibiendo parcialmente la apoptosis, proceso al que TCERG1 habia sido vinculado
anteriormente (Smith et al., 2004) (Wang et al., 2000). Los resultados descritos en esta
tesis sugieren que TCERGL tiene un papel en la muerte celular mediada por apoptosis a

través de la regulacién transcripcional del splicing alternativo.

1. TCERG1 regula el splicing alternativo del gen Bcl-x modulando la procesividad de
la RNAPII.

TCERGL1 regula el splicing alternativo del gen Bcl-x favoreciendo el uso del
sitio alternativo de splicing Xs promoviendo un incremento de la isoforma pro-
apoptotica Bcl-xs, Mediante el uso de minigenes reporteros que recapitulan el splicing
alternativo del gen Bcl-x enddgeno hemos observado que el efecto de TCERG1 es
dependiente del promotor. El impacto de TCERGL1 sobre estos minigenes reporteros
depende de su reclutamiento diferencial a cada uno de los promotores utilizados,
sugiriendo que el efecto de TCERGL1 sobre el splicing alternativo de Bcl-x se produce a
través de la formacién de un complejo especifico en el promotor del gen que
influenciara la tasa de elongacion de la RNAPII. El gen Bcl-x contiene una region
5’UTR muy compleja con varios promotores situados en exones no codificantes.
Aunque el papel de estos promotores y los exones asociados a ellos en la expresion de
las proteinas generadas de ese gen no esta claro, la region 5’UTR se ha propuesto como
reguladora de la expresion del gen Bcl-x modulando la eficacia de la traduccion, asi
como mecanismo que permite coordinar e integrar respuestas a diferentes rutas de
sefializacion (MacCarthy-Morrogh et al., 2000; Sevilla et al., 2001; Viegas et al., 2004).
En ratdn se ha visto que el uso de los diferentes promotores sigue un patron especifico

de tejido y que la seleccion del promotor puede determinar la isoforma de splicing
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generada (Pecci et al., 2001). Ademas, en el gen Bcl-x humano se han caracterizado
promotores con distinta actividad transcripcional (Grillot et al., 1997). De estos datos se
plantea la posibilidad de que TCERG1 se esté uniendo a complejos transcripcionales
formados en promotores especificos para favorecer la transcripcion y regular el splicing
alternativo, quizas en respuesta a rutas de sefializacion determinadas. Seria interesante
analizar el patron de isoformas de Bcl-x humano que se genera en diferentes tejidos y
determinar si existe alguna relacion con el uso de un determinado promotor y con el
reclutamiento de TCERGL.

El acoplamiento de la transcripcion y el splicing como mecanismo de regulacion
del gen Bcl-x fue sugerido previamente en un estudio pionero donde se encontrd que
una alta proporcion de factores regulaban el splicing alternativo de Bcl-x y a su vez
tenian funciones transcripcionales (Moore et al., 2010). En esta tesis y mediante el uso
de minigenes reporteros hemos caracterizado una region en el exén 2, que llamamos
region 23, como la necesaria para mediar el efecto de TCERG1. Esta region esta dentro
del elemento SB1 previamente caracterizado como regulador del splicing alternativo de
Bcl-x (Revil et al., 2007). Los transcritos derivados de minigenes que carecen de esta
region 23 son exclusivamente sintetizados como isoforma Bcl-xs indicando la presencia
en esas secuencias de un elemento necesario para la produccion de la isoforma Bcl-x,.
Shkreta y colaboradores han descrito recientemente la existencia de un factor represor
que se encuentra en cantidades limitantes y se une al elemento regulador SB1
inhibiendo la produccion de la isoforma Bcl-xs (Shkreta et al., 2010). Debido a la
elevada densidad de moléculas de RNAPII observada en la region 23 (Figura R8),
nuestra hipotesis consiste en la existencia de una sefial de parada de la RNAPII
alrededor de esta region que permite al represor unirse al pre-mRNA mientras esta
siendo sintetizado. La delecion de la region 23 evita la pausa de la RNAPII e impide la
unién del represor, favoreciendo el uso del sitio de splicing Xs. Variantes mutadas de la
RNAPII, resistentes al inhibidor de la transcripcion a-amanitina, muestran que una
polimerasa “lenta” favorece la isoforma Bcl-x, implicando directamente a la elongacion
transcripcional como mecanismo regulador del splicing alternativo del gen Bcl-x. De
acuerdo con nuestra hipotesis, esta polimerasa al ser menos procesiva permitiria la
unién del represor al pre-mRNA favoreciendo la eleccion del sitio de splicing X, para
generar la isoforma Bcl-x.. Al aumentar la procesividad de la RNAPII, TCERG1

modularia su distribucion a lo largo del gen evitando que se detenga en la region 23 sin
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permitir la union de represor favoreciendo la eleccion del sitio de splicing Xs y la mayor

sintesis de la isoforma Bcl-xs (Un modelo de trabajo se presenta en la Figura D1).
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Figura D1. Modelo de regulacion del splicing alternativo del gen Bcl-x por TCERGL1. A.
La presencia de un hipotético punto de control transcripcional en el elemento SB1 supone la
parada de la RNAPII de manera transitoria. Esta pausa permite la unién de un represor al
elemento SB1 para favorecer la produccion de la isoforma Bcl-x.. B. TCERG1 estimula la
elongacion transcripcional del gen Bcl-x evitando la parada de la RNAPII e impidiendo la
unién del represor a la regién SB1, favoreciendo la produccion de la isoforma Bcl-xg, El dibujo

del tallo-lazo en la regién SB1 es solo gréafico para ilustrar la sefial de parada de la RNAPII.

La naturaleza de la posible pausa de la RNAPII en la region 21 del elemento
SB1 es desconocida. El alto contenido en GC de esta regidn podria proporcionar mayor
estabilidad termodindmica y favorecer la parada de la RNAPII en este punto (Kraeva et
al., 2007; Yonaha and Proudfoot, 1999). El control de la elongacion transcripcional en
la regulacién de la expresion génica en eucariotas es cada vez mas importante (Shukla
and Oberdoerffer, 2012). La existencia de sefiales de parada de la RNAPII préximas al
promotor del gen que necesitan superarse para establecer una elongacion activa, eran
propiedad de genes que requieren una rapida induccion ante diversos estimulos, como

los genes de respuesta a choque térmico. Actualmente, se considera un mecanismo de
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regulacién extendido a gran parte de los genes y especies eucariotas (Core et al., 2008;
Nechaev et al., 2010). Asimismo, la parada de la RNAPII se ha relacionado con eventos
de procesamiento del pre-mRNA como el capping o el corte y poliadenilacion. La
parada en regiones préximas al promotor coincide con un aumento de la fosforilacion en
la Ser5 del CTD. Esta modificacion es necesaria para el reclutamiento de enzimas
encargadas del proceso de capping. De hecho, estudios en genes de choque térmico han
demostrado que transcritos de aproximadamente 50 nucleétidos sintetizados antes de la
parada ya han sido procesados por capping (Listerman et al., 2006; Rasmussen and Lis,
1993). De manera similar, estudios tanto in vitro (Yonaha and Proudfoot, 1999) como in
vivo (Boireau et al., 2007) han demostrado que la poliadenilacién requiere una parada
de la RNAPII alrededor del sitio poly-A. Recientemente, utilizando analisis de alta
resolucion, se ha publicado la influencia en el splicing alternativo de la parada de la
RNAPII a lo largo de los genes (Alexander et al., 2010; Carrillo Oesterreich et al.,
2010). Mediante analisis de microarrays del RNA naciente purificado asociado a
cromatina en levadura, Osterreich y colaboradores han observado que los exones
terminales muestran un elevado grado de splicing co-transcripcional. Los autores de ese
trabajo sugieren que una parada de la RNAPII antes de estos exones terminales retrasa
la sintesis del 3’ss permitiendo su splicing co-transcripcional (Carrillo Oesterreich et al.,
2010). En otro estudio paralelo se ha observado que tras la induccion de la transcripcion
se producen acumulaciones de moléculas de RNAPII alrededor de los 3’ss de intrones
favoreciendo el splicing co-transcripcional y el uso de un 3’ss determinado. Esta
acumulacién de polimerasas coincide con un aumento de fosforilacion del CTD en la
Ser5 y la Ser2, lo que es compatible con la regulacion transcripcional a nivel de parada
proxima al promotor. La pausa en los 3’ss actuaria como punto de control
transcripcional que se corresponderia con la fosforilacion en Ser5, mientras que la
fosforilacion de la Ser2 en este punto promoveria el escape del sitio de control
(Alexander et al., 2010). Si el punto de control que hemos descrito en el elemento SB1
del gen Bcl-x esta asociado con la fosforilacion de la Ser5 o si TCERG1 favorece la
fosforilacion de la Ser2 impidiendo la parada transitoria de la RNAPII son posibilidades
interesantes que quedan por investigar.

Debido a que TCERG1 influye en la procesividad de la RNAPII en el gen Bcl-x
seria interesante analizar este efecto en otros eventos del procesamiento del pre-mRNA.
Datos obtenidos del uso de microarrays especificos de splicing (Exon Array) revelan
que aproximadamente el 25% de los eventos de splicing afectados al silenciar TCERG1

95



Discusion

corresponden a exones terminales alternativos. De estos, el 76% supone la inclusién de
dichos exones y la utilizacion de sitios de poliadenilacion alternativos (J.P. Mufioz-
Cobo y C. Sufié, sin publicar). Estos datos sugieren que TCERG1 podria estar
favoreciendo una parada de la RNAPII cerca de exones terminales favoreciendo la
inclusion y la utilizacion de sitios alternativos de poliadenilacion.

En un estudio reciente usando la técnica de microscopia FRAP (Fluorescence
recovery after photobleaching), Mufioz y colaboradores han mostrado que la irradiacion
con luz ultravioleta inhibe la elongacién de la transcripcion in vivo (Munoz et al., 2009).
En ese estudio, la radiacion UV favorece la isoforma Bcl-xs, un resultado que nosotros
hemos reproducido a nivel de Bcl-x enddgeno (datos no mostrados). Esta discrepancia
con nuestros resultados en los que vemos que una polimerasa lenta favorece la isoforma
Bcl-x., puede deberse a los efectos de la luz UV. Aunque no se observan alteraciones en
la localizacion subcelular de factores de splicing como SRp20, SF2/ASF o SC35 tras el
tratamiento con UV, otros factores importantes para el splicing de Bcl-x como hnRNP
Al no fueron analizados, y se sabe que hnRNP Al se acumula en los granulos de estrés
del citoplasma con consecuencias en el splicing alternativo tras la irradiacion con luz
UVC (van der Houven van Oordt et al., 2000). Ademas, la forma de los speckles
nucleares tras la irradiacion se ve claramente afectada, indicando que la luz UV
modifica la estabilidad o la distribucion nuclear de factores de splicing y que el
resultado del aumento de isoforma Bcl-xs no sea consecuencia directa de la disminucion
en la elongacidn sino de alteraciones en factores de splicing o en la unién con sus RNAs
diana. Por ejemplo, la unién al RNA de la proteina EWS, que regula el splicing
alternativo de genes implicados en reparacion y dafio del DNA, disminuye tras el
tratamiento con UV (Paronetto et al., 2011). Ademas, aunque la irradiacion con luz UV
esté regulando el splicing del gen Bcl-x al inhibir la elongacién, la contribucion de otras
rutas que regulen el splicing asociadas al dafio celular pueden estar favoreciendo el
aumento de Bcl-xs (Shkreta et al., 2010).

Avances en el estudio de la regulacion del splicing alternativo revelan que este
proceso es mas complejo de lo que se pensaba. Los elementos existentes en la secuencia
del RNAy las proteinas que se unen a ellos no son suficientes para explicar la precision
de su regulacion. Ademas de la tasa de elongacion de la RNAPII, la implicacion de la
estructura de la cromatina y las modificaciones de histonas son importantes en la
regulacion del splicing alternativo (Luco et al., 2011). Seria interesante investigar si
TCERGL1 regula la transcripcion de la RNAPII alterando el patron de modificacion de
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alternativo de Fas ocurre mediante un mecanismo transcripcional. Sin embargo, en otro
laboratorio se ha descrito que la tasa de elongacion influye en las decisiones de splicing
de este gen (Zhou et al., 2011) permitiendo la posibilidad de que TCERGL, al igual que
ocurre en el gen Bcl-x, esté influyendo en el splicing alternativo de Fas mediante la
regulacion de la elongacion de la RNAPII. Esto, junto con los resultados obtenidos
sobre el splicing del HIV-1 (Figura S9 y S10)), nos lleva a pensar que el efecto de
TCERGL1 sobre la elongacion de la RNAPII en la regulacién del splicing alternativo
pueda generalizarse a otros genes.

El splicing alternativo de varios genes se ve alterado en respuesta a determinadas
rutas de sefializacion (Shin and Manley, 2004). Por ejemplo, el splicing del gen Bcl-x
estd regulado en respuesta a una sefializacién apoptotica que incluye la sintesis de
ceramida y la fosfatasa PP1 (Chalfant et al., 2002). Inhibidores de PKC son capaces de
alterar el splicing alternativo de Bcl-x en células sanas, mientras que no tienen efecto en
lineas de cancer (Revil et al., 2007). Recientemente se ha identificado una ruta
especifica a traves de PI3K que es la responsable del aumento de la isoforma Bcl-x,_ en
células de cancer de pulmdn al afectar la expresion de la proteina SAP155 y su efecto en
el splicing de Bcl-x (Shultz et al., 2012). Estos datos sugieren que existen rutas de
sefializacion especificas para la regulacion del splicing del gen Bcl-x en células sanas y
células malignas y que factores de splicing que ven alterada su expresion ante el
estimulo son los que integran la ruta de sefializacion con la regulacion del splicing.

Recientemente se ha descrito que TCER-1, el homdlogo de TCERG1 en
C.elegans responde de manera selectiva a sefiales reproductivas regulando la
transcripcion de genes implicados en la ruta de longevidad DAF-16/FOXO (Ghazi et
al., 2009). Una posibilidad muy atractiva es que distintas sefializaciones estén regulando
la expresion de TCERG1 que a su vez regula la transcripcion y el splicing alternativo
de sus genes diana segun las necesidades celulares en cada punto del desarrollo. De
hecho, el efecto en el proceso de muerte celular por TCERGL1 tiene un efecto mas
notable tras la induccion de apoptosis. Aunque no hemos determinado en detalle si la
expresion de TCERG1 esta alterada, analisis por western blot no revelan un cambio
notable a nivel de expresion tras los tratamientos apoptoticos. Una posibilidad seria que
cambios en las modificaciones post-traduccionales en respuesta a los distintos estimulos
regulen la funcion de TCERG1. TCERG1 es un sustrato de sumoilacion in vivo y
aunque mutaciones en los sitios de sumoilacion no afectan al splicing alternativo de

minigenes reporteros como Bcl-x ni a la localizacion subcelular de TCERG1 (Sanchez-
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histonas y si esto afecta de alguna manera al splicing alternativo de Bcl-x.
Recientemente se ha demostrado que siRNAs exogenos dirigidos hacia regiones genicas
proximas a exones alternativos alteran la elongacion de la RNAPII al favorecer la
condensacion de la cromatina (Allo et al., 2009). Datos procedentes de analisis por
microarrays (Pearson et al., 2008) (J.P Mufioz-Cobo y C. Sufié, sin publicar) revelan
que cambios en los niveles de TCERG1 afectan a genes que también son regulados
mediante microRNAs (miRNASs). Una posibilidad muy atractiva es que TCERGL1 esté
regulando el splicing alternativo a través de un mecanismo que involucre también a los
mMiRNAs.

2. La regulacion del splicing alternativo de genes de apoptosis por TCERG1 afecta al
proceso de muerte celular.

TCERG1 esta regulando el splicing alternativo de dos genes clave para el proceso de
apoptosis, Bcl-x y CD95, favoreciendo en ambos casos la forma pro-apoptética. Hemos
visto que estos datos se correlacionan con un papel de TCERGL1 en el proceso de
apoptosis tanto de la ruta intrinseca como extrinseca. El efecto de TCERG1 sobre ambas
rutas es mas prominente en respuesta a la induccion de los estimulos que desencadenan
la muerte celular indicando un papel en esa respuesta. En ausencia de TCERG1 el
porcentaje de apoptosis es significativamente menor tras el establecimiento de
apoptosis. Esto se ha comprobado a diferentes niveles durante la cascada apoptdtica. La
disminucion de apoptosis se corresponde con un aumento de viabilidad asi como con
una disminucion de caspasa 3 activa, una de las caspasas efectoras. Asimismo, PARP-1,
sustrato de las caspasa 3 se encuentra menos procesado en ausencia de TCERGL1 (Figura
R-21). Estos resultados apuntan a un papel de TCERGL1 en la regulacion de la apoptosis
por ambas rutas. Sin embargo, el punto durante la cascada apoptética afectado por el
silenciamiento de TCERGL es diferente en las dos rutas. La estaurosporina, que activa
principalmente la ruta intrinseca, no es un inductor especifico de apoptosis sino que
inhibe de manera general las protein kinasas. Diversas rutas de sefializacion podrian
estar implicadas en el establecimiento de muerte celular. Sin embargo, la disminucion
de apoptosis en ausencia de TCERGL1 se recupera casi con totalidad al sobre-expresar de
manera transitoria TCERG1 indicando que, aunque la estaurosporina pueda estar
teniendo efectos inespecificos, las consecuencias de la ausencia de TCERGL1 son
causadas por la falta de esta proteina en concreto. La estaurosporina provoca la
disipacion del gradiente de potencial electroquimico de la membrana mitocondrial. La
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perturbacién del equilibrio entre proteinas anti-apoptoticas y pro-apoptéticas es la causa
de la alteracion de la membrana mitocondrial durante la apoptosis. Esto concuerda con
la disminucion dréastica de las proteinas anti-apoptéticas Bcl-x, y Bcl-2 que observamos
tras la induccion con estaurosporina. El silenciamiento de TCERG1 reduce la disipacion
del gradiente favorecido por el tratamiento apoptdtico recuperando parcialmente los
niveles de proteina Bcl-x, mientras que no parece haber variacion en la expresion de la
otra proteina anti-apoptdtica Bcl-2 (Figura R25). Esto nos sugiere que el efecto puede
ser especifico de Bcl-x. EI aumento de Bcl-x,. es débil y no explicaria totalmente la
recuperacion de apoptosis. La sobre-expresion de Bcl-xs mediante vectores de
expresion tiene la misma tendencia que la sobre-expresion de TCERG1 ya que no
parece aumentar de manera muy notable la apoptosis, sin embargo parece sensibilizar a
la célula a la estaurosporina, ya que tras el tratamiento se produce un incremento
significativo de células en fase apoptotica (Figura R24). Esto concuerda con trabajos
previos donde se observo que Bcl-xs sensibiliza a la célula a la apoptosis inducida por
quimioterapia (Sumantran et al., 1995). Ademas, la sobre-expresion transitoria de Bcl-
Xs en células silenciadas revierte parcialmente la inhibicion de la apoptosis favorecida
por el silenciamiento de TCERG1 (Figura R24). La recuperacién total probablemente
requiera la disminucion de isoforma Bcl-x. que se estd favoreciendo en ausencia de
TCERGL. Serian necesarios experimentos con siRNAs especificos para esa isoforma
para comprobarlo. En relacion a esto, es de interés sefialar que en situacion de
homeostasis celular la proteina pro-apoptética Bax esta continuamente translocandose
del citoplasma a la membrana mitocondrial. Recientemente se ha propuesto a Bcl-x.
como un factor que ayuda a la retro-translocacion de Bax de la mitocondria al
citoplasma impidiendo que Bax quede anclado a la membrana mitocondrial provocando
la muerte celular (Edlich et al., 2012). La induccion con estaurosporina inhibe casi por
completo la expresion de Bcl-x., permitiendo que Bax se quede anclada en la
membrana mitocondrial favoreciendo la apoptosis. Un posible modelo de trabajo seria
que la disminucion de la isoforma pro-apoptotica Bcl-xs junto con el aumento de la
isoforma anti-apoptadtica Bcl-x, provocado por el silenciamiento de TCERG1, favorezca
la recuperacion de la expresion de Bcl-x_ que volveria a estar disponible para
transportar Bax de vuelta al citoplasma contrarrestando la induccién de apoptosis (Un
modelo de trabajo se presenta en la Figura D2). Si la localizacién de Bax se ve alterada
en ausencia de TCERGI tras el tratamiento con estaurosporina es una cuestion que

queda por determinar.
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Figura D2. Hipdtesis del mecanismo de actuacién de TCERGL1 en apoptosis por la ruta
mitocondrial. A. En una situacion de homedstasis Bax estd constantemente translocandose del
citoplasma a la membrana mitocondrial. Bcl-x,, que es la forma predominante de splicing del Bcl-x,
interacciona con ella ayudando en su retro-translocacién al citoplasma desde la membrana
mitocondrial. B. Tras el estimulo apoptético, la disminucién de Bcl-x_ debido a la produccion de
isoforma Bcl-xs, hace que Bax quede anclado en la membrana mitocondrial facilitando la formacion
del poro dando lugar a apoptosis. C. Tras el estimulo apoptético y en ausencia de TCERGL, los
niveles de Bcl-x, se recuperan parcialmente previniendo la apoptosis.

En cuanto a la activacion de la via extrinseca o de receptores de muerte, el efecto
de TCERG1 es en la misma direccion; el silenciamiento de TCERGL1 inhibe la
apoptosis. Hemos visto que este efecto tiene lugar en eventos iniciales tras la
desencadenamiento de la ruta de apoptosis, ya que hay menos caspasa 8 activa (la
primera pro-caspasa que se activa tras la unién receptor-ligando) en ausencia de
TCERGL1 (Figura R30). El efecto es moderado y se corresponde con un aumento leve de
la isoforma anti-apoptética a nivel de RNA (Figura R26). Sin embargo, esto no parece
suficiente para explicar la inhibicion de apoptosis observada en células silenciadas para
TCERGL, indicando que eventos mas posteriores también podrian estar siendo
regulados por este factor. La induccién con anti-CD95 provoca alteraciones en la
membrana mitocondrial que desencadenan la salida de citocromo c al citoplasma que se
ve disminuida en ausencia de TCERG1. Esta recuperacion del potencial de membrana
no parece tener lugar a través de los niveles de Bcl-x,, ya que no se produce

recuperacion de los niveles de proteina en ausencia de TCERG1 (Figura R28). La
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proteina Bid, es la proteina de la familia Bcl-2 que es activada por la ruta extrinseca. Su
procesamiento por la caspasa 8 hace que se transloque a la membrana mitocondrial
facilitando la formacién del poro por parte de Bax y Bak (Luo et al., 1998). Ademas, se
ha visto que Bid es regulada por splicing alternativo. Una de las isoformas descritas,
Bids, es capaz de contrarrestar el efecto pro-apoptético de Bid e inhibir la apoptosis
mediada por Fas (Renshaw et al., 2004). Seria interesante analizar si esta isoforma se
encuentra sobre-expresada en ausencia de TCERG1. En general estos datos sugieren un
efecto del silenciamiento de TCERG1 a partir del splicing alternativo. Por una parte al
favorecer la isoforma soluble, estaria inhibiendo parcialmente el efecto de anti-Fas o
FasL con quienes competiria por su union al receptor y, por otra parte, alterando el

potencial pro-apoptético de Bid (Un modelo de trabajo se presenta en la Figura D3).
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Figura D3. Hipotesis del mecanismo de accion de TCERG1 en apoptosis por la ruta extrinseca.
A. En situacién normal de homeostasis el receptor Fas se expresa como proteina trans-membrana. B.
El ligando de Fas (Fas L) se une al receptor desencadenando la apoptosis extrinseca. Ademas, la
caspasa 8 puede activar Bid mediante procesamiento, lo que en Gltimo término facilitara la salida de
citocromo ¢ potenciando la respuesta apoptética. C. En ausencia de TCERGL, parte del receptor Fas
se expresa como Fas soluble que compite con el ligando inhibiendo la unién de éste al receptor
impidiendo la apoptosis. Bid también se regula mediante splicing alternativo y es una posibilidad sin
analizar que el silenciamiento de TCERG1 favorece formas anti-apoptéticas que disminuyan su

potencial pro-apoptotico.
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El splicing alternativo del gen Fas es muy complejo y no da lugar a dos
isoformas Unicamente (Lajmanovich et al., 2009). No podemos descartar que TCERG1
esté afectando la expresion de estas otras isoformas y se requiere un andlisis mas
exhaustivo del splicing del gen para poder eliminar esta posibilidad. Asimismo,
TCERGL es un factor de transcripcién que puede activar o inhibir la expresion de gran
numero de genes ademas de regular el splicing alternativo de otros genes diana. No
podemos descartar tampoco que TCERG1 esté actuando sobre otras proteinas de la ruta
0 sobre otros genes que tengan como diana genes apoptdticos. Un experimento
interesante para poder vincular directamente el efecto de TCERG1 sobre el splicing
alternativo y su papel en apoptosis seria inhibir el splicing y comprobar que TCERG1
ya no tiene efecto tras la induccién de apoptosis. Datos preliminares obtenidos en el
laboratorio muestran que el tratamiento con spliceostatin A, que inhibe el ensamblaje
del spliceosoma impidiendo la reaccion de splicing (Kaida et al., 2007; Lo et al., 2007),
tiene graves consecuencias para la viabilidad celular probablemente debido al
importante papel que tiene el splicing alternativo tanto en apoptosis como en otros
procesos celulares, Debido al elevado nimero de genes implicados en apoptosis que
son regulados a través del splicing alternativo (Schwerk and Schulze-Osthoff, 2005),
seria interesante analizar el efecto de TCERG1 en cada uno de ellos y determinar su

patron de procesamiento en ambas rutas de apoptosis.

3. TCERG1 como factor de control

El acoplamiento de la transcripcién y el splicing podria estar permitiendo el
establecimiento de puntos de control que aseguren la correcta sintesis del pre-mRNA y
su procesamiento. Trabajos recientes sugieren que la parada de la RNAPII a lo largo de
los genes podria actuar como mecanismo de control para asegurar Su correcto
funcionamiento durante el desarrollo (Levine, 2010). Ademas, la parada de la RNAPII
en genes inducibles o en genes altamente regulados podria suponer la manera de
unificar las respuestas a diferentes rutas de sefializacion o distintos estimulos. Factores
que regulen esta parada podrian estar actuando como “sensores” ante diferentes
estimulos acoplando los procesos de transcripcion y el splicing para, por ejemplo,
provocar cambios globales en el splicing alternativo de genes implicados en procesos
celulares como apoptosis, respuesta al dafio de DNA o desarrollo. Con la metodologia
empleada para Bcl-x no hemos sido capaces de determinar si la regulacion del splicing
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Alvarez et al., 2010), el patron de sumoilacién se modifica tras un tratamiento de
choque térmico (M. Sanchez-Alvarez y C. Sufié, sin publicar). Quizas esta modificacion
no sea importante en situacion basal pero si lo sea en respuesta a estrés. Seria
interesante analizar el efecto de TCERG1 sobre el splicing alternativo global en
respuesta al choque térmico, asi como determinar el patron de sumoilacion en respuesta
a los diferentes estimulos apoptoticos. De hecho, numerosos factores de splicing ejercen
su funcion reguladora mediante modificaciones post-traduccionales en respuesta a
diferentes estimulos: 1) La induccion de apoptosis mediante la ruta del gen Fas induce
la desfosforilacion de proteinas SR a través de la activacién de la fosfatasa PP1
(Chalfant, JBC, 2001). 2) La proteina Sam68 regula el splicing alternativo de Bcl-x a
través de la fosforilacion (Paronetto et al., 2007). En células sanas, Sam68 se encuentra
desfosforilada y su localizacion es principalmente nuclear donde participa en la
regulacion del procesamiento del pre-mRNA. En células de céancer, Sam68 esta
fosforilada y se encuentra difusa por el citoplasma disminuyendo su actividad en el
splicing alternativo (Cote et al., 2003; Lukong et al., 2005; Matter et al., 2002). 3) La
metilacion del factor de splicing SRSF1 es importante para su actividad y su inhibicion
hace que se acumule en el citoplasma alterando sus funciones en el splicing alternativo
(Sinha et al., 2010). 4) La fosforilacion de hnRNPKZ1 en situacion de estrés impide su
interaccion con la transportina, favoreciendo su acumulacion en el citoplasma que
provoca alteraciones en el splicing (Allemand et al., 2005; van der Houven van Oordt et
al., 2000). Y 5) la metilacion de TCERGL1 por la metiltransferasa CARML influye en el
splicing alternativo del gen CD44 (Cheng et al., 2007). Si TCERGL1 sufre alteraciones a
nivel de modificaciones post-traduccionales tras el tratamiento con estimulos
apoptéticos, alterando por ejemplo su localizacidn celular, es una atractiva posibilidad
que queda por investigar.

Otra posibilidad es que los estimulos estén alterando interacciones de
determinados factores implicados en la ruta. Se ha visto que el tratamiento con agentes
genotdxicos, como cisplatino o camptotecina inhiben interacciones entre el factor de
transcripcion Erwing Sarcoma (EWS) y el factor de respuesta a estrés YB-1 resultando
en alteraciones del splicing alternativo a nivel global (Auboeuf et al., 2004). El
mecanismo molecular de la interaccion de estas proteinas en el splicing alternativo no
esta claro. Ademas y como se ha comentado anteriormente, se ha demostrado que EWS
interacciona de manera co-transcripcional con sus RNAs diana y que la induccién con

UV resulta en una redistribucion de EWS hacia el nucléolo y una menor interaccion con

103



Discusion

los RNAs. Anélisis protedmicos de TCERG1 han revelado su interaccion con
numerosas proteinas implicadas en numerosos procesos celulares, como la proteina
hsp70 (Lin et al., 2004)(datos del laboratorio sin publicar). No hay que descartar que
interacciones entre TCERG1 y estos factores de respuesta a estimulos modulan el

splicing alternativo de un conjunto de genes necesarios para esa respuesta celular.

En conjunto los resultados de esta tesis sugieren un papel de TCERG1 en
procesos apoptéticos a través de la regulacion del splicing alternativo de genes clave en
las rutas de muerte celular, probablemente a través del acoplamiento transcripcion-
splicing. Investigaciones futuras permitiran discernir si este efecto ocurre de manera
globalizada en otros genes de las vias de apoptosis y si afecta a otros procesos celulares
como desarrollo o c&ncer. Hacen falta experimentos globales de tipo gendémico a gran
escala para determinar si la elongacién de la RNAPII se ve afectada en respuesta a
variaciones en los niveles de expresion o de activacion de TCERG1 y esto conlleva
cambios en los patrones de splicing alternativo de genes importantes para los diferentes

procesos celulares.
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Conclusiones

TCERGLI regula el splicing alternativo de Bcl-x de manera dependiente del
promotor. El efecto neto de TCERG1 es favorecer la isoforma pro-apoptotica

BCl-Xs.

TCERGL1 promueve la utilizacion del sitio 5° de splicing xs a traves del
elemento regulador SB1 situado en el exdn 2 de Bcl-x. La regién 23 dentro
de este elemento media el efecto de TCERGL sobre el splicing alternativo de
Bcl-x.

La distribucién de la polimerasa a lo largo del gen se ve afectada por
alteraciones en los niveles de TCERG1. El silenciamiento de TCERG1
favorece la acumulacion de moléculas de RNAPII alrededor del elemento
SB1 mientras que la sobre-expresion la impide favoreciendo la distribucién

de las polimerasas hacia regiones mas distales del gen.

TCERG1 aumenta la procesividad de la RNAPII en la transcripcion del gen

Bcl-x.

TCERG1 influye en la regulacién del splicing alternativo del gen Fas/CD95,
favoreciendo la isoforma pro-apoptética del receptor soluble.

TCERGL1 favorece la apoptosis inducida por la estaurosporina. La sobre-
expresion de TCERG1 aumenta la sensibilidad al estimulo mientras que el
silenciamiento reduce el porcentaje de apoptosis al alterar el splicing
alternativo de las isoformas del gen Bcl-x.

TCERGL1 favorece la apoptosis inducida por anti-Fas. El silenciamiento de

TCERGL reduce la apoptosis y este efecto tiene lugar, al menos en parte, a

través de la regulacion del splicing alternativo del receptor Fas.
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un kit comercial (Dual Luciferase Assay, Promega) segun las indicaciones del

fabricante.

Analisis de productos de splicing in vivo de los minigenes reporteros derivados del
HIV-1.

Para determinar el patron de splicing se extrajo el RNA total de células
HEK?293T transfectadas transitoriamente con 1 pg de los minigenes reporteros (LTR1-
leader 0 SV40-leader), 1 ug de los plasmidos de expresion de polimerasas resistentes a
a-amanitina (WT, wild type o hC4, lenta) y 1 ug de plasmido vacio o de expresion de
TCERG1. Mediante RT-PCR se analizaron las isoformas de splicing generadas
utilizando los oligonucle6tidos 1544, 1543 y 1542. Los fragmentos se resolvieron en un
gel de poli-acrilamida al 6%, a 200V durante 2 h en TBE 1x. El gel fue tefiido con una
solucion de bromuro de etidio a 0.5 pg/ml durante 20 min. Tras un lavado con TBE 1x
durante 10 min, el gel se analizd usando el GelDoc (Biorad) con el software
QuantityOne (Biorad).

Ensayos de estabilidad del mMRNA

Aproximadamente 5x10° células HEK293T se sembraron en placas de 60 mm de
didmetro (Falcon, BD) el dia previo a la transfeccién. Las células se transfectaron con
1.5 pg de vector vacio (pEFBOST7) o 1.5 pg del vector de expresion de TCERG1
(pPEFBOST7-TCERGL1). Aproximadamente 36 h después de la transfeccion, las células
se trataron con DRB a una concentracion de 50 pM para inhibir la transcripcién. Se
recogieron muestras a tiempos 0, 2, 4 y 6 h tras el tratamiento. Los oligonucle6tidos

para la deteccion especifica del gen enddgeno Bcl-x fueron: E2-fwd y E2-rev.

Purificacion de proteina recombinante T7-TCERG1

Para la purificacion de proteina recombinante a partir de células HEK293T se
siguid un protocolo previamente descrito (Cazalla et al., 2005) con algunas
modificaciones (Figura S1). Seis placas de 100 mm de diametro (Falcon, BD) se
transfectaron con 20 pg del vector de expresion pEFBOST7-TCERG1 por placa
utilizando el método de precipitacion del Ca,PO,4. Aproximadamente 48 h después de la
transfeccion las células se lisaron con tampon de lisis frio (4°C) (50mM NaP pH.8, 0.5
M NaCl, 5mM B-glicerofosfato, 5mM KF, 0.1 Tween-20, 1x mezcla de inhibidores de

proteasas, Roche) y se sonicaron 3 veces durante 30 segundos (vibra-cell, Sonics
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materials) Los lisados se centrifugaron durante 20 min a 13.000 g. El sobrenadante se
pasd 2 veces por una columna donde previamente se habia afiadido 1 ml al 50% de
bolitas de agarosa unidas a anticuerpo anti-T7. Tras lavar la columna con 10 ml de
tampon de lisis la proteina se eluyd en 10 etapas con 0.8 ml de tampdn de elucion (0.1M
acido citrico pH.2.2, 5mM B-glicerofosfato, 5mM KF) cada una, recogiéndose cada
fraccion en tubos donde previamente se habian afiadido 0.2 ml de solucion Tris-Hcl pH.
8.8 para neutralizar el pH &acido del eluido. Se tomaron muestras del lisado total, del
lisado tras su paso por la columna, después del lavado y de cada fraccién del eluido. 10
pl de cada muestra se resolvieron mediante electroforesis en un gel de SDS-PAGE al
10% con un voltaje de 150 V durante 1 h 30 min, tras lo cual se tifieron durante 25 min
con una solucién de tincion/fijacion (TC: 0.0025% (p/v) Coomassie Blue R250, 45%
(v/v) metanol y 10% (v/v) &cido acético) y se lavaron abundantemente con una solucion
LC (25% (v/v) metanol, 7% (v/v) acido acético). El extracto total y la fraccion donde se
detecto la presencia de proteina se analizaron mediante western blot.

Para dejar las proteinas en condiciones adecuadas para los futuros ensayos, las
fracciones del eluido donde se encontraba la proteina se dializaron en una solucion de
didlisis BC100 (20mM Tris pH 8, 100mM KCI, 0.2mM EDTA pH 8 y 20% glicerol).
Tras la dialisis se analizé la proteina de nuevo mediante electroforesis y tincion de

Coomassie.

HEK 293T LISIS Y SONICACION

- ] PURIFICACION CON
% o-T7 AGAROSA
/ ’
o ELUCION
PEFBOST7-TCERG1

B

COOMASSIE l wB

DIALISIS

Figura S1. Esquema del procedimiento seguido para la purificacién de proteinas
etiquetadas con el epitopo T7 mediante columnas de agarosa unidas a anticuerpos
especificos para T7.
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Informacion suplementaria

Materiales y métodos

Plasmidos

El vector LTR2-luc se generé mediante PCR utilizando los primers LTR2-Mlu'y
LTR2-Bgl para amplificar el LTR (Long Terminal Repeat) del HIV-2 para su posterior
ligacion en el vector de expresion de luciferasa pGL3 (Promega).

Las versiones de los plasmidos pEFBOST7CA150 con mutaciones puntuales en
las dianas de SUMOilacion: (K503R), (K608R) y (K503/608) fueron descritas
previamente (Sanchez-Alvarez et al., 2010).

El vector de expresion de Tat-1, SV-cTat y el de la proteina de la hormona de
crecimiento hGH (pxGH5) asi como los minigenes reporteros de splicing del HIV-1,
(LTR1-leader y SV40-leader) fueron cedidos por el laboratorio del Dr. Heiner Schaal de
la Universidad de Disseldorf (Alemania). EI minigen SV40-leader ha sido descrito en
trabajos anteriores (Caputi et al., 2004). EI LTR1-leader es el mismo minigen que
sustituye el promotor del SV40 por el LTR del HIV-1.

El plasmido pNL4.3-ART fue cedido por el laboratorio del Dr. José Alcami del
Centro Nacional de Microbiologia (Madrid).

Ensayos de actividad de luciferasa

Aproximadamente 2.5 x10° células HEK293T se sembraron en placas de 6
pocillos (Falcon, BD). El dia siguiente y con un nivel de confluencia celular del 80% se
transfectaron utilizando el método de precipitacion en Ca,PO4 con 0.2 pug de LTR2-luc
y concentraciones crecientes del vector de expresion de Tat-1 como se indica en la
leyenda de la Figura S2. Las cantidades de DNA se igualaron en todos los puntos
usando tRNA (Sigma). Como normalizador de eficiencia de transfeccién se utilizaron
10 ng del vector de expresion de renilla pRL-TK-REN en todos los puntos.
Aproximadamente 40 h después de la transfeccion, las células se recogieron en PBS frio
(4°C) y se lisaron con 200 pl de tampon T7 frio (4°C) (20 mM HEPES, pH 7.9, 150
mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% NP-40, 1 mM ditiotreitol, and 1 mM PMSF). Tras
eliminar los restos celulares mediante centrifugacién se midi6 la actividad luciferasa y

renilla en los lisados utilizando un luminémetro (Berthold Detection Systems) mediante
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Preparacion de extractos inmunodeplecionados

Para la inmunodeplecién de TCERG1 se utilizaron columnas (Mobitec) de
afinidad de proteina A (protein A sepharose 4FastFlow, Amersham) donde los
anticuerpos presentes en el suero pre-inmune y suero especifico para TCERGL1 fueron
unido covalentemente mediante dimetil-pipelimidato (DMP, Sigma). Tras lavar la
columna con solucion de lavado D-650 (20 mM HEPES, pH 7.9; 650 mM KCl, 0.2 mM
EDTA, 20% (v/v) glicerol, 0.5 mM PMSF), se pasaron 100 pl de extracto nuclear de
celulas HelLa con una concentracion final de KCI de 0.65M por la columna para
bloquear las posibles uniones inespecificas. Se incubaron 400 pl del extracto a 0.65M
KCI con cada una de las columnas en rotacion durante 2h a 4°C. Se recuperaron los
extractos tras la primera incubacion y las columnas fueron regeneradas mediante el paso
de 3 ml de PBS conteniendo Tween-20 al 0.025% (v/v) seguido de 10 ml de lavado
continuo con una solucién de 0.1 M glicina, pH 3. Tras equilibrar las columnas con 3
lavados de PBS 1x se realiz6 una segunda ronda de deplecion de los extractos previos
en las mismas condiciones. Se recogieron alicuotas de los extractos resultantes para
analizar por western blot y el resto se dializaron en tampén de dialisis D-100 (20 mM
HEPES pH 7.9, 100 mM KCI, 0.2 mM EDTA, 20% glicerol, 0.5 mM PMSF, 0.5 mM
DTT). Los extractos se almacenaron en alicuotas a -80°C hasta su uso.

Anticuerpos

Para la deteccion de proteinas con epitopo T7 se utiliz6 anticuerpo anti-T7
(Bethyl) a una dilucién de 1:20.000, anti-TCERG1 a una dilucion 1:2000, anti-CDK9
(SantaCruz) a una dilucion 1:1.000, anti-U2AF65 (cedido por el Dr. Juan Valcércel,
CRG, Barcelona) a una dilucién 1:2.000, anti-Y12 (cedido por el Dr. Mariano Garcia-
Blanco, Universidad de Duke, Carolina del Norte) a una dilucién 1:200. Los anticuerpos
secundarios de conejo o ratén conjugado con peroxidasa (PerkinElmer Life Science)
fueron utilizados a diluciones 1:5.000 y su unién se detectd mediante

qguimioluminiscencia (PerkinElmer Life Science).

Ensayos de splicing in vitro

Los ensayos de splicing in vitro se llevaron a cabo segin un protocolo publicado
anteriormente (Cloutier et al., 2008). 5 pl de extracto nuclear de células HelLa fueron
incubados con 2 fentomoles de los transcritos sintetizados in vitro (ver Materiales y

métodos) en condiciones de splicing (2 U/ul creatina kinasa (Roche), fosfocreatina 5
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El inhibidor de las deacetilasas de histonas Tricostatina A favorece la isoforma
Bcl-xs.

La Tricostatina A (TSA, Sigma) es un inhibidor de las deacetilasas de histonas.
Al permitir la hiperacetilacion favorece una transcripcion activa. Se ha visto que el
tratamiento con TSA influye en el splicing alternativo de minigenes reporteros al
favorecer una tasa de elongacién mayor (Nogues et al., 2002). Por ello quisimos
analizar el splicing alternativo del gen Bcl-x enddgeno tras el tratamiento durante 16 h
con concentraciones crecientes de TSA. Observamos que la isoforma Bcl-xs aumentaba
con el tratamiento con TSA, indicando que la inhibicion de la desacetilacion de histonas
y, por tanto, el favorecimiento de una mayor procesividad de la RNAPII favorece la
formacion de la isoforma Bcl-xs (Figura S5). Estos datos concuerdan con los obtenidos
al transfectar los mutantes de la RNAPII resistentes a a-amanitina, donde veiamos que
una RNAPII mas lenta favorecia la isforma Bcl-x,, y con los datos de sobre-
expresion/silenciamiento de TCERG1 que indicaban que el aumento de la procesividad
de la RNAPII favorecia la isoforma Bcl-Xs.

Figura S5. La inhibicion de deacetilasas de histonas

0 300 600 nMTsA
- mediante TSA favorece la isoforma Bcl-x; RT-PCR
= _— andlisis del RNA de células HEK293T tratadas durante
16 h a las concentraciones indicadas. Los productos del
:: ) splicing alternativo del gen Bcl-x enddgeno fueron
g — resueltos en un gel de agarosa al 2%. En la gréafica se
) 1: — representa el porcentaje de isoforma Bcl-xs respecto a la
ol . i suma de ambas isoformas medido por densitometria de

0 300 600 nM TSA

tres experimentos independientes. *: p<0,05.

Analisis del efecto de TCERGL en el splicing del gen Bcl-x in vitro

Para determinar si TCERGL1 influye en el splicing in vitro de Bcl-x se analiz6 el
efecto de la proteina TCERGL1 recombinante obtenida mediante la sobre-expresion en
células HEK293T de la proteina TCERGL1 con el epitopo T7 y purificada por columnas

de agarosa unidas a anticuerpo anti-T7 (Figura S6).
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mM, rATP 12.5 mM, MgCI2 80 mM, DTT 100 mM, 5U RNAse OUT (Invitrogen),
alcohol polivinilo 13%) durante 2 h a 30°C. Cuando fue preciso se afiadié 1 pg de la
proteina recombinante T7-TCERGL1 a la mezcla. La reaccion se detuvo afiadiendo 450
pl de una solucion de 0.3 M acetato sddico y 0.1%. SDS. EI RNA se extrajo con
fenol/cloroformo/alcohol-isoamilico y se precipitd con etanol en presencia de glicogeno.
El pellet se resuspendi6 en 10 ul de agua. Para monitorizar la reaccion de splicing 2 pl
del RNA final se retro-transcribieron a 37°C durante 1 hora con el kit Omniscript
reverse transcriptase (Qiagen), el 0 X2B y RNase OUT (Invitrogen). 1 ul de la mezcla
fue amplificado por PCR usando 5 U/ul de Taq (Roche) y los oligonucleotidos X2 y X3
con una mezcla de dNTPs a 10 mM y 0.1 pl [a-*2P]dCTP (Perkin Elmer Life Sciences).
Las muestras fueron resueltas en geles de poliacrilamida al 6% en condiciones nativas y
expuestas durante 2 h en una pelicula para su andlisis y cuantificacion en el
PhosphorIimager Storm 860 (GE Healthcare).

Oligonucleotidos

Clonaje LTR2-luc
LTR2-Mlu, 5>-GGGACGCGTTATAAATATACCCG-3’
LTR2-Bgl, 5’>-GGGAGATCTGCTTTATTAAGAGG-3’
Retro-transcripcion de los productos de splicing in vitro:
X2B, 5’-CGCTCTAGAACTAGTGGATC-3’
PCR cuantitativa del gen Env del provirus:
PNL4.3ART-F, 5’-TGGAAAACTCATTTGCACCA-3’
PNL4.3ART-R, 5>-TTCTCTGTCCCACTCCATCC-3’
PCR convencional de los minigenes LTR1-leader y SV40-leader
1544, 5'-CTTGAAAGCGAAAGTAAAGC-3'
1543, 5-CCCCCATCTCCACAA-3'
1542, 5-CACCTCTTCTTCTATTCCT- 3'
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Resultados
Tat-1 no afecta al patrén de splicing alternativo de Bcl-x generado por la sobre-
expresion de TCERGL.

Debido a la capacidad de trans-activacion de la proteina Tat-1 del promotor de
HIV-1, quisimos comprobar si las secuencias del promotor del HIV-2 utilizado en los
ensayos de splicing era capaz de ser transactivado por Tat-1. Para ello transfectamos
una construccion que contenia el LTR del HIV-2 seguido del gen reportero de luciferasa
junto con concentraciones crecientes de un plasmido de sobre-expresion de la proteina
Tat-1. Midiendo las unidades de luciferasa observamos que el LTR2 era transactivado
débilmente por Tat-1 (Figura S2-A). Dado que TCERG1 ha sido descrito como factor
regulador de la transcripcion de HIV-1 necesario para la transactivacion por Tat (Sune
et al., 1997), quisimos ver si el efecto de TCERG1 en el splicing del Bcl-x se veia
afectado por la presencia de Tat-1. Mediante transfecciones transitorias del minigen
reportero de splicing HIV2-X2 junto con concentraciones crecientes de Tat-1 y en
presencia de un vector vacio o un vector de sobre-expresion de TCERGL1, determinamos
por RT-PCR las isoformas de splicing del minigen obtenidas en cada situacion.
Observamos que la presencia de Tat-1 no modificaba el efecto de TCERG1 en el

splicing alternativo del minigen reportero HIV2-X2 (Figura S2-B).

0.2 0.5 ng Tat1
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L2 3R] RO CEee
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Figura S2 (Pagina anterior). La sobre-expresion de Tat-1 no influye en el efecto de TCERG1
sobre el splicing alternativo de Bcl-x. A. Se midieron las unidades de luciferasa tras la transfeccion de
células HEK293T con el reportero LTR2-luc junto con un vector vacio o concentraciones crecientes de
un vector de expresion de Tat como se indica en la figura. Las medidas fueron corregidas con los
valores de renilla como indicativo del porcentaje de transfeccion. La grafica representa la activacion del
LTR del HIV-2 por la proteina Tat respecto a los valores de activacion basales de tres experimentos
independientes. B. Células HEK293T fueron transfectadas con el minigen reportero HIV2-X2,
concentraciones crecientes de Tat (0, 0.2 pg, 0.5 pg) y un vector vacio (-) 0 un vector de expresion de
TCERG1 (+). El patron de splicing generado se detecté mediante RT-PCR vy los transcritos fueron
resueltos en un gel de agarosa al 2%. La grafica representa el ratio de las isoformas X, /Xs medidas por

densitometria de tres experimentos independientes. *: p< 0,05, **: p< 0,01.

La modificacibn de TCERG1 por SUMOilacion no influye en el splicing
alternativo.

TCERGL1 puede sufrir la modificacion post-traduccional por adicién de grupo SUMO.
Se han descrito dos lisinas principales aceptoras para esta modificacion, las lisinas en
posicion 503 y 608 (Sanchez-Alvarez et al., 2010). Quisimos comprobar si mutaciones
en estas lisinas influian en el efecto de TCERG1 sobre el splicing alternativo del gen
Bcl-x. Mediante co-transfecciones transitorias del minigen reportero HIV-X2 vy
construcciones con mutaciones puntuales en ambas lisinas por separado o mutacion
doble de ambos residuos y analizando los patrones de splicing por RT-PCR,
observamos que ninguna de las mutaciones alteraba el patron de splicing producido por

la proteina wild type (Figura S3).
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Figura S3 (Pagina anterior). La modificacion por SUMOilacién no modifica el efecto de
TCERGL. sobre el splicing alternativo de Bcl-x. A. Esquema de TCERG1 con sus dominios. Se
indican las posiciones de la sefial de localizacion nuclear (NLS) y las lisinas aceptoras de SUMO
que son mutadas en las construcciones utilizadas (K503 y K608). B. Resultado de los productos
obtenidos mediante RT-PCR en gel de agarosa al 2% tras la transfeccion de células HEK293T
con un vector vacio (-) o vectores de expresion de TCERG1: wild type (WT), mutante para la
lisina 503 (K503R), para la lisina 608 (K608R) o para ambas (K503/608). La grafica muestra el
ratio X /X; medido por densitometria de tres experimentos realizados de forma independiente. La
expresion de cada una de las proteinas fue controlada mediante WB con anticuerpos que detectan
el epitopo T7 presente en el plasmido de expresion de TCERGL.

La sobre-expresion de TCERGL1 no afecta a la estabilidad del mRNA de Bcl-x.

Para asegurarnos que el efecto de TCERGL era sobre la transcripcion y no
debido a una posible influencia sobre la estabilidad del mMRNA, medimos la degradacion
del mRNA tras la inhibicion de la transcripcién con DRB a distintos tiempos en células
transfectadas con un vector vacio o bien con un vector de sobre-expresion para
TCERGL. Observamos que el patrén de degradacion del mensajero era muy similar en

ambos casos, indicando que la sobre-expresion de TCERGL1 no altera la estabilidad del
mRNA (Figura S4).
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Figura S4. La sobre-expresion de TCERGL1 no altera la estabilidad del mRNA. La
grafica representa los niveles del pre-mRNA de Bcl-x medidos en células transfectadas
con un vector vacio (negro) o con un vector de sobre-expresion de TCERGL1 (azul)
mediante RT-PCR cuantitativa, a los tiempos indicados, tras el tratamiento con 50 pM
de DRB.
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A \>¢°° (\oa\'@\?pbo 0&9 Figura S6. Purificacién de la proteina
recombinante T7-TCERG1 de células

178 KDa TCERG1-T7 N i
sKkpa HEK293T. A. Separacion de las proteinas
i ; . presentes en los distintos pasos de la
! == purificacion (lisado celular total, flow-
— v through, lavado y eluido) mediante gel SDS-
PAGE al 10% tefiido con Coomassie Blue. .
e —— Los marcadores de peso molecular se
muestran a la izquierda de la figura. B.
B \),,°° <¢>°\b° Western Blot que muestra la deteccion de la
proteina recombinante en el lisado total y en

WB: o-T7 TCERG1 . . . e
- el eluido mediante anticuerpos especificos

para el epitopo T7.

En reacciones de splicing in vitro, la adicion de proteina recombinante T7-
TCERGL1 a extractos nucleares de células HelLa junto con transcritos sintetizados in
vitro (X2) favorecio la produccion de la isoforma anti-apoptética Bel-x. (Figura S7-A,
carriles 1 y 2). En transcritos sintetizados in vitro delecionados del elemento regulador
SB1 (X2.13), TCERG1 carecia de efecto en estas condiciones (Figura S7-A, carriles 3 y
4). Asimismo quisimos comprobar el efecto de la ausencia de la proteina TCERG1 del
extracto nuclear en estas condiciones. Para ello se elimind TCERG1 de los extractos
mediante columnas de afinidad preparadas con anticuerpos especificos para esta
proteina. La eficacia de la deplecion se comprobd mediante analisis por western blot
(Figura S7-B). De acuerdo con los resultados obtenidos en la figura S6-A, los extractos
nucleares que carecian de TCERG1 presentaban un incremento de la isoforma pro-
apoptotica Bcl-xs respecto a extractos control (Figura S7-C, carriles 1 y 2). La adicién
de la proteina recombinante a los extractos deplecionados de TCERG1 aumento el nivel
de la isoforma Bcl-x,, demostrando que el efecto obtenido se debia a la ausencia de
TCERGL (Figura S7-C, carril 3). De forma similar, la ausencia de TCERGL1 del extracto
no tuvo efecto en transcritos que carecen de la region reguladora SB1 (Figura S7-C,
carriles 4 y 5) y la adicion de proteina recombinante no alteré este patron de splicing
(Figura S7-C carril 6). Estos resultados refuerzan un papel de TCERG1 como factor de
splicing aunque contradicen los resultados obtenidos in vivo. Nuestros resultados
apoyan fuertemente un efecto de TCERGL1 sobre el splicing del Bcl-x dependiente de la

elongacion transcripcional. En los ensayos de splicing in vitro los procesos de la
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transcripcion y el splicing estan desacoplados. Esto, junto con la ausencia de otros
elementos obviados en un sistema in vitro, como el contexto cromatinico, pueden ser la
causa de los resultados aparentemente contradictorios obtenido in vitro. EIl uso de un
sistema acoplado de transcripcion-splicing con moldes de DNA cromatinizados podria
ser de utilidad para verificar esta hipdtesis. Sin embargo, el hecho de que TCERGL1 no
tenga efecto sobre el transcrito X2.13, resalta la importancia del elemento regulador
SB1 en el efecto de TCERG1 sobre el splicing del Bcl-x.
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Figura S7 (pagina anterior). Andlisis del efecto de TCERGL1 sobre el splicing de Bcl-x in vitro.
A. Gel de acrilamida al 6% de la reaccidn de splicing generada mediante RT-PCR radiactiva en el
transcrito wild type (X2) y en el delecionado de la region reguladora SB1 (X2.13) sin (-) o con (+) la
adicion de proteina T7-TCERG1 recombinante a extractos nucleares de células Hela. La gréfica a la
derecha del panel representa el porcentaje de isoforma Bcl-x; respecto al total de las dos isoformas
cuantificada mediante el software ImageQuant. B. Andlisis por western blot del extracto nuclear
control (ENC) y deplecionado de TCERGI1 (AEN). Se usaron anticuerpos especificos para las
proteinas TCERG1, U2AF65, CDK9 y Y12. C. Gel de acrilamida al 6% de la reaccién de splicing
generada mediante RT-PCR radiactiva en el transcrito wild type (X2) y en el delecionado de la
region reguladora SB1 (X2.13) utilizando extractos nucleares control (carrilesl y 4), extractos sin
TCERGL1 (carriles 2 y 5) y extractos nucleares sin TCERG1 suplementados con 1 ug de proteina
recombinante T7-TCERGL (carriles 3 y 6). En la parte inferior se muestra la representacion gréafica
del porcentaje de isoforma Bcl-xs cuantificada mediante el programa ImageJ en extractos nucleares
control (ENC) y extractos nucleares deplecionados sin (AEN) y con T7-TCERGI (AEN + T7-

TCERGL1). Estos experimentos se realizaron tres veces de manera independiente.

La tasa de elongacidon regula el splicing alternativo de un minigen reportero
derivado del HIV-1y la sobre-expresion de TCERGL1 altera el efecto.

El genoma del HIV-1 esta formado por una hebra Gnica de RNA que dara lugar a
las diferentes proteinas estructurales y reguladoras del virus (Figura S8). El transcrito
del virus es procesado por una serie de eventos de splicing para generar 22 mRNAS
diferentes de aproximadamente 4 Kb, que codifican para las proteinas Env, Vpu, Vpry
Vif, y 22 mRNAs de alrededor de 2 Kb que codifican para Tat, Rev, Vpry Nef. Més del
50% de los pre-mRNAs virales salen del nicleo sin ser procesados. Las proteinas Gag y
Pol son sintetizadas a partir de este pre-mRNA (Purcell and Martin, 1993). Ademas, el
RNA viral sin procesar se empaqueta en los nuevos viriones como genoma del virus. En
la célula, el pre-mRNA sin procesar o parcialmente procesado es normalmente
degradado en el nucleo, pero en el HIV-1 la proteina viral Rev promueve su liberacién
al citoplasma (Pollard and Malim, 1998). La regulacion del splicing alternativo viral
implica interacciones entre secuencias intronicas y exdnicas del RNA del virus asi como
factores de splicing de la célula hospedadora (Stoltzfus and Madsen, 2006), y requiere
de una estrecha regulacion ya que desequilibrios entre los productos procesados y sin
procesar o alteraciones de la maquinaria de transporte de productos sin procesar puede
causar efectos dramaticos en la infectividad del HIV-1 (Purcell and Martin, 1993;
Wentz et al., 1997).
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Figura S8. Esquema del genoma del HIV-1. El genoma del HIV-1 consta de una Unica hebra
de RNA que dara lugar a las diferentes proteinas virales que se muestran en el diagrama. Las

posiciones 5’ y 3* del LTR (Long Terminal Repeat) es asimismo indicada.

Como se ha mencionado en la introduccién, TCERGL1 fue descrito por primera
vez como un factor de elongacion de la transcripcion necesario para la trans-activacion
del HIV-1 por Tat (Sune et al., 1997). Por ello y en base a los resultados obtenidos con
el modelo de Bcl-x, quisimos analizar si TCERGL tenia algun efecto sobre el splicing
alternativo de HIV-1 de manera dependiente de la elongacién. Para ello utilizamos un
minigen reportero (LTR1-leader) que contiene los elementos donantes y aceptores de
splicing del HIV-1 y reproduce el splicing alternativo del virus (Figura S9-A). Lo
primero que quisimos investigar fue el efecto de la elongacion en el splicing alternativo
del minigen. Transfectamos el LTR1-leader junto con un vector de expresion de Tat y
plasmidos de expresion de las polimerasas mutantes wild type y hC4. Tras el
tratamiento con a-amanitina durante 18 h, extrajimos el RNA total para determinar
mediante RT-PCR los productos de splicing generados. Los productos se resolvieron en
geles de acrilamida al 6% y se secuenciaron. Observamos que una RNAPII lenta (hC4)
alteraba el patron de splicing aumentando la isoforma 1.5.7 y disminuyendo la isoforma
1.4a.7 respecto a la RNAPII wild type (WT) (Figura S9-B, carriles 2 y 3). Sin embargo,
transcritos procedentes de la polimerasa enddgena pudieron ser todavia detectados
probablemente debido a poblaciones residuales sintetizadas antes de la inhibicion de la
polimerasa enddgena (Figura S9-B, carril 1). Al sobre-expresar TCERG1 observamos
una disminucion de la isoforma 1.5.7 incluso cuando la transcripcion depende de una
polimerasa wild type (Figura S9-A, carriles 4-6). Para ver si el efecto era dependiente de
promotor utilizamos un minigen reportero igual al descrito anteriormente pero el LTR1
fue remplazado por el promotor SV40. En estas condiciones observamos un efecto
similar, aunque menos pronunciado, de incremento de la isoforma 1.5.7 con una
RNAPII lenta (hC4) comparada con una RNAPII wild type (WT) (Figura S9-C, carriles
1-3), sin embargo la sobre-expresion de TCERGL1 no tuvo efecto sobre el patrén del

splicing alternativo (Figura S9-C, carriles 4-6). Los datos obtenidos sugieren que
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TCERGL1 influye en el splicing alternativo del HIV-1 a través de la tasa de elongacion
de la RNAPII. De nuestro analisis se sugiere que TCERG1 podria favorecer el uso de
los sitios de splicing que en el virus producirian la proteina Nef, mientras que
disminuiria el uso de los sitios de splicing que generarian a Rev. Las consecuencias que

esto puede tener en el splicing del virus y su relevancia en cuanto a la infectividad y

replicacion se estan investigando actualmente en el laboratorio.
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Figura S9. La elongacion transcripcional regula el splicing alternativo del HIV-1. A. Esquema de
la construccion utilizada como reportero de splicing. En el caso del LTR1-leader, el promotor SV40
fue sustituido por el LTR1. B. Células HEK293T fueron transfectadas transitoriamente con el minigen
reportero LTR y el vector vacio (carriles 1, 4), vectores de expresion de la RNAPII wild type (WT)
(carriles 2 y 5) o el mutante hC4 (carriles 3 y 6) resistentes a a-amanitina en ausencia (-) (carriles 1, 2
y 3) o presencia (+) (carriles 4, 5 y 6) de un vector de expresion para TCERG1. Las diferentes
isoformas fueron amplificadas por RT-PCR y los productos separados en un gel de poliacrilamida al
6%. Las graficas representan el ratio de los transcritos 1.5.7/1.4a.7 generados a partir de los minigenes
por la RNAPII WT y hC4 medidos por densitometria. C. El mismo experimento descrito en el
apartado B se llevd a cabo con el minigen reportero SV40. Los experimentos se realizaron por

triplicado.

Para comprobar de forma directa que TCERGL1 influye en la elongacion del
HIV-1, medimos los transcritos distales generados a partir de un plasmido que contenia
el genoma del pro-virus completo salvo una delecién en la retro-transcriptasa (RT)
(PNL4-3ART) (Figura S10-A) que genera particulas viricas defectivas en la RT por lo
que no es infectivo. Transfectamos células HEK293T con siRNAs contra EGFP
(SICONTROL) o contra TCERGL1 (siTCERGL1) y tras 48 h extrajimos el RNA total y
determinamos mediante RT-PCR cuantitativa la cantidad de transcritos distales que se
habian generado en cada una de las condiciones. Al mismo tiempo transfectamos un
plasmido de expresién de la hormona de crecimiento (hGH) como control de
transfeccion y analizamos sus niveles de RNA de la misma manera que para el pNL4-
3ART. Los datos obtenidos se normalizaron respecto a GAPDH. Observamos que al
silenciar TCERG1 disminuia significativamente la cantidad de RNA distal en
comparacion con células control (Figura S10-B). Por ultimo y para medir directamente
la tasa de elongacion del enzima, llevamos a cabo experimentos de procesividad de la
RNAPII in vivo tal y como se ha descrito en apartados anteriores. Células T-Rex 293T
establemente silenciadas con shRNAs contra GFP (CONTROL) o contra TCERG1
(TCERGL1 KD) fueron transfectadas con el pro-virus. 24 h después de la transfeccion, la
transcripcion global fue inhibida de manera reversible con DRB; tras 3 h retiramos el
DRB y lo reemplazamos por medio fresco. A los tiempos indicados en la figura S10-C
se tomaron muestras para ver la tasa de recuperacion de la transcripcion del pro-virus
mediante RT-PCR cuantitativa con oligonucle6tidos distales. La tasa de elongacion en

células silenciadas de TCERGL1 se vio reducida respecto a las células control, sugiriendo
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de nuevo que TCERGL1 es requerido para una Optima transcripcion del genoma del HIV-
1 (Figura S10-C).
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Figura S10. TCERG1 aumenta la procesividad de la RNAPII. A. Esquema del genoma del HIV-1.
Se indica la posicion de los oligonucle6tidos utilizados para la PCR cuantitativa (P). B. Cuantificacion
de los niveles del RNA viral mediante RT-PCR cuantitativa de células HEK293T silenciadas
transitoriamente con siRNAs especificos para GFP (siCONTROL) o TCERG1 (SiTCERG1) y
transfectadas con el pNL4-3ART. Se representa la media de tres experimentos independientes
realizados por triplicado. **: p<0,01. C. Cuantificacion de los niveles del RNA mediante RT-PCR
cuantitativa medidos a los tiempos indicados tras reemplazar el DRB por medio fresco en células
establemente silenciadas con shRNAs especificos para GFP (CONTROL) y TCERG1 (TCERG1 KD)
y transfectadas con el pNL4-3ART. Se representa la media de tres experimentos independientes.
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