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Abreviaturas

AA: Acrilamida.

AC: Adenililciclasa.

ADP: Difosfato de adenosina.

APS: Persulfato de amonio.

ATRA: todo-trans-acido retinoico; todo-(E)-acido retinoico.
ATP: Trifosfato de adenosina.

Az3onm: Absorbancia a 230 nm.

Azgonm: Absorbancia a 260 nm.

A280nm: Absorbancia a 280 nm.

BDNF: Factor neurotréfico derivado de cerebro.

BisAA: Bisacrilamida.

CAMP: Monofosfato de adenosina-3',5'-ciclico.

cDNA: DNA copia.

C/EBP: Proteina de union al elemento CCAAT/enhancer.
ChlP: Inmunoprecipitacion de cromatina.

CMV: Citomegalovirus.

CRE: Elemento de respuesta a cCAMP.

CREB: Proteina de unién a CRE.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

DNA: Acido desoxirribonucleico.

DNasa I: Desoxirribonucleasa I.

dNTP: Desoxirribonucleotidos trifosfatos (dAATP, dGTP, dTTP y dCTP).
DTT: Ditiotreitol.

EDTA: Acido etilendiaminotetracético.

EMSA: Ensayo de movilidad electroforética en gel.
EtBr: Bromuro de Etidio.

fmol: Femtomol.

g: Gramo.
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GAP:
GDI:
GDP:
GEF:
Gia:
Goa:
Gorra:
Gsa:
Groa:
GPCR:
GTP:
GuHCl:
HEPES:
hr(s):
1gG:
IMAC:
IPTG:

LB:

MCS:
mer:
mg:
min:
ml:
MNasa:
mM:
MRNA:
ms:

ng:
mmol:

Proteina activadora de GTPasas.

Proteina inhibidora de la disociacidn de nucle6tidos de guanina.
Difosfato de guanosina.

Proteina factor intercambiador de nucle6tidos de guanina.
Proteina G tipo i, inhibidora de la adenililciclasa.

Proteina G tipo o.

Proteina G tipo olfatoria. Pertenece a la familia de proteinas Gas.
Proteina G tipo s, estimulante de la adenililciclasa.

Proteina G tipo 12.

Receptor Acoplado a Proteina G.

Trifosfato de guanosina.

Cloruro de guanidinio

Acido 4-(2-hidroxietil)-1-piperazina-etanosulfonico.

Hora(s).

Inmunoglobulina G.

Cromatografia de afinidad a un ion metalico inmovilizado en una resina.
Isopropil-p-D-1-tiogalactopirandsido.

Litro.

Medio Luria-Bertani (Caldo de Lisogenia).

Molar.

Sitio de maltiple clonacion en un plasmido.

Nucledtidos o bases presentes en un polimero (18-mer = 18 bases).
Miligramos.

Minuto(s).

Mililitros.

Nucleasa micrococica (Micrococcal nuclease).

Milimolar.

Acido ribonucleico mensajero.

Milisegundos.

Nanogramos.

Nanomol.
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nM: Nanomolar.

°C: Grados Celcius.

% (p/v): Porcentaje peso en volumen.

% (VIV): Porcentaje volumen en volumen.

OD: Densidad optica.

PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida.

pb: Pares de bases.

PBS: Tampon fosfato salino.

PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa.

PEG: Polietilenglicol.

PIC: Complejo de preiniciacion.

pmol: Picomol.

RGS: Proteina reguladora de la sefializacion de proteinas G.
RIC: Resistentes a inhibidores de la colinesterasa (ej.: RIC8).
RNA: Acido ribonucleico.

RNasa: Ribonucleasa.

RT: Transcriptasa reversa.

RPM: Revoluciones por minuto.

S: Segundo(s).
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Resumen

RIC8B es una proteina con actividad GEF y chaperona para las subunidades
estimulantes (Gso/Goirar) de las proteinas G heterotriméricas, modulando temporalmente
la via de sefializacion dependiente de CAMP. La expresién de RIC8B tejido especifico asi
como dependiente del estadio del desarrollo podria explicar en parte los efectos
pleiotropicos de esta via de sefializacion presente de manera ubicua en el organismo. Esta
expresion restringida del gen RIC8B puede estar definida por la presencia de elementos
de respuesta especificos en su regién promotora. Analisis bioinformaticos de esta region
permitieron la identificacion de elementos de respuesta putativos para los factores de
transcripcion con dominio béasico y cierre de leucina, CREB y C/EBPp, altamente
conservados en mamiferos. Estudios posteriores demostraron que la union de C/EBPJ al
promotor de RIC8B de ratén conduce a una disminucion en la expresion de este gen
durante la diferenciacion de una linea osteoblastica, debido al reclutamiento de complejos
remodeladores de cromatina de la familia SWI/SNF. Ademas, estudios previos de nuestro
laboratorio han determinado que la actividad del promotor de RIC8B humano responde de
manera negativa a aumentos en los niveles de cCAMP. Sin embargo, la participacion de
CREB y de los elementos CRE en la actividad transcripcional del promotor de RIC8B aulin
no ha sido dilucidada.

Con estos antecedentes decidimos determinar si la actividad del promotor del gen
RIC8B humano es regulada por la accion de los factores de transcripcion CREB y C/EBPp.
Nuestros resultados mostraron que tanto CREB1 como C/EBPJ se unen a secuencias del
promotor del gen RIC8B humano en ensayos de union in vitro y en ensayos en un contexto
celular, debido a la presencia de elementos de unién especificos para cada factor de
transcripcion, distribuidos en dos regiones: una region proximal que contiene dos
elementos CRE y una region distal que contiene 3 sitios C/EBP. Observamos ademas que
la sobreexpresion de la subunidad catalitica de la quinasa PKA, en células HEK293T,
genera una disminucion de la actividad del promotor de RIC8B reflejado en una
disminucion en los niveles del RNA mensajero. Esta reduccién en la actividad
transcripcional del gen se asocia a una baja ocupancia de C/EBPB y CREBI en el

promotor. Por otra parte, en células de neuroblastoma humano SH-SY5Y indiferenciadas
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solo detectamos la unién de CREB1 al promotor. En esta condicion el promotor se
encontraria transcripcionalmente activo, ya que la induccion de la diferenciacién al
fenotipo neuronal produce una disminucion en los niveles del mensajero.

En su conjunto nuestros resultados muestran que los elementos CRE y C/EBP
presentes en las regiones proximal y distal controlan la actividad del promotor y sugieren
roles comunes y diferenciales para CREB1 y C/EBPJ en la regulacion transcripcional del

gen RIC8B humano.
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Summary

RIC8B is a chaperone protein with GEF activity over Gso/Golfa heterotrimeric G
protein subunits and hence modulates the cAMP signaling duration. RIC8B shows a tissue
specific and developmental dependent expression profile and this could explain in part the
pleiotropic effects of Gsa signaling pathway. After a bioinfiormatic inspection of RIC8B
promoter, we identified several binding sites for basic domain/leucine zipper transcription
factors CREB and C/EBPf and conserved among mammals. It has been reported that
C/EBPp binds to RIC8B promoter after osteoblastic differentiation in a mouse model
producing a decrease in promoter activity and mRNA expression, and the mechanism
involves SWI/SNF remodeling complex recruiting by this transcription factor.
Furthermore, we have observed previously that an increased intracellular cAMP level
leads to a RIC8B promoter activity reduction. However, it remains to elucidate the
importance of CRE elements and participation of CREB on RIC8B transcriptional

regulation.

We decided to test if CREB and C/EBP control RIC8B gene promoter activity.
Our results show that both transcription factors bind to -600 bp promoter, by in vitro
binding assays and ChIP in two cell lines, due to existence of two specific binding sites
clusters: a proximal region containing two CRE elements and a distal region having three
C/EBP sites. In HEK293T cells overexpressing the catalytic subunit of PKA we observed
a diminished levels on RIC8B mRNA, associated with lower promoter occupancy levels
of C/EBPp and CREBI1. Meanwhile, in undifferentiated neuroblastoma cells SH-SY5Y
only CREB1 was associated to the promoter. In this proliferative cellular state, the RIC8B
promoter seems to be transcriptionally active based on the reduction of gene expression

seen after differentiation induction by retinoic acid incubation.

Together, these results demonstrate that C/EBP and CRE binding sites located in
the proximal and distal regions control the promoter activity and suggest both common
and differential roles for CREB1 and C/EBPp in transcriptional regulation of RIC8B

human gene.
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1 Introduccién

1.1 Contexto historico del estudio de la transduccion de sefiales.

La membrana plasmatica delimita a la célula, controlando el intercambio de materia
entre este sistema y el entorno; su existencia fue propuesta inicialmente por W. Pfeffer en
1887 (Heimburg, 2007). De caracter semipermeable, esta barrera es capaz de permitir el
paso de agua y pequefios iones (Reuss, 2008). Sin embargo, y producto de su tamafio y
caracter fisicoquimico, la velocidad de difusién a través de la bicapa lipidica de gran parte
de las moléculas de importancia metabolica es muy lenta respecto de los procesos
bioquimicos (Gomperts, et al., 2009). Para compatibilizar estos requerimientos, existen
proteinas de transmembrana que permiten el paso de moléculas, conocidas como proteinas
transportadoras (Reuss, 2011). De igual forma, existen en la membrana proteinas capaces
de reconocer y/o captar estimulos extracelulares y, a través de mecanismos muy
sofisticados, llevar a la generacion de una respuesta a nivel celular y, dltimamente, del
organismo completo. El estudio de los mecanismos involucrados en la captacion de tales
estimulos fue relativamente tardio dentro de la historia de la fisiologia, comenzando a
finales del 1800 con los primeros estudios acerca de la accion hormonal en humanos por
Charles E. Brown-Sequard (Gomperts, et al., 2009), aunque las bases del entendimiento
de estos fendmenos tienen su origen en las evidencias que demostraron la transmisién
guimica nerviosa.

En 1948, R. Ahlquist demostro la existencia de dos tipos de receptores para adrenalina
denominados a y  en base a la respuesta farmacologica de diversos tejidos a analogos de
adrenalina (Ahlquist, 1948). Si bien durante la década de 1960 se habia logrado definir,
segun su afinidad a diversas aminas, la existencia de 3 tipos de receptores adrenérgicos
tipo B y de al menos 2 del tipo a (Lands, et al., 1967), el entendimiento de los mecanismos
moleculares de la transmision de la sefial hormonal debid esperar mas de una década.

Trabajando en el laboratorio de Carl y Gerty Cori, Earl Sutherland identificd que el
nucle6tido monofosfato de adenosina ciclico (CAMP) aumentaba en muestras de higado
de conejo en respuesta a la estimulacion con adrenalina. Con esto, se dio inicio al concepto
de segundo mensajero; al igual que lo ocurrido para la transmisién quimica sinaptica,

1
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presentO dificultades en ser aceptado hasta mediados del siglo XX (Beavo & Brunton,
2002). Parte de este escepticismo estaba ligado a la dificultad en la deteccion de esta
molécula. Es por ello que varios grupos de investigacion desarrollaron metodologias que
permitieron detectar las bajas cantidades basales de cCAMP que se generan en las células
(del orden de 5 pmoles por mg de proteina total). Hacia 1970, Alfred Gilman desarrollé
un ensayo de competencia de sensibilidad cercana a los 0,1 pmoles y que requeria de la
quinasa dependiente de CAMP (PKA) y [*H]-cAMP (Gilman, 1970), masificando de esta
forma los estudios metabélicos. Asi, ya a finales de 1970 se conocia el metabolismo
general de este nucledtido que es sintetizado por una adenililciclasa desde ATP y
degradado por las fosfodiesterasas a AMP. Se determiné que el CAMP es capaz de activar
a la proteina quinasa A al unirse a la subunidad reguladora de la holoenzima, lo que induce
la liberacién de la subunidad catalitica activa (Beavo & Brunton, 2002). Todavia quedaba
la pregunta ¢cémo se asocia la estimulacion por adrenalina con la sintesis de cAMP?. Uno
de los modelos propuestos hacia referencia al receptor nicotinico de acetilcolina y
postulaba que la adenililciclasa era en si el receptor para el ligando adrenalina, existiendo
entonces un numero de distintas adenililciclasas proporcional a la gran cantidad de

ligandos capaces de activar la enzima.

1.2 Receptores de siete hélices transmembrana o receptores acoplados a proteinas
G.

A pesar de la evidencia proporcionada por los ensayos de union a ligandos marcados
radioactivamente, la purificacion de la molécula receptora era un requerimiento esencial
para comprobar la existencia de los receptores adrenérgicos. Con este proposito, Robert
Lefkowitz y su grupo de investigacion comenzaron la estandarizacion de una
cromatografia de afinidad, utilizando ligandos especificos, para los diversos receptores
adrenérgicos y que finalizo primero en la purificacion del receptor B y luego a2 y a1
(Caron, et al., 1979; Regan, et al., 1982; Lomasney, et al., 1986). Esta tarea no fue fécil,
pues estos receptores se encuentran en cantidades extremadamente bajas en la membrana,
en el orden de 500 a 1000 receptores B-adrenérgicos por membrana de eritrocito de pavo
(Levitzki, et al., 1974). El uso de detergentes fue crucial para solubilizar estas moléculas

desde preparaciones de membranas. El anélisis electroforético mostr6 que las fracciones
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obtenidas desde las cromatografias correspondian a glicoproteinas de membrana con un
peso molecular cercano a 65 kDa (Lefkowitz, 2012). Sin embargo, esto no demostraba
que la proteina en cuestion correspondia al receptor, pudiendo incluso ser proteinas
asociadas al receptor real, todo esto en base a la suposicion de que la propia adenililciclasa
podia ser el receptor. No obstante, mediante éstas técnicas cromatograficas se pudo
separar la fraccién de membrana de eritrocitos de rana que presentaba la union al ligando
adrenalina de otra fraccion con actividad ciclasa, echando asi por tierra la teoria receptor-
enzima (Limbird & Lefkowitz, 1977). Basado en estos antecedentes, Rick Cerioni
desarrollé un ensayo de reconstitucion para el receptor B-adrenérgico, donde el receptor
purificado fue insertado en vesiculas de fosfolipidos y luego fusionados a membranas de
eritrocitos de Xenopus laevis carentes del receptor. En éstos ensayos observo la activacion
del receptor B-adrenérgico por el agonista (-)-isoproterenol, demostrando asi de manera
definitiva la existencia del receptor (Cerione, et al., 1983). Rapidamente se genero la
necesidad de obtener la secuencia del receptor. Para ello, Brian Kobilka purifico y
secuencio cinco péptidos obtenidos mediante tratamiento con CNBr del receptor f3-
adrenérgico purificado en el laboratorio de Lefkowitz. Con esta informacion se generd un
anticuerpo contra la proteina y ademas se logro clonar el cDNA completo para el receptor.
El analisis de la secuencia demostro la existencia de sitios de glicosilacién hacia el
extremo amino y sitios de fosforilacion para PKA hacia el carboxilo. Ain mas importante
resulto el analisis del perfil de hidrofobicidad de la proteina el que mostr6 gran similitud
con el patron previamente observado para los 2 fotoreceptores de la familia rodopsina,
donde se sabia ya que la bacteriorodopsina poseia 7 hélices de transmembrana (Dixon, et
al., 1986).

Los resultados antes expuestos permitieron concluir que el mecanismo molecular por
el cual el receptor transmembrana era capaz de activar o inhibir la adenililciclasa requeriria
de un tercer componente. Esta hipétesis fue apoyada por experimentos farmacoldgicos de
competencia contra el antagonista B-adrenérgico [*H]-dihidroalprenolol ejecutados por el
mismo grupo de Lefkowitz. En estos estudios se observo que las curvas de desplazamiento
generadas por la incubacién con el agonista (-)-isoproterenol indicaban la existencia de
una poblacion heterogénea del receptor, compuesta por al menos 2 conformaciones con

afinidades diferentes por el ligando (32 nM y 2,5 uM). Mas aun, determinaron que la
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adicion de GTP a la reaccidon homogeneizaba la poblacion del receptor B-adrenérgico,
llevandolo a su conformacién de menor afinidad (Kent, et al., 1979). Con estos
antecedentes, Lefkowitz propuso su teoria del complejo ternario para el receptor -
adrenérgico, la que considera el ligando (H), el receptor (R) y un componente de
membrana desconocido (X) cuya activacion lleva a la activacion de la enzima
adenililciclasa (E) (De Lean, et al., 1980).

1.3 Transduccion de sefiales mediada por proteinas G heterotriméricas.

En paralelo al estudio de los receptores adrenérgicos, Martin Rodbell y Lutz
Birnbaumer estudiaron la unién de varias hormonas (como adrenalina y glucagén) a
preparaciones de membranas de adipocitos y lograron asociarlas a cambios en la
produccion de cAMP, demostrando la existencia de una unidad de respuesta en estas
membranas que permitia comunicar al receptor con la activacion de la adenililciclasa. Esta
unidad de respuesta es constituida por un discriminador que corresponde al receptor de la
hormona, un amplificador correspondiente a la adenililciclasa y un componente
transductor desconocido que conecta al discriminador y al amplificador. Con la finalidad
de identificarlo, el grupo de Rodbell realizé ensayos farmacoldgicos de union del ligando
glucagbn a su receptor. Estos ensayos mostraron que en presencia de bajas
concentraciones de GTP y del ion Magnesio el ligando glucagén se unia rapidamente al
receptor y esto estimulaba la sintesis de CAMP. Estos resultados junto a la deteccion de
una actividad hidrolasa de GTP en las preparaciones de membranas estimuladas
permitieron concluir que Mg*?y el nucleétido de guanina se unian al transductor (Rodbell,
1997). Para la identificacion de la enzima capaz de hidrolizar este nucledtido fue necesario
el uso de la toxina del colera (CTX). Gill y Meren demostraron que la toxina del colera
era capaz de ADP-ribosilar una proteina de 42 kDa desde preparaciones de fantasmas de
eritrocitos de paloma (Gill & Meren, 1978), y postularon que probablemente deberia ser
la proteina que unié GTP, identificada por Pfeuffer y que hasta ese momento se pensaba
que era una subunidad de la adenililciclasa (Pfeuffer, 1977). Por otro lado, en la
identificacion de esta GTPasa fue de gran utilidad la seleccion de una sublinea celular de
linfoma de raton S49 insensibles a los aumentos intracelulares en los niveles de cAMP

tras la estimulacion con adrenalina y designada cyc-, debido a la idea de que debian ser
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mutantes para la adenililciclasa. (Milligan & Kostenis, 2006). Esta teoria fue refutada en
1970 tras la deteccion en estas células de la adenililciclasa. En realidad, estas células
carecian de un factor proteico soluble que era capaz de acoplar la activacion del receptor
B2-adrenérgico con la activacion del efector enzimético (Beavo & Brunton, 2002). Es asi
como el grupo de Gilman se propuso identificar este factor soluble desde higado de conejo,
al que denomind proteina G (GTP). Tras multiples etapas de purificacién obtuvieron dos
péptidos susceptibles de ser ribosilados por CTX, de 52 y45 kDa, ademas de un péptido
de 35 kDa (Northup, et al., 1980). Observaciones posteriores indicaron la existencia de
otro péptido, cercano a 10 kDa, el cual era excluido del analisis electroforéticos debido a
su alta movilidad. Se determind que las proteinas de 35 y 10 kDa formaban complejos
triméricos con cada una de las proteinas susceptibles de ADP-ribosilacion. EI complejo
identificado estaba constituido de tres subunidades de tamafio molecular decreciente a las
que se les denomin6 Ga, GB y Gy, respectivamente. Estudios posteriores de filtracion en
gel y centrifugacion en gradiente de sacarosa sugirieron que en respuesta a la union del
ligando al receptor el complejo se disocia en un mondmero Ga y un dimero Gfy, sufriendo
previo a la disociacion un cambio conformacional, atribuible a la unién de GTP por la
subunidad Ga (Northup, et al., 1983; Codina, et al., 1984). La proteina G recientemente
identificada como subunidad Ga y que estimulaba la actividad de la adenililciclasa fue
denominada subunidad Ga estimulante (Gsa). Posteriormente, diversas subunidades Ga
nuevas fueron identificadas. Hasta este momento se contaba con la identidad de cada uno
de los elementos del sistema de transduccion, no obstante faltaba por demostrar que en
conjunto todos ellos formaban una sola unidad funcional. Con este objetivo, se
reconstituyo ésta unidad funcional en un sistema artificial de vesiculas lipidicas, que
contenian las proteinas purificadas de forma independiente, correspondiente al receptor -
adrenérgico, el complejo heterotrimérico de proteinas G (Gsafy) y la adenililciclasa. S6lo
cuando los tres componentes se encontraban juntos en la misma vesicula lipidica se
observo sintesis de cAMP en respuesta a la incubacion con agonistas adrenérgicos
(Cerione, et al., 1984). En la actualidad se han identificado en humano mas de 800 genes
para receptores acoplados a proteinas G (GPCRs), 16 genes para subunidades Go (23
proteinas), 5 genes para subunidades B (6 proteinas) y 12 genes para subunidades y (13

proteinas). Con éste amplio espectro de componentes, el estudio de la sefializacion celular
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ha permitido su participacion en casi todos los procesos fisiologicos, por lo que no es de
extrafiar que cerca de un 40% de los farmacos de venta regular sean ligandos para GPCRs
(McCudden, et al., 2005; Kobilka, 2007; Salon, et al., 2011; Khan, et al., 2013). El estudio
de los eventos moleculares a través de los cuales los receptores con estructura de siete
hélices de transmembrana acoplados a proteinas G (GPCR) activan a las proteinas G
heterotriméricas ha sido constante desde 1980 hasta el dia de hoy. En la actualidad los
GPCRs se agrupan en 5 familias: rodopsina, secretina, glutamato, adhesion y frizzled—
receptor gustativo tipo 2, siendo los receptores tipo rodopsina (adrenérgicos incluidos) los
mas estudiados (Oldham & Hamm, 2008). A la fecha, existen 26 GPCRs cuyas
estructuras cristalinas han sido depositadas en la base de datos de proteinas (PDB) siendo
la gran mayoria de ellos del tipo rodopsina. En base a esta informacion estructural y a la
obtenida desde ensayos de resonancia paramagnética de electrones se ha podido establecer
de manera general el mecanismo molecular de la activacion del receptor por el ligando y
el efecto sobre la proteina G acoplada. Ha sido posible identificar multiples
conformaciones entre la conformacién inactiva (como rodopsina unida a retinal en
oscuridad, que se comporta como un agonista inverso) y la conformacién activa (como el
receptor Pz-adrenérgico unido a un agonista de afinidad extremadamente alta). De esta
forma, el modelo actual incorpora el caracter flexible de la regién intracelular de las
hélices (particularmente la V1) que es regulada por los cambios conformacionales de las
cadenas laterales de algunos residuos (o microinterruptores) en respuesta a la unién del
ligando a residuos en el bolsillo de unién (gatillos moleculares) (Katritch, et al., 2013).
Estos mismos estudios muestran que la conformacion activa es estabilizada por la
interaccion con la proteina Go. Por otro lado, el estudio de la estructura de las proteinas
G, iniciando con transducina (subunidad a sola 0 como heterotrimero) y después para otras
clases de proteina G, mostraron dos dominios estructurales conservados en las
subunidades Ga; un dominio carboxilo tipo Ras que contiene gran parte de los residuos
de union al nucledtido y de actividad GTPasa (Figura 1, Ga-DR), y un dominio helicoidal
(Figura 1, Go-DH) en la region amino que se pliega sobre el bolsillo de union del
nucledtido. Ambos dominios se encuentran conectados entre si por dos loops. Ademas,
existen dos hélices de gran importancia funcional, una hélice amino terminal que

interacciona con la subunidad (3 para formar el heterotrimero y la hélice 5 del dominio Ras
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que se une fuertemente al receptor en conformacion activa. Por su parte, la subunidad 8
presenta una estructura de hélice de 7 aspas de hojas p que contienen el motivo WD40 y
un domino de hélice a hacia el extremo amino. La subunidad y presenta una estructura
helicoidal extendida que le permite interaccionar fuertemente con el extremo amino de la
subunidad B (interaccion coiled-coil) y también con las aspas 5y 6 (Oldham & Hamm,
2008). Tanto el GPCR (extremo carboxilo), como la subunidad o (extremo amino) y la
subunidad y (extremo carboxilo) presentan modificaciones lipidicas y que han demostrado
ser esenciales para su funcion (Wedegaertner, et al., 1995; Chen & Manning, 2001;
Goddard & Watts, 2012). El analisis comparativo de las estructuras cristalinas de algunas
subunidades Ga unidas a GDP con las unidas a un analogo no hidrolizable de GTP mostro
de manera similar a lo observado para las proteinas G pequefias tres regiones que
presentaban los mayores cambios y fueron denominadas regiones interruptoras I, 11y 111
(Lambright, et al., 1994; Sprang, 1997). Los cambios en estas regiones dan cuenta de la
actividad hidrolasa sobre el nucle6tido GTP y de la disminucion de la afinidad entre las
subunidades a y 3, aunque no explican cémo se produce el intercambio del nucledtido de
guanina. Hubo que esperar hasta la publicacion de la estructura cristalina del complejo
receptor B2-adrenérgico activo con el heterotrimero para observar por primera vez la forma
abierta de la subunidad Gsa, donde sus dos dominios se encuentran separados y la hélice
5 del dominio Ras se encuentra inserta dentro del bolsillo citoplasmatico en el receptor
generado por el desplazamiento de la hélice transmembrana 6. De esta forma, el receptor
estimula el intercambio del nucledtido de guanina al favorecer el estado abierto y libre de
nucledtido de la proteina Ga y que posee mayor afinidad por el nucledtido GTP
(Rasmussen, et al., 2011). Esta actividad intercambiadora del nucletido GDP por GTP
sobre la proteina Ga se denomina actividad GEF (Guanine Nucleotide Exchange Factor)
y es caracteristica del receptor en su estado activo. En la figura 1 se muestra el mecanismo
clasico de activacion y desactivacion de las proteina G en base a estos hallazgos y otros
obtenidos recientemente mediante espectroscopia paramagnética de electrones (Dror, et
al., 2015; Manglik, et al., 2015). La sefializacion finaliza cuando la propia subunidad Go
hidroliza el nucleotido GTP (actividad GTPasa intrinseca) quedando nuevamente en su

conformacion basal Ga-GDP.
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Figura 1: Mecanismo de activacion y desactivacion de proteinas G heterotriméricas.

Se muestra la via clasica o canonica de activacion de las proteinas G heterotriméricas (Ga,
GPB y Gy) por parte de los receptores acoplados a proteina G (R), con actividad GEF
(intercambiadora de nucledtido de guanina sobre la subunidad Ga) en su estado activo
unido al ligando (R*). Ademas, se muestran tanto la regulacion de sus sistemas efectores
como su desactivacion por la actividad GTPasa intrinseca de la subunidad Go.. Finalmente,
se indican los componentes no candnicos como las proteinas citosélicas con actividad
GEF (RIC8) y las proteinas RGS (reguladoras de la sefializacion mediada por proteinas
G). Las proteinas RGS pueden poseer actividad GAP (proteina activadora de la GTPasa)
0 GDI (inhibidora de la disociacion de GDP desde la subunidad Ga)). AC: adenililciclasa.
Cav2: canal de calcio dependiente de voltaje. DR: dominio Ras. DH: dominio helicoidal.
TM: hélice transmembrana. a: hélice o (a5: hélice a nimero 5). NT y CT: dominios amino
y carboxilo terminales, respectivamente. ATP: trifosfato de adenosina. CAMP:

monofosfato de adenosina ciclico. GDP y GTP: difosfato y trifosfato de guanosina,
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respectivamente. Fuente: Adaptado desde (Oldham & Hamm, 2008; Rasmussen, et al.,
2011) y actualizado desde (Dror, et al., 2015; Manglik, et al., 2015).
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1.4 Via de sefalizacion dependiente de AMP ciclico.

Una de las vias de sefializacion canonicas estudiadas en detalle fue la iniciada por
la activacion de los receptores acoplados a proteinas Gso. Esta subunidad puede activar a
diferentes tipos de adenililciclasas y con ello generar un aumento en los niveles del
nucleétido de AMP ciclico (CAMP). Este segundo mensajero a su vez es el responsable
de la activacion, entre otros blancos, de la proteina quinasa A (PKA) (Gilman, 1997). Esta
via de sefializacion se encuentra presente practicamente en todos los tipos celulares
animales estudiados, pero sorprendentemente ejerce efectos pleiotrépicos en los distintos
tipos de células. Esta paradoja comenz6 a ser descifrada en los afios 80, mediante elegantes
ensayos bioquimicos que indicaban la existencia de una compartimentacion de las vias de
sefializacion dependiente de cAMP. Uno de éstos estudios, realizado sobre lisados totales
de cardiomiocitos aislados desde conejo, demostré el cambio de la localizacién de la
actividad de la quinasa PKA desde la fraccion granulosa a la fraccion soluble sélo en
presencia de un analogo de adrenalina y no en presencia de prostaglandina E1 (PGE1).
Esto es particularmente peculiar, ya que ambos ligandos activan a receptores acoplados a
proteinas Gso, con la consecuente activacion de la adenililciclasa y un aumento en los
niveles de cAMP (Buxton & Brunton, 1983). Asi, el efecto final de activacion del blanco,
por ejemplo la glicogeno fosforilasa, se observa solo con el ligando adrenalina en el
cardiomiocito. Trabajos posteriores en el mismo modelo de cardiomiocito han demostrado
que existe una segregacion de los diferentes receptores P-adrenérgicos a nivel de
microdominios en la membrana plasmatica (Buxton & Brunton, 1983) (Steinberg &
Brunton, 2001). Algunas adenililciclasas se encuentran oligomerizando en complejos de
tipo homomeéricos o heteroméricos (Gu, et al., 2002) (Tang, et al., 1995). Estos complejos
se relacionan a su vez con GPCRs especificos a nivel de las caveolas, microdominios de
membrana generados por la presencia de la proteina de andamiaje caveolina en regiones
de la membrana ricas en lipidos de esfingosina llamadas balsas lipidicas (Levitt, et al.,
2009) (Pontier, et al., 2008; Rybin, et al., 2000). Formando parte de este sistema
encontramos a las fosfodiesterasas, enzimas responsables de la hidrolisis de CAMP y que
han sido clasicamente descritas como las responsables de la finalizacion de la accion del
segundo mensajero (Francis, et al., 2011). Méas aun, se ha observado que las

fosfodiesterasas contribuyen mas bien a la delimitacion del microdominio. Esto es posible
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por su interaccion con diversas proteinas adaptadoras que permiten la generacion de un
complejo denominado signalosoma (Kapiloff & Chandrasekhar, 2011). La proteina
adaptadora méas importante corresponde a las proteinas de anclaje de PKA (AKAP),
responsables de la localizacion en la fraccion granulosa de la actividad quinasa
dependiente de cCAMP (McCartney, et al., 1995; Michel & Scott, 2002). A continuacion
se describe otro componente importante en la regulacién de la sefializacion, que es la

duracion temporal de la sefializacion.

1.5 Regulacion temporal de la sefalizacion mediada por proteinas G

heterotriméricas.

La duracién de la sefializacién en el tiempo es regulado por proteinas que controlan
finamente el ciclo de activacién-desactivacion de las proteinas G heterotriméricas. En las
ultimas décadas han sido descritas muchas de estas proteinas a través de numerosas
revisiones bibliografica (McCudden, et al., 2005; Siderovski & Willard, 2005; Willard, et
al., 2004; Zhong & Neubig, 2001). Algunas regulan la via de manera negativa, como las
proteinas RGS (Regulator of G-protein Signaling), que potencian la actividad GTPasa
(GAP, GTPase Activating Protein) o que impiden la disociacion de nucleétido GDP de la
subunidad Go (GDI, Guanine nucleotide Dissociation Inhibitor) a través del motivo
estructural GoLoco que les permite la interaccion con las proteinas G y que impiden a su
vez la reasociacion del heterotrimero, potenciando la accién de GPy. Estas proteinas llevan
aunadisminucion en el tiempo de activacion o de respuesta a la activacion de las proteinas
G. Otras proteinas, denominadas GEF (Guanine-nucleotide Exchange Factor), potencian
en el tiempo la activacion de las proteinas G al inducir el intercambio de GDP por GTP
de la subunidad Ga libre. Algunos de sus miembros mas destacados son las proteinas
RIC8y la proteina GIV/Girdina. Estas, a diferencia de las proteinas RGS, no presentan un
motivo estructural comun, sino mas bien una gran heterogeneidad estructural (Sprang,
2001; Sato, et al., 2006; Hinrichs, et al., 2012; Garcia-Marcos, et al., 2015).

11
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1.6 Proteinas RIC8 o Sinembrina.

En 1996 se reporto la existencia de un gen en el nematodo Caenorhabditis elegans
cuya mutacion, identificada como la mutante nimero 8 del estudio, le conferia resistencia
a la neurotoxicidad inducida por aldicarb, un inhibidor de las colinesterasas usado como
insecticida y nematicida. Este gen fue denominado entonces RIC8 (Resistant to Inhibitors
of Cholinesterase mutant 8) y codifica una proteina citoplasmatica de 566 aminoéacidos,
con una masa de 63 kDa y carente de sefiales de localizacion subcelular. Ademas, el
fenotipo observado en ausencia de aldicarb para el mutante fue de baja movilidad, el cual
era revertido al tratar a los nematodes mutantes con un agonista de los receptores
nicotinicos de acetilcolina. Estos resultados sugerian la participacion del gen RIC8 en la
liberacion del neurotransmisor acetilcolina y no en su recepcién, sintesis ni reciclaje.
Estudios similares ampliaron la funcion sindptica de este gen a la liberacién del
neurotransmisor GABA (Miller, et al., 1996). EI mismo grupo determind, mediante
estudios genéticos de epistasis, la relacion funcional entre el gen que codifica para RIC8
(ric-8) y los genes que codifican para Gqo (egl-30), fosfolipasa C B (egl-8) y una proteinas
RGS para Goa (egl-10) (Miller, et al., 2000). Estas evidencias, junto con la alta expresion
de la proteina RIC8 en tejido nervioso y a la alta letalidad observada en las mutantes
asociadas a defectos de posicionamiento del huso mitotico en las primeras etapas del
desarrollo embrionario del nematodo, generé otro nuevo nombre para la proteina, el de
sinembrina (Synaptic Transmition and Early Embryogenesis). Sin embargo, estos estudios
no pudieron definir si el efecto de RIC8 era directo sobre las proteinas G, especulando
incluso un rol sobre la subunidad G (Miller & Rand, 2000). Mediante ensayos de doble
hibrido en levadura y en busqueda de proteinas interactoras de las subunidades Ga de las
proteinas G heterotriméricas, dos grupos de investigacion identificaron de manera
independiente a la proteina RIC8 en mamiferos. El grupo de Alfred Gilman determind dos
genes pardlogos en ratdn, con una identidad cercana al 40% en su secuencia de
aminoéacidos, a las que denominaron RIC8A y RIC8B. A través de ensayos de doble
hibrido y GST-pull down demostraron que RIC8A interacciona con Gqa, Gi-10,, Goo. y G13a,
pero no con Gsa. En cambio RIC8B interacciona sélo con Gsa y Gqo.. Mediante ensayos
bioguimicos detectaron una actividad GEF de RIC8A sobre las subunidades Gqa y Giia,

actividad no observable para Gsa. EI mecanismo involucra la estabilizacién de la forma
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libre de nucledtido de la subunidad Giia en complejo con RIC8A, similar a lo descrito
para la actividad GEF de los GPCRs. Sin embargo, a diferencia de un GPCR, RIC8A no
posee actividad GEF sobre el heterotrimero, tal como lo indican los ensayos de analisis
del estado estacionario de la actividad GTPasa en presencia del dimero G1-Gzy (Tall, et
al., 2003). En paralelo, el grupo de Juan Olate desarrollo ensayos de doble hibrido
empleando como carnada Gso. para analizar una libreria de expresion de cerebro humano
fetal logrando identificar un gen ortélogo similar al gen RIC8 de C. elegans, al que
denominaron sinembrina humana (hSyn). Las interacciones entre hSyn/Gsa y hSyn/Gqa.
también fueron corroboradas por ensayos de pull down. Al comparar las secuencias de
aminoacidos obtenidas por ambos grupos se observa claramente que hSyn corresponde a
una isoforma del RIC8B, producto de un evento de splicing alternativo del exén 10 con
retencion de parte del intron 9-10. Mas importante ain fue la observacién de una lenta
translocacion desde el citosol a la membrana de RIC8B en respuesta a la estimulacion de
los receptores acoplados a Gsa y Gqoo (Klattenhoff, et al., 2003). Posteriormente se
demostro in vitro la actividad GEF para la proteina RIC8B sobre las subunidades Gsa y
Gqo. y ademés de establecio que la abundancia de las subunidades Go depende de la
funcién de las proteinas RIC8 (Chan, et al., 2011). Evidencia experimental del grupo de
Gregory Tall demostré posteriormente la actividad de chaperona de RIC8 para las
subunidades Ga (Papasergi, et al., 2015). Este nuevo hallazgo de funcion de las proteinas
RIC8 permite integrar de mejor manera la enorme variedad de fenotipos observados en
estudios de funcion de RIC8 para distintos organismos. Por ejemplo, la letalidad del
knock-out de ambos genes pardlogos de RIC8 en raton (Gabay, et al., 2011; T6nissoo, et
al., 2010) indican claramente que la expresion de las proteinas RIC8 en diferentes tipos
celulares o en ciertas etapas del ciclo celular es indispensable para regular el tipo y la
duracion de la sefializacion a través de las proteinas G heterotriméricas (Hinrichs, et al.,
2012).

1.7 Patron de expresion del gen RIC8B.

El anélisis de los perfiles de expresion de las proteinas RIC8 mostré que RIC8A
presenta una localizacion ubicua en ratdn y en diversas lineas celulares humanas (Fenech,

et al., 2009; Nishimura, et al., 2006). A diferencia de esto, el mensajero de RIC8B mostrd

13



Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcién | TESIS DOCTORAL-MAUREIRA MOYA A.

una expresion mas localizada, por ejemplo en el cuerpo estriado, nlcleo accumbens y
bulbo olfatorio de cerebro adulto del raton (Von Dannecker, et al., 2005). Debido a su
expresion restringida, RIC8B ha sido utilizado como una marcador de nucleo accumbens
(Ernst, et al., 2007). También se observo una marcada expresion de RIC8B en testiculo.
Este perfil de expresion diferencial para RIC8B, indicaria que existe un importante control
de la actividad de Gsa y Golfa en éstos tejidos y por ende de la via dependiente de CAMP.
Estos antecedentes apuntan ademas a que la regulacién de la expresion del gen RIC8B esta
dada a nivel transcripcional. Para entender mejor ésta posible regulacion del gen RIC8B
tejido-especifica es necesario describir los elementos fundamentales que regulan el

proceso de la transcripcion génica.

1.8 Conceptos generales sobre la regulacion transcripcional en eucariontes.

Los estudio pioneros sobre de la regulacion de la transcripcidén génica son mas bien
recientes, a comienzos de la década del 60. El descubrimiento de la enzima RNA
polimerasa presente tanto en eucariontes como en bacterias junto con la caracterizacion
del control de la expresion de las proteinas involucradas en el metabolismo de la lactosa
y de las encargadas del control del ciclo de infeccion del bacteriofago lambda en la
bacteria E. coli, permitieron desarrollar un modelo transcripcional que con algunas
modificaciones perdura hasta hoy (Hurwitz, 2005; Yaniv, 2011). El estudio en eucariontes
mostrd que existe una conservacion del mecanismo general observado en procariontes,
aunque de mayor complejidad. Se demostré la existencia de regiones promotoras de la
transcripcion que poseen secuencias especificas, llamadas elementos en cis, de gran
representacion en el genoma de los organismos superiores y que dirigen la expresion
génica. Estas secuencias en el DNA son reconocidos por proteinas de union al DNA
Ilamadas factores de transcripcion (reguladores en trans) que regulan el reclutamiento de
la maquinaria transcripcional y el asentamiento de la enzima RNA polimerasa (Mattick,
2004). En el promotor de un gen se pueden distinguir regiones con diferente funcién
dependiendo de su composicion de elementos en cis y de su ubicacion. Existe un promotor
minimo (core promoter) que corresponde a la secuencia minima dentro del promotor
necesaria para permitir la transcripcion por parte de la RNA polimerasa (Kadonaga, 2012).

En humanos se describen 3 tipos RNA polimerasas (RNAP) conservadas en eucariontes
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y que presentan diferentes sensibilidades a la accion de la toxina a-amanitina: RNAP1 se
encarga de la sintesis de los RNA ribosomales 28S, 18S y 5.8S. RNAP3 sintetiza los
tRNAs y del RNA ribosomal 5S. RNAP2, la mas sensible a a-amanitina, se encarga de la
transcripcion de los genes que codifican proteinas (Montoya, 2005). La enzima RNAP2
corresponde a un complejo de 12 subunidades que requiere de un conjunto de reguladores
en trans denominadas factores generales de la transcripcion (GTFS) y que permiten el
reconocimiento del promotor, el reclutamiento de la RNA polimerasa, la interaccién con
factores reguladores, la apertura de la doble hélice y el reconocimiento del sitio de inicio
de la transcripcion. El llamado complejo de preiniciacion de la transcripcion (PIC)
corresponde al complejo proteico formado por la RNAP2 y los siguientes GTFs: TFIID,
TFIHA, TFIB, TFHF, TFIE y TFIIH. TFIID es un complejo multiproteico constituido
por la proteina de unién a la caja TATA (TBP) y sus 12 proteinas asociadas (TAFs)
(Nikolov & Burley, 1997; Grunberg & Hahn, 2013). Sin embargo, en un contexto celular
se requieren de factores en trans que permiten la transcripcion en un contexto nuclear y
que permiten integrar las sefiales extracelulares que regulan la transcripcion génica. Estos
factores pueden corresponder a factores de transcripcion especificos de un tipo celular y
que regulan la expresion de un set de genes 0 a complejos proteicos como el complejo
mediador. Este complejo mediador es conservado en eucariontes y permite integrar la
accion de factores de transcripcion que se unen a elementos en cis distantes al promotor
minimo, como los potenciadores (enhancer), y el complejo de preiniciacion (Malik &
Roeder, 2010).

1.9 Estructura del DNA cromosomal nuclear y transcripcion.

En eucariontes, el DNA nuclear se encuentra compactado entre 10°10° veces su
largo (Trifonov, 2011). Esto se debe a que el DNA se encuentra en el nacleo celular
formando parte de un complejo nucleoproteico denominado cromatina. En ésta el DNA
se encuentra empaquetado alrededor de proteinas béasicas de bajo peso molecular,
denominadas histonas, y que estan casi totalmente conservadas en todos los organismos
eucariontes. Estas se organizan en un nucleo globular formado por un tetrdmero de
histonas H3 y H4 al que se adhieren dos dimeros de las histonas H2A/H2B, flanqueando

cada lado (Kelley, 1973; Kornberg & Thomas, 1974). Envolviendo esta estructura
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globular compacta, la doble hebra de DNA da 1,65 vueltas con sentido antihorario
equivalentes a 147 pares de bases (pb). Una extension variable de DNA sirve de conector
(linker) entre una de estas estructuras y la siguiente. Estos distintos elementos conforman
lo que se denomina nucleosoma; en ausencia de DNA linker se define a esta estructura
como el core nucleosomal. La interaccion del DNA con las histonas estd dada
principalmente por puentes de hidrégeno e interacciones electrostaticas entre el nlcleo de
histonas y el surco menor de la doble hebra de DNA (Luger, et al., 1997). Por su
disposicion periddica a lo largo de una hebra de DNA, que genera una estructura que
asemeja un collar de perlas, el nucleosoma es la unidad estructural basica de la cromatina.
Tras la digestion parcial con nucleasa microcécica (MNasa) genera un patron de corte
cada aproximadamente 200 pb, reflejo de esta disposicion periddica (Kornberg, 1974,
Kornberg & Lorch, 1999). La presencia de otra histona, denominada H1, cierra la entrada
y salida del DNA y conforma el cromatosoma, que posee un contenido de DNA de
aproximadamente 160 pb (Simpson, 1978). Se conocen Ordenes superiores de
organizacion de la cromatina, observandose el mayor nivel de compactacion durante la
mitosis con la formacién de los cromosomas metafésicos. Esta compactacion del DNA
gendmico se presenta como la primera barrera para la transcripcion. Evidencia para apoya
esta premisa se obtuvo cuando la pérdida inducida de los nucleosomas in vivo en levaduras
condujo a la activacion transcripcional de todos los genes estudiados en condiciones
basales (Han & Grunstein, 1988). Durante la evolucion se generaron y perfeccionaron
mecanismos para permitir la descompactacion de la cromatina y de esa manera pasar la
barrera estructural y permitir la transcripcion. Uno de los mecanismos es la regulacién del
posicionamiento nucleosomal en las regiones promotoras del gen, generando una regién
libre de nucleosomas, y asi permitir el libre reconocimiento por parte de los factores de
transcripcion de las secuencias de union presentes en el promotor (Jiang & Pugh, 2009).
Las histonas presentan una region flexible cargada positivamente hacia su extremo amino
(cola N-terminal) que sobresale desde el core del nucleosoma pasando a través de los

espacios entre las hélices de DNA que lo envuelve (Luger, et al., 1997).

16



Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcién | TESIS DOCTORAL-MAUREIRA MOYA A.

1.10 Modificaciones postraduccionales de las Histonas.

Las colas de las histonas presentan un gran nimero de aminoacidos basicos y sitios
de fosforilacion que pueden ser modificados covalentemente, generando un codigo que es
“leido” por la maquinaria reguladora y que controla la localizacién del nucleosoma en la
hebra de DNA. Este mecanismo ha sido denominado como el “codigo de histonas” (Strahl
& Allis, 2000; Jenuwein & Allis, 2001). Se ha obtenido mucha informacion acerca de las
modificaciones en las histonas y su relacién con la actividad transcripcional (lizuka &
Smith, 2003; Li, et al., 2007).

1.10.1 Acetilacién de Histonas.

La acetilacién de histonas fue asociada desde su descubrimiento a la regulacion
transcripcional (Allfrey, et al., 1964). Es un proceso controlado por la actividad opuesta
de dos familias de enzimas: los complejos histonas acetiltransferasas (HATS), que
catalizan la transferencia de un grupo acetilo desde la acetil coenzima A al grupo g-amino
de una lisina en la cola de las histonas, y los complejos de histonas desacetilasas (HDACS),
que escinden esta modificacion (Khan & Khan, 2010). Esta marca es reconocida por
proteinas que contienen el dominio tipo bromo, el cual se encuentra presente en numerosas
proteinas asociadas a la cromatina y en las propias HATs (Sanchez & Zhou, 2009). La
acetilacion de histonas esta relacionada con la descompactacion de la cromatina desde
heterocromatina a eucromatina (Dillon, 2004) y favorece la accesibilidad de la RNA
polimerasa. Se ha observado que la acetilacion de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27ac)
estd asociada a regiones del genoma que potencian la actividad transcripcional de la region
promotora, denominadas potenciadores o enhancer, y también con promotores activos con
alto contenido de dinucledtidos CpG (Creyghton, et al., 2010; Karli¢, et al., 2010). Se ha
observado que las enzimas HATS pueden acetilar proteinas no histonicas (Das & Kundu,
2005). En mamiferos, la familia de acetiltransferasas CBP/p300 actla sobre el factor de
transcripcion p53 y los factores generales de transcripcion TFIIE (subunidad ) y TFIIF
(Sterner & Berger, 2000).
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1.10.2 Metilacidn de Histonas.

La metilacion de las colas de las histonas ocurre sobre residuos de lisinas y arginina.
Esta modificacion fue clasificada por décadas como irreversible, hasta el descubrimiento
de enzimas con actividad desmetilasa de histonas (Bannister & Kouzarides, 2005). El
grupo metilo es pequefio y no neutraliza la carga positiva de los residuos basicos de las
histonas. No obstante, la metilacion es reconocida por proteinas con dominios tipo cromo,
el cual esta evolutivamente conservado y presente en proteinas reguladoras de la
transcripcion (Jones, et al., 2000). Las enzimas responsables de la metilacion de histonas
son las metiltransferasas de histonas (HMTSs) (Greer & Shi, 2012). Al igual que las HATS,
las metiltransferasas también poseen sustratos no histénicos, como algunos factores de
transcripcion (Biggar & Li, 2015). Recientemente, se han descrito enzimas capaces de
revertir la metilacion de algunas histonas en residuos de lisina y arginina (Greer & Shi,
2012). La trimetilacién de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3) estad asociada a
activacion transcripcional mientras que la trimetilacion de la lisina 27 de la histona H3
(H3K27me3) se relaciona con la represion transcripcional. Finalmente, la cromatina
altamente compactada y transcripcionalmente silente, conocida como heterocromatina, ha
mostrado estar asociada a la trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3)
(Martin & Zhang, 2005).

1.11 Metilacién del DNA e Islotes CpG.

La metilacion del DNA fue la primera marca epigenética descrita y desde esa epoca
se demostro su fuerte asociacion con la represion de la expresion de un mismo gen o de
un grupo de genes durante la diferenciacion celular (McGhee & Ginder, 1979; McDonald,
2005). La metilacion en mamiferos ocurre sobre el carbono 5 de la citosina (5meC), y es
catalizada por las citosina metiltransferasas (DNMTs) en funcién a una secuencia
correspondiente al dinucle6tido de citosina-guanina (CpG) (Goll & Bestor, 2005). Existen
regiones del genoma con un alto contenido de C+G denominados islotes CpG y que, a
pesar de contener la secuencia consenso de metilacion, se caracterizan por mantener muy
bajos o nulos niveles de 5meC. Muchos estudios han mostrado que en torno a estos islotes

se ubican las regiones reguladoras del 60-70% de los genes (lllingworth & Bird, 2009).
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La metilacion del DNA estéd asociada a represion transcripcional tejido especifica, a la
diferenciacion de un linaje celular y a procesos neoplasicos (Ndlovu, et al., 2011; Tost,
2010). La represion mediada por esta modificacion puede deberse al impedimento directo
a la unién de un factor de transcripcién o por el reclutamiento de complejos que tengan
asociado actividad HDAC o actividad remodeladora de cromatina. Estos complejos son
reclutados a estas regiones debido a que presentan dominios de union a 5meC (MBD) o

porgue son reclutados por las propias DNMTs (Klose & Bird, 2006).

1.12 Complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP.

Estudios realizados en Saccharomyces mostraron la existencia de proteinas
implicadas en el cambio fenotipico que sufren algunas levaduras durante la reproduccion
sexual (switching defective). Estas proteinas ademas estan implicadas en la induccion del
fenotipo fermentador en presencia de sacarosa como fuente de carbono (sucrose non-
fermentor), por lo que fueron denominadas SWI/SNF (Hargreaves & Crabtree, 2011).
Posteriormente se demostré ademas que estas proteinas poseen un dominio con actividad
ATPasa dependiente de DNA (Cairns, et al., 1994; Kornberg & Lorch, 1999). Los
complejos remodeladores se caracterizan por poseer una subunidad catalitica,
subunidades reguladoras y dominios de reconocimiento de modificaciones covalentes de
histonas y para factores de transcripcion (Clapier & Cairns, 2009). EI mecanismo por el
que ocurre el movimiento del nucleosoma es tema de intenso estudio, y actualmente se
sabe que los complejos son capaces de unir la hebra de DNA que envuelve un nucleosoma
en un punto dado y fijarse al mismo nucleosoma en un punto distante. Finalmente, a través
de un cambio conformacional en la proteina mediado por la hidrolisis del ATP, se acercan
ambos puntos en contacto rompiendo mecanicamente las interacciones entre el DNA y el
core de histonas (Cairns, 2007). En la actualidad se conocen 4 subfamilias de complejos
remodeladores de cromatina agrupadas segun sus subunidades cataliticas: SWI/SNF,
ISWI, CHD e INOB8O0. En todas ellas, el sitio catalitico se encuentra formado por los
dominios funcionales DExx y HELICc. Estos complejos remodeladores pueden ejercer
efectos coordinados sobre la transcripcion a través de multiples interacciones con las
proteinas del complejo mediador (Yin & Wang, 2014). Se ha observado que cerca del

inicio de la transcripcion de un gran nimero de genes la existencia de una region libre de
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nucleosomas (NFR). Estas regiones estan flanqueadas por nucleosomas que presentan las
variantes de histonas H3.3 y H2A.Z (Jiang & Pugh, 2009). Los diferentes efectos de la
remodelacion de cromatina por los complejos remodeladores aparecen ilustrados en la
figura 2, dentro de los cuales esta el recambio de variantes de histonas y la eyeccion de

nucleosomas que en conjunto cooperan para la generacién de la region NFR.

20



Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcién | TESIS DOCTORAL-MAUREIRA MOYA A.

ici 1‘ — @ i\‘
1E-.<pos.|tcu:->n By, ——p e
ransitoria a_>
- -
Desplazamiento I S, — @& T
N
Act =
8. = |
Eyeccion P P ——
= =Y
Eyecciondeldimero t\\ -_— ‘\.
H2A-H2B ™
Reemplazo del di 1: — $
eemplazo del dimero
H2A-H2B s P
H2A.Z-H2B

Figura 2: Efectos de la remodelacion de cromatina mediada por los complejos

remodeladores de cromatina.

El cilindro azul representa el core de histonas en torno al cual se encuentra la doble hebra
de DNA, indicada en rojo. Act: activador transcripcional con su elemento de union
ubicado en el DNA nucleosomal, indicado en amarillo. Fuente: Modificado desde (Cairns,
2007).
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1.13 Factores de transcripcion basicos con cierre de leucina (bZIP).

La regulacién especifica de la expresion de un gen o un grupo de genes depende de
la unidn de activadores transcripcionales a los promotores de estos genes, cuya funcion es
complementaria a la de los GTFs. Estos activadores son factores de transcripcion
reclutados a regiones cercanas al promotor minimo (elementos reguladores proximales) o
distantes (elementos reguladores distales). Dentro de los elementos distales tenemos a las
secuencias potenciadoras (enhacers), silenciadoras y aislantes (insulators) de la
transcripcion. Los factores de transcripcion se caracterizan por la secuencia y estructura
de su dominio de unién al DNA, que reconoce un sitio especifico de entre 6 a 12 pb.
Durante la evolucion, la duplicacion de estos genes generd familias de factores de
transcripcion con dominios de union similares, pero con funciones en algunos casos
redundantes y en otras opuestas. La diferencia esta dada en el dominio de transactivacion
de cada factor de transcripcion, que permite el reclutamiento de coactivadores especificos,
como lo son el complejo mediador y los complejos modificadores de cromatina
(complejos remodeladores de cromatina y complejos modificadores covalentes de
histonas) (Maston, et al., 2006; Yin & Wang, 2014). Los factores de transcripcion se
pueden agrupar en 5 superclases de acuerdo a sus dominios de union al DNA, numeradas
del 0 al 4. Dentro de éstas, la superclase 1 comprende a los factores de transcripcion con
dominio de unién al DNA del tipo basico, cuya estructura se caracteriza por una hélice
rica en residuos de arginina y lisina (Wingender, et al., 2015). Dentro de esta superclase
1 se encuentran la clase de factores con dominio de cierre de leucina, el cual es un dominio
de dimerizacion entre monomeros a través de interacciones del tipo coiled-coil. Este
dominio también es necesaria para el reconocimiento y unién al DNA (Patikoglou &
Burley, 1997).

La familia de factores de transcripcion ATF/CREB (Activating Transcription
Factor/cAMP Response Element Binding protein) presentan el dominio bZIP altamente
conservado, pero ellos se diferencian en su dominio de transactivaciéon. Basado en esto
son agrupados en 3 subfamilias: ATF, CREB y CREM (cAMP-Responsive Element
Modulator). Estos factores de transcripcion controlan la expresion de genes por su union
a elementos de respuesta a cAMP denominados CRE, que poseen la secuencia
palindromica TGACGTCA, o a los medios sitios TGACG o CGTCA (De Cesare &
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Sassone-Corsi, 2000). CREB fue el primer factor de transcripcion descrito como sustrato
de la proteina quinasa A (PKA), siendo fosforilado en la serina 133. Pronto se demostrd
que la actividad transactivacional de esta proteina es regulada por esta fosforilacion y que
el dominio KID fosforilado de CREB (donde se encuentra la serina 133) es reconocido
por la histona acetiltransferasa CBP/p300. En la figura 3A se muestran los dominios
estructurales y funcionales identificados en las isoformas A y B de la proteina CREB1
humana. Actualmente, se ha demostrado que CREB también puede ser fosforilado por
otras proteinas quinasas en el mismo residuo de serina 133 en respuesta a diversos
estimulos (Johannessen, et al., 2004), lo que refuerza la importancia de ésta modificacion
en el proceso transcripcional. Flanqueando este dominio KID, existen dos dominios ricos
en glutamina, denominados Q1 y Q2. El dominio Q2 de CREBL, y particularmente su
secuencia LQTL, es necesario para su interaccion con la proteina TAF4
(TFn130/TFi135), que forman parte del factor general de la transcripcion TFIID (Mayr &
Montminy, 2001). En un contexto cromatinico, se ha observado una cooperatividad entre
los dominios KID fosforilado y Q2 para inducir la transcripcion en respuesta a la
activacion de la via dependiente de CAMP de genes cuyos promotores poseen elementos
CRE. Para esto, se ha propuesto un mecanismo en el que el reclutamiento de CBP/p300
facilita la interaccion entre CREB1 y TFIID (Asahara, et al., 2001). La union de CREB a
su secuencia consenso es fuertemente impedida por la metilacion de la citosina del
dinucledtido central CpG del elemento CRE, a diferencia de lo observado para otro factor
de transcripcion insensible a metilacion de su sitio de unién, como es Sp1 (lguchi-Ariga
& Schaffner, 1989). En parte, esta metilacion es responsable de la baja unién de CREB a
los cerca de 750.000 elementos CRE presentes en el genoma, a pesar que la constante de
disociacion de union de CREB, estimada entre 1-100 nM, que es mucho menor a la
concentracion estimada de CREB intranuclear (~400 nM) (Hagiwara, et al., 1993; Mayr
& Montminy, 2001; Zhang, et al., 2005). Mediante ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChIP) de genoma completo en mamiferos se determind que CREB se une a
cerca de 5.000 regiones promotoras, a elementos CRE conservados cercanos al inicio de
la transcripcion y con bajo porcentaje de metilacion (Impey, et al., 2004; Zhang, et al.,
2005). Se determind ademas que en el caso de promotores sin cajas TATA (TATA-less)

y con elementos CRE, CREB no es capaz de reclutar eficientemente a su coactivador
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CBP/p300 ni producir la induccion de la expresion en respuesta a CAMP (Zhang, et al.,
2005). Mas aun, la simple incorporacion de una caja TATA en el promotor TATA-less
del gen CDC37 lo convierte en un promotor que responde a CAMP (Conkright, et al.,
2003). A pesar de esto, la union de CREB a algunos promotores es necesaria para su
actividad basal. Por ejemplo, en el promotor TATA-less del gen de expresion testicular
Oxct2b, el elemento CRE es necesario para su actividad basal in vivo (Somboonthum, et
al., 2005).

Por su parte, la familia de factores de transcripcion C/EBP (CCAAT/viral Enhancer
Binding Proteins) posee el dominio bZIP, de la cual se han descrito seis parélogos en
mamiferos (a, B, 9, v, €, {). Estas proteinas fueron descubiertas por propiedad de unirse a
la secuencia CCAAT (McKnight, 2001), que estd presente en un 25-30% de los
promotores eucariontes y a la que también se unen también otros factores de transcripcion
especificos como NF-Y (Matuoka & Chen, 2002). C/EBPp presenta tres isoformas, a
pesar de no poseer regiones intrénicas en su gen. Estas isoformas se generan por
traduccion de un mismo RNA mensajero a partir de tres codones de inicio (AUG) en
marco de lectura, fendbmeno denominado UORF (upstream Open Reading Frame)
(Calkhoven, et al., 2000). Las tres isoformas fueron caracterizadas inicialmente en murino
por su alta expresion en higado y denominadas LAP* (Liver-enriched transcriptional
Activator Protein*, 38 kDa), LAP (34 kDa) y LIP (Liver-enriched transcriptional
Inhibitory Protein, 20 kDa). En humano estas isoformas son denominadas C/EBPB1 (44
kDa), C/EBPPB2 (42 kDa) y C/EBPB3 (20 kDa) (Zahnow, 2009). En la figura 3B se
muestran las tres isoformas humanas de C/EBPp, indicando sus dominios funcionales. La
isoforma C/EBP3 sélo posee el dominio de unién al DNA (DBD) y parte de los dominios
reguladores (RD), y actlla como una dominante negativa para las otras dos isoformas
(Ramji & Foka, 2002). La secuencia de DNA consenso optima de union a C/EBPJ es
(M) TTGCG(C/T)AA(C/T). Aunque C/EBPP participa comiunmente en la activacion
transcripcional de los genes a cuyos promotores se une, se ha descrito que C/EBPp puede
atenuar la induccion de la actividad de un promotor. Un ejemplo de ello es el promotor
del gen de la enzima ciclooxigenasa 2 (COX-2), debido a que C/EBPp recluta a la enzima
HDAC4 en respuesta a EGF. Cabe destacar de manera particular que LAP* requiere ser

sumoilado en la lisina 174 para mediar la represion transcripcional (Wang, et al., 2008).
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También se ha observado que C/EBPp interacciona con p300 (EP300) a través de su
dominio de activacion (Mink, et al., 1997). EP300 es capaz de acetilar al factor de
transcripcion C/EBP en su lisina 39, modificando su actividad transactivacional, y que
es revertida por la accion de la enzima HDACL1 (Cesefia, et al., 2007; Cesefia, et al., 2008).
Finalmente, la isoforma LAP* de raton es capaz de reclutar al complejo SWI/SNF
(Kowenz-Leutz & Leutz, 1999). Esta interaccidn se ve impedida por la dimetilacion en la
arginina 3 de LAP*, catalizada por la enzima histona metil transfersa PRMT4. La
fosforilacion de C/EBPp1 en su residuo treonina 235 por MAPK impide ésta metilacion,
permitiendo asi el reclutamiento de SWI/SNF (Kowenz-Leutz, et al., 2010).

Existe evidencia experimental de una relacion funcional entre los factores de
transcripcion CREB y C/EBPp. El promotor del gen C/EBPJ posee dos sitios CRE y
responde positivamente a los aumentos intracelulares de cAMP (Niehof, et al., 1997). En
esta misma linea, PKA fosforila a C/EBPB-LAP en varios residuos de serina in vitro,
modificaciones que en conjunto modulan su afinidad de union al DNA (Trautwein, et al.,
1994). Debido a la presencia del dominio bZIP, los factores de transcripcion CREB vy
C/EBPp deberian generar heterodimeros, aungue no existe ain una demostracion directa.
Inicialmente se concluyé que CREB y C/EBPP pueden heterodimerizar y unirse a
elementos de unién quiméricos (Tsukada, et al., 1994), aunque hallazgos mas recientes
indican que en realidad existe una competencia entre los homodimeros de cada factor de
transcripcion por estos elementos quiméricos, cuya secuencia correspondiente a medios

sitios de union para cada factor de transcripcion (Flammer, et al., 2006).
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Figura 3: Dominios y sitios de interaccion identificados en los factores de
transcripcion CREB1 y C/EBP humanos.

Representacion esquematica mostrando la ubicacion de los distintos dominios funcionales
(rectangulos) e indicando su identidad en la parte superior. Se muestra la posicién en la
secuencia de aminoacidos debajo de cada proteina. A la derecha se encuentra el peso
molecular teodrico de las distintas isoformas sin modificaciones postraduccionales. Los
sitios de interaccidn relevantes para esta tesis se muestran sobre cada figura como barras
en la parte superior. A) Isoformas de CREB1, en donde se muestra la composicion exonica
en la parte inferior como barras grises y la localizacién cromosomal del gen. Modificado
desde (Mayr & Montminy, 2001). B) Isoformas de C/EBPf. Se muestra la localizacion de
los dominios de activacion (AD) y de regulacion (RD) identificados por (Williams, et al.,
1995). En tanto, en la parte inferior se indican las regiones conservadas (CR) identificadas

por (Kowenz-Leutz, et al., 1994). Fuente: Elaboracién propia.
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1.14 Regulacion transcripcional del gen RIC8B.

El gen RIC8B humano se encuentra en el cromosoma 12 (12¢23.2) y esta compuesto
por 10 exones, que junto a sus intrones comprende una region genémica extensa de 114,72
kb, mucho mayor a la que posee su paralago RIC8A (cromosoma 11, 11p15.5) que posee
10 exones y una extension de 6,58 kb (Ensembl Project, RIC8A, 2015; Ensembl Project,
RIC8B, 2015; Ensembl Project, 2016). Hacia la region 5’ del gen RIC8B se encuentra el
gen RFX4, con el que muestra una alta colocalizacion subcromosomal en mamiferos
(sintenia). Ambos genes se encuentran codificados en la hebra directa del cromosoma y
estan distanciados por 11,8 kb. El anélisis bioinformatico del promotor del gen RIC8B
humano, definido como la region de 5,0 kb rio arriba del inicio de la traduccion, mostro
una alta densidad de sitios de union a factores de transcripcién (TFBS) en la regién
proximal del promotor (-600 pb), como se presentan en la figura 4. Entre ellos, se
identificaron tres elementos de unién para la familia de factores de transcripcion C/EBPJ:
uno con una identidad del 50% (en la posicion -546) y 2 con identidad del 60% (en la
posiciones -482 y -468) respecto de la secuencia consenso #/cTTGCGC/TAAT/c (Osada,
et al., 1996). También se identificaron 2 elementos CRE (en la posiciones -194 y -164)
con una identidad cercana al 90% respecto de la secuencia consenso TGACGTCA
(Conkright, et al., 2003). En este mismo estudio no se identifico la caja TATA, un
elemento promotor clasico (Maureira Moya, 2010). De igual forma, el grupo de Marc
Montminy definié al promotor del gen RIC8B humano (hSyn) como TATA-less. También
identificaron sitios CRE y determinaron la union de CREB1 a éste promotor, mediante
ensayos de ChlP-on-chip en células HEK293T. Sin embargo, la union observada resultd
ser muy débil, por lo sugieren corroborarla individualmente mediante
inmunoprecipitacion de cromatina (Zhang, et al., 2005; anexo 13.1).

Por otro lado, también se estudio la regulacion transcripcional del gen RIC8B de
rata, cuyo promotor comparte una identidad del 79% respecto al humano (en su regién
proximal de -600 pb). Se determino que C/EBPJ se une al sitio C/EBP designado como
sitio 111, el que corresponde al sitio -482 del promotor humano. Ademas, se observé una
disminucion de la expresion del mensajero de RIC8B en un modelo de diferenciacion de
lineas celulares osteoblasticas. Esta disminucién depende de la union de la isoforma de

C/EBPP LAP* al promotor durante el curso de la diferenciacion. A su vez, LAP* recluta
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al complejo remodelador de cromatina SWI/SNF (Grandy, et al., 2011). EI mecanismo
propuesto para la represion transcripcional observada sugiere un desplazamiento de los
nucleosomas hacia la region mas proximal del promotor de RIC8B, donde se encuentran
los sitios CRE, y sobre la que se ha mapeado la existencia de maltiples inicios de la

transcripcion (TSSs) tanto en raton como en humano (Wakaguri, et al., 2008).
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Figura 4: Analisis bioinformético del promotor RIC8B humano para factores de

transcripcion de interés.

Resultado para el estudio de la region proximal del promotor de RIC8B humano (-600 pb).
Los nameros indican los resultados de los programas empleados. 1: Matlnspector, 2:
TFSEARCH, 3: TFBIND, 4: PROMO, 5: AliBaba, 6: MATCH y 7: Resultados en
conjunto para los programas CpGFinder, Promoter 2.0 y FFROM. ATG: Cod6n de inicio
de la traduccion para la proteina RIC8B. En el panel inferior se muestran las claves de los
elementos reguladores identificados. El tamafio del promotor analizado y la posicion
relativa de los elementos identificados son indicados en la figura como bloques de 100 pb
rio arriba del codon de inicio de la traduccion (-100 pb). Fuente: Tomado desde (Maureira
Moya, 2010).
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De ésta forma, la region promotora proximal de -600 pb del gen RIC8B en
mamiferos parece estar formada por dos subregiones. La primera subregion contiene los
elementos de union a C/EBPJ y sera designada de aqui en adelante como region distal
(desde -600 a -267 en el promotor humano). La otra subregion contiene los elementos
CRE y sera llamada region proximal (desde -265 a -1 en humano).

Desde el estudio de la actividad transcripcional del promotor de -600 pb del gen
RIC8B humano en células HEK293T, se observo una disminucion significativa respecto
de la actividad basal del promotor en respuesta a la activacion de la via dependiente de
CAMP (Maureira Moya, 2010). Aunque no se esperaba un aumento en respuesta a CAMP
debido a la ausencia de caja TATA en éste promotor, tampoco se esperaba un efecto
represor. Posteriormente, se realizaron ensayos de eliminacién seriada desde el extremo
5’ de distintas regiones del promotor de -600 pb. Estos estudios indicaron que la region
distal del promotor de RIC8B humano es responsable de dirigir la represion del promotor
en respuesta a CAMP. Finalmente, y para corroborar la existencia del elemento en cis del
promotor que inhibe la activacion transcripcional en respuesta a CAMP, se inserto la
region distal del promotor de RIC8B humano rio arriba de los elementos CRE presentes
en el vector pCRE-Luc, el cual contiene un promotor artificial que posee caja TATA 'y
que responde positivamente a aumentos intracelulares de cAMP. De manera similar al
resultado anterior, la insercion de la region distal del promotor de RIC8B reduce
significativamente la activacion transcripcional del promotor artificial del vector pCRE-
Luc en respuesta a la activacion de la via dependiente de cCAMP, resultado que se muestran

en la figura 5.
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Figura 5: Estudio del efecto de la region distal del promotor de RIC8B humano sobre
la actividad transcripcional de un promotor minimo con elementos CRE en

respuesta a la activacion de la via dependiente de cAMP.

Ensayo de actividad promotora empleando el vector pCRE-Luc, que permite la expresion
del gen reportero luciferasa en funcion de la activacion de la via dependiente de CAMP.
Este vector contiene un promotor artificial que posee elementos CRE y caja TATA. Se
insertd la region distal del promotor de RIC8B humano rio arriba de los elementos CRE,
generando el nuevo vector pC/EBP-CRE-Luc. Ambos vectores fueron transfectados
independientemente en células HEK293T junto a un vector control (pRL-SV40). Se
evalud el efecto de la estimulacion con isoproterenol 10 uM por 6 horas, un agonista del
receptor 3-adrenérgico acoplado a proteina Gsa, y se midié la actividad del gen reportero
(kit Dual Luciferase Assay, Promega). Los datos de luminiscencia fueron normalizados
respecto al control interno Renilla. En el grafico se muestra el promedio obtenido desde
un ensayo representativo realizado en sextuplicado + SEM. Los valores normalizados
fueron analizados empleando el programa InStat (Prisma); **: P < 0,01. Fuente:
Modificado desde (Maureira Moya, 2010).
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Con los antecedentes recién mencionados se demuestra la participacion de C/EBPf
en el control de la expresion del gen RIC8B durante la diferenciacion osteoblastica,
dejando abiertas las siguientes dos preguntas: ¢Es éste mecanismo de regulacion comdn
para otros tejidos? y ¢Es el reclutamiento de complejos remodeladores de cromatina lo
que media la disminucién de la actividad transcripcional del promotor de RIC8B en
respuesta a la activacion de la via dependiente de CAMP?

El rol del factor de transcripciobn CREB en la regulacion transcripcional del gen
RIC8B humano no ha sido caracterizado en absoluto, y menos su participacion en la
respuesta a CAMP. Nuestros antecedentes preliminares sobre el estudio del promotor de
RIC8B in vitro sugieren que la region proximal, que contiene los elementos CRE, es capaz
de inducir la expresion del gen reportero aunque de manera mucho menor a la observada
para la construccion que presenta ademas la region distal.

Es por esto que proponemos que la accion combinada de la actividad de los
elementos en cis C/EBP junto con los elementos CRE juegan un papel en la regulacion de

la actividad del promotor de RIC8B humano.
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2 Hipotesis de trabajo

La actividad del promotor del gen RIC8B humano es controlada por la accion de los
factores de transcripcion CREB y C/EBPp en células HEK293T y SH-SY5Y.
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3 Objetivo general

Determinar la participacion de CREB y C/EBPf en la regulacion de la actividad
transcripcional del gen RIC8B humano y determinar la participacion de la via dependiente
de CAMP en esta regulacion en celulas HEK293T y SH-SY5Y.

4 Objetivos especificos

4.1  Corroborar la identidad de los elementos de union identificados in silico para los
factores de transcripcion CREB y C/EBPP mediante aproximaciones experimentales in

vitro.

4.2  Evaluar el rol de los elementos CRE y C/EBP y de sus respectivos factores de

transcripcion en la actividad del promotor de RIC8B humano.

4.3  Estudiar el reclutamiento de CREB, de su forma fosforilada pSer133CREB, del
coactivador clasico CBP/p300 y de C/EBP al promotor de RIC8B humano en un contexto

celular.
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5 Materiales

5.1 Enzimas modificadoras del DNA.

Enzimas de Restriccidn: Las enzimas de restriccion Hindlll, Kpnl, Nhel, Sall, Xbal y

Xhol, y sus respectivos buffers de reaccion, fueron obtenidas desde New England
BioLabs. Cada enzima presenta una concentracion stock de 20 U/pl.

Fosfatasa Antartica: Se empleo la enzima Antartic phosphatase (M0289, New England

BioLabs) para la desfosforilacion de vectores digeridos con enzimas de restriccion y
destinados a reacciones de ligacion. La enzima presenta una concentracion de 5 U/pl.
DNA ligasa: Se emple6 la enzima T4 DNA ligasa (EL0011, Thermo Scientific). Esta
enzima presenta una concentracion de 5 unidades Weiss/pl.

T4 polinucledtido quinasa: Esta enzima fue utilizada para el marcaje de las sondas de

DNA empleadas en los ensayos de EMSA y DNasel-Footprinting. La enzima fue
obtenida desde New England BioLabs (M0201) y presenta una concentracién de 10 U
Richardson/pl.

Desoxirribonucleasa |: Esta enzima se uso en los ensayos de DNasel-Footprinting. La

enzima recombinante DNasa | pancreética libre de RNasas (M0303) fue obtenida desde
New England BioLabs y presenta una concentracion de 2 U/pl.

Transcriptasa reversa (RT): Esta enzima se empled en la sintesis de cONA desde ARN

total. Durante esta tesis se empled dos variantes de la enzima del virus de la leucemia
murina de Moloney (M-MLV RT) y que presenta naturalmente una baja actividad RNasa
H. Tanto la enzima M-MLV RT (M1701, Promega) como la enzima SuperScript Il
(18064-014, Invitrogen) poseen concentracion de 200 U/ul. La enzima SuperScript |1
corresponde a una mutante de la enzima original que presenta menor actividad RNasa H
y mayor estabilidad térmica.

DNA polimerasas: Necesaria para la amplificacion por PCR de fragmentos de DNA. Se

emplearon dos tipos de polimerasas en esta tesis. La enzima GoTaq Flexi DNA polimerase
(M8291, Promega) con una concentracion de 5 U/ul. La enzima presenta una tasa de

incorporacion de error de aproximadamente 1 en 500.000. La enzima Herculase Il Fusion
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(600675, Agilent), presenta actividad correctora y menor tasa de incorporacion errores,
por lo que es usada para la clonacién de genes.

Nota: En el caso de las reacciones de PCR en tiempo real, se empleé la version GoTaq
Host Start Flexi (M5001, Promega), la que utiliza un anticuerpo que inactiva a la Taq
polimerasa y que permite trabajar a temperatura ambiente. La enzima se activa durante la

etapa de desnaturacion inicial.

5.2 Reactivos y soluciones.

Acetato de Sodio (3 M, pH 5.2) (Merck. Solucién autoclavada)

Agarosa (SeaKem LE, Lonza)

Agua DEPC (0,001 % v/iv DEPC (Winkler). Solucién incubada toda la noche y luego autoclavada)
Agua libre de nucleasas, grado biologia molecular (HyClone)

APS 12,5% (p/v)

ATP (y-22P) 3000 Ci/mmol, 10 mCi/ml (NEG502A, PerkinElmer)

ATRA (4,43 mM en DMSO, empleando un valor £Mssonm: 44.300 en solucidn etandlica,

Sigma)

BDNF 50 ng/ul (en PBS 1%, humano recombinante, GF029, Merck-Millipore)

Bromuro de Etidio (10 mg/ml, en solucion etandlica, Merck)

BSA 10 mg/ml (20 mM buffer fosfato de potasio, pH 7,0; 50 mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 5%
Glicerol. BSA fraccion V, Rockland Inc.)

Buffer Cytomix (120 mM KC1; 0,15 mM CaClz; 10 mM KzHPO4/KH2PO4; 25 mM HEPES;
2 mM EGTA; pH 7,6; 5mM MgClz; pH 7,6 ajustado con KOH). En el momento de usar

se agregd ATP y glutation a una concentracién final de 2 y 5 mM, respectivamente.

Esterilizado por filtracion (0,22 um).

Buffer A (10mM HEPES pH 7.8, 10 mM KCl, 0,2 mM EDTA més inhibidores de proteasas)

Buffer C (20mMHEPES pH 7,8,420mM KCl,0,2mM EDTA, 25% Glicerol mas inhibidores de proteasas)
Buffer de carga acidos nucleicos A (6x: 0,25% azul de bromofenol, 0,25% Xilencianol, 30% glicerol)

Buffer de carga &cidos nucleicos B (Corresponde al buffer 5x Green GoTaq Flexi, Promega)
Buffer de carga proteinas 6x (7 volimenes buffer Tris-HCI/SDS pH 6,8 4%; 30% glicerol; 10% SDS;

0,6 M DTT; 0,012% azul de bromofenol; completar a 10 volimenes finales con agua destilada)
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Buffer de carga de secuenciacion (1x TBE, 80% (v/v) formamida, 0,05% (p/v) azul de
bromofenol-xilencianol)

Buffer de electroforesis SDS-PAGE (25 mM Tris-base, 192 mM Glicina, 0.1%(p/v) SDS)

Buffer de detencion para DNasel-Footprinting (0,715 M Acetato de amonio; 7,15 pg/ml
tRNA; Etanol 92%)

Buffer de dilisis (50 mM NazHPOa, 150 mM NacCl, pH 8,0)

Buffer de dilucién de la DNasa | (10 mM Tris-HCI pH 7,4; 4 mM MgClz; 21 mM CaClz;
2 mM DTT; 90 mM NaCl)

Buffer de elucién (50 mM NaHCOs, 10% SDS)

Buffer de lavado de inmunoprecipitacion (100 mM Tris-HCI, pH 8,0; 500 mM LiCl; 0.1%
IGEPAL CA-630; and 0.1% desoxicolato de sodio, 1x inhibidores de proteasa Complete
(Roche); 5 mM NaF; 1 mM NasVOs; 1 mM NasP207; 1 mM B-glicerolfosfato)

Buffer de lavado desnaturante (50 mM Na2HPO4, 300 mM NaCl, 4M GuHCI, pH 7,0)
Buffer de lisis A (50 mM NazHPO4; 300 mM NaCl; 50 mM imidazol, pH 8,0; 1x
inhibidores de proteasas Complete, Roche)

Buffer de lisis B (50 mM HEPES, pH 7,9; 20 mM KCI; 3 mM MgClz; 0,1% IGEPAL
CA-630; 1x inhibidores de proteasa Complete (Roche); 5 mM NaF; 1 mM NasVOs; 1
mM NasP207; 1 mM B-glicerolfosfato)

Buffer de Remodelacién | (20 mM HEPES pH 7,8; 70 mM KCI; 0,5 mM PMSF; 2 mM
DTT; 0,05% NP-40; 10% Glicerol; 100 ng/ul. BSA; 10 mM MgCl.. Este buffer es
empleado en ensayos de Remodelacion de Cromatina)

Buffer de Remodelacién Il (20 mM HEPES pH 7,8; 100 mM KCI; 0,5 mM PMSF; 2
mM DTT; 0,05% NP-40; 10% Glicerol; 100 ng/uL BSA; 10 mM MgCl2).

Buffer de sonicacion (50 mM HEPES; pH 7,9; 140 mM NaCl; 1 mM EDTA,; 1% Triton
X-100; 0.1% desoxicolato de sodio; 0.1% SDS; 1x inhibidores de proteasa Complete
(Roche); 5 mM NaF; 1 mM NasVOs; 1 mM NasP207; 1 mM B-glicerolfosfato)

Buffer de transferencia (25 mM Tris, 192 mM glicina, 20% metanol)

Buffer FT-0 (12,65% Glicerol)

Buffer FT-50 (12,65% Glicerol, 115 mM KCI)

Buffer FT-100 (12,65% Glicerol 230 mM KCI)
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Buffer de Unidn (10 mM Tris-HCI pH 8,0; 8 MM KCI; 1 mM EDTA; 0,1 mM PMSF; 1 mM DTT,;
0,05% NP-40; 4% Glicerol; 50 ng/uL BSA)

Buffer separador 2x (750 mM Tris-base, 0.2% (p/v) SDS pH 8.8)

Buffer concentrador 2x (250 mM Tris-base, 0.2% (p/v) SDS, pH 6.8)

Buffer Tris-HCI/SDS pH 6.8 4x (0,5M Tris-HCI; 0,4% SDS)

CaCl2 2M (Merck. Estéril por filtracion con filtro de acetato de celulosa 0,2 pm)

Cloroformo (Merck)

Cloruro de Guanidina 6M (Sigma. Solucion filtrada, 0,2 um)
Cloruro de Guanidina 0,3M en 95% Etanol

DMSO puro (Calbiochem)

dNTP 10 mM (en agua libre de nucleasas, desde soluciones stock individuales 100 mM
de cada desoxirribonucle6tido, Promega)

DTT 1M (Winkler)

Estandar de RNA (RNA ladder High Range, Fermentas). Bandas (pb): 200, 500, 1.000,
1.500, 2.000, 3.000, 4.000, 6.000.

Estdndar de DNA de rango amplio (1 DNA/HindIII, Fermentas).Bandas (pb): 125, 564,
2.027, 2.322, 4.361, 6.557, 9.416, 23.130.

Estandar de DNA de rango amplio (GeneRuler 1 kb DNA Ladder, Fermentas)

Bandas (pb): 250, 500, 750, 1.000, 1.500, 2.000, 2,500, 3.000, 3.500, 4.000, 5.000, 6.000, 8.000, 10.000
Estdndar de DNA de rango pequefio (O'RangeRuler 100 bp DNA Ladder, Fermentas)
Bandas (pb): 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.100, 1.200, 1.300, 1.400, 1.500
Estandar de DNA de rango pequefio (100 pb DNA ladder, New England Biolabs)
Bandas (pb): 100, 200, 300, 400, 500, 517, 600, 700, 800, 900, 1.000, 1.200, 1.517
Estandar de Proteinas pretefiido (PageRule Prestained Protein Ladder, Fermentas)
Bandas (kDa): 10, 15, 25, 35, 40, 55, 70, 100, 130, 170 (aproximadamente)

Estandar de Proteinas no tefiido (PageRule Unstained Protein Ladder, Fermentas)
Bandas (kDa): 10, 15, 20, 25, 30, 40, 50, 60, 70, 85, 100, 120, 150, 200
(aproximadamente)

Etanol absoluto (Merck)

Etanol 70% (v/v) (Dilucion del etanol absoluto, Merck)

Fenol/cloroformo (Fenol, cloroformo y alcohol isoamilico, en proporcion 25:24:1, Merck)
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Isoproterenol 10 mM (Sigma. Solucion etandlica)

Forskolina 5 mg/ml (Biomol. Solucién en DMSO)

Glicerol 86% (v/v) (Merck)

HBS 1x (140 mM NaCl, 5 mM KClI, 0,75 mM Na:HPOs, 6 mM D-glucosa, 25 mM HEPES,
0,0015% (p/v) rojo de fenol, pH 7,04, esterilizado por filtracion, 0,2 pm)

IPTG 1M (Estéril por filtracion, 0,2 pm)

Isopropanol (Merck)

LiCl 5 M (Merck)

L-Glutamina 200 mM (Hyclone)

NaCl 5M (Solucién iltrada, 0,2 um)

NaCl/Polietilenglicol (1.6 M NaCl, 13% p/v PEG 8000)

Penicilina 10.000 U/ml mas Estreptomicina 10.000 ug/ml (Hyclone)

PBS 1x (137 mM NaCl; 2,7 mM KClI; 4,3 mM Na2HPOs; 1,47 mM KH2POg; pH 7.4). Esterilizado
por filtracion, 0,22 um.

Proteinasa K 20 mg/ml (libre de DNasa, Fermentas)

Resina proteina A/G-agarosa blogueada (A/G-agarose Ultralink, Pierce. Bloqueada con

200 pg de DNA de esperma de salmén y 460 mg de BSA por ml de resina suspendida en
buffer TE al 50%)

RNasa A 10 mg/ml (libre de DNasa, Fermentas)

RNasin Plus 40 U/ul (Inhibidor de RNasas, Promega)

Rojo Ponceau (0.1% (p/v) Rojo Ponceau S (Sigma), 5% (V/v) acido acético)
SDS 20% (p/v) (US Biological. En agua nano pure, pH 7.0)

Solucién de Acrilamida 30% (29% (p/v) acrilamida, 1% (p/v) bisacrilamida). Previo uso, fue filtrado

(filtro 0,45 um, acetato de celulosa, estéril).

Solucion de Acrilamida 41% (40% (p/v) acrilamida, 1% (p/v) bisacrilamida). Previo uso, fue filtrado
(filtro 0,45 um, acetato de celulosa, estéril).

Solucién | (Glucosa 50 mM, Tris-HCI 25 mM, EDTA 10 mM pH 8.0)

Solucion 11 (NaOH 0.2 N, SDS 1%)

Solucion 11 (CHsCOONa 3M, CHsCOOH 0,2M)

Solucion &cida de Stripping (25 mM glicina-HCI (pH 2,0), 0, 1 % (p/v) SDS)

Solucién TENS (10 mM Tris-HCL, pH 8.0, 1 mM EDTA, pH 8.0, 0.1 N NaOH, 0.5% SDS)
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Solucidn de disolucion de proteinas (1% (p/v) SDS, 100 mM DTT)
TAE 50x% (2,5 M Tris-acetato, 0,05 M EDTA, pH 8.5, Merck)

TBE 5% (0,5 M Tris-borato, 0,01 M EDTA, pH 8,3)

TBS-Tween 20 (150 mM NaCl, 20mM Tris base, 0.05% Tween 20)

TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0)

Tripsina 0,5% (p/v) (sin rojo de fenol con EDTA, Gibco)

TRIzol (Invitrogen)

Nota 1: Para la preparacion de todas las soluciones acuosas se emple6 agua nanopure.
Nota 2: A menos que se indique, los reactivos fueron obtenidos desde Merck, de calidad
proanalisis y libres de actividad nucleasa.

Nota 3: Cuando se trabajé con RNA, se prepararon las soluciones con agua DEPC.

5.3 Cepas bacterianas.

E. coli DH5a: Cepa utilizada para la preparacion de plasmidos en pequefia y gran escala.
Estas bacterias son competentes para transformacion quimica por el método de Inoue
modificado.

Genotipo: F, ¢80dlacZAM15, A(lacZYA-argF)U169, deoR, recAl, endAl, hsdR17(rk’,
mk™), phoA, supE44, i, thi-1, gyrA96, relAl.

E. coli BL21-Rosetta (DE3): Propiedad de Novagen. Esta cepa se utilizada para la

expresion recombinante de proteinas. Esta cepa expresa de manera estable la RNA
polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor lacUV5 que responde a un analogo
de lactosa (IPTG). Ademas, esta cepa presenta el plasmido pRARE que contiene varias
copias de la secuencia codificantes para tRNAs de baja representacion en E. coli. Su
competencia se realiza por el método de Inoue modificado.

Genotipo: gal, hsdSes, lacY, ompT, (PRARE araW argU glyT ileX leuW proL metT thrT
tyrU thrU Cam")

E. coli BL21-CodonPlus-(DE3)-RP: Propiedad de Agilent. Esta cepa se utiliza para la

expresion recombinante de proteinas. Esta cepa expresa de manera estable la RNA
polimerasa del fago T7 bajo el control del promotor lacUV5 que responde a un analogo

de lactosa (IPTG). Finalmente, esta cepa presenta un plasmido que contiene varias copias
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de la secuencia codificantes para tRNAs de baja representacion en E. coli. Su competencia
se realiza por el método de CaClo.

Genotipo: B F~, lon, ompT, hsdS(rs mg~), dcm*, Tet', gal, A(DE3), endA, Hte, [argU proL
Cam']

5.4 Lineas celulares.

HEK-293T (ATCC CRL- 11268): Linea celular de epitelio renal embrionario humana,

transformada con el antigeno T grande del virus SV40, que le confiere la capacidad de

replicar plasmidos con origen de replicacién SV40 y bloquear la diferenciacion celular
por unién a la proteina reguladora del ciclo celular Rb. Obtenidas desde el laboratorio del
Dr. Sergio Lavandero.

SH-SY5Y (CRL-2266): Linea celular de neuroblastoma humano correspondiente a la

tercera etapa de selecciéon clonal desde la linea SK-N-SH (obtenida desde un tumor
metastasico de una nifia de 4 afios de edad) con el objeto de aislar la poblacion con
caracteristicas neuronales. Fueron obtenidas desde ATCC.

Nota: Ambas lineas celulares fueron incubadas en una estufa de cultivo con atmosfera

humidificada y presion de CO2 controlada (5%) (NuAire).

5.5 Medios de cultivo de bacterias.

Medio LB: Extracto de Levadura 5 g/L, triptona 10 g/L (MoBio) y NaCl 10 g/L (Merck).
Agar LB: Medio LB con 1 % agar (MoBio).
Nota: Los medios fueron suplementados con ampicilina 100 pg/ml, kanamicina 50 pg/ml

o cloranfenicol 25 pg/ml cuando se requirio.

5.6 Medios de cultivo para lineas celulares.

Medio DMEM alto en glucosa, liquido (SH30081, Hyclone): Suplementado con 4 mM de

glutamina (Hyclone). El medio fue suplementado adicionalmente con o sin 10% Suero

Fetal Bovino, 100 U/ml de penicilina mas 100 pg/ml de Estreptomicina (Hyclone).
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Medio DMEM-F12 alto en glucosa, polvo (12400-024, Gibco): Reconstituido segun

especificaciones del fabricante y suplementado con 10% Suero Fetal Bovino, 100 U/ml

de penicilina méas 100 pg/ml de Estreptomicina (Hyclone).

Medio Neurobasal, liquido (21103-049, Gibco): Cada litro de medio fue suplementado
con 10 ml de la mezcla B27 (17504-044, Gibco), 0,5 mM final de L-glutamina (Hyclone)
y 100 U/ml de penicilina mas 100 pg/ml de Estreptomicina (Gibco).

Nota: Particularmente para las células SH-SY5Y, y en menor medida para las células
HEK?293T, para la reproducibilidad en los resultados, el uso de los sueros bovinos fetales
para el cultivo celular fue realmente importante. A todos los sueros se les inactivaron las
proteinas del sistema complemento por incubacion a 56°C por 30 min. Probamos un
namero de sueros, observando resultados similares al emplear dos tipos distribuidos por
la compafiia Hyclone: Fetal Bovine Serum (Canada) Standard (SH30397.03) y Hyclone
USDA Tested Fetal Bovine Serum Central American Sourced (SH30910.03).

5.7 Oligonuclettidos y fragmentos de DNA.

Todos los oligonucledtidos fueron sintetizados por la empresa IDT y fueron
resuspendidos en 200 ul de agua libre de nucleasas, volumen que corresponde a la solucién
stock. La concentracion uM del stock fue determinada a partir de la concentracién
obtenida por absorbancia a 260 nm. Las soluciones stock de oligonucle6tidos fueron
almacenados a -20°C.

En cursiva y minuscula se indican los sitios de corte para enzimas de y en negrita se
indican los sitios de unién para los factores de transcripcion, y en subrayado se destacan

los nucledtidos mutados para tales sitios.

Clonacion de CREB1 humano:

Sentido: 5’-GTggatccATGACCATGGAATCTGGAGC-3’
Antisentido:  5’-ATgaattcTTAATCTGATTTGTGGCAGTAAAG-3’
Clonacion de PRKACA1 humano:

Sentido: 5’-ACGCgtcgacGATGGGCAACGCCGCCGCCGCCA-3’
Antisentido: 5’-GCtctagaCTAAAACTCAGAAAACTCCTTGC-3’
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Clonacion de PRKACB1 humano:

Sentido: 5’-ACGCgtcgacAATGGCAGCTTATAGAGAACCAC-3’
Antisentido: 5’-GCtctagaTTAAAATTCACCAAATTCTTTTG-3’
Sonda C/EBP -546:

Sentido: 5’-CGGCTGGATGACTACCAATCCCAGCATGC-3’
Antisentido: 5’-GCATGCTGGGATTGGTAGTCATCCAGCCG-3’
Sonda C/EBP -482:

Sentido: 5’-GGGATAGCCCCATTGCATGCAGGG-3’
Antisentido: 5’-CCCTGCATGCAATGGGGCTATCCC-3’

Sonda C/EBP -468:

Sentido: 5’-GCAGGGAATTGCAGTCCATTTAGCGG-3’
Antisentido: 5’-CCGCTAAATGGACTGCAATTCCCTGC-3’
Sonda C/EBP[J consenso:

Sentido: 5’-GACCTATTGCGCAATTGACC-3’

Antisentido: 5’-GGTCAATTGCGCAATAGGTC-3’

Sonda CRE -194:

Sentido: 5’-GAGCGGTGACGTCGCGGGGT-3’

Antisentido: 5’-ACCCCGCGACGTCACCGCTC-3’

Sonda CRE -164:

Sentido: 5’-GGGCGGTGACGTCGGGCCGG-3’

Antisentido: 5’-CCGGCCCGACGTCACCGCCC-3’

Sonda CRE consenso:

Sentido: 5’-AGAGATTGCCTGACGTCAGAGAGCTAG-3’
Antisentido: 5’-CTAGCTCTCTGACGTCAGGCAATCTCT-3’
Mutante CRE -164:

Sentido: 5’-GGGCGGTGATATCGGGCCGG-3’

Antisentido: 5’-CCGGCCCGATATCACCGCCC-3’

Mutante CRE -194:

Sentido: 5’-GAGCGGTGATATCGCGGGGT-3’

Antisentido: 5’-ACCCCGCGATATCACCGCTC-3’
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Mutante C/EBP -468:

Sentido: 5’-GCAGGGAACCGCAGTCCATTTAGCGG-3’

Antisentido: 5’-CCGCTAAATGGACTGCGGTTCCCTGC-3’

Mutante C/EBP -482:

Bloque: 5’-
gaattcTTTCCGGCTGGATGACTACCAATCCCAGCATGCCATTCGGCACGCCAG
TAAATTAGATGGAAGAGCGGGATAGCCCCACCGCATGCAGGGAATTGCAG
TCCATTTAGCGGCTGGTTCATAGATGGGCGGGGAAGAGCCGGGTTGCTCTAG
TCCTTTGAGAATGATTCATAGAGGAGGGTCAGGAAAGAAGAACGGTTCAGT
CTGTGAAAGCCCCCTTAAAAGACTGGACAGTTCTCCGAGGGAGGGAGAGGC
AGGAGAGCAAGCAGGGCCTTGGGCCTGACTCCGCCTCGGTCCgctage-3°
Mutante C/EBP -546:

Sentido: 5’-GGgaattcTTTCCGGCTGGATGACTACCCCTCCCAGCATG-3’
Antisentido:  5’-ActcgagCCCAAGCCGCTGCCTCCAGG-3’

Fragmento Region Distal del Promotor:

Sentido: 5’-GTACCACAGTTCCCAGCATG-3’

Antisentido: 5’-CaagcttGCTAGCGGACCGAGGCGG-3’

Fragmento Region Proximal del Promotor:

Sentido: 5’-GAGTCCTGGGCCTTGTCAG-3’

Antisentido:  5’-ActcgagCCCAAGCCGCTGCCTCCAGG -3’

ChIP-PCR de los elementos C/EBP:

Sentido: 5’-GTACCACAGTTCCCAGCATG-3’

Antisentido: 5’-TCTTCCCCGCCCATCTATG-3’

ChIP-PCR de los elementos CRE:

Sentido: 5’-GAGTCCTGGGCCTTGTCAG-3’

Antisentido: 5’-CAGCTTCCTTCCTTCCCTC-3’

ChIP-PCR exon 9 del gen RIC8B humano:

Sentido: 5’-AGGAACCAATGCCAAACCCC-3’

Antisentido: 5’-GCATGTTGACAAGTTTCATGG-3’
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Oligo-(dT) 18mer:

Antisentido: 5>-TTTTTTTTTTTTTTTTTT-3’
RT-gPCR RIC8B humano:
Sentido: 5’-TTCCGTGTAATGGCAGCTGT-3’

Antisentido: 5’-TTGCCTCTTGGGCTGTTTCT-3’
RT-gPCR GAPDH humano:

Sentido: 5’-CCATGGAGAAGGCTGGGG-3’
Antisentido: 5’-TGGTTCACACCCATGACGAACATGG-3’
RT-gPCR B2M humano:

Sentido: 5’-GTGCTCGCGCTACTCTCTCT-3’
Antisentido: 5’-TCAATGTCGGATGGATGAAA-3’

5.8 Vectores de expresion y construcciones.

Los plasmidos indicados en la tabla 1 fueron preparados como una solucion stock

empleando el método de purificacion por precipitacion con PEG (Maureira Moya, 2010)

e ingresados en la base de plasmidos del laboratorio.

En el caso de los vectores a ser transfectados, regularmente se transformaron

bacterias DH5a para la purificacion de cada plasmido mediante cromatografia de

intercambio aniénico empleando el kit comercial NucleoBond Xtra Midi (Macherey-

Nagel). Estos plasmidos fueron disueltos en buffer Tris-Cl 5 mM pH 8.0 estéril.
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Tabla 1: Vectores de clonacion y expresion usados en ésta tesis.

NO

Nombre

Descripcion

1

pBlueScript-KS(+)

Obtenido desde Stratagene, este vector
fagébmido fue disefiado para clonacion,
mutacion y transcripcion in vitro. Posee el
gen que codifica para porcion amino
terminal de la B-galactosidasa (lacZ) dentro
del cual posee la region de MCS y carece de
regiones promotoras eucariontes. Este
plasmido deriva de la familia pUC, de alto
numero de copias, y presenta dos origenes
de replicacion: f1 ori y pMB1 (replicon rep
mutado, procarionte). Posee el gen para la
B-lactamasa (bla) que confiere resistencia

Amp".

PQE-80L, pQE-81L, pQE-82L

Obtenido desde Qiagen, este vector de
expresion en bacterias fue disefiado a partir
del vector pDS56/RBSII por lo que es de
bajo numero de copias al presentar un
origen de replicacion ColEl. Permite la
expresion de proteinas recombinantes para
su purificacion mediante cromatografia
IMAC, debido a que contiene una secuencia
que codifica para un epitope de 6 histidinas
rio arriba del MCS. La expresion del RNA
mensajero esta bajo el control del promotor
del fago T5 (reconocido por la RNA
polimerasa de E. coli) seguido de dos copias
del operador lac (lacO) lo que permite el
control de la expresién en respuesta a la

induccion con IPTG.
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Tabla 1: Vectores de clonacion y expresion usados en ésta tesis (continuacion)

NO

Nombre

Descripcion

2

pQE-80L, pQE-81L, pQE-82L
(Continuacion)

Ademas, rio abajo del promotor se incluye
una secuencia sintética de union al
ribosoma (RBSII) que permite una alta tasa
de traduccion. Rio abajo del MCS,
presenta dos secuencias de término de la
transcripcion (toy T1). Posee el gen para la
B-lactamasa (bla) que confiere resistencia

Amp".

pQE-80L-hCREB1A

Variante del vector pQE-80L que permite la
expresion de la proteina humana CREB1A.
El gen fue subclonado entre los sitios
BamHI y Sall.

pQE-80L-hCREB1B

Variante del vector pQE-80L que permite la
expresion de la proteina humana CREB1B.
El gen fue subclonado entre los sitios
BamHI y Sall.

PQE-80L-hC/EBPPI

Variante del vector pQE-80L que permite la
expresion de la proteina humana C/EBPJ1.
El gen fue subclonado entre los sitios
BamHI y Sall.

PQE-80L-hC/EBPp2

Variante del vector pQE-80L que permite la
expresion de la proteina humana C/EBP2.
El gen fue subclonado entre los sitios
BamHI y Sall.

pQE-80L-hC/EBPB3

Variante del vector pQE-80L que permite la
expresion de la proteina humana C/EBPJ33.
El gen fue subclonado entre los sitios
BamHI y Sall.
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Tabla 1: Vectores de clonacion y expresion usados en ésta tesis (continuacion)

NO

Nombre

Descripcion

8

pcDNA3.1His (A, By C)

Obtenido desde Invitrogen, este vector
fagdmido de expresion en eucariontes fue
disefiado a partir del vector pcDNAS3.1.
Deriva de la familia pUC, de alto numero de
copias, y presenta dos origenes de
replicacion: f1 ori y pUC Ori. Permite una
alta expresion de proteinas recombinantes
con epitope de 6 histidinas seguido de un
epitope Xpress hacia el extremo amino de la
proteina recombinante. Los epitopes
pueden ser removidos debido a la presencia
de un sitio de corte para la proteasa
enteroquinasa. La expresion del mensajero
es regulada por la actividad del promotor
viral fuerte CMV en eucariontes o por el
promotor para la RNA polimerasa del fago
T7 para transcripcion in vitro. La proteina
codificada presenta una alta traduccion
debido a la presencia de una secuencia
Kosak dentro de la que se encuentra en el
codon de inicio del epitope de 6 histidinas y
una secuencia de poliadenilacion y término
de la transcripcion (BGH pA). Este vector
puede replicar de manera episomal en lineas
celulares que expresen de manera estable el
antigeno T mayor del virus SV40 (como las
células HEK293T). Posee el gen para la -

lactamasa (bla) que confiere resistencia a
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Tabla 1: Vectores de clonacion y expresion usados en ésta tesis (continuacion)

NO

Nombre

Descripcion

8

pcDNA3.1His (A, By C)
(Continuacion)

Amp" en bacterias y el gen Neo" que le
confiere resistencia a neomicina en
eucariontes para la seleccion de celulas

transfectantes estables.

pcDNAS3.1His C-hC/EBPp1

Variante del vector pcDNA3.1His C que
permite la expresion de la proteina humana
C/EBPB1  (CEBPBI). El gen fue

subclonado entre los sitios BamHI y Xhol.

10

pcDNAS3.1His C-hC/EBP2

Variante del vector pcDNA3.1His C que
permite la expresion de la proteina humana
C/EBPB2 (CEBPB2). El gen fue
subclonado entre los sitios BamHI y Xhol.

11

pcDNAS3.1His C-hC/EBPf3

Variante del vector pcDNA3.1His C que
permite la expresion de la proteina humana
C/EBPB3 (CEBPB3). El gen fue
subclonado entre los sitios BamHI y Xhol.

12

pcDNAS3.1His B-hPRKACB1

Variante del vector pcDNA3.1His B que
permite la expresion de la subunidad
catalitica de la enzima PKA Bl
(PRKACBL). El gen fue subclonado entre
los sitios Xhol y Xbal.

13

pcDNA3.1-V5His

Vector fagébmido de expresion en
eucariontes disefiado a partir del vector
pcDNAS3.1/Sal2-VV5-His-TOPO por
digestion con BstXI y religacion. Permite
una alta expresion de  proteinas
recombinantes con epitope de 6 histidinas
seguido de un epitope V5 hacia el extremo

carboxilo de la proteina recombinante.
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Tabla 1: Vectores de clonacion y expresion usados en ésta tesis (continuacion)

NO

Nombre

Descripcion

13

pcDNA3.1-V5His

(Continuacion)

Presenta las mismas caracteristicas que el
vector pcDNA3.1His.

14

pcDNA3.1-hPRKACA1-V5His

Variante del vector pcDNA3.1-V5His que
permite la expresion de la subunidad
catalitica de la enzima PKA Al
(PRKACAL). EIl gen fue subclonado entre
los sitios Xhol y Xbal.

15

PRL-SV40

Obtenido desde Promega, este vector
control posee el gen reportero luciferasa
desde Renilla reniformis (RLuc) bajo el
control de la region promotora/potenciadora
desde el virus vacuolizante del simio 40
(SV40) que permite la expresion
constitutiva de la proteina. En la regién 3’
del gen se incorpor6 la sefial de
poliadenilacion SV40. Entre el promotor y
el gen se insert6 un intron quimérico lo cual
aumenta su nivel de expresion. Tras esta
region quimerica se encuentra el promotor
del fago T7 que permite la transcripcion in
vitro del mensajero de Rluc con la RNA
polimerasa T7. El plasmido posee un origen
de replicacion ori desde E. coli. Este
plasmido posee el gen de la B-lactamasa que
confiere  resistencia al  antibiotico

ampicilina (Amp").

16

pGL3b

Obtenido desde Promega, es un vector

modificado que carece de promotores
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Tabla 1: Vectores de clonacion y expresion usados en ésta tesis (continuacion)

NO

Nombre

Descripcion

16

pGL3b
(Continuacion)

eucariontes rio arriba del gen reportero
luciferasa de Photinus pyralis y MCS. Esta
version del plasmido emplea un gen mutado
de luciferasa (luc+) que a diferencia del gen
nativo, presenta un menor nimero de sitios
de unidn a factores de transcripcion en la
region codificante. Presenta dos origenes de
replicacion: fl ori que permite la
produccion de DNA fagémido mono hebra
y uno ori desde E. coli. Para favorecer el
término de la transcripcion y la estabilidad
del mensajero de luc+ se adiciond rio abajo
la sefial de poliadenilacion (SV40 late
poly(A) signal). Finalmente, vector presenta
el gen de p-lactamasa que confiere

resistencia al antibidtico ampicilina (Amp").

17

phRIC8B/-600bp(WT)

Corresponde a la regién entre la posicion -
600 pb del promotor de Ric-8B humano,
hasta la -36 pb con respecto al codon de
inicio del gen, subclonado en el vector
pGL3basic entre los sitios Kpnl y Xhol. Se
obtuvo por digestion del vector phRic-8B
1,0kb con la enzima de restriccion Kpnl y
posterior religacion del vector digerido y
purificado (Maureira Moya, 2010). Con
esto se perdid la region distal del promotor.

18

phRIC8B/600bp(-164)mut

Variante del Vector phRIC8B/-600(WT)
que presenta una mutacion en el sitio de
union CRE -164.
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Tabla 1: Vectores de clonacion y expresion usados en ésta tesis (continuacion)

N° Nombre Descripcion

19 phRIC8B/600bp(-194)mut Variante del Vector phRIC8B/-600(WT)
que presenta una mutacién en el sitio de
union CRE -194.

20 phRIC8B/600bp(-468)mut Variante del Vector phRIC8B/-600(WT)
que presenta una mutacioén en el sitio de
uniéon C/EBP -468.

21 phRIC8B/600bp(-482)mut Variante del Vector phRIC8B/-600(WT)
que presenta una mutacion en el sitio de
uniéon C/EBP -482.

22 phRIC8B/600bp(-546)mut Variante del Vector phRIC8B/-600(WT)

que presenta una mutacion en el sitio de
union C/EBP -546.

Fuente: Elaboracion Propia
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5.9 Anticuerpos.

IgG monoclonal de conejo contra CREB humano: 17-600; sobrenadante de cultivo de

hibridoma, Millipore. Dilucién para western blot: 1:5000 toda la noche (o 1:1000 por 1
hora).
IgG policlonal de conejo contra C/EBPP humano, rata y ratéon: 200 pg/ml, C/EBP (C-

19): sc-150, Santa Cruz Biotechnology. Dilucion para western blot: 1:1.000 por 6 horas.

IgM monoclonal de raton contra la subunidad contra de GAPDH: Clon 1D4, NB300-221,
sobrenadante del cultivo de hibridoma, Novus Biologicals. Dilucion para western blot:
1:5000 toda la noche (o 1:1000 por una hora).

1gG2a monoclonal de raton contra epitope de 6-histidina: 0,5 mg/ml, #631212, Clontech.

Dilucién para western blot: 1:1000 por 1 hora.

1gG2a_monoclonal de ratdn contra epitope V5: 100 pg/ml, clon sv5-pk, sc-58052, Santa

Cruz Biotechnology. Dilucion para western blot: 1:5000 toda la noche.
1gG normal de raton: 400 pg/ml, SC-2025, Santa Cruz Biotechnology.

1gG normal de conejo: 400 pg/ml, SC-2027, Santa Cruz Biotechnology.

1gG policlonal de cabra contra 1gG de conejo conjugado con peroxidasa: 0,8 mg/ml, H+L,

111-035-003, Jackson Immunoresearch.

1gG policlonal de cabra contra 1gG de raton conjugado con peroxidasa: 0,8 mg/ml, H+L,

115-035-003, Jackson Immunoresearch.

Nota: El control para el anticuerpo IgG monoclonal de conejo contra CREB humano es
proporcionado en conjunto con ese anticuerpo y a partidores para amplificar la region del
promotor de C-FOS humano (FOSB) que contiene sitios CRE en el kit ChIPAb + CREB
(#17-600, lote #NRG1653922, Millipore)
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6 Meétodos

6.1 Cultivo celular y diferenciacion de las células SH-SY5Y.

Todas las lineas celulares fueron mantenidas en viales criogénicos dentro de un
tanque de nitrogeno liquido. Las células fueron criopreservadas en medio de cultivo
completo con 10% DMSO, y enfriadas lentamente (30 minutos a -20°C, 1 dia a -80°C y
luego en nitrogeno liquido). Todas las células fueron cultivadas en placas de cultivo
celular de 10 cm con 10 ml de medio de cultivo completo. Las células son sacadas de
criogenia de forma rapida a 37°C, centrifugadas para eliminar el medio con DMSO y
cultivadas en medio completo. Todos los medios son almacenados a 4°C pero son
calentados a 37°C para su uso con las células. Todos los procedimientos se realizaron
dentro de una cdmara de bioseguridad clase Il tipo A2 (LabGard ES UN-425, NuAire).

Las células HEK293T presentaban pasaje inicial 17 y fueron cultivadas hasta pasaje
30. Las células HEK293T presentan baja adhesion a la placa, por lo que los lavados y
cambios de medio deben hacerse considerando ese aspecto. Su cultivo se realizo hasta
alcanzar el 100% de confluencia en la placa, el que se obtuvo al cabo de 4 dias, con cambio
de medio cada 2 dias. En este punto, las células fueron lavadas con 10 ml de PBS 1x
estéril, despegadas de la placa con 1 ml de tripsina 0,005%, la tripsina inactivada con 10
ml de DMEM 10% FBS y centrifugadas por 5 min a 160xg. El pellet de células fue
suspendido en DMEM 10% FBS, inoculando un veinteavo del volumen en una placa
nueva de 100 mm con 10 ml de DMEM 10% FBS.

Las células SH-SY5Y se obtuvieron en pasaje 20 y fueron cultivadas hasta pasaje
40, punto en el cual presentaron perdida del fenotipo inicial. Su cultivo se realiz6 hasta
alcanzar como maximo un 50% de confluencia, la cual se alcanz6 regularmente entre 5 a
8 dias de cultivo en la placa, con cambio de medio cada 4 dias. Este tipo celular crece de
forma mixta (adhesion y suspension) por lo que ambas poblaciones deben recuperarse en
cada pasaje. Una vez alcanzada la confluencia, el medio de cultivo se traspaso a un tubo
conico de 20 ml. Las células fueron lavadas con 10 ml de PBS 1x estéril, volumen que
fue depositado en el tubo con el medio de cultivo anterior. Se adicioné a la placa 1 ml de
tripsina 0,025%, y se incubd por 5 min. Las células despegadas fueron traspasadas al
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mismo tubo conico del sobrenadante y mezcladas. Después de una centrifugacion a 630xg
por 5 min, el pellet celular (débilmente adherido) fue suspendido en DMEM F12 10%
FBSy divido en 20 placas de 10° mm. Los ensayos de diferenciacién para este tipo celular
se basaron en una modificacién de un protocolo descrito previamente (Encinas, et al.,
2000) y que se encuentra descrito con detalle en la tesis de Magister de Rodolfo Sanchez
(Sanchez Ramirez, 2015). Brevemente, el dia previo a comenzar el ensayo de
diferenciacion se inoculé 2x10° células por placa de 60 mm (o 4x10° por placa de 100
mm). Al dia siguiente, se cambio el medio de las células por DMEM F12 5% FBS maés
ATRA 10 uM (o el vehiculo DMSO). Durante 5 dias, se redujo secuencialmente en 1% la
concentracion de FBS en el medio de cultivo mas ATRA 10 uM hasta utilizar DMEM
F12 sin suero. Posteriormente, el medio fue reemplazado por medio Neurobasal/B27 méas
la neurotrofina BDNF 10 ng/ml, y el cultivo continu6 hasta llegar al noveno dia de
diferenciacion. Entre cada cambio, las células fueron lavadas suavemente con PBS 1x. El
curso de la diferenciacién fue determinado por el cambio morfolégico observado durante
los dias de diferenciacién in vitro (DIV).

Nota 1: Un pasaje se define como el nimero de veces que un cultivo crecié hasta
confluencia maxima y las celulas fueron despegadas de la placa e inoculadas en una placa
nueva en una dilucion determinada.

Nota 2: La confluencia corresponde a un parametro visual que relaciona el area que ocupa

el cultivo de células con el area de la placa de cultivo.

6.2 Construccion de los vectores de expresion

Las técnicas de biologia molecular empleadas para la generacion de las distintas
construcciones se encuentran previamente descritas en detalle (Maureira Moya, 2010).
Para aumentar la eficiencia de ligacion, todos los vectores aceptores fueron digeridos y
desfosforilados en su extremo 5°. Las regiones codificantes para los genes CREB1A,
CREBI1B vy para las subunidades cataliticas de las isoformas de la proteina quinasa A
PRKACAL y PRKACBL fueron clonadas para éste trabajo. CREB1A sélo carece del exdn
4, presente en la isoforma CREB1B, por lo que ambos genes fueron amplificados con el
mismo set de partidores. Estos dos genes fueron clonados mediante RT-PCR desde RNA

total de células SH-SY5Y empleando las enzimas SuperScript 11 y Herculasa Il Fusion.
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El producto de PCR fue digerido con las enzimas BamHI y Xhol y ligado en del vector
de traspaso pCS2+, desde el cual fueron subclonadas en el vector pQE-80L entre los sitos
BamHI y Sall. El gen que codifica para C/EBPJ humano (CEBPB) no presenta intrones y
las isoformas corresponden a distintos productos de inicios de traduccion alternativos, por
lo que las isoformas de C/EBPp fueron amplificadas por PCR a partir de ADN gendémico,
empledndose distintos partidores 5°, y subclonados entre los sitios BamHI y Xhol del
vector pPGEX-4T1 (Steinberg, etal., 2012). A partir de estos vectores, y mediante digestion
dirigida mediante enzima de restriccion, las distintas isoformas fueron subclonados entre
los sitios BamHI1 y Sall en el vector pQE-80L. Las subunidades cataliticas de las isoformas
de la proteina quinasa A fueron amplificadas mediante RT-PCR desde ARN total de
células HeL.a empleando las enzimas SuperScript Il y la enzima Herculasa Il Fusion. Los
oligonucleotidos empleados en la amplificacion del gen para la subunidad PRKACA1
permitieron su posterior clonacion entre los sitos Xhol y Xbal del vector pcDNA3.1His,
mientras que los empleados para la isoforma PRKACB1 permitieron clonarla entre los
sitios Xhol y Xbal del vector pcDNA3.1-V5His.

La region del promotor de RIC8B humano entre la posiciones -600 a -37 pb
(respecto del codon de inicio de la traduccion) fue clonada desde DNA genomico de
células HEK293T y subclonado en el vector pGL3basic entre los sitios Kpnl y Xhol
(Maureira Moya, 2010). A partir de este vector, se generaron las mutantes en los sitos
C/EBP y CRE. Las mutaciones de los sitios -164, -194 y -468 fueron generados mediante
un protocolo de mutagénesis sitio dirigida descrito previamente (Laible & Boonrod,
2009). La mutacion del sitio -482 requirio de la sintesis previa de un fragmento de DNA,
el cual fue subclonado en el vector de traspaso pCR-11-TOPO ZERO Blunt (Invitrogen),
digerido con las enzimas EcoRI y Nhel y ligado dentro del vector phRIC8B/-600bp(WT).
La mutacion del sitio -546 fue generada mediante PCR con un partidor de portaba la
mutacion y el oligonucledtido antisentido usado para amplificar la region proximal del
promotor. El fragmento amplificado fue digerido con las enzimas EcoRI y Xhol, y ligado
en el vector phRIC8B/-600bp(WT). Todas las construcciones y mutaciones fueron
corroboradas por secuenciacion mediante el método de Sanger automatizado y las

secuencias se encuentran en el apéndice 12.5.
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6.3 Transformacion por calcio de E. coli DH5a, BL21 Rosetta (DE3) y BL-21
Codon Plus (DE3) RP.

Se tomo aproximadamente 50 ng de DNA plasmidial y se mezcld con 50 ul de
bacterias competentes, incubando por 30 min en hielo. Luego, se dio un shock térmico
incubando la suspension a 42°C por 2 min y posteriormente en hielo por 5 min.
Finalmente, se recuperaron las bacterias incubandolas con medio LB a 37°C por 1 hr en
agitacion, y se sembraron en placas de agar LB conteniendo la concentracion adecuada de

antibiotico como método de seleccion.

6.4 Transfeccion de cultivos celulares eucariontes.

Transfeccion por el método de fosfato de calcio: Este protocolo fue empleado en los

ensayos de actividad promotora en células HEK293T y corresponde a una modificacién
del protocolo original (Sambrook & Russell, 2001). Se prepararon stocks de 100 ng/ul
para cada plasmido, excepto para el vector pRL-SV40, para el cual se prepard uno 1 ng/ul.
El dia previo a la transfeccion, se sembraron 0,5x10° células/ pocillo en una placa de 24
pocillos, hasta que se alcanz6 una confluencia del 50-60% el dia de la transfeccion. Dos
horas antes de la transfeccion, el medio de cultivo fue reemplazado con 0,5 ml de medio
fresco. Durante este tiempo, se preparo la mezcla de transfeccion en un tubo de 1,5 ml
estéril compuesta por 30 ul de HBS 1x mas 1 ug DNA plasmidial total (2,5 ng pRL-SV40,
200 ng del vector pGL3basic, 400 ng del vector de sobreexpresion y completando la
cantidad total de DNA con el vector pBlueScript KS(+)). Se mezclaron los plasmidos con
movimiento de vortice y la mezcla fue llevada al fondo del tubo por centrifugacion. Se
agrego entonces 2 ul de CaCl2 2M en la tapa del tubo, para evitar que se deslizara al fondo
del tubo antes de mezclar. Empleando vértice, se mezclé el contenido del tubo por 15 s.
Posteriormente se incubd la mezcla por 30 minutos a temperatura ambiente para permitir
la coprecipitacién del DNA plasmidial con los microcristales de fosfato de calcio. El
coprecipitado fue resuspendida con micropipeta y se agregé gota a gota sobre la placa de
cultivo. Las células transfectadas fueron analizadas 24 a 48 hrs postransfeccion.

Transfeccion con Lipofectamina: Este protocolo fue empleado en los ensayos de

sobreexpresion de proteinas en células HEK293T. Se emplearon cultivos celulares a una
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confluencia de 80-90% en placas de 100 mm. El dia de la transfeccion, en un tubo de 1,6
ml estéril se mezclaron 14 ug de DNA plasmidial con 700 pl de DMEM sin suero. En otro
tubo de 1,6 ml estéril se mezclaron 42 pl de Lipofectamina 2000 (Invitrogen) con 700 pl
del mismo medio sin suero y se incub6 por 5 minutos. El contenido de éste tubo se traspasé
al tubo con la solucién de DNA plasmidial y se mezclé con movimiento rotatorio. La
mezcla se incub6 durante 20 minutos a temperatura ambiente, tiempo durante el cual se
removid el medio de cultivo desde la placa de 100 mm y fue reemplazado por 10 ml de
DMEM sin suero. Al cabo de la incubacion, se adiciond la mezcla de transfeccion gota a
gota por toda la placa. Se incub0 la placa durante 6 hrs en la estufa de cultivo, tras lo cual
se reemplazé el medio de cultivo por DMEM 10% FBS. Finalmente las células fueron
incubadas a 37°C por 24 hrs con 5% de COa.

Electroporacion: Esta técnica fue utilizada para la transfeccion de las células SH-SY5Y.

El dia de la transfeccidn, las células cultivadas en placas de 10 cm al 50% de confluencia
fueron despegadas y contadas. Luego, 6x10° células fueron traspasadas a un tubo de 1,6
ml y resuspendidas en 50 pl de buffer cytomix (van den Hoff, et al., 1992), mas 2 ug de
cada construccion del promotor de RIC8B, 100 ng de pRL-SV40 y 6 pg pBlueScript
KS(+). Rapidamente, las células fueron suspendidas y traspasadas a una cubeta de
electroporacion de 2 mm (BioRad), enfriadas en hielo y electroporadas empleando un
pulso de onda cuadrada de 200 V por 20 ms en un equipo de electroporacién Gene Pulser
Xcell (BioRad). La cubeta fue enfriada nuevamente en hielo para luego sembrar las células
en una placa de 60 mm con 5 ml de DMEM F12 10% FBS e incubarlas toda la noche a
37°C y 5% CO2. Un dia después, el total de células transfectadas fue divido entre 3 pocillos

de una placa de 24 pocillos.

6.5 Ensayos de actividad luciferasa en células HEK293T.

Se procedid de acuerdo a lo descrito en el kit Dual Lucifarese Reporter Assay System
(Promega). Brevemente, se removio el medio de cultivo de cada pocillo de una placa de
24 pocillos y se adiciond 100 ul de buffer de lisis pasiva 1x. Se incub6 por 20 min a
temperatura ambiente con agitacion moderada. Se homogenizo el lisado a través de una
punta usando una micropipeta y se traspaso a un tubo de 0,6 ml. El tubo fue centrifugado

a8.000xg por 30 sy se tomé una alicuota de 40 ul del sobrenadante, la cual fue transferida
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a un pocillo de una placa de 96 pocillos de fondo blanco. Cada 10 s se le agrego a cada
pocillo 10 ul de reactivo del sustrato para luciferasa de P. pyralis (LAR II). La emisién
de luz fue medida en un multilector de placa (VICTOR3 luminometer, Perkin Elmer)
programado para leer cada 10 s. Posterior a esto, se adiciond 10 ul del reactivo con el
sustrato para luciferasa de R. reniformis (Stop & Glo), el que ademas detiene la reaccién
de luciferasa de P. pyralis y se midié cada 10 s. Los resultados fueron procesados y
graficados como Unidades Relativas de Luminiscencia (RLU), que corresponden a la
razén entre las unidades de luminiscencia de luciferasa de P. pyralis y las unidades de

luminiscencia de luciferasa de R. reniformis.

6.6 Extraccion de RNA total y proteinas con el reactivo TRIzol.

Para la extraccion de RNA total desde células HEK293T se utilizé el reactivo
TRIzol. Este reactivo se basa en el método descrito inicialmente por Chomczynski y
Sacchi, el que conjuga el poder caotrépico del tiocianato de guanidina (que inactiva todas
las nucleasas intracelulares) y la solubilidad diferencial de los acidos nucleicos presentes
en una mezcla de fenol saturado en medio acido (Chomczynski & Sacchi, 1987). El
caracter apolar de estos solventes organicos permite ademas la lisis celular, y es por la alta
volatilidad de éstos solventes que el protocolo se realiza en campana de extraccion de
gases. El protocolo empleado corresponde al indicado por el fabricante. Brevemente, tras
lavar las células con PBS 1x frio, se adiciono 1 ml del reactivo por pocillo de una placa
de cultivo de 6 pocillos. Se dejé reposar por 5 min a temperatura ambiente y se raspo la
placa con un rastrillo para células. Todo el contenido se llevo a un tubo de 1,5 ml. Se
agregd 200 pl de cloroformo y se agitd fuertemente por 15 s. Se centrifugd a 16.000xg a
4°C durante 15 min, generandose dos fases: una fase organica (inferior) que contiene las
proteinas y una fase acuosa (superior) donde estd el RNA total. Ambas fases estan
separadas por una interfaz donde esta el DNA gendmico.

Purificacién del RNA: La fase acuosa se retird con sumo cuidado, evitando contaminarlo

con la interfaz, empleando para ello puntas estériles de 200 ul con extremo romo. Se
traslado la fase acuosa a un tubo de 1,6 ml nuevo y se adicionaron 500 pl de isopropanol.
Se mezcld y dejo incubar por 5 min para luego centrifugarlo a 16.000xg a 4°C por 15 min.
Se eliming el isopropanol y se lavo el precipitado con 500 pl de etanol 70%. Se centrifugo
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nuevamente por 10 min, se elimind el sobrenadante y el exceso de etanol se eliminé por
evaporacion a temperatura ambiente por 10 min, evitando secar el precipitado totalmente.
El RNA total fue solubilizado en agua libre de nucleasa y el volumen final fue ajustado
dependiendo del tamafio del precipitado. Para aumentar la solubilizacion, la muestra fue
incubada por 10 minutos a 65°C. ElI RNA total fue analizado en un espectrofotometro
NanoPhotometer (IMPLEN GmbH) y la pureza fue estimada a partir de las relaciones de
absorbancias 260nm/280nm y 260nm/230nm, las que representan respectivamente la
contaminacion por proteinas y por compuestos fenolicos. La concentracion de RNA total
de cada muestra fue determinada por un anélisis comparativo contra un estandar de RNA
de concentracion conocida. Para ello, se realizd un analisis densitométrico de una
electroforesis en gel de agarosa empleando el programa ImageJ (NIH). EI RNA total fue
almacenadas a -80°C y empleado para sintetizar el cDNA.

Extraccion de Proteinas: Una vez retirada la fase acuosa desde el tubo que contenia el

lisado celular en TRIzol, se agregaron 450 pl de etanol absoluto, lo que permitio la
precipitacion del DNA. De esta manera, sélo las proteinas quedaron en la fase organica.
Se centrifugo la mezcla a 2.000xg por 15 min y se desecho el precipitado de DNA. Las
proteinas del sobrenadante fueron entonces precipitadas por adicion de 750 ul de
isopropanol. Se centrifugd a 12.000xg por 10 min a 4°C y el pellet obtenido fue
suspendido en 500 pl de una solucion alcohélica de cloruro de guanidina e incubado
durante 20 min a temperatura ambiente. Se centrifugd a 7.500xg por 5 min a 4°C y se
repitié el lavado con la solucion de cloruro de guanidina dos veces mas. Después de la
ultima centrifugacion, el pellet fue lavado con 1 ml de etanol absoluto y luego secado en
un concentrador automatico (Concentrator plus, Eppendorf) por 10 min a temperatura
ambiente. Finalmente, el pellet deshidratado de proteinas fue solubilizado en 500 pl de la
solucion de disolucion de proteinas por ebullicion por 10 min. Debido al exceso de SDS,

las muestras fueron cuantificadas en caliente y cargadas de igual forma.

6.7 Extraccion de RNA total mediante columna de silice.

Para la extraccion de RNA total desde células SH-SY5Y se utiliz6 el kit Quick-RNA
MiniPrep (R1054, Zymo Research), segun las instrucciones del fabricante. Este método

permite la lisis celular en presencia de un agente caotropico y de detergente, agentes que
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permiten inhibir las RNasas y que favorecen la adsorcion del RNA en una columna de gel
de silice en presencia de una alta concentracién de sales. Brevemente, tras lavar las células
con PBS 1x se agregaron 600 pl de RNA lysis buffer a una placa de 60 mm. El lisado
celular fue filtrado a través de una columna spin-away filter por centrifugacion a 16.100xg
por 1 min a temperatura ambiente, para remover gran parte del DNA gendmico. La
columna fue desechada y el filtrado presente en el tubo colector fue mezclado con 1
volumen de etanol absoluto. Esta mezcla fue transferida a una columna de silice Zymo-
Spin HICG. La columna fue centrifugada a 16.100xg por un minuto y el filtrado fue
guardado para la purificacion de proteinas. La columna fue lavada una vez con 400 pl de
RNA wash buffer y centrifugada un minuto a 16.100xg. Posteriormente, la columna fue
tratada con 80 pl de DNase | reaction mix y la mezcla se dej6 en la columna por 30 min a
temperatura ambiente, tras lo cual se adicionaron 400 pl de RNA prep buffer. Al cabo de
la incubacion, la columna fue lavada 2 veces con 500 pl de RNA wash buffer, eliminando
la fraccion no unida después de cada centrifugacion. Después del dltimo lavado, la
columna fue secada por centrifugacion a 16.100xg por 5 minutos a temperatura ambiente.
La columna fue colocada en un nuevo tubo colector, se agregaron 30 pl de agua libre de
nucleasas en el centro de la columna, se dejo hidratar por 10 min y la columna finalmente
fue centrifugada a 16.100xg por 2 min. El eluato contiene el RNA total. La pureza del
RNA fue estimada a partir de las relaciones de absorbancias 260nm/280nm vy
260nm/230nm mientras que la concentracion fue calculada por fluorimetria empleando
una sonda fluorescente especifica para RNA contenida en el kit Qubit RNA HS Assay
(Invitrogen). La integridad del RNA fue evaluada por electroforesis en gel de agarosa al
1% tefiido con EtBr en el que se cargd 1 pl de RNA total mas un estandar de RNA de
concentracion conocida. EI cDNA fue generado empleando 1 pug de RNA total y las
muestras de RNA fueron almacenadas a -80°C.

Extraccion de Proteinas: Fue realizada de acuerdo al protocolo empleado para el método

de TRIzol, desde la etapa de precipitacion con 750 pl de isopropanol.
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6.8 Transcripcion reversa.

Para la generacion cDNA desde RNA total se empled la enzima transcriptasa
reversa. Es cDNA sintetizado fue empleado en la para la deteccion indirecta de la
expresion de mRNA y para la clonacién de genes. Las transcriptasas reversas utilizadas
se describen a continuacion.

M-MLV RT: La reaccion se realizd segun el protocolo descrito por la empresa. Para cada
ensayo se emplearon 2 ug de RNA total, 500 ng de oligo-(dT) y se complet6 a 15 pl con
agua libre de nucleasas. La mezcla fue incubada por 5 min a 70°C, para su posterior
incubacién en hielo y adicion de 10 pl de mezcla de reaccion (apéndice 12.2.1). Esta nueva
mezcla fue incubada durante 60 min a 42°C, inactivada por incubacion a 90°C por 10
minutos y el cDNA almacenado a -20°C. Se realiz6 un control negativo, el que no incluy6
RT (No-RT).

Super Script Il: La reaccidn se realizo segun el protocolo descrito por el fabricante. Por
muestra se emplearon 5 ug de RNA total, 500 ng de oligo-(dT) o 1ul del oligonucle6tido
antisentido 10 uM especifico para el gen que se deseo clonar, 1ul dNTP 10 mM (500 uM
final) y agua libre de nucleasas hasta completar 13 ul. Se calent6 la mezcla a 65°C por 5
min y luego a hielo para posteriormente adicionar 4 ul 5x First Strand Buffer y 2 ul DTT
0,1M a cada tubo. Se calent6 por 2 minutos a 42°C tras lo cual se agregd 1ul Super Script
Il RT (200 U/ul) y se mezcld a temperatura ambiente. Se incubo la reaccion a 42°C por
60 min, inactivando posteriormente la enzima a 70°C por 15 minutos y los cDNA se
almacenaron a -20°C. Se incluy6 un control negativo de transcripcion reversa (no-RT) el

cual no incluyé enzima.

6.9 Amplificacion de DNA mediante PCR.

A continuacion se describen las DNA polimerasas utilizadas:

GoTaq Flexi DNA polimerasa: La reaccion se realiz6 segun las indicaciones de la

compafiia (apéndice 12.3). Sin embargo, la amplificacién de los fragmentos del promotor
del gen RIC8B humano en ensayos de ChIP se realiz6 empleando un protocolo de
amplificacion touch down (Korbie & Mattick, 2008), el que se muestra en el apéndice

12.3.2. Se empleo esta modalidad de PCR debido a la amplificacion inespecifica obtenida
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al emplear bajas cantidades de templado genémico, como fue el caso de la amplificacion
de la regién que contiene los elementos CRE del promotor del gen RIC8B humano.

Herculasa Il Fusion DNA polimerasa: La amplificacion de fragmentos con esta enzima

fue realizada en una reaccion que contenia 1x Herculasa Il buffer, 250 uM de cada dNTP,
250 nM de cada oligonucleotido, 1 ul de enzima, templado y agua libre de nucleasas hasta
completar 50 pl. El programa empleado fue: 1 ciclo de 94°C por 2 min, 30 ciclos de 94°C
por 15 s, 55°C por 30 sy 68°C por 1 min/kb, 1 ciclo de 68°C por 4 min y enfriamiento a
4°C. Cuando se amplifico sondas de DNA marcadas radiactivamente se empled el mismo
programa de amplificacion regular empleado para la enzima GoTaq Flexi (apéndice
12.3.1).

6.10 PCR en tiempo real.

En este trabajo de tesis fue empleada para la deteccion relativa de los niveles de
expresion de un mRNA poliadenilado de interés con respecto de un gen de referencia.
Esto a través de la amplificacion de un cDNA representativo de los mensajeros presentes
en una muestra de RNA total, obtenida por transcripcion reversa (RT-qPCR). En todos los
ensayos se empleod el equipo Mx3000P (Stratagene). La sonda fluorescente empleada
como agente intercalante de DNA fue “EvaGreen”, la cual posee caracteristicas
espectrales similares a las de “SYBR-Green”. Sin embargo, “EvaGreen” es soluble en
agua y no inhibe a la DNA polimerasa, por lo que puede ser empleada a mayores
concentraciones en la reaccion, aumentando la sensibilidad de la misma. La reaccion
estandar utilizada se encuentra indicada en el apendice 12.4. El ciclo umbral (Ct) se definid
como el ciclo en el que la fluorescencia del DNA amplificado fue mayor a la fluorescencia
umbral, calculada mediante el método basado en amplificacién (amplification-based
threshold). La cuantificacion relativa de la muestra se realizd por el método de
interpolacion desde una curva estandar (Bookout, et al., 2006). Basicamente, se realizd
una curva estandar a partir de diluciones seriadas (1/10) del producto de PCR obtenido
para cada set de partidores. Se realiz6 gPCR para cada dilucion, abarcando al menos 5
diluciones cuyo C: estaban en torno al Ct de las muestras. Se interpolaron los valores del

gen de interés (GOI) en las muestras y se dividieron por los valores del gen de referencia
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en las mismas muestras. Finalmente, los valores se normalizaron como veces respecto de
la condicion control.

Nota: Los partidores para qPCR fueron disefiados empleando el programa AmplifX
(Centre de Recherche en Neurobiologie et Neurophysiologie de Marseille), eligiendo
aquellos set de partidores que fueran especificos para cada GOI (Primer Blast), que
hibridaran en exones diferentes y cuya curva de disociacion tedrica mostrase un solo pico
(uMelt, University of Utah). Asi, normalmente los partidores sintetizados poseian valores
de eficiencia de amplificacion (obtenido a partir de la pendiente de la curva estandar)
superior al 95%.

6.11 Electroforesis de DNA en gel y fotodocumentacion.

La resolucion de los fragmentos de DNA se realizd6 mediante la técnica de
electroforesis en gel. Cuando se requiri6, se adicion6 1/5 del volumen de buffer de carga
acidos nucleicos A o 1/4 del volumen de buffer de carga acidos nucleicos B (para
fragmentos de DNA inferiores a 500 pb) a cada una de las muestras.

Electroforesis en gel de agarosa: Los geles fueron confeccionados de acuerdo al volumen

y numero de muestras analizar. Dependiendo del tamafio del DNA analizado, la
concentracion de agarosa vario entre 1 a 2% en buffer TAE 0,5% con EtBr a una
concentracion final de 0,05 pug/ml. Las muestras fueron corridas a 50 Volts entre 6 a 7
horas para geles preparativos 0 a 100 Volts durante 30 a 50 minutos para geles analiticos.
La resolucion de algunos productos de PCR inferiores a 100 pb se realizo en geles de
agarosa al 2% en buffer TBE 0,5% y en presencia de EtBr. La corrida se realizé a 80 Volts
durante 40 a 50 minutos.

Electroforesis en gel de poliacrilamida nativo: Fue realizada empleando el sistema de

electroforesis vertical C.B.S. Scientific, empleando un gel al 6% de Poliacrilamida
(apéndice 12.1.1), el que fue tefiido en una solucion de 0,05 pg/ml de EtBr por 20 minutos.

Fotodocumentacion: Los geles fueron documentados en un transiluminador acoplado con

una camara fotografica (Vilber Lourmat), en un formato de imagen en negativo.
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6.12 Inmunoprecipitacién de Cromatina (ChlIP)

En los ensayos de ChlP se emplearon cultivos celulares confluentes en placas de
100 mm, en base a una modificacién del protocolo descrito previamente (Henriquez, et
al., 2011). Todo el protocolo fue llevado a cabo en hielo y empleando buffers enfriados a
4°C, a menos que se indique lo contrario. Las células fueron lavadas con buffer PBS 1x y
luego fijadas a temperatura ambiente con 1% de formaldehido en PBS 1x por 10 min. La
fijacién fue detenida por adicion de glicina 0,125 M final durante 5 minutos a temperatura
ambiente. Tras lavar las células dos veces mas con PBS 1x mas PMSF 1mM, éstas fueron
separadas con rastrillo desde la placa y llevadas a un tubo cénico de 15 ml. Se centrifugd
a 160xg por 5 min y el pellet de células fue resuspendido en 1 ml de buffer de lisis B. La
liberacion de los nucleos desde la suspension de células se produjo tras aplicar 20 golpes
con el émbolo ajustado en un homogeneizador Dounce. Los nucleos fueron recuperados
por centrifugacion a 180xg por 5 min a 4°C y resuspendidos en 0,3 ml buffer de
sonicacion. La cromatina fue fragmentada hasta conseguir fragmentos de DNA genémico
de un tamafio promedio de 250 pb (resolucion necesaria para la regién de 600 pb del
promotor en estudio), lo que fue confirmado por electroforesis en gel de agarosa al 2%.
La obtencion de estos fragmentos fue posible por cavitacion por ultrasonido de la muestras
(Sonicator 3000, Misonix) durante 7,5 min con pulsos de 15 s ejecutados cada 20 s
empleando el microvastago y una potencia entre 6-9 Watts. Tras centrifugar el lisado a
16.100%g por 10 min, el sobrenadante fue guardado a -80°C. Para cada reaccion de
inmunoprecipitacion se usaron 10 pg de cromatina (definidos como 10 pg de DNA
cuantificado por absorbancia a 260 nm) diluida en buffer de sonicacion hasta un volumen
de 0,3 ml. En paralelo, se separaron 10 pg de cada muestra y se diluyeron a 50 pl en buffer
de sonicacion, lo que representd la fraccion de referencia o input. Para eliminar las
interacciones inespecificas entre la cromatina y la matriz de inmunoprecipitacion se
incluyd una etapa de clarificacion. Para esto, las cromatina se incub6 con 2 pg de 1gG de
conejo no relacionada (o 5 ul del sobrenadante control para el anticuerpo monoclonal
contra CREB1) unida a 5 pul de resina proteina A/G-agarosa bloqueada. El input también
fue clarificado para posteriormente ser almacenado hasta llegar a la etapa de reversion de
la fijacion. Después de una centrifugacion a 1.000xg, la cromatina soluble y clarificada

fue incubada toda la noche con 4 pg de anticuerpo policlonal contra C/EBPJ (o 5 ul de
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anticuerpo monoclonal contra CREB1) a 4°C con agitacion. Los inmunocomplejos fueron
incubados durante 1,5 hrs con 10 pl de resina de proteina A/G-agarosa bloqueada. La
fraccion no unida a la resina fue eliminada por lavados sucesivos de 5 minutos con
agitacion a 4°C: 1 lavado con 0,5 ml de buffer de sonicacion, 2 lavados con 0,5 ml de
buffer de lavado de inmunoprecipitacion 1 un lavado con 0,5 ml de buffer TE. La
cromatina fue eluida desde la resina por incubacion durante 15 min en 100 pl de buffer de
elucion basico a 65°C y el eluato recuperado luego de centrifugar a 16.100xg por 1 minuto
a temperatura ambiente. El input fue llevado a 100 ul con buffer de elucion y, junto con
los eluatos que contenia la cromatina inmunoprecipitada, se incubé toda la noche a 65°C
en 200 mM de NaCl y 10 ug de RNasa A, para permitir la reversion de la fijacion con
formaldehido y la degradacion del RNA. Luego, las muestras fueron tratadas con 25 pg
de Proteinasa K por 4 hrs a 42°C. El DNA gendmico fue purificado mediante el kit
NucleoSpin Gel and PCR Clean-up (Macherey-Nagel), usando el protocolo recomendado
para muestras que contienen SDS, y para eluir el DNA se empled un volumen de 30 ul de
buffer TE (o 100 ul para el input). Finalmente, la deteccion de las regiones del promotor
de RIC8B humano inmunoprecipitadas se realizé por PCR (apéndices 12.3.1y 12.3.2) en
reacciones que contenian 1/10 del inmunoprecipitado y empleando partidores que
amplifican la regién distal que contiene los elementos C/EBP, la region proximal que
contiene los sitios CRE y una region control correspondiente al exén 9 del gen RIC8B.
Los fragmentos amplificados fueron resueltos en un gel de poliacrilamida nativo
(apendice 12.1.1) mediante electroforesis en buffer TBE 0,5x a 200 Volts. El porcentaje
de inmunoprecipitacion respecto del input fue estimado mediante densitometria del gel
tefiido con EtBr, empleando el software UN-SCAN-IT (Silk Scientific).

6.13 Expresién y purificacion de proteinas recombinantes.

Los factores de transcripcion CREB1 y C/EBPf fueron purificados mediante
cromatografia de afinidad a Ni?* inmovilizado en una matriz de agarosa-nitriloacetato en
condiciones desnaturantes. Para ello, las regiones codificantes de los genes humanos
CREB1A, CREB1B, C/EBPp1, C/EBPpB2, C/EBPB3 fueron subclonadas en el vector
pQE-80L y expresadas como proteinas recombinantes con epitope de 6 histidinas en su

extremo amino terminal. Las proteinas C/EBPB1 y C/EBPB2 fueron expresadas en
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bacterias E. coli BL-21 Codon Plus mientras que C/EBPB3 fue expresada en E. coli
Rosetta (DE3). Para cada una de las isoformas, se emplearon cultivos transformados y
crecidos en presencia de cloranfenicol y ampicilina para inocular 300 ml de medio
LB/ampicilina, los que fueron cultivados con agitacion a 20°C hasta una ODsoonm de 0,4.
En este punto, se indujo la expresion de cada proteina por adicion de IPTG a una
concentracion final de 200 pM (o 100 uM para C/EBPB3) e incubacién por 3 hrs con
agitacion a 20°C. Posterior a la induccion, los cultivos fueron enfriados rapidamente en
hielo, centrifugados a 3.900xg y el pellet de bacterias almacenado a -80°C hasta su
utilizacion. Cada pellet bacteriano fue resuspendido en 15 ml de buffer de lisis A y lisado
mediante cavitacion por ultrasonido en un homogeneizador ultrasonico VibraCell (Sonic)
durante 2 min en ciclos de 20 s de sonicacién y 20 s de descanso a un 90% de la potencia.
Los lisados fueron centrifugados a 16.100xg por 15 min. La fraccion soluble fue
transferida a un tubo cénico de 50 ml, se adicion6 PMSF 1 mM, se agregaron 500 pl de
resina Ni-NTA-agarosa (Qiagen) y se incubd toda la noche a 4°C con agitacion suave. La
resina fue entonces centrifugada a 3.500xg y luego cargada en una columna TALON
(Clontech) y empacada por gravedad. La columna fue entonces lavada con buffer de
lavado desnaturante hasta que la Azsonm de la fraccion no unida fue inferior a 0,02. La
proteina fue eluida empleando el mismo buffer de lavado con distintas concentraciones de
imidazol (competidor de la unién de las 2 histidinas que coordinan los dos sitios
disponibles en el ion niquel unido a la resina).

La expresion de cada isoforma de CREB1 en bacterias E. coli Rosetta (DE3) y la
lisis celular se realizaron de acuerdo a un protocolo descrito anteriormente (Lopez, et al.,
2007). Sin embargo, se reemplazé la etapa de cromatografia de afinidad en columna de
heparina por una cromatografia de afinidad a niquel en condiciones desnaturantes, tal
como se describio para las proteinas C/EBP.

La proteina CREB1B fue renaturada mediante el método de dilucién rapida en
buffer de dialisis y concentrada en un dispositivo de ultrafiltracion (Amicon ultra 10Kk,
Millipore) de manera que la concentracion final de GUHCI fue menor a 5 mM. Por su
parte, las isoformas de C/EBPp fueron concentradas en un dispositivo de ultrafiltracion
(Vivaspin 500 5k, Sartorius) y luego dializadas por el método de gota flotante sobre un

filtro de nitrocelulosa 0,025 um (Millipore) contra el buffer de diélisis. Los stock de cada
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una de las proteinas fueron almacenados a -80°C, previa adicion de glicerol a una
concentracion final de 15% mas inhibidores de proteasas 1x (Calbiochem). La
concentracion de las proteinas fue estimada mediante densitometria en un gel SDS-PAGE
teflido con azul de Coomassie (PageBlue Coomassie dye, Fermentas) por comparacion

contra una curva estandar de BSA.

6.14 Generacién de los extractos nucleares.

Todos los procedimientos detallados a continuacion fueron realizados a 4°C. Para la
generacion de los extractos nucleares, se empled el método descrito por Dignam con
algunas modificaciones (Dignam & Lebovitz, 1983). Veinte placas de 100 mm
confluentes fueron lavadas con buffer PBS 1x y las células fueron despegadas con
rastrillo. Se midié el volumen del pellet celular, denominado PCV. El pellet fue
resuspendido en 5 PCV del buffer A y lisadas con un homogeneizador Dounce aplicando
20 golpes con el émbolo A. El lisado fue centrifugado a 1.000xg por 5 min. El
sobrenadante, correspondiente a la fraccion citoplasmatica (Cit), fue guardado en 20 %
glicerol a -80°C mas inhibidores de proteasas 1x (Complete mini, Roche). El pellet fue
lavado con otros 5 PCV del buffer Ay centrifugado a 9.600%g por 20 min. El sobrenadante
correspondiente a residuos de membrana y organelos de baja densidad fue removido con
pipeta. El pellet de nacleos fue resuspendido en 1 PCV del buffer C e incubado durante
60 minutos con rotacion. El sobrenadante, correspondiente al extracto nuclear (EN), fue
guardado en alicuotas de 100 ul a -80°C. La fraccion no extraible nuclear (FNE) fue
resuspendida en igual volumen final que el EN y dividida en alicuotas. Una alicuota de
cada fraccién celular (Cit, EN y FNE) fue tratada con 5 U de la nucleasa inespecifica
benzonaza (Novagen) y guardada a -80°C. Las proteinas correspondientes a cada fraccion
fueron cuantificadas con el reactivo de Bradford (BioRad) y la integridad de los factores

de transcripcion mediante western blot.
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6.15 Cuantificacion de proteinas totales en solucion.

Se empled el método colorimétrico descrito por Bradford (Bradford, 1976). Se
realiz6 una curva estandar con cantidades crecientes de BSA (0, 1, 2, 4, 6, 8 y 10 pug) mas
200 pl del reactivo (Protein Assay, BioRad), completando a 1 ml final con agua nanopure,
y se midié la absorbancia de las reacciones a 595nm. Las muestras de proteinas fueron
preparadas de igual forma, empleando un volumen de muestra necesario para interpolar

en la curva estandar (generalmente 2 ul de lisado celular).

6.16 SDS-PAGE e inmunodeteccion de proteinas mediante western blot.

Para los ensayos de western blot, los cultivos celulares fueron lisados empleando el
buffer de lisis para células SH-SY5Y (0,5 ml por placa de 100 mm en hielo). El lisado
total fue centrifugado a 16.100xg por 15 min y la fraccion soluble fue considerada como
el extracto celular. Las muestras de proteinas fueron separadas mediante electroforesis en
gel de poliacrilamida desnaturante (apéndice 12.1.4 y 12.1.5) en un equipo de
electroforesis Miniprotean 3 Cell (BioRad). A los extractos de proteina se les agregd 1/5
volumen de buffer de carga de proteinas 6x, y se incubaron por 10 min a 100°C. Luego
los extractos se cargaron en un gel de poliacrilamida desnaturante y la electroforesis se
llevé a cabo en buffer de electroforesis SDS-PAGE a 120 Volts hasta que el frente de
corrida, indicado por el colorante azul de bromofenol, alcanzo el extremo inferior del gel.
Posteriormente, las proteinas fueron transferidas desde el gel a una membrana de
nitrocelulosa (Hybond-ECL, Amersham biosciences) en buffer de transferencia a 250 mA
por 1 hora a 4°C. La transferencia de las proteinas se comprobd por tincién de la
membrana con rojo Ponceau. A continuacion se bloqued la membrana con leche
descremada al 5% en buffer TBS-Tween por 1 hora, y se incubé con el anticuerpo primario
entre 1 a 16 hrs en la misma solucion. La membrana se lavo 3 veces por 10 min con buffer
TBS-Tween y posteriormente se incubd con el anticuerpo secundario por 1 hora.
Finalmente, se lavd la membrana 3 veces con TBS-Tween por 10 min y se revel6 con el
kit ECL Western Blotting Substrate (Pierce), exponiendo la membrana a un film de

autoradiografia (CL-XPosure, Thermo Scientific).
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6.17 Marcaje radiactivo de las sondas.

Bajo estrictas condiciones de manejo de material radiactivo, se marcé el extremo
5’ de 6,6 pmoles de cada oligonucle6tido sentido en una reaccion de 50 pl que contenia 2
ul de ATP-y32P (3,3 uM; NEG502A; Perkin Elmer) y 25 U de T4 polinucledtido quinasa
(10 U/ul, NEB). La reaccion fue incubada por 30 minutos a 37°C y detenida por la adicién
de EDTA a una concentracién final 20 mM. El oligonucleétido marcado se purifico con
una columna Sephadex G-25 (GE) y la muestra purificada fue precipitada con 2
volumenes de etanol absoluto frio y 0,1 volumenes de acetato de sodio a -20°C por 2 hrs.
El precipitado fue recuperado por centrifugaciéon a 16.400xg por 10 minutos y se lavo
posteriormente el precipitado con etanol frio al 70%, y después se centrifugé nuevamente
a 16.400xg por 10 minutos. Se obtuvo un precipitado el cual secé y resuspendi6 en 20 pl
de agua nanopure. La generacion de la sonda marcada se obtuvo por hibridacion del
oligonucleotido sentido con 6,6 pmoles del oligonucleétido antisentido no marcado en
presencia de 60 mM Tris-HCI pH 8,0 en un volumen de reaccion final de 50 pl. La muestra
fue calentada a 95°C por 5 minutos y dejada enfriar lentamente a temperatura ambiente.

Se generaron diluciones de 10 fmoles/ul, las que fueron almacenadas a -20°C.

6.18 Ensayos de cambio de la movilidad electroforética en gel (EMSA).

Se realizaron los ensayos de EMSA empleando las sondas marcadas e incubandolas
en presencia 0 ausencia de extractos nucleares obtenidos desde células SH-SY5Y o
HEK293T, o bien de proteinas recombinantes. Se probaron distintas condiciones de
reaccion empleando distintos buffers: buffer de Union, buffer FT-0, buffer FT-50, buffer
FT-100, buffer de Remodelacion | (éste buffer es empleado en ensayos de Remodelacion
de Cromatina) y buffer de Remodelacion Il. Cada ensayo fue realizado en una reaccién de
20 pl, incubando 20 a 50 fmoles de cada sonda marcada radioactivamente (3 pl), 100 ng
de poli-(dI-dC) (0,3ul), 12,2 ul de buffer de reaccion, 1 ul de buffer Tris 10 mM (pH 8,0)
0 sonda no marcada (sonda fria), 1 pl de agua libre de nucleasa y mas 2,5 ul de extracto
nuclear o proteina recombinante. Las muestras fueron incubadas a 30°C por 30 minutos.
En los ensayos de super shift, luego de la reaccion de union se agregd 1 ul de cada

anticuerpo (o control PBS 1x) y se incubd otros 30 minutos a 30°C. Las reacciones fueron
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sometidas a electroforesis en gel de poliacrilamida (apéndice 12.1.2). Tras precorrer el gel
por 45 min a 100 Volts, las muestras fueron cargadas directamente en un gel de
poliacrilamida al 5% y sometidas a electroforesis a 200 Volts en buffer TBE 0,3x a 4°C.
En el caso del ensayo de super shift, las muestras fueron resueltas en un gel al 4%. El
tiempo de corrida fue de 90 min para ensayos con las sondas de oligonucleétidos y 180
min para las sondas de los fragmentos del promotor. Los geles fueron secados (GelDryer
583, BioRad) y expuestos a un film de autoradiografia (CL-XPosure, Thermo Scientific)
0 sobre una pantalla de almacenamiento fosforescente (PhosphorScreen, GE). La pantalla
fue escaneada en un equipo de deteccion digital (Molecular Imager FX, BioRad) y los
valores de union fue obtenida por andlisis en el software del equipo (QuantityOne,
BioRad).

6.19 Mapa de proteccion a DNasa | (DNasel-Footprinting).

Para el protocolo empleado (Brenowitz, et al., 1989; Gutiérrez, et al., 2000) se
usaron las sondas que corresponden a las dos regiones del promotor en estudio,
denominadas distal y proximal, la que fueron amplificadas por PCR empleando el partidor
sentido marcado con 2P en su extremo 5°. Las reacciones de unién en presencia de los
factores de transcripcion recombinantes CREB1B o C/EBPB3 fueron realizadas como se
describi6 para los ensayos de EMSA, excepto que la incubacion de C/EBP3 fue realizada
a 4° C por 90 minutos. Tras la incubacion, las reacciones de unién (20 ul) a distintas
concentraciones del factor de transcripcion fueron tratadas con 0,625 U de DNasa I (1 pl),
diluida en el momento en buffer de dilucion de la DNasa I, e incubadas a 4° C por 2 min.
La digestion fue terminada por adicion a cada tubo de 75 pl de buffer de detencion y las
muestras fueron incubadas toda la noche a —20° C. Después de una centrifugacion a
16.000%g por 10 minutos a 4°C, el precipitado fue lavado con 0,5 ml de etanol 70% vy
centrifugado nuevamente. Tras eliminar el sobrenadante, el precipitado fue secado a
temperatura ambiente por 10 min y luego resuspendido en 5 pl de buffer de carga de
secuenciacion. Cada una de la muestras fue desnaturada a 95° C por 2 minutos y cargadas
inmediatamente en un gel de secuenciacion (apéndice 12.1.3). El gel fue sometido a

electroforesis en buffer 1x TBE a 60 W constantes hasta que el frente de migracion se
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encontré a 1 pulgada del extremo inferior. El gel fue secado y expuesto a un film

autoradiogréafico para su posterior analisis.

6.20 Analisis del posicionamiento nucleosomal y marcas epigenéticas en el
promotor de RIC8B humano desde la base de datos ENCODE.

Desde el servidor del consorcio ENCODE (ENCODE Project Consortium, 2012) y
empleando la versién del genoma humano ensamble GRCh37/hg19UCSC (Febrero 2009)
mostramos la informacion sobre la ubicacién de los nucleosomas mediante MNasa-seq
(disponible para las lineas celulares GM12878 y K562) y sobre las regiones de DNA mas
expuesto en la cromatina mediante DNasel-seq (disponible para 125 lineas celulares) para
la region 5° del gen RIC8B humano. Se incluyo ademaés la informacion de las marcas
epigenéticas H3K27Ac y H3K4me3 en 7 lineas celulares. Los datos fueron consultados
en la base de datos ENCODE con fecha 23 de febrero de 2016. La ventana de blsqueda
fue traducida al espafiol y modificado para incluir la localizacion de los elementos de
unién identificados en el promotor de RIC8B respecto del codon de inicio (ATG, flecha

verde).

Detalle de las pistas (tracks) de informacion solicitada desde la base de datos (en
paréntesis se indica el nombre traducido en la figura):

1. Genome Base Position (Ventana de Posicion).

2. UCSC Genes RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs & Comparative Genomics
(Genes UCSC RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, tRNAs y Genomica
Comparativa).

3. Gene Annotations from GENCODE Version 19 (Anotacion Basica de Genes desde
GENCODE Version 19).

4. Transcription Levels Assayed by RNA-seq on 9 Cell Lines from ENCODE (Niveles
transcripcionales obtenidos por RNA-seq para 9 lineas celulares desde ENCODE).
Nota: Los niveles transcripcionales mostrados correspondes a los valores de sefial
obtenidos para cada mensajero poliadenilado desde las lecturas de 75 pb de ambas
hembras en una ventana de 200 pb para 7 lineas celulares, cada una asignada con

un color especifico. La configuracion de visualizacion corresponde a la
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transformacion de los datos como el In(x+1) y a su apilamiento sin transparencia
(stacked).
i. GM12878: Linea celular linfoblastica.

h1ESC: Células madres embrionarias.

HelLa-S3: Linea celular de cancer de cuello uterino.

iv. HepG2: Linea celular derivada de hepatocarcinoma.
v. HSMM: Mioblastos de musculo esquelético (HSM Mioblasto).
vi. HUVEC: Células endoteliales humanas derivadas de
vena umbilical.
vii. K562: Linea celular leucemia mieloide cronica.
viii. NHEK: Queratinocitos epidermales (NHE Queratinocito).
ix. NHLF: Fibroblasto de pulmoén (NHL Fibroblasto).

5. H3K4Me3 Mark, Often Found Near Promoters, on 7 cell lines from ENCODE
(Marca H3K4Me3 en 7 lineas celulares desde ENCODE).

6. H3K27Ac Mark, Often Found Near Active Regulatory Elements, on 7 cell lines
from ENCODE (Marca H3K27Ac en 7 lineas celulares desde ENCODE). Nota:
La configuracion de visualizacién corresponde al apilamiento sin transparencia

(stacked). La escala se ajusto de forma de enfatizar los maximos.

GM12878: Linea celular linfoblastica.
h1ESC: Células madres embrionarias.
HSMM: Mioblastos de musculo esquelético (HSM Mioblasto).

iv. HUVEC: Células endoteliales humanas derivadas de
vena umbilical.
v. Kb562: Linea celular leucemia mieloide cronica.
vi. NHEK: Queratinocitos epidermales (NHE Queratinocito).
vii. NHLF: Fibroblasto de pulmén (NHL Fibroblasto).
7. Nucleosome Position by MNase-seq from ENCODE/Stanford/BYU
(Posicionamiento  Nucleosomal determinado por MNasa-seq desde

ENCODE/Stanford/BYU).

GM12878: Linea celular linfoblastica.

K562: Linea celular leucemia mieloide crénica.
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8. Open Chromatin by DNasel HS and FAIRE Tracks.
a. DNasel Hypersensitivity Uniform Peaks from ENCODE/Analysis

(Regiones Hipersensibles a digestion con DNasa | desde
ENCODE/Anélisis).

iv.

Vi.

Vii.

viii.

Xi.

Xil.

GM12878: Linea celular linfobléastica.

h1ESC: Células madres embrionarias.

K562: Linea celular leucemia mieloide crénica.

HUVEC: Células endoteliales humanas derivadas de
vena umbilical.

Ab549: Linea celular de carcinoma de pulmon.

CD34+_ Mobilized: Progenitores hematopoyéticos movilizados
CD34+ (CD34+ HPC Movil.).

HSMM: Mioblastos de musculo esquelético (HSM Mioblasto).
NHEK: Queratinocitos epidermales (NHE Queratinocito).

NHLF: Fibroblasto de pulmén (NHL Fibroblasto).

NT2-D1: Linea celular de carcinoma embrionario clon D1
(NTera2-D1).

Osteobl: Osteoblastos humanos (Osteoblasto).

SK-N-SH RA: Linea celular de neuroblastoma humano
diferenciada con &cido retinoico (SK-N-SH + ATRA).

b. European Institute of Oncology (Milan)/J. C. Venter Nuclease Accessible
Sites, March 2006 (Sitios de Accesibilidad a DNasa | desde el Instituto de

Oncologia Europeo y el Instituto J. C. Venter).

Sitios de accesibilidad a nucleasa en progenitores hematopoyéticos
CD34+ movilizados al torrente sanguineo (CD34+ HPC Movil.).
Sitios de accesibilidad a nucleasa en progenitores hematopoyéticos
CD34- movilizados al torrente sanguineo (CD34- HPC Movil.).

c. Open Chromatin by DNasel HS from ENCODE/OpenChrom, Duke
University (Regiones Hipersensibles a digestion con DNasa | desde
ENCODE/Cromatina Abierta de la Universidad de Duke).
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Nota: La configuracion utilizada fue el método de visualizacion de alta

resolucion (Base Overlap Signal) que grafica las sefiales correspondientes

al puntaje sobre cada par de bases de la region del genoma en funcion del

namero de lecturas desde la secuenciacion del ensayo de accesibilidad a
DNasa .

iv.

Vi.

Vil.
d. DNasel

GM12878: Linea celular linfobléstica.

SK-N-SH: Linea celular de neuroblastoma humano indiferenciada.
Cerebellum_OC; Tejido cerebelar humano congelado (Cerebelo).
Cerebrum_frontal_OC: Tejido cerebral frontal congelado (Corteza
frontal).

HEK293T: Linea celular de epitelio renal embrionario humano.
OIf_neurosphere: Células derivadas desde neurosferas obtenidas
desde mucosa olfatoria (Neurosf. Olfatoria).

Osteobl: Osteoblastos humanos (Osteoblasto).

Hypersensitive Site Master List (125 cell types) from

ENCODE/Analysis (Regiones Hipersensibles a digestién con DNasa | para
125 lineas celulares desde ENCODE/Analisis).
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7 Resultados

7.1 Objetivo especifico 1

“Corroborar la identidad de los elementos de unién identificados in silico para los
factores de transcripcion CREB y C/EBPP mediante aproximaciones experimentales

in vitro”.

7.1.1 El factor de transcripcion CREB presente en extractos nucleares se une a los

elementos CRE presentes en el promotor de RIC8B humano.

Si bien los antecedentes expuestos en la introduccién demuestran la unién de
C/EBP al promotor de RIC8B de rata, la union directa tanto de CREB como de C/EBPf
a los elementos CRE y C/EBP del promotor de RIC8B humano no ha sido caracterizada.
Con este objetivo, realizamos ensayos de EMSA empleando extractos nucleares de células
HEK293T y también de células SH-SY5Y. Se empleo la linea celular de neuroblastoma
humano SH-SY5Y pues al ser un modelo de linaje neuronal representan un contexto
celular adecuado para el estudio de la funcion de las proteinas RIC8. Evaluamos la
presencia de los factores de transcripcion mediante western blot en los extractos (figura
6). La mayor cantidad de C/EBPB y CREBI se encuentra en la fraccion no extraible de la
preparacion del extracto nuclear para los dos tipos celulares analizados (figura 6, carriles
1y 4 respecto de los carriles 3 y 6), no observandose degradacién de las proteinas. Ya que
ambas proteinas han sido previamente caracterizadas por ser facilmente extraibles a la
concentracion de sal empleada (420 mM KCI), decidimos realizar preparaciones de
extractos nucleares analiticas usando el mismo protocolo pero con una mayor
concentracion de KCI en el buffer C (500 mM, datos no mostrados), en los que
observamos similares resultados.

No obstante lo anterior, fue posible detectar en ambos extractos nucleares una
Unica banda inmunoreactiva de ~43 kDa contra CREB1, mientras que sélo se logrd
detectar una banda inmunoreactiva contra C/EBPB2 en el extracto nuclear de células SH-
SY5Y (figura 6, carriles 4, 5y 6). Es importante destacar que para ambos tipos celulares

fue posible observar las tres isoformas de C/EBPJ en la fraccion no extraible (figura 6,
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carril 1) por lo que no podemos descartar la presencia de esta isoformas en ambos extractos
nucleares y que no son detectables en los tiempos de exposicion analizados debido a su
baja concentracion en el extracto nuclear. Finalmente, se observan diferencias en la
expresion de las isoformas largas de C/EBPP al analizar la fraccion no extraible,
observandose una mayor proporcion de C/EBPB2 en SH-SY5Y (figura 6A, carril 1)
mientras que en células HEK293T sblo se detectd bandas inmunoreactivas de tamafio
aparente superior a 50 kDa (figura 6B, carril 1), y que corresponden a C/EBPB1 (Atwood,
etal., 2011).
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Figura 6: Inmunodeteccion de CREB y C/EBPf en los extractos nucleares obtenidos
desde células HEK293T y SH-SY5Y.

Desde la preparacion de los extractos nucleares, se obtuvieron 3 fracciones: fraccion
citosolica (Cit), extracto nuclear (EN) y una fraccidén no extraible de la preparacion del
extracto nuclear (FNE). Se tomaron 20 pg de proteinas de las fracciones Cit y EN, y un
volumen de FNE equivalente al volumen de extracto nuclear analizado. Las muestras
fueron resueltas en SDS-PAGE 12% y transferidas a una membrana de nitrocelulosa. La
deteccion de cada factor de transcripcion se realizo de forma independiente por western
blot empleando anticuerpos especificos contra C/EBP (a-C/EBPP) o contra CREB (a-
CREB1), como se indica en métodos. La deteccion de toda las membranas fue realizada
sobre un mismo film autoradiografico, por lo que las intensidades de las bandas
inmunoreactivas de ambos extractos nucleares para el mismo anticuerpo son comparables.
A) EN de células SH-SY5Y. B) EN de células HEK293T. Se indica la movilidad de las
tres isoformas de C/EBPP (44 kDa B1, 42 kDa 32 y 20 kDa 33). Los carriles se encuentran

numerados bajo los paneles A y B. Fuente: Elaboracion propia.
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Se realizaron ensayos de unién empleando distintos buffers de reaccion, en los que
se vario esencialmente la concentracion de sales (apéndice 12.6.1). Los resultados
obtenidos muestran que existe unién de un factor de transcripcién a la sonda consenso
CRE en todas las condiciones analizadas, tal como lo demuestra el retraso en la corrida de
la sonda radiactiva en presencia de extractos nucleares. Sin embargo, a la sonda consenso
C/EBPp so6lo observo union débil y sélo en dos de las condiciones estudiadas: en presencia
de buffer de remodelacion | (86 mM KCI) y de buffer de unién 150 mM KCI (FT-100).
Estos buffer difieren considerablemente en su composicion, lo que puede explicar que
haya unién a fuerzas idnicas diferentes. Debido a que el mayor porcentaje de unién a la
sonda consenso C/EBPJ se observo en condiciones de buffer de remodelacion I, con el
cual también se observo un gran porcentaje de union a la sonda consenso CRE, se empled
esta condicion para los ensayos de EMSA posteriores. En la figura 7 se muestra la
ubicacion relativa de los elementos analizados y sus secuencias. El anélisis de EMSA para
las sondas CRE mostro que existe un cambio en la movilidad electroforética en presencia
de extractos nucleares tanto de células SHSY-5Y como de HEK293T (figuras 8A y 8B,
respectivamente, carriles 7 y 12) de igual forma que se observo para la sonda consenso
CRE (figuras 8A 'y 8B, carril 2). Para asegurar la identidad de CREB1 como el factor de
transcripcion unido a estos elementos, se incluy6 un andlisis de super shift. Para esto, se
adicion0 al ensayo de union el anticuerpo monoclonal de conejo contra CREBL. Se aprecia
la disminucion de la movilidad electroforética para todas las sondas CRE estudiadas
(figuras 8A'y 8B, carriles 4, 9 y 14), implicando la generacion del complejo de alto peso
molecular compuesto por la sonda marcada y el factor de transcripcion CREB unido a
ella, que es reconocido por el anticuerpo. De esta forma se corroboro tanto la identidad de
CREB1 como el factor de transcripcion presente en los extractos nucleares asi como la
identidad de los elementos CRE presentes en el promotor de RIC8B humano como sitios

de unién funcionales.
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Sitios C/EBP Sitios CRE
O RS ATG
Region Distal Region Proximal

-600 -500 -400  -300 -200 -100pb

éTTGCG%AAE Consenso TGACGTCA Consenso

GACTACCAAT -546
ATTGCATGCA -482
ATTGCAGTCC -468

TGACGTCG -194
TGACGTCG -164

Figura 7: Representacion esquematica del promotor de RIC8B humano en estudio y

de los elementos C/EBP y CRE identificados.

Se indica la ubicacion relativa (en pares de bases) desde el codén de inicio de la traduccion
(barras intercaladas) para cada uno de los sitios. Las secuencias para cada uno de ellos fue
contrastada contra la secuencia consenso y se destaca en subrayado los nucle6tidos
idénticos. Ademas, se indican las regiones correspondientes a los fragmentos de PCR que
contienen los sitos C/EBP (-599 a -264; linea roja) y CRE (-251 a -37; linea azul) y que
fueron empleados como sondas para ensayos de EMSA y DNasel-Footprinting. Fuente:

Elaboracion propia.
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Figura 8: CREBL1 Se une a los elementos CRE del promotor de RIC8B humano.

Ensayo de retardo en gel (EMSA) para las sondas correspondientes a los elementos CRE
-194 y -164, empleando extractos nucleares (EN) de células HEK293T y SH-SY5Y. A)
Ensayo de unién empleando EN de células HEK293T. B) Ensayos de union empleando
EN de células SH-SYS5Y. En cada reaccion de 20 pl se utilizaron 50 fmoles de cada sonda
marcada radiactivamente en su extremo 5° con *2P. El complejo [sonda CRE - CREB1] se
indica con un asterisco (carriles 2, 7 y 12). Se incluy6 un ensayo de super shift agregando
1 ul del anticuerpo contra CREB1 (a-CREBL); se indica el complejo formado [anticuerpo-
sonda CRE - CREBL1] con una flecha (carriles 4, 9 y 14). La sonda control (Con) contiene
el elemento CRE consenso descrito previamente (Niehof, et al., 1997). Para corroborar la
especificidad de la union se realizaron ensayos de competencia por adicion de un exceso
de 100 veces la cantidad de la misma sonda empleada (100x) pero no marcada (sonda
fria). Este ensayo es uno representativo de 3 ensayos realizados. Fuente: Elaboracion

propia.
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Cuando realizamos los ensayos de unién para las sondas C/EBP empleamos el
extracto nuclear de células SH-SY5Y (figura 9A). Si bien se observa unién de un factor
de transcripcion para todas las sondas (figura 9A, carriles 2, 5, 8 y 11), no fue posible
identificar la union de C/EBPPB mediante ensayos de super shift (figura 9B, carriles 4 y
10), incluso para la sonda consenso. La capacidad del anticuerpo para reconocer a la
proteina C/EBPp fue corroborada mediante un ensayo de super shift empleando C/EBP32
recombinante (figura 9C). Asi, es muy probable que la ausencia se super shift sea a causa
de los bajos niveles de C/EBPp en la preparacion del extracto nuclear. La sonda consenso
presenta en su extremo 3’ la mitad de un sitio CRE, lo que puede explicar la union de
CREB1 observada como un super shift positivo (figura 9B, carril 3). Sin embargo, no se
observo super shift para la sonda del elemento C/EBP -546 a pesar de que contiene medio
sitio CRE. Més aun, ésta sonda mostr6 de forma reproducible un leve retraso en la
movilidad respecto de la migracion de la sonda C/EBP consenso. Este elemento
corresponde a una caja CCAAT, que es reconocida también por otros factores de
transcripcion como NF-Y y C/EBPo. El ensayo de super shift contra C/EBPa no mostro
union de éste factor de transcripcion a la sonda C/EBP -546 en nuestra condiciones de

union, como se muestra en la figura 9B (carril 11).

Los patrones de retardo observados para las sondas C/EBP -482 y C/EBP -468
fueron similares a los observados con la sonda C/EBP consenso (figura 9A, carriles 2, 8
y 11). La sonda del sitio C/EBP -482 es la que contiene el sitio III de union para C/EBPf
identificado previamente (Grandy, et al., 2011), el cual presenta una alta identidad con el
sitio C/EBP -468.
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Figura 9: Las sondas que contienen los elementos C/EBP del promotor de RIC8B
humano son reconocidas por factores de transcripcion presentes en el extracto
nuclear de células SH-SY5Y.

A) Ensayos de EMSA empleando 20 fmoles de las sondas doble hebra que contienen los
elementos C/EBP y marcadas radioactivamente en su extremo 5’ con 32P. Como control
de union se empled una sonda consenso descrita previamente (Henriquez, et al., 2011). B)
Ensayos EMSA para las sondas de los sitios C/EBP consenso y -546, incorporando
ensayos de super shift contra CREB1 (a-CREB1), C/EBPB (a-C/EBPB) y C/EBPa (a-
C/EBPa). C) Ensayo de EMSA-super shift contra la proteina C/EBPB2 recombinante. A
una reaccion de union de 20 pl, en presencia de 20 fmoles de la sonda C/EBP consenso
y 40 nM de la proteina recombinante con epitope de 6 histidinas C/EBPp2, se le adiciond
1 pl de una dilucion 200 ng/ul o 1 pg/ul del anticuerpo a-C/EBPP C19 (carriles 3 y 4,

respectivamente). A la reaccion control se le adicion6 1ul de PBS 1% (carril 2). La unién
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de C/EBPP2 recombinante o CREB1 a la sonda consenso se indica con un asterisco,
mientras que los complejos [anticuerpo - sonda C/EBP - factor de transcripcion] se indican
con flechas. Para corroborar la especificidad de la union se incluyeron reacciones con
competencia por adicién de un exceso de 100 veces la cantidad de la misma sonda
empleada (100x) pero no marcada (sonda fria). Cada ensayo es uno representativo de al

menos 2 ensayos realizados. Fuente: Elaboracion propia.
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7.1.2 C/EBPB recombinante se une a los elementos C/EBP del promotor de RIC8B

humano in vitro.

Debido a que no fue posible confirmar mediante ensayos de super shift la union de
C/EBPp a los elementos C/EBP del promotor del gen RIC8B humano, decidimos sumar a
nuestros estudios una evaluacion de la afinidad de C/EBPP y CREBI1 recombinantes por
los elementos en estudio.

Elegimos la estrategia de expresion de las proteinas humanas con epitope de 6
histidinas en bacterias E. coli, para su posterior purificacion (o enriquecimiento) mediante
cromatografia de afinidad a una columna de niquel inmovilizado (IMAC), tal y como se
describe en métodos. Respecto de CREBL, si bien logramos expresar y purificar ambas
proteinas, la isoforma CREB1A present6 un peso molecular relativo cercano a 35 kDa,
menor al esperado (apéndice 12.6.2). Es por esta razén, junto con el hecho de que ambas
isoformas de CREB presentan el mismo dominio de union a DNA, es que realizamos los
ensayos con la proteina recombinante CREB1B.

Por otro lado, la expresion y purificacion de las isoformas de C/EBPJ se intentod
hacer bajo las mismas condiciones que las proteinas CREB, sin embargo resulté en
cantidades de proteinas detectables solo mediante western blot (datos no mostrados). Asi,
decidimos emplear un protocolo de expresion estandarizado previamente para la proteina
GST-C/EBPf (Veronica del Rio Pinilla, comunicacion personal) y que implicaba el uso
de otra cepa de E. coli y la reduccion de la temperatura de crecimiento e induccién a 20°C;
logramos obtener una buena cantidad de proteina soluble desde los lisados totales y se
procedio a su purificacion en condiciones nativas. Lamentablemente, este protocolo rendia
una muy baja cantidad de proteinas, lo que podia dar cuenta de la degradacién de la
proteina. Sin embargo, el andlisis de la resina mostré que las proteinas no eran eluidas
eficientemente (datos no mostrados). Con estos antecedentes, decidimos purificar las
proteinas en condiciones desnaturantes. Con esta metodologia, logramos obtener una
cantidad aceptable de proteina diluida la que fue concentrada en condiciones
desnaturantes y luego dializada para su renaturalizacion. Ya que la cantidad de C/EBPp1
fue insuficiente para realizar los ensayos de union, sélo se utilizaron las isoformas
C/EBPB2 y C/EBPB3. Es importante destacar que, a diferencia del grado de pureza

obtenida para CREB1B sorprendentemente alta considerando una sola etapa de
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purificacion (figura 10, carril 2), las proteinas C/EBPB presentaron en todas las
purificaciones las mismas contaminantes de bajo peso molecular (figura 10, carriles 3 'y
4).
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Figura 10: Analisis de los factores de
CREB1B, C/EBPp2 y C/EBP3.

transcripcion recombinantes purificados

El grado de pureza y la concentracion de las proteinas recombinantes fueron estimadas

mediante SDS-PAGE vy tincion de azul de Coomassie (panel izquierdo), en el que se

incorpord una curva estandar de BSA. La identidad de las proteinas fue corroborada

mediante inmunodeteccion por western blot (paneles central y derecho), empleando

anticuerpos tanto contra CREB (a-CREB)
tefiido se cargo 200 ng de cada proteina, m

ng. Carril 1: Estandar de peso molecular. C

como contra C/EBPJ (a-C/EBPp). En el gel
ientras que para western blot se analizaron 50
arriles 2, 5y 8: 6xHis-CREB1B. Carriles 3, 6

y 9: 6xHis-C/EBPp3. Carriles 4, 7 y 10: 6xHis-C/EBP2. Las bandas correspondientes a

C/EBPB2 y C/EBPf3 se indican con un asterisco y una flecha, respectivamente. Fuente:

Elaboracion propia.
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Iniciamos los ensayos evaluando la union de cada uno de los factores a sus
respectivos sitios de unién (figura 11). El buffer de reaccion fue modificado (buffer de
remodelacion I1) de forma de igualar la fuerza idnica en la reaccion respecto de aquella
empleando extractos nucleares, ya que las proteinas recombinantes se encuentran en un
buffer de menor concentracion de sales (150 mM NacCl). Estos ensayos demostraron la
union de C/EBPP2 a los elementos C/EBP del promotor de RIC8B. Sin embargo, la
afinidad por estos sitios es menor que la observada para el sitio consenso, claramente
visible al comparar la condicién de union a 20 nM del factor de transcripcion (figura 11A,
comparar carril 2 con los carriles 6, 10 y 14).

Por otro lado, estos ensayos confirmaron la unién de CREB1B a los elementos
CRE del promotor de RIC8B humano, tal y como se habia observado en los ensayos
empleando extractos nucleares. Como se observa en la figura 11B, se encontrd una
afinidad similar de CREB1B por la secuencia CRE consenso y los sitios presentes en el
promotor de Ric-8B. En consideracion a la pureza de la proteina CREB1B recombinante,
decidimos determinar la constante de disociacion aparente (apéndice 12.6.3) para los
distintos elementos CRE, lo que confirm6 que CREB1B se une con igual afinidad tanto a
los sitios CRE -194 (22 £ 4 nM) y CRE -164 (18 + 9 nM), asi como lo hace al elemento

consenso (21 £ 5 nM).
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Figura 11: Las proteinas recombinantes C/EBPB2 y CREB1B se unen a los elementos
C/EBP y CRE presentes en el promotor de RIC8B humano, respectivamente.

Se realizaron los ensayos de movilidad electroforética en gel (EMSA) empleando el buffer
de remodelacion Il. Cada reaccion de union contenia 20 fmoles de sonda marcada
radioactivamente en presencia de distintas concentraciones de las proteinas
recombinantes. A) EMSA empleando C/EBPB2. B) EMSA empleando CREBI1B. Las
reacciones de union fueron incubadas a 30°C por 30 min y luego tanto la sonda libre como
los complejos [TF - sonda] generados, indicados con un asterisco, fueron resueltos
mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 5% en condiciones nativas. Cada

ensayo es representativo de 3 ensayos realizados. Fuente: Elaboracion propia.
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Debido a la evidencia existente acerca de la unién promiscua de los factores de
transcripcion CREB/ATF y C/EBP entre sus secuencias de unién (Park, et al., 1990;
Bakker & Parker, 1991; Moll, et al., 2002; Rishi, et al., 2010) decidimos realizar ensayos
de unidn incubando las sondas CRE con la proteina C/EBPP2 y de las sondas C/EBP con
CREBI1B, resultados que se muestran en la figura 12. Estos ensayos mostraron que
CREB1 se une con alta afinidad sélo a los elementos CRE -194 y -164 (figura 12B),
mientras que C/EBPP2 a iguales concentraciones se une a exclusivamente los elementos
C/EBP -546, -482 y -468 (figura 12A). Se observa ademas que la afinidad de C/EBP2
por el sitio -468 es aparentemente mayor que aquella por los otros sitios C/EBP (figura
12A, carril 9 comparado con los carriles 3y 6; figura 11A, carril 16 versus los carriles 8
y 12). Sélo al usar concentraciones mucho maés altas de C/EBPB2 observamos unién a los
sitios CRE (apéndice 12.6.4). Es interesante notar interaccion, aunque débil, de CREB1
con el sitio C/EBP -546 (figura 12B, carriles 2 y 3; apéndice 12.6.4, carril 7), y que
corresponde a un sitio quimérico CRE-C/EBP.

En su conjunto, estas significativas diferencias de afinidad recién descritas nos
sugieren fuertemente una distribucion de elementos en cis en el promotor del gen RIC8B
humano en donde CREBI presenta una alta afinidad por la region proximal y C/EBPJ por
la region distal. Sin embargo, debido a que el analisis fue realizado con sondas cortas que
contienen sélo el elemento en estudio, hasta este punto de nuestros estudios no se podia

descartar la existencia de otros sitios cripticos para estos factores de transcripcion.
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Figura 12: CREBI1B se une preferencialmente a los elementos proximales CRE,
mientras que C/EBP2 reconoce especificamente a los elementos distales C/EBP.

Se realizaron los ensayos de retardo en gel (EMSA) empleando el buffer de remodelacién
I1. Cada reaccion contenia 20 fmoles de sonda marcada radioactivamente en presencia de
distintas concentraciones de las proteinas recombinantes. A) EMSA empleando C/EBPf2.
B) EMSA empleando CREBI1B. Las reacciones fueron resueltas mediante electroforesis
en gel de poliacrilamida al 5% en condiciones nativas. Las sondas fueron agrupadas segun
su localizacién en las regiones proximal y distal dentro del promotor de -600 pb del gen
RIC8B humano. Los complejos [TF - sonda] son indicados con un asterisco. Cada ensayo

es representativo de 3 ensayos realizados. Fuente: Elaboracion propia.
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7.1.3 CREBI y C/EBPJ se unen de manera preferencial a la region proximal y distal

de promotor del gen RIC8B humano, respetivamente.

Para confirmar la unién preferencial de CREB y C/EBPJ por las regiones proximal
y distal del promotor, realizamos ensayos de EMSA empleando como sondas fragmentos
amplificados por PCR y que comprenden la regién distal o la region proximal (figura
13A). Estos fragmentos fueron disefiados de forma que pudieran ser utilizados en ensayos
de DNasel-Footprinting, por lo que los sitos en estudio se encuentran hacia el 5°-32P de
cada fragmento. En la figura 13B se muestra que ambos factores de transcripcion poseen
afinidades de union diferentes para las regiones del promotor de RIC8B humano; CREB1B
posee una alta afinidad por la region proximal mientras C/EBPB2 posee una alta afinidad
por la region distal. Si bien existe union de CREB1B por la region distal, esta es mucho
menor que la observada para la region proximal, situacién que se evidencia, por ejemplo,
al comparar la condicién de union a 80 nM del factor (figura 13B, carril 12 versus carril
16). Para C/EBPJ también se observo union a la region proximal, pero en su caso menor
que la observada para la region distal (figura 13B, comparar como ejemplo carril 3 versus
carril 7).

A la luz de estos antecedentes, se observa que no hay otros elementos de secuencia
en las regiones distal y proximal del promotor que puedan modificar la tendencia ya
observada con los elementos CRE y C/EBP ya analizados individualmente. En conjunto
con los resultados descritos en la seccion anterior, estos resultados indican ademas que los
elementos -546/-482/-468 y -194/-164 son los que gravitan en la interaccion de C/EBPJ
y CREB1, respectivamente, dentro de esta extension del promotor de RIC8B. Asi, se
define una distribucién de elementos en cis de promotor donde, en términos de interaccion
entre el factor de transcripcion y el DNA, CREB1 se vincula con la region proximal

mientras que C/EBPp lo hace con la region distal.
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Figura 13: CREBI1B se une con alta afinidad solo a la region proximal del promotor
mientras que C/EBP2 se une preferencialmente a la region distal del promotor del

gen RIC8B humano.

A) Esquema del promotor de RIC8B humano en donde se indica la ubicacion, respecto del
coddn de inicio de la traduccion, de las sondas correspondientes a las regiones distal (rojo)
y proximal (azul) y de los elementos de union en estudio. B) Ensayos de retardo en gel
(EMSA) empleando sondas correspondiente a las regiones distal y proximal, amplificada
mediante PCR usando como templado el plasmido que contiene el promotor de -600 pb
del promotor de RIC8B humano mas el partidor sentido marcado en su extremo 5’ con
3P, Las sondas fueron disefiadas para contener los elementos en estudio hacia la region
5’ para poder ser usadas en los ensayos de DNasel-Footprinting. Las reacciones de union
se realizaron en presencia del buffer de Remodelacion 11 e incubadas a 30°C por 30 miny
fueron cargadas directamente en un gel de poliacrilamida al 5% en condiciones nativas.

Los complejos [TF - sonda] fueron resueltos por electroforesis a 200 Volts por 180 min.
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Se indica en cada imagen las bandas correspondientes a las sondas libres. Este ensayo es

uno representativo de tres replicas. Fuente: Elaboracidn propia.
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Sobre las reacciones de unién estandarizadas para los ensayos de EMSA
realizamos ensayos de proteccion a DNasa |. Debido a que C/EBPP3 recombinante
presenta una afinidad mayor al DNA que la isoforma larga C/EBPB2 (Descombes &
Schibler, 1991), decidimos emplear la isoforma corta para ensayos de proteccion. Para
ello, evaluamos la union de C/EBPB3 bajo las condiciones estandarizadas para la isoforma
C/EBPf2, resultados que se muestran en el apéndice 12.6.5.

Durante el curso de la estandarizacion de las reacciones de proteccion con DNasa
| obtuvimos buenos resultados sobre las reacciones de union para CREB1B y la sonda
proximal, sin embargo los patrones de proteccion obtenidos para C/EBPB3 y la sonda
distal fueron debiles. Decidimos probar entonces un protocolo diferente descrito
anteriormente para C/EBPa, el que implica realizar la union en hielo (Johnson, 1993). En
la figura 14 se muestran los patrones de proteccion obtenidos tras el tratamiento con
DNasa I. Se aprecia que la union de CREB1B protege a los elementos -194 y -164 de la
region proximal (figura 14B). Adicionalmente, CREB1B genera una proteccion débil
hacia el extremo 5’ de la sonda, la que debido a se encuentra en el extremo de la sonda y
no genera un patrdén creciente de proteccion como el observado para los sitios -194 y -164
no fue considerada (figura 14B, linea cortada). Por su parte, C/EBPB3 protege
principalmente los elementos -482 y -468 y, en menor medida, el elemento -546 de la
sonda distal (figura 14A).

De esta forma, y en base a todos los antecedentes previamente indicados, se define
una distribucion de elementos en cis en el promotor del gen RIC8B humano en la cual la
region proximal presenta dos elementos CRE de alta afinidad para CREB en la posiciones
-194 y -164, mientras que la region distal presenta 3 sitios C/EBP a los que se une C/EBPJ
en la posiciones -546, -482 y -468.
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Figura 14: Ensayos de proteccion a digestion por DNasa | (DNasel-Footprinting)
para los segmentos de DNA de las regiones proximal y distal del promotor de RIC8B
humano, dada por los factores de transcripcion CREB1B y C/EBPf3.

Se realiz6 el tratamiento con DNasa | (0,25 U) sobre las reacciones de unién de las sondas
distal y proximal (marcadas en su extremo 5’ de la hebra sentido) en presencia de los
factores C/EBPPB3 y CREBI1B, respectivamente. A) Sonda distal incubada en presencia de
distintas concentraciones de C/EBPB3. B) Sonda proximal incubada en presencia de
distintas concentraciones de CREB1B. Luego de las incubaciones de union y digestion
con DNasa I, los fragmentos mono hebra fueron resueltos en un gel de secuenciacion y
detectados por autoradiografia sobre un film. A la derecha de cada figura se indican
posiciones de los sitios en estudio relativas al inicio de la traduccién del gen RIC8B. A la
izquierda se muestra el estandar marcado radioactivamente con 2P en ambos extremos 5°.
Cada ensayo de representa uno representativo de un triplicado para la sonda proximal y
de un duplicado para la sonda distal. Fuente: Elaboracion propia.
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7.2 Objetivo Especifico 2

“Evaluar el rol de los elementos CRE y C/EBP y de sus respectivos factores de

transcripcion en la actividad del promotor de RIC8B humano”.

7.2.1 Los elementos CRE y C/EBP del promotor de RIC8B humano son necesarios

para la actividad transcripcional en células proliferativas.

Decidimos evaluar la participacion de cada uno de los sitios de union identificados
sobre la actividad de la region promotora en estudio del gen RIC8B humano. Para ello,
elegimos la estrategia de ensayos de gen reportero luciferasa, empleando las mutantes
individuales para cada sitio en estudio, las que fueron disefiadas siguiendo algunos
criterios. Para el caso de los elementos CRE, previamente se ha determinado que la
mutacion del dinucleétido central CpG del sitio consenso (TGACGTCA) inhibe
totalmente la union de los factores de la subfamilia CREB/ATF (Jones & Lee, 1991). La
mutacidén empleada por nosotros corresponde a la sustitucion por el dinucleétido TpA 'y
que ha sido reportada previamente (Muchardt, et al., 1990; Li, et al., 2003). Por su parte,
las mutaciones de los elementos de union para C/EBPB -482 y -468 fueron realizadas
mutando el dinucledtido TpT del medio sitio 5’-C/EBPB consenso (ATTGC) por el
dinucledtido CpC mientras que para el sito -546 reemplazamos el dinucleétido ApA del
medio sitio 3’- C/EBPp consenso (CCAAT) por el dinuclettido CpC. Ambas mutantes no
son reconocidas por el factor de transcripcion C/EBPB (Osada, et al., 1996). Estas
mutantes fueron obtenidas mediante mutagénesis sitio dirigida del plasmido phRIC8B/-
600bp(WT). Cada una de las mutantes fue secuenciada exhaustivamente (por ambos lados
y mas de una vez) en busqueda de alguna otra mutacion insertada durante las etapas de
subclonacién y que pudieran invalidar nuestros resultados. Los cromatogramas que
indican la presencia de las mutaciones para todos los sitios en las construcciones finales
se muestran en los apéndices 12.5.5a 12.5.9.

Una vez obtenidas las mutantes, se realizaron los ensayos de actividad luciferasa
en células HEK293T y SH-SY5Y, cuyos resultados se muestran en la figura 15. Si bien
se observa claramente una disminucion significativa de la actividad promotora para cada
una de las mutantes analizadas en ambos tipos celulares, existen diferencias importantes.

En células HEK293T, las mutaciones que producen las mayores disminuciones en la
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actividad de promotor de -600pb son las del sitio CRE -194 (88% reduccion) y la del sitio
C/EBP -482 (68% de reduccion) (figura 15A). Por otro lado, en células SH-SY5Y las
mutaciones mas relevantes corresponden a las mutaciones de los elementos CRE -194 vy -

164, que reducen la actividad en un 65% y 75%, respectivamente (figura 15B).
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Figura 15: La mutacion tanto de los sitios C/EBP (-546, -482, 468) como de los
elementos CRE (-194 y -164) reducen significativamente la actividad del promotor
de RIC8B de -600 pb en células HEK293T y SH-SY5Y.

Ensayos de actividad luciferasa en células transfectadas (como se indica en métodos) con
las construcciones del promotor de RIC8B humano de -600 pb (phRIC-8B/-600) que
presentan las mutaciones para alguno de los sitios C/EBP (-546, -482, -468) o alguno de
los elementos CRE (-194, -164). A) Ensayo en células HEK293T. B) Ensayo en células
SH-SY5Y. Para cada figura se grafican los promedios + desviacion estandar de 9 réplicas
provenientes de tres ensayos independientes hechos en triplicado. Las diferencias entre
los promedios fue analizadas mediante un test t (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001).

Fuente: Elaboracion propia.
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7.2.2 La activacion de la quinasa PKA reduce la actividad del promotor de RIC8B

humano

Ya habiendo determinado la contribucion de los elementos de unién para los
factores de transcripcion bZIP en estudio, decidimos analizar el rol regulador de estos
factores de transcripcién en la expresion del mensajero de RIC8B en las lineas celulares
en estudio.

CREB1 posee una concentracion nuclear muy alta, cercana a ~400 nM (Hagiwara,
et al., 1993). Es por esta razon que en general este factor de transcripcion se encuentra
unido a sus promotores blancos, particularmente a sus elementos de unién al DNA no
metilados (Zhang, et al., 2005). Asi, la fosforilacion del residuo serina 133 en el dominio
KID de CREB, que permite el reclutamiento del coactivador CBP, seria el principal
mecanismo de regulacion transcripcional positiva. Un amplio nimero de quinasas puede
fosforilar especificamente este residuo, siendo la proteina quinasa A el activador clasico
(Mayr & Montminy, 2001). De forma de analizar el efecto de la activacion de CREB,
durante esta tesis clonamos las subunidades cataliticas de las isoformas ol y B1
denominadas PRKACA1 y PRKACB1I, respectivamente. Las secuenciaciones parciales
de los plasmidos de expresion se encuentran en los apéndices 12.5.3 y 12.5.4.
Transfectamos células HEK293T con estas construcciones y confirmamos por western
blot la sobreexpresion de cada una de las subunidades cataliticas, observando ademas la
fosforilacion de CREB1 en su serina 133 dependiente de la cantidad de plasmido utilizado
(figura 16A). Al realizar RT-gPCR de estas condiciones observamos una reduccion
significativa cercana a un 50% en los niveles del mensajero de RIC8B humano (figura
16B).

Estudios previos de sobreexpresion de las distintas isoformas de C/EBPf
permitieron determinar el efecto represor de LAP* (C/EBPB1 humano) sobre la actividad
del promotor del gen RIC8B de raton (Grandy, et al., 2011). Es por esto que decidimos
evaluar el efecto de la sobrexpresion de las isoformas de C/EBPp en la expresion del
mensajero de RIC8B en células HEK293T. Para ello, transfectamos las celulas HEK293T
con tres cantidades de los vectores de expresion respectivos, analizando por western blot

los niveles de C/EBPp en lisados totales. Como lo muestra la figura 16C, no se detectd
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ninguna banda inmunoreactiva para el anticuerpo contra C/EBPf en la condicién control
transfectada con el vector vacio. Sin embargo, la sobreexpresion de cada una de las
proteinas en las distintas condiciones de transfeccion fue evidente. Bajo estas condiciones,
no observamos cambios significativos en los niveles de expresion del mensajero de RIC8B
(figura 16D).

Con estos antecedentes, decidimos evaluar si la regulacion negativa de la expresion
del mensajero de RIC8B en respuesta a la activacion de la proteina quinasa A se debia a
una disminucion en la actividad del promotor. Como se mostro anteriormente, en ambos
tipos celulares el sitio CRE -194 demostré controlar fuertemente la actividad del
promotor, por lo que también decidimos evaluar el efecto de la mutacion para ambos sitios
CRE en estas mismas condiciones.

Como control, realizamos ensayos de actividad luciferasa empleando un vector
que responde de forma positiva a la activacion de la via dependiente de cCAMP, observando
una fuerte activacion transcripcional en presencia de cualquiera de las subunidades
cataliticas de PKA (apéndice 12.7.1). Por el contrario, al realizar los ensayos de actividad
luciferasa para el promotor de -600 pb bajo las mismas condiciones, observamos una
reduccion significativa en su actividad de alrededor de un 50% (figura 17). Es interesante
notar que la mutacion independiente de cada uno de los elementos CRE no revierte la

regulacién negativa observada bajo la condicion de activacion de PKA.

101



Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcién | TESIS DOCTORAL-MAUREIRA MOYA A.

A

N - — — — — — pcDNA3.IHis (ng)

- N = 2 = P = peDNA3IHisPRKACAI (ug)
o — = N — o2 — (P pcDNA3.IHis-PRKACBI (ng)
“’:: WB:]V
27 S - W e s e 4 0-PS T CREB
107 e S — ————
100~ C
70~
55| e Wl - <0-CREB total By o, o s pcDNA3.1His (ug)
A -V = =9 - — N — — peDNA3.IHis-hC/EBPB3 (ng)
m(; =2 - - — > — pcDNA3.IHis-hC/EBPB2 (ug)
10 i = 7&" — — o7 — — N pcDNA3.1His-hC/EBPB1 (ug)
7 e ewe e <0-V5(PRKACAI) a ey
L = - 55 — -
’ 40~ bd - a-C/EBPB
100- 35
i — —  <0-His (PRKACBI) . See = 8
4o e <« 0-GAPDH T e <«o-GAPDH

35~
L 2 3 45 6 7 123456782910
B

RIC8B mRNA

& == E e e pcDNA3. [His (ng) pcDNA3.1His (ng)
- o¥ o2 N = — — pcDNA3.IHis-PRKACALI (ug) = 'Q', - pcDNA3.1His-hC/EBPB1 (ug)
= e = el in N\ pcDNA3.1His-PRKACBI (ng) - — = 7Q’j7°’: N — — — pcDNA3.1His-hC/EBPB2 (ug)

——————— Q(:?Q‘j N pcDNA3.1His-hC/EBPB3 (ug)
Figura 16: La activacion de PKA reduce la expresion del mRNA de RIC8B humano
en células HEK293T.

Se evalué el efecto sobre los niveles del mensajero para RIC8B de la sobreexpresion de
las subunidades cataliticas de la quinasa PKA o de las isoformas del factor de transcripcion
C/EBP. Para ello, células HEK293T fueron transfectadas con distintas cantidades de
cada uno de los vectores de expresion en estudio (1 pg total de DNA por pocillo de placa
de 12 pocillos). Como control, se uso el vector vacio (pcDNA3.1-His). Los niveles de
expresion de las proteinas fueron analizados mediante western blot de lisados totales. A)
Inmunodeteccidn de las isoformas PRKACA1 y PRKACBL de la quinasa PKA. También
se analizd el estado de fosforilacion de CREBL1 en su serina 133. B) Cuantificacion relativa
del mensajero del gen RIC8B humano mediante RT-qPCR, respecto del gen de referencia
GAPDH, en condiciones de sobreexpresion de las subunidades cataliticas de PKA. C)
Inmunodeteccion de las distintas isoformas de C/EBP. Como control de carga se empled
la proteina GAPDH. D) Analisis de la expresion del mensajero en condiciones de
sobreexpresion de las isoformas de C/EBPp. Los graficos de barra muestran el promedio

+ desviacion estandar del triplicado técnico de una de dos réplicas bioldgicas. Las medias
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fueron analizadas mediante un test t (n.s.: no significativo; *p < 0,05, **p < 0,01). Fuente:

Elaboracidn propia.
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Figura 17: La activacion de PKA inhibe la actividad del promotor de -600 pb del gen
RIC8B en células HEK293T.

Ensayo de actividad luciferasa en células HEK293T transfectadas con 200 ng del vector
pGL3basic, vector con promotor -600 pb del gen RIC8B (phRIC-8B/-600WT) o de las
construcciones mutantes para los CRE (-194mut o -164mut). Las células fueron
cotransfectadas ademés con 400 ng del vector vacio pcDNA3.1His o con los vectores de
expresion para las subunidades cataliticas de la quinasa PKA, completando a 1 pg de DNA
total por pocillo de una placa de 24 pocillos. A) Sobreexpresion de la isoforma A (pcDNA-
PRKACAL). B) Sobreexpresion de la isoforma B1 (pcDNA-PRKACBL1). La actividad
promotora fue definida como la luminiscencia emitida por el gen reportero luciferasa,
cuya expresion esta bajo el control del promotor en estudio, normalizada respecto de la
luminiscencia del control de transfeccion Renilla luciferasa, bajo el control del promotor
viral SV40 (pRL-SV40). Se graficaron las unidades relativas de luminiscencia (RLU)
como veces sobre la actividad promotora del control (pGL3basic). Se muestran el
promedio + desviacion estandar de tres replicas técnicas de una réplica bioldgica
representativa de tres. Las medias fueron comparadas mediante un test t (*p < 0,05;

**p < 0,01). Fuente: Elaboracion propia.
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7.3 Objetivo Especifico 3

“Estudiar el reclutamiento de CREB, de su forma fosforilada pSer133CREB, del
coactivador clasico CBP/p300 y de C/EBPf al promotor de RIC8B humano in vivo,

utilizando distintos tipos celulares”.

7.3.1 CREBI1 se une a la region promotora del gen RIC8B en células de neuroblastoma
humano SH-SY5Y indiferenciadas.

De forma de corroborar la union de C/EBP, y especialmente CREB1, al promotor
del gen RIC8B humano en un contexto celular y de manera de asociar ésta union a una
funcion bioldgica relevante, decidimos realizar ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina (ChlP) para ambos factores de transcripcion en las lineas celulares HEK293T

y SH-SY5Y, frente a diferentes condiciones de cultivo.

Iniciamos los estudios de ChIP en cultivos proliferativos, indiferenciados y
subconfluentes de células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. ElI DNA
inmunoprecipitado fue empleado como templado para amplificar por PCR las regiones
que contienen los elementos C/EBP distales y CRE proximales, empleando partidores
especificos. De manera de obtener la resolucion necesaria para poder diferenciar entre
ambas regiones, la cromatina fue sonicada hasta alcanzar un tamafio promedio de DNA
de 250 pb (apéndice 12.8.1). De esta forma, se obtuvieron fragmentos de DNA que
abarcan de manera esencialmente excluyente la region distal o la region proximal del
promotor en estudio, como lo indica la PCR empleando los partidores extremos de las
regiones distal y proximal (apéndice 12.8.2).

Los resultados de estos ensayos se muestran en la figura 18A, donde se aprecia
claramente la unién de CREBL1 a la region distal y proximal del promotor en estudio. Si
bien este ensayo muestra una mayor union a la region proximal, el analisis comparativo
de todas las réplicas bioldgicas no muestra diferencias de la union de CREBL1 entre ambas
regiones (figura 18B). En nuestras condiciones experimentales de ChIP, no se detectd
unién de C/EBP a ninguna de las dos regiones del promotor de RIC8B humano (figura
18Ay figura 18C).
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La linea celular SH-SY5Y adquiere un fenotipo neuronal noradrenérgico por
incubacion secuencial con acido retinoico (ATRA) y la neurotrofina BDNF (Encinas, et
al., 2000). Al inducir la diferenciacion de este tipo celular (que conlleva la detencién del
ciclo celular en las células que diferencian) observamos una disminucion cercana al 50%
en la expresion del MRNA de RIC8B, visible ya en etapas tempranas de la diferenciacion
inducida por ATRA (figura 19). Este resultado sugiere que en la linea SH-SY5Y
indiferenciada la union de CREB1 contribuye con el estado transcripcionalmente activo
del promotor de RIC8B. Apoyando esta hipdtesis, un ensayo preliminar de ChIP en células
SH-SY5Y mostré que la unién de CREBL al promotor de RIC8B humano en células
indiferenciadas se pierde al quinto dia de diferenciacién inducida por el tratamiento con
ATRA (apéndice 12.8.3).
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Figura 18: CREBL1 se une a la region promotora del gen RIC8B en células de

neuroblastoma humano SH-SY5Y indiferenciadas.

La unién tanto de CREB1 como de C/EBPp al promotor de RIC8B fue determinada
mediante ChIP para cada factor de transcripcion en células SH-SY5Y indiferenciadas
cultivadas a subconfluencia. La deteccion de las regiones distal y proximal del promotor
de RIC8B se realizd mediante PCR convencional, empleando como templado el DNA
obtenido desde cada condicion de inmunoprecipitacion. A) Electroforesis en gel de
poliacrilamida al 6% tefiido con EtBr de los fragmentos de PCR, el cual fue analizado por
densitometria en el software QuantityOne (BioRad). EI porcentaje de
inmunoprecipitacion fue estimado a partir de la intensidad de la banda en la condicion de
estudio respecto de la intensidad de la banda correspondiente a la amplificaciéon de una
fraccion de la cantidad total de DNA obtenido desde la cromatina usada en cada reaccion
de ChlIP (Input). Bajo cada carril del gel se indican los porcentajes de inmunoprecipitacion
para esta réplica técnica representativa de 3 réplicas biologicas. Se incluyé como control
negativo de union una region gendémica ubicada dentro del exén 9 del gen RIC8B. B)
Gréfico de barras del promedio de los porcentajes de inmunoprecipitacion obtenidos para
el factor de transcripcion CREBL1. C) Gréfico de barras del promedio de los porcentajes
de inmunoprecipitacion para el factor de transcripcion C/EBPB. Se muestra el promedio
+ desviacion estandar para tres réplicas biologicas. Las medias fueron comparadas

mediante un test t (n.s.: no significativo; *p < 0,05). Fuente: Elaboracion propia.

107



Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcién | TESIS DOCTORAL-MAUREIRA MOYA A.

(@)

b

ooeoooe oo ~—
WALV 100D —N

Largo del Proceso
(Veces respecto del Soma)
mRNA RIC8B
(Veces sobre el control)

L v

v v 7 v

o . ) x DIV O I 2 3 4 5 6 7 8 9
Tratamiento — 0$ \ﬁy = Q$ Y;&Qy \3’ N3

ol
DIV 1 4 <)

Figura 19: El mRNA de RIC8B disminuye durante la diferenciacién de células SH-
SY5Y.

Las células de neuroblastoma humano SH-SY5Y fueron inducidas a diferenciar a células
tipo neurona por incubacién con &cido retinoico (ATRA) durante 9 dias (paneles de 1 a
9), segun el protocolo indicado en métodos. A) Los cambios morfoldgicos fueron
registrados en un microscopio de contrate de fase. Todas las fotografias fueron tomadas
con el mismo aumento (400x). El panel 0 representa a las células en cultivo antes de iniciar
la diferenciacion. B) Grafico de caja y bigotes del largo de los procesos observados en las
células inducidas a diferenciar y normalizados respecto del diametro del cuerpo celular
(soma). La cuantificacion se realizd el programa ImageJ y la aplicacién NeuronJ. Se
indican las condiciones control sin tratamiento (-), control con vehiculo (DMSO),
inducida a diferenciar (ATRA) y la condicion de induccion final en medio Neurobasal
mas la neurotrofina BDNF (NB + BDNF) para los dias 1, 4 y 9 de diferenciacién in vitro

(DIV). Las medianas fueron comparadas mediante un analisis de Mann-Whitney

108



Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcién | TESIS DOCTORAL-MAUREIRA MOYA A.

desapareado de dos colas (n.s.: no significativo; *P < 0,05, **P < 0,01; ***P < 0,001). C)
Cuantificacion relativa del mensajero del gen RIC8B humano, respecto del gen de
referencia B2MG, durante la diferenciacion de células SH-SY5Y mediante RT-gPCR. Se
muestra el promedio + desviacion estandar del triplicado técnico de una réplica bioldgica,
representativa de al menos tres réplicas bioldgicas. Las medias fueron analizadas mediante

un test t (n.s.: no significativo; *p < 0,05, **p < 0,01). Fuente: Elaboracion propia.
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7.3.2 Laactivacion de PKA promueve la disociaciéon de CREB1 y C/EBPp del promotor
de RIC8B humano.

Debido a que no se logré detectar union de C/EBPJ en el promotor de RIC8B
humano en células SH-SY5Y, resultdé necesario evaluar la union de éste factor de
transcripcion al promotor de RIC8B humano en células HEK293T. Debido a que la
sobreexpresion de PKA produce una disminucion significativa en la expresion del
mensajero de RIC8B en éste tipo celular, similar a la observada durante la diferenciacion
de las células de neuroblastoma, los ensayos de ChIP se realizaron tanto en condiciones
basales como de activacion de la quinasa por sobreexpresion de su subunidad catalitica.

Los ensayos de ChIP contra C/EBPJ se muestran en la figura 20. En ellos se puede
observar la union del factor de transcripcion a la region distal del promotor de RIC8B en
estudio en las células que no sobreexpresan PKA. Esta ocupacion del promotor se pierde
al activar PKA por sobreexpresion (figura 12, panel superior). Por otro lado, resultd
interesante observar union de C/EBPJ a la region proximal del promotor, esto a pesar de
no identificar en ésta region elementos C/EBP de alta afinidad. Igualmente interesante es
observar que en la condicion de sobreexpresion de la subunidad PRKACAL1 se perdio esta
unién (figura 12, panel inferior; apéndice 12.8.4A).

El andlisis de la union de CREBL1 al promotor de RIC8B se muestra en la figura
21. CREB1 se une tanto a la regién distal como proximal del promotor en la condicién
con PKA inactiva. Ademas, la sobreexpresion de las dos isoformas de PKA promueve la
disociacion del factor de transcripcion desde la region distal del promotor. En el caso de
la region proximal, se observa disociacion solo en la condicion de sobrexpresion de la
isoforma a de la subunidad catalitica, lo que se evidencia mejor al analizar el promedio

de enriquecimiento entre todas las réplicas (apéndice 12.8.4B).
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Figura 20: La activacion de PKA disminuye la union de C/EBPJ a la region distal
del promotor de RIC8B en células HEK293T.

La unién de C/EBPJ al promotor de RIC8B fue determinada mediante ChIP contra el
factor de transcripcion en células HEK293T transfectadas con los plasmidos de expresion
para las subunidades cataliticas a y B de la quinasa PKA (PRKACA1 y PRKACBI,
respectivamente). Los fragmentos obtenidos desde la amplificacion por PCR de las
regiones distal y proximal del promotor de RIC8B de -600 pb fueron resueltos en un gel
de poliacrilamida al 6% tefiido con EtBr y analizados por densitometria en el software
QuantityOne (BioRad). El porcentaje de inmunoprecipitacion fue estimado a partir de la
intensidad de la banda en la condicion de estudio respecto de la intensidad de la banda
correspondiente a la amplificacion de una fraccidn de la cantidad total de DNA obtenido
desde la cromatina usada en cada reaccion de ChlP (Input). Los porcentajes se indican
bajo cada carril del gel. Se muestra un ensayo representativo de 2 replicas biologicas.

Fuente: Elaboracion propia.
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Figura 21: La activacion de PKA disminuye la unién de CREBL1 al promotor de
RIC8B en células HEK293T.

Launion de CREB1 al promotor de RIC8B fue determinada mediante ChlP contra el factor
de transcripcion en células HEK293T transfectadas con los plasmidos de expresion para
las subunidades cataliticas a o B de la quinasa PKA (PRKACA1l y PRKACBI,
respectivamente). La deteccion de las regiones distal y proximal del promotor de RIC8B
se realiz6 mediante PCR convencional, empleando como templado el DNA obtenido
desde cada condicion de inmunoprecipitacion. Los fragmentos de PCR fueron resueltos
en un gel de poliacrilamida al 6% tefiido con EtBr, el cual fue analizado por densitometria
en el software QuantityOne (BioRad). El porcentaje de inmunoprecipitacion fue estimado
a partir de la intensidad de la banda en la condicién de estudio respecto de la intensidad
de la banda correspondiente a la amplificacién de un porcentaje de la cantidad total de
DNA obtenido desde la cromatina usada en cada reaccion de ChlP (Input); los valores se
indican bajo cada carril del gel. Se muestra un ensayo representativo de 2 réplicas

bioldgicas. Fuente: Elaboracion propia.
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7.3.3 Estructura del promotor de RIC8B humano en bhase a la comparacién de nuestros

resultados vy al andlisis bioinformatico de la base de datos ENCODE.

El andlisis bioinformatico sobre los resultados experimentales existentes en la base
de datos ENCODE (ENCODE Project Consortium, 2012) sobre el promotor del gen
RIC8B humano se muestra en la figura 22. En el se observa una region de alta sensibilidad
a nucleasa (DNase | Hypersensitive Site, DHS) presente en 125 lineas celulares
aproximadamente desde la posicion -434 a -583 pb respecto del coddn de inicio de la
traduccion, y que comprende la region que contiene los elementos C/EBP distales del
promotor del RIC8B (DNasa | HS Consolidado). Ademas, se aprecia una segunda region
DHS que se localiza en la region proximal del promotor, desde la posicion -134 a -283 pb,
y que contiene los elementos CRE. Entre estas regiones hipersensibles los ensayos de
MNasa-seq ubican un nucleosoma que protege una zona aproximada de 130 pb, desde la
posicion -260 a -389 pb. Debido a que el analisis por MNasa-seq no muestra ningun otro
nucleosoma rio debajo de este, y a que la region DHS proximal cubre practicamente toda
la regién donde se encuentran los TSS y donde se observa transcripcion activa (Figura 22,
pistas Genes UCSC, GENCODE y Niveles Transcripcionales), el nucleosoma antes
descrito corresponderia al nucleosoma -1. Este nucleosoma presenta la marca de
acetilacion de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27Ac), y que es mayor a la observada en
el nucleosoma rio arriba (nucleosoma -2, aproximadamente desde la posicion -686 a -809
pb). De forma opuesta, la marca de trimetilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3)
es menor para el nucleosoma -1 que para el nucleosoma -2.

De forma de demostrar la conservacion de estas regiones de alta accesibilidad se
muestran los resultados particulares para las lineas celulares desde la cuales se obtuvieron
los valores de las marcas epigenéticas H3K27Ac y H3K4me3 y del posicionamiento
nucleosomal por MNasa-seq. Entre éstos resultados se muestran los obtenidos para la linea
celular HEK293T, en la que la region DHS distal comprende aproximadamente desde la
posicién -398 a -699 pb (302 pb) mientras que la region DHS proximal abarca desde la
posicion -53 a -304 pb (252 pb).

La base de datos no dispone de los anélisis de sensibilidad a DNasa | para la linea
celular de neuroblastoma humano SH-SY5Y, sin embargo si posee ensayos sobre su linea

celular parental SK-N-SH (Biedler, et al., 1978). Se indujo la diferenciacion celular de la
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linea de neuroblastoma por incubacién con &cido retinoico a una concentraciéon de 6 uM
en medio RPMI mas 10% FBS durante 48 horas (SK-N-SH + ATRA). Bajo éstas
condiciones, este tipo celular representa nuestra condicién de estudio de células SH-SY5Y
diferenciadas. En la condicion indiferenciada se identifica una region DHS proximal entre
la posicion -68 a -267 pb, similar a la observada en la condicion diferenciada (-94 a -243
pb). Sin embargo, la regién DHS distal en la condicion indiferenciada abarca desde la
posicion -412 a -685 (274 pb) mientras que en la condicion diferenciada se reduce
notoriamente, comprendiendo desde -534 a -683 (150 pb). La reduccién de la
accesibilidad observada en la condicion diferenciada ocurre sobre la region que contiene
los elementos de union a C/EBPB -468 y -482. Resulta interesante el hecho que en la
condicion indiferenciada las dos regiones DHS coinciden perfectamente con las
observadas en tipos celulares neuronales maduros que expresan RIC8B (Neuroesfera
olfatoria, Cerebelo y Corteza frontal), apoyando de ésta forma que la condicion
indiferenciada representa la condicion transcripcionalmente mas activa del gen, respecto

de la condicién diferenciada en donde disminuye la expresion del gen (figura 19).

114



Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcién | TESIS DOCTORAL-MAUREIRA MOYA A.

(2702 ‘wnposuo
108014 3AODNT) 8psep OpeIIPOIA :Blusn- (8pJdA BYIB|) ‘©1V) OIdIUl 3p UOPOI [P 03dadsal 98Iy op Jojowold |8 ua
SOPRIILIIUSPI UQIUN 9P SOIUBWSIS SO| 8P UQIdRZI[ed0] B] JINjoul eled opedljipow A jouedss |e epionpel) any epanbsng ap BuelUSBA €T

"JAODON3 soxep ap
aseq e| apssp ouewny g8 1y ap J010wo.d |3 eaed epiusigo [2an1onaiss UQIJRWI0UI ] 9P 0211RWI0JUION] SISI[UY :ZZ eanbi

008- 006- (seseg op seoxeq)

mam — 8801y 7030W0zd

[ ———— P ©PTT0STD
ISTT® I eseNg uoo uot3sabip ® mmﬁnﬂmcwmuwmdm mwcg"mwm SH IeseNa
1 I Te3uoxy ©Z93I0D
-. [ | L | I | oregexs)
lm | BT | BTIO03®ITO " FS90INeN
xodTH sauotTbey
[ — YLV + HS-N-JS
STSTTRUY/IJOONI ®PSap I ot I ; T
] | O E— ' w HS-N-JS
035eTq0a350
L] H8LBZIWD

g L n e
op ®3ILTqQY BUTY ot T soTqrsussxadty sauotbey

*TTAOW O4H +PEAD
035BTq0IqTd THN
z96)
037o0ouTIEIOND FHN
675Y

03581909350
03SBTAOTH WSH

STSTTRUY/JAOONT ©pPsep I BSeNd uoD uQT3s=bIp e se[qrsuesiedty ssuotboy
[ — *TTAOW DdH -§EAD
| " TTAQ]
a93usp ‘DL 03n3T3sul T° X osdoang eTboTodUQ Sp O03N3TISUI [ OPSSP I BSENd B SOT]TS9O0Y SOTITIS U S )
——————— S

rlu - ——
= - DWYLZMEH TeUSS
FAAOONE PSSP SSIBTNTSD SEBSUTT [ UD OYLZMEH ©BOIeW = 00ST

— . "||OOH

EOWPAEH TBUSS

FJOONE SPSep SOIRTNTSD SESUTT [ US EOWPMEH BOIBR -00¢€
B B — R Z96M
NXg/pPIojuels/IAOONE wvmwan.bmmzz z0d opeUTWI®ISP TERWOSOSTONN oucwﬂam:oﬂva.;i 8LBTTWD
S ——————————— — o
—— i uotodTIDSueay
e — —— T ) ur
FJOONET opsop soxeTnTod seaut] ¢ exed bos-yNy Iod soptus3iqo saTeuoTodTIOSURI] SOTSATN = 5¢

[LELRLIIL IR LY 1°STAppI-TTaY
61 UQTSISA HJOONED SPSOP SSUSH Sp BOTSPH UOTORIOUY

(eaTjeaedwo) eOTWOUSD 3 SYNN¥3 ‘WeId ‘SQDD ‘juegusy ‘baszsy) Osdn ssuen £ AR
1006°89T°LOT |00 "89T LOT |00E 89T LOT |00Z°89T LOT [00T 89T LOT [000°89T LOT [006°L9T LOT 008 L9T LOT |0OL LIT LOT | Z1 ewosowox)
616y | {seseq 00§ eTedsy
R (ad Z€0'T) ¥LS 89T LOT-EPS LIT LOT:Z 4D (6TBU/LEUD¥D) 600Z "god ueumy UOTOTSOJ Sp BUBIUSA

oueumy ggoIy¥ ue9 Tep exojowoxd uotbey

115



Facultad de Ciencias Biologicas, Universidad de Concepcién | TESIS DOCTORAL-MAUREIRA MOYA A.

8 Discusién

En el presente trabajo de tesis fue determinado que tanto CREB1 como C/EBPJ se
unen a promotor del gen RIC8B humano, debido a la presencia de elementos de unién
especificos para cada factor de transcripcion. Ademas, se determind que cambios en los
niveles del mMRNA para RIC8B se asocian a cambios en la union de estos dos factores de
transcripcion a la region promotora estudiada, cuya actividad depende de los sitios de
union para C/EBPB y CREBI. Estos resultados confirman que la accion conjunta de
ambos factores de transcripcién bZIP contribuye a regular la actividad del promotor del
gen RIC8B humano.

8.1 Distribucion de los elementos en cis de la regién promotora del gen de RIC8B

estudiada.

Durante el estudio, determinamos que los elementos de unién identificados se
encuentran distribuidos en dos regiones dentro de la zona del promotor analizada
(comprendida hasta -600 pb): una con interaccion muy preferencial de C/EBPp, definida
como region distal y contenedora de los sitios C/EBP, y la otra con interaccion preferencial
de CREB, definida como region proximal y contenedora de los elementos CRE. Existen
pocos casos caracterizados de promotores que presenten sitios CRE y C/EBP segregados
a pesar de que cerca de un 18% de los genes humanos que contienen elementos CRE
presentan ademas una caja CCAAT (Zhang, et al., 2005), secuencia que corresponde a
medio sitio C/EBP (Osada, et al., 1996). Por ejemplo, el promotor del gen humano
ciclooxigenasa 2 presenta un elemento CRE cercano del TSS y distante a s6lo 64 pb de
un sitio C/EBP rio arriba (Klein, et al., 2007). Por otro lado, la region distal del promotor
minimo de 3 kb del gen humano prointerleuquina-1p presenta un modulo de 406 pb,
esencial para la actividad en ausencia de estimulo y en respuesta a sefiales
proinflamatorias, que consiste en un elemento CRE pseudosimétrico proximal distanciado
de un elemento de union a C/EBP distal por 52 pb (Shirakawa, et al., 1993; Gray, et
al., 1993; Tsukada, et al., 1994). Finalmente, el promotor del gen PEPCK, extensamente
estudiado y conservado en mamiferos, posee dos elementos CRE proximales al inicio de
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la transcripcion y que estan separados por unos 70 pb de 2 elementos de union a factores
de la familia C/EBP en las regiones distales P3 y P4, dentro del promotor minimo de -460
pb (Roesler, et al., 1989; Croniger, et al., 1998). Aun asi, la distancia entre los elementos
CRE y C/EBP en estos promotores es relativamente corta (menor a 100 pb) respecto de la
observada en el promotor de RIC8B humano, de 265 pb. Mas aun, en estos ejemplos
mencionados, los elementos CRE identificados corresponden a medios sitios, a sitios no
canonicos o sitios quiméricos, distinto de los observados en el promotor de RIC8B, que
posee dos elementos CRE de alta identidad respecto del sitio canonico simétrico. Este
hecho es importante ya que estos sitios son también sitios de unién para C/EBPa y
C/EBP, mientras que nuestros resultados indican que C/EBPf no se une a los elementos
CRE del promotor de RIC8B y presenta una afinidad minima por toda regién proximal
que contiene los sitios CRE, esto ultimo segun lo determinado a través de los ensayos de
EMSA que utilizaron como sondas fragmentos extensos de DNA que abarcan las regiones
proximal o distal. En este contexto, el ensayo de proteccion a DNasa | sobre la sonda
proximal mostrd una tercera zona de proteccion producida por CREB1 a muy altas
concentraciones y que al ser analizada su secuencia mostro la presencia de un sitio CRE
(TGAGGCGC) en la posicion -219 del promotor, la que no fue analizada de forma
independiente mediante EMSA.. Este sitio posee baja identidad y corresponde mas bien a
medio sitio CRE, por lo que seria interesante analizar su identidad como elemento de
unién a CREBL1.

En la region distal, los tres sitios de union para C/EBP identificados presentan
caracteristicas particulares que los hacen diferentes. Los resultados muestran que el sitio
-546 corresponde un elemento quimérico, compuesto por medio elemento CRE y medio
sitio C/EBP (TGACTACCAAT) y que es reconocido tanto por los factores de

transcripcion CREB1 como C/EBPp, aunque con una afinidad muy reducida en el caso de
CREBLI. Este sitio presenta una alta identidad de secuencia con otros sitios quimeéricos,
que difieren entre ellos s6lo en su orientacion y posicién dentro de la region promotora,
sitios que han demostrado controlar la expresion tejido especifica de ciertos genes
(Maguire, et al., 1991; Baler, et al., 1997; Qian, et al., 2001).

En contraste, los elementos C/EBP -482 y -468 so6lo son reconocidos por C/EBP.

Especificamente, como se ha determinado previamente, LAP* (C/EBPB1) se une al sitio
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-482 y permite el reclutamiento del complejo SWI/SNF (Grandy, et al., 2011). Si bien en
la regidn proximal y rio abajo de los elementos CRE se concentra el mayor niumero de
TSS descritos para el gen RIC8B, se han descrito dos TSS localizados en la region distal,
hacia el 3’ de los elementos C/EBP -482 y -468. De hecho, el elemento -482 forma parte
de un elemento XCPE-2 (X Core Promoter Element-2; CCCCATTGCAT), que ha sido
identificado como un posible sitio de inicio de la transcripcion para genes con promotores
TATA-less (Anish, et al., 2009). Ambos TSS para RIC8B se ubican a 29 pb (transcrito X3
RIC8B) y a 15 pb (EST de testiculo DB024639.1) rio abajo de este sitio. Mas aun, el TSS
del transcrito obtenido desde el EST DB024639.1 inicia exactamente a +1 pb desde sitio
C/EBP -468 el cual, al presentar alta identidad con el sitio -482, podria ser también un

sitio putativo de inicio de la transcripcion.

8.2 Relacion funcional de los elementos CRE y C/EBP dependiente de la

arquitectura del promotor del gen RIC8B humano.

Ensayos de mutantes de delecion sobre la region promotora analizada del gen RIC8B
humano mostraron en células HEK293T que tanto la region distal como proximal son
necesarias para obtener la actividad transcripcional maxima del promotor minimo de -600
pb (Maureira Moya, 2010). En base a la disminucién en la actividad transcripcional
observada para cada una de las mutantes de los sitios C/EBP y CRE generadas en esta
tesis, logramos confirmar la hipotesis de que los sitios C/EBP y CRE presentes en la region
distal y proximal, respectivamente, contribuyen en su conjunto a la actividad del promotor
en células HEK293T. Esta regulacion deberia ocurrir en funcion del reclutamiento de los
factores de transcripcion CREB1 y C/EBPp a cada una de las regiones que contiene sus
elementos. No obstante, los ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina mostraron
uniéon de C/EBPB y CREBI1 en ambas regiones. Estos resultados podrian deberse a
limitaciones propias de la técnica de ChIP relacionadas con la fragmentacion heterogénea
de la cromatina que puede generar fragmentos de tamafios mayores a 250 pb y que pueden
contener a las dos regiones en estudio. Sin embargo, algunos de nuestros controles apoyan
los resultados en ¢l sentido de una interaccion real de C/EBP con la region proximal en
células HEK293T y de CREB1 con la region distal en células SH-SY5Y, ya que se
requieren fragmentos de cromatina de al menos 400 pb para lograr amplificar la regién
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vecina a la region a la que se une el factor de transcripcién en estudio, considerando la
ubicacion de los sitios C/EBP y CRE y los partidores externos utilizados en los ensayos
de ChlIP que cubrieron ambas zonas del promotor. Ya que no existen sitios de alta afinidad
para C/EBPJ en la region proximal ni para CREBI1 en la region distal, la unién de los
factores de transcripcion con la regién vecina debe de ser indirecta. Entonces, ¢coOmo se
produciria esta interaccion?

Los analisis masivos de accesibilidad de la cromatina de la base de datos ENCODE
muestran la existencia de dos regiones con hipersensibilidad a DNasa I; una de ellas abarca
los sitios C/EBP -546, -482 y -468 (DHS distal) mientras que la otra comprende los sitios
CRE -194 y -164 (DHS proximal). Entre estas dos regiones se localiza el nucleosoma -1
posicionado en una region de 130 pb comprendida en la region de 150 pb entre ambas
regiones de alta accesibilidad. Esta region protegida por el nucleosoma menor a los 147
pb esperados ha sido observada por otros autores por digestiéon prolongada con la nucleasa
y que afecta particularmente a los nucleosomas adyacentes a las regiones libres de
nucleosomas (Tolstorukov, et al., 2009; Henikoffa, et al., 2011).

De esta forma, tanto la region distal como proximal del promotor del gen se
encontrarian aledafias a los puntos de entrada y salida de ese nucleosoma. Dado esto,
presentamos un modelo en que ambas regiones podrian estar espacialmente cercanas,
pudiendo interaccionar con cofactores y permitiendo asi el reclutamiento del complejo de
preiniciacion. Este modelo de interaccion entre ambas regiones, mostrado en la figura 23,
podria explicar por que en células HEK293T la actividad del promotor depende tanto del
sitio C/EBP -482 como del sitio CRE -194. Ya que las proteinas con actividad HAT de la
familia CBP/p300 han mostrado interaccionar con CREB y C/EBPPB en dominios
diferentes (KIX 'y CH3, respectivamente) es factible que esta enzima modificadora pueda
ser un puente entre ambas regiones del promotor de RIC8B asi como con los complejos
de la maquinaria transcripcional basal, como ha sido descrito para otros pares de factores
de transcripcion en otros promotores (Mink, et al., 1997; Kovacs, et al., 2003; Chan & La
Thangue, 2001; Chen & Li, 2011).
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Figura 23: Modelo para la arquitectura de la region promotora de -600 pb del gen
RIC8B humano.

A: Empleando la posicién de los elementos de union a C/EBPp (-546, -482 y -468) y
CREBL1 (-194 y -164) se indica la localizacién aproximada de las regiones hipersensibles
a DNasa | (DHS) distal (cabeza de flecha negra) y proximal (cabeza de flecha blanca), en
conjunto con la posicion de los nucleosomas -1 y -2. Los mdltiples inicios de la
transcripcion (TSS) se indican como flechas quebradas sobre la region donde han sido
mapeados. B) Modelo propuesto para la arquitectura de la regién promotora de -600 pb
del gen RIC8B humano. Se incluye informacion estructural sobre los dominios de
interaccion presentes tanto en los factores de transcripcion como en los coactivadores
transcripcionales CBP/p300 y algunos componentes del complejo de preiniciacion de la
transcripcion. DHX9: RNA helicasa A. RNAPII: RNA polimerasa Il. Fuente: Elaboracion

propia.
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Una idea que surge de este modelo es que la unién de CREBL1 a los sitios CRE
proximales, cercanos a la region donde se ubica el mayor nimero de TSS, mantienen
accesible esta region al restringir el posicionamiento nucleosomal. A este respecto, se ha
determinado in vitro para el promotor de C-FOS humano que la union previa de CREB1
al elemento CRE proximal impide el posicionamiento nucleosomal sobre esa regién
(Schild-Poulter, et al., 1996). Asi, cualquier perturbacién incluso distal que disminuya la
unién de CREB1 podria promover el posicionamiento nucleosomal sobre la regién

proximal del promotor de RIC8B.

8.3 La regulacion de la actividad transcripcional del promotor de RIC8B es

definida por la union de los factores de transcripcion CREB1 y C/EBP.

En los dos tipos celulares analizados observamos condiciones que derivan en una
reduccién en la expresion del mRNA del gen RIC8B, aunque corresponden a eventos
celulares diferentes. En ambos contextos, la disminucion de la expresion se asocia a una
disminucion en la ocupancia de los elementos distales y proximales por C/EBPf y
CREB1, respectivamente. ES necesario preguntarse entonces acerca del mecanismo
involucrado en la pérdida de unién de los factores de transcripcién en estudio y si este
mecanismo seria comdn en ambos eventos celulares.

A pesar de que la mutacion de los elementos CRE del promotor en estudio no afecta
la represion transcripcional del vector reportero en respuesta a la activacion de PKA, esta
condicion de estimulacion si provoca una pérdida de ocupancia de CREB1 en el promotor
enddgeno en células HEK293T. De esta forma, no se puede descartar la participacion de
los elementos CRE en los eventos de represion transcripcional in vivo, més adn si
tomamos en cuenta nuestros resultados preliminares que asocian la pérdida de union del
CREB1 con la disminucién de la actividad del promotor en células SH-SY5Y (apéndice
12.8.3). Si la pérdida de la ocupancia de CREBL1 es un requisito para la represion
transcripcional, entonces ¢Coémo se regula la union de CREB? Durante la diferenciacion
de las células de neuroblastoma existen numerosas vias de sefializacion que se activan y
apagan, lo que representa un complejo modelo a disectar. En cambio, en células HEK293T
es la activacion de PKA quien promueve esta disociacion. Sin embargo, los eventos
gatillados por PKA cominmente se relacionan con aumentar la union de CREB,
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particularmente por activacion de la familia de coactivadores transcripcionales CRTC
(CREB-Regulated Transcriptional Coactivator) (Altarejos & Montminy, 2011). Asi, el
efecto negativo de PKA sobre la union de CREB1 pareciera ser indirecto.

Se sabe que la activacion de la via dependiente de AMPc y PKA produce la induccion
de la expresion del represor transcripcional ICER (Inducible cCAMP Early Repressor) por
activacion del promotor alternativo P2 presente en el gen CREM (CRE modulator), y que
codifica para un factor de transcripcion de la familia de ATF/CREB. Este represor es capaz
de inhibir la union de CREBL1 debido a que comparte del dominio de unién a DNA pero
carece del dominio de transactivacién (Borlikova & Endo, 2009). Seria entonces necesario
evaluar si existe induccion de ICER en células HEK293T en nuestras condiciones
experimentales.

Por otro lado, en células HEK293T, se observo que la region distal del promotor es
responsable de la represion transcripcional en respuesta a la incubacion con isoproterenol.
Ya que C/EBPP se une a esta region, es plausible que el efecto de PKA proceda a través
de este factor de transcripcion y que de forma indirecta afecta la union de CREB en la
region proximal.

Se ha propuesto que el factor de transcripcion C/EBPB se encuentra en una
conformacidn estructural inactiva, caracterizada por un enmascaramiento de los dominios
de transactivacion transcripcional y de union al DNA por su interaccion con las regiones
reguladoras centrales RD1 y RD2 de la proteina, respectivamente (Williams, et al., 1995).
En funcion de este modelo se han identificado numerosas modificaciones
postraduccionales sobre la proteina C/EBPP que permiten su activacion al impedir la
interaccion entre los dominios de la proteina, abriendo su estructura y posibilitando la
activacion del factor de transcripciéon. Una de las primeras fue la fosforilacion de la
treonina 235 de C/EBPBl humano (T188, 189 y 220 en ratén, rata y pollo,
respectivamente) (Nakajima, et al., 1993). Se sabe que esta treonina es fosforilada por la
guinasa MAPK y que es necesaria para su posterior reconocimiento y fosforilacion por la
quinasa GSK3 en su serina 231 y en su treonina 226. Estos residuos se encuentran dentro
del dominio RD2, por lo que una vez fosforilado, el factor de transcripcion puede unirse
con alta afinidad al DNA in vitro y permitir la transactivacion de sus genes blancos en un

modelo de adipogénesis (Tang, et al., 2005). En este mismo modelo se ha determinado
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que existe un desfase de 14 horas entre la induccion de la expresion de C/EBPB y su
activacion por fosforilacion, diferencia que se debe al tiempo necesario para la
translocacion de GSK3f al ntcleo. De esta forma, una baja actividad de esta quinasa en
el nacleo podria explicar por qué no observamos cambios en la expresion de RIC8B tras
la sobreexpresion de cualquiera de las tres isoformas de C/EBP en células HEK293T.
Este resultado es diferente a lo descrito previamente en la linea celular osteoblastica
MC3T3, en donde la sobreexpresion de C/EBPB1 genera una represion transcripcional en
el promotor que es revertida al coexpresar C/EBPB3 (Grandy, et al., 2011), aunque bajo
el mismo argumento, tales diferencias se pueden deber a la actividad de la quinasa GSK3f3
en cada tipo celular. Ahora bien, si la fosforilacion en estos residuos permite la unién de
C/EBP a su elemento en cis, entonces su desfosforilacion puede ser un mecanismo que
explique la disociacion observada a los elementos distales del promotor de RIC8B. De esta
forma, PKA ejerceria un efecto indirecto sobre C/EBPB. PKA ha mostrado en células
HEK?293 fosforilar a GSK3f en su serina 9, lo que se asocia a su inhibicion, asi como ha
mostrado fosforilar la subunidad reguladora PPP2R5D de la proteina fosfatasa 2A (PP2A),
activandola (Fang, et al., 2000; Ahn, et al., 2007). Entonces, PKA podria mediar la
disociacion de C/EBP incluso a través de los dos mecanismos antes indicados. En contra
de esta teoria estan los hechos de que C/EBPP recombinante (libre de modificaciones
postraduccionales como la fosforilacion) es capaz de unirse con alta afinidad a su
elemento consenso in vitro, como lo demostramos nosotros y como lo han observado otros
autores, junto con el hecho de que solo la desfosforilacion por PP2A podria explicar la
disociacion de C/EBPf unido, y que aun no ha sido demostrada.

Por otro lado, existen antecedentes que muestran que PKA puede modular la unién
de C/EBPB de forma directa, por fosforilacion de algunos residuos. PKA fosforila
principalmente el residuo serina 105 de C/EBPB1 (LAP*) de rata in vitro y esta
fosforilacion aumenta la transactivacion de la proteina in vivo en células de hepatoma
humano HepG2 (Trautwein, et al., 1993; Trautwein, et al., 1994). Sin embargo, la
fosforilacion sobre este residuo no modula la unién del factor de transcripcion y mas
importante aun, este residuo no es conservado en los ortélogos para C/EBPJ de humano
y raton. También se identifico que PKA puede fosforilar in vitro la serina 240 de LAP*
de rata (serina 288 de C/EBPB1 humano) (Trautwein, et al., 1994). Este residuo se
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encuentra presente dentro del dominio de unién al DNA, en una regidn con una secuencia
idéntica entre C/EBPP y C/EBPa de raton, rata y humano (RRERNNIAVRKSRDKAK).
A pesar de ser un sitio de baja afinidad para PKA, su fosforilacion inhibe la union de tanto
C/EBPa como de C/EBP a su secuencia de union en ensayos in vitro (Mahoney, et al.,
1992; Trautwein, et al., 1994). Por otro lado, el estado de fosforilacion de C/EBPf se
asocia a su localizacion nuclear, como se ha observado en células feocromocitoma de rata
PC-12 estimuladas con forskolina (Metz & Ziff, 1991). Especificamente, la fosforilacion
del residuo serina 288 de C/EBP1 en células de cancer colorectal DKO-1 en respuesta a
la activacion de la quinasa PKA permite su entrada al ndcleo (Chinery, et al., 1997). En
base a esto, los resultados obtenidos al sobreexpresar las diferentes isoformas de C/EBPf3
pudieran deberse a una saturacion de la maquinaria que permite su translocacion al ndcleo
y que depende de ésta fosforilacion. No obstante, en células HEK293T, C/EBPf enddgena
es una proteina residente nuclear y su localizacion subcelular no cambia en respuesta a la
estimulacion con forskolina (figura 6 y datos no mostrados), por lo que el principal efecto
de la fosforilacion en el residuo serina 288 seria la disociacion de C/EBPp desde los
elementos distales del promotor. Se requiere entonces evaluar experimentalmente el
estado de fosforilacion de los residuos treonina 235, serina 231, treonina 226 y serina 288
de C/EBPp1 y asi proponer un mecanismo por el cual la activacion de PKA promueve una
disminucion de la actividad transcripcional del promotor de RIC8B en células HEK293T.

Por otro lado, en células SH-SYSY no detectamos union de C/EBPJ al promotor de
RIC8B. En cambio, si observamos unién de CREB1 en ambas regiones del promotor. Esto
es posible ya que en ambas regiones existen elementos de unién a CREB1. No obstante,
y debido a que el sitio de unién a CREB distal es de baja afinidad, es probable que la union
de CREB a la region distal sea resultado de la interaccion indirecta como la propuesta
anteriormente para células HEK293T. Para esto, se requeriria de la union de un factor de
transcripcion distinto de C/EBPf a la region distal de promotor en células SH-SY5Y
indiferenciadas. Ahora bien, al inducir la diferenciacion de estas células por incubacion
con &cido retinoico (ATRA) observamos una diminucion de la expresion del mensajero
para RIC8B. Nuestros resultados preliminares muestran que esta disminucion se relaciona
con la disociacion de CREB1 desde el promotor tras 5 dias de incubacion con ATRA. Al

analizar la informacion disponible en ENCODE se observa que los elementos C/EBP no
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estdn accesibles en celulas SK-N-SH tratadas con ATRA, probablemente por el
desplazamiento del nucleosoma -1 hacia la region distal. Estos resultados podrian ser
extrapolables a la linea celular SH-SY5Y, debido a que la linea celular SK-N-SH es su
linea parental. De esta forma, y en base al modelo propuesto en células HEK293T, la
disociacion de CREB1 desde el promotor podria deberse a la disociacion de un factor de
transcripcion, distinto de C/EBP, reclutado sobre la region distal y que estabilizaria la
unién en la region proximal de CREBL. En la figura 24 se presenta el modelo de represién
transcripcional propuesta en células SH-SY5Y durante su diferenciacion en respuesta a
acido retinoico en base a la evidencia disponible. Este modelo de regulacion seria diferente
al observado en células de linaje osteoblastico, donde el sitio C/EBP -482 se expone
durante la diferenciacion, permitiendo la union de C/EBPB1 (LAP*) al promotor de
RIC8B vy el resultante reclutamiento de un complejo remodelador de cromatina de la
familia SWI/SNF (Grandy, et al., 2011). Nuestros resultados, sin embargo, no nos
permiten descartar este mecanismo ni otro en donde un factor de transcripcién desplace a
CREB desde su sitio de union proximal (del tipo ATF, por ejemplo). De hecho, se ha
observado expresion de C/EBP en cerebro adulto (Sterneck & Johnson, 1998) y en
células de neuroblastoma de raton Neuro2A diferenciadas (Cortés-Canteli, et al., 2002),
ademas de observarse exposicion de los elementos C/EBP distales del promotor de RIC8B
en neuronas derivadas de neuroesferas olfatorias y en neuronas de cerebelo y corteza
frontal (figura 22). Estas hipotesis requieren de confirmar los cambios en la union del
factor de transcripcion CREBI1, analizar la union de C/EBPJ durante la diferenciacion y
determinar los cambios en la posicion del nucleosoma -1 y en la accesibilidad de las
regiones adyacentes conforme ocurre la diferenciacion de las células SH-SY5Y. De existir
cambios en el posicionamiento nucleosomal en esta zona del promotor del gen RIC8B,
seria esencial identificar el complejo remodelador responsable. En este sentido, la enzima
remodeladora de cromatina CHD5 aumenta durante la diferenciacion de células SH-SY5Y
inducida por acido retinoico (Higashi, et al., 2015). Esta proteina forma parte de un
complejo remodelador especifico neuronal del tipo NuRD, junto con HDAC2 y p66p, los
que han mostrado actuar como represores transcripcionales (Clapier & Cairns, 2009;
Potts, et al., 2011).
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Figura 24: Modelo de regulacién de la actividad del promotor de -600 pb del gen
RIC8B durante la diferenciacion de células SH-SY5Y en respuesta a acido retinoico.

A: Empleando la posicion de los elementos de union a C/EBP (-546, -482 y -468) y
CREBL1 (-194 y -164) se indica la localizacion aproximada de las regiones hipersensibles
a DNasa | (DHS) distal (cabeza de flecha negra) y proximal (cabeza de flecha blanca), en
conjunto con la posicion de los nucleosomas -1 y -2. Los multiples inicios de la
transcripcion (TSS) se indican como flechas quebradas sobre la regién donde han sido
mapeados. B) Modelo propuesto para la regulacion de la actividad del promotor de -600
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pb del gen RIC8B durante la diferenciacion de células SH-SY5Y en respuesta a acido
retinoico (ATRA). Se indica la marca epigenética H3K27me3 como un requisito para el
reclutamiento del complejo NuRD/CHDS5 (Egan, et al., 2013). DHX9: RNA helicasa A.
RNAPII: RNA polimerasa Il. NuRD: Complejo remodelador con actividad desacetilasa.
ATF2, ATF4, CREM, ICER y Sp1: factores de transcripcion. Fuente: Elaboracion propia.
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8.4 La represion transcripcional del gen RIC8B se relaciona con su funcion en los
tipos celulares analizados.

Nuestro estudio del rol de CREB y C/EBP en la regulacion transcripcional del gen
RIC8B ocurri6 en un contexto de represion transcripcional. Previamente, nosotros
propusimos un modelo de retroalimentacion negativa de la via dependiente de CAMP
sobre la expresion de RIC8B en células HEK293T. En él, la activacion del eje de
sefializacion Gsa/cAMP/PKA es regulada al controlar negativamente los niveles de
expresion de la proteina RIC8B (Maureira Moya, 2010). Nuestros resultados apoyan este
mecanismo y sugieren que de manera directa C/EBPP y de forma indirecta CREB
conectarian en conjunto la respuesta genémica con la actividad de la via de sefializacién
mediada por proteina G en este tipo celular.

De igual forma, en células SH-SY5Y observamos una reduccion cercana al 50% en
la expresion del mensajero pero en respuesta a la induccion de la diferenciacion. Este nivel
de reduccidon es relevante en el contexto fisiologico en base a dos evidencias
experimentales. La primera, es que las proteinas Gino son las subunidades mas abundantes
del sistema nervioso central (Jiang & Bajpayee, 2009) y para las cuales RIC8B no es un
GEF ni chaperona. De igual forma, durante la diferenciacion inducida por ATRA de
células SH-SY5Y se determind que existe una induccion en la expresion de las proteinas
Gia, que es acompafiada de una disminucién de las subunidad Gsoo (Ammer & Schulz,
1994); de esta forma es coherente que disminuya RIC8B. De hecho, nuestro grupo de
investigacion determind que el silenciamiento del mRNA de RIC8B inhibe
completamente la diferenciacion inducida por ATRA en esta linea de neuroblastoma,
mientras que la sobreexpresion de la proteina acelera el proceso (Sanchez Ramirez, 2015).
El establecimiento de neuritas y su definicion como dendritas o axon requieren de una fina
regulacion espacial y temporal de la sefializacion mediada por cAMP (Hutchins, 2010).
Es por esto que, si bien la sobreexpresion no impide la diferenciacion en nuestro modelo,
si podria alterar su programa. De ahi que variaciones de los niveles del mensajero de
RIC8B en un rango estrecho podrian derivar en variaciones de los niveles de la proteina
en un rango también estrecho pero con impacto sobre la ejecucion de un programa de
diferenciacion particular. La segunda evidencia es que tanto el knockout como el

transgénico para RIC8B en ratdn son inviables, a diferencia de lo observado con RIC8A
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para el cual sélo el knockout es letal (Gabay, et al., 2011). De esta forma se refuerza el
hecho de que se requiere de niveles de RIC8B en un rango estrecho para ejecutar su
funcion dentro del programa celular.

Ahora, algunos programas de diferenciacion requieren de la activacion
transcripcional del gen RIC8B, como es en el caso de las neuronas olfatorias, neuronas de
proyeccion espinosa media del nucleo accumbens y células de Sertoli maduras (Von
Dannecker, et al., 2005; Ernst, et al.,, 2007; Bhattacharya, et al., 2015). Seria muy
interesante entonces el analizar los mecanismos de activacion implicado en estos tipos
celulares y los roles que les competen a los factores de transcripcion CREB1 y C/EBPJ

en estas respuestas.
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9 Conclusiones

Los antecedentes expuestos indican que CREB1 y C/EBPJ controlan la actividad del
promotor de RIC8B, que la union de estos factores se asocia a un estado
transcripcionalmente activo en los tipos celulares estudiados y sugieren que esta
activacion transcripcional depende de la interaccion entre las regiones distal y proximal
del promotor. Ademas, postulamos que la union de CREBL a los sitios proximales impide
el posicionamiento nucleosomal en la region donde se concentran los TSS y que la unién
de CREBL1 depende de su interaccion con proteinas como p300/CBP, que a su vez

interaccionan con los factores que se unen a los elementos C/EBP distales.

10 Perspectivas

Este trabajo se realizé enfocando nuestra bldsqueda en elementos de unidn a factores
de transcripcion que respondieran a fenémenos bioldgicos en los cuales, a la fecha de
inicio de este proyecto, RIC8B participaba. A la luz del conocimiento actual sobre estas
proteinas, es coherente la gran variedad de elementos de unién putativos que encontramos
en los andlisis in silico iniciales e insta a estudiar en distintos tipos celulares cada uno de
los eventos de sefializacion que controlan la expresion del gen y por ende su actividad.
Proponemos como candidatos al factor NF-Y que puede unirse a la caja CCAAT del sitio
C/EBP -548, al factor Spl que se puede unir a un gran numero de secuencias consenso
ubicadas a lo largo del promotor y por ultimo a otros miembros de la familia ATF/CREB
que pudieran unirse a los elementos CRE una vez que se disocia CREB1 desde el
promotor. Estos factores podrian sostener la actividad transcripcional en ausencia de

C/EBPB y CREBI evitando asi el silenciamiento total de la expresion del gen RIC8B.
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12 Apeéndices

12.1 Apéndice 1: Tablas de preparacion de geles de poliacrilamida.

12.1.1 Geles nativos de poliacrilamida para DNA

Volumen de Gel (ml)
Reactivos 40 50 60
AA:BISAA (29:1; 30%) (ml) 8 10 12
TBE 5x (ml) 4 5 6
Agua nano pure (ml) 27,56 34,5 41,4
APS 10% (pl) 400 500 600
TEMED (ul) 40 50 60

12.1.2 Geles de poliacrilamida para EMSA

Concentracion del Gel 5% 4%
VVolumen del Gel (ml) 40 50 40
AA:BIsAA (40:1; 41%) (ml) 4,88 6,1 3,9
TBE 5% (ml) 2,4 3,0 2,4
Agua nano pure (ml) 32,28 40,35 33,26
APS 10% (ul) 400 500 400
TEMED (pl) 40 50 40
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12.1.3 Gel de secuenciacion de DNA

Reactivos
AA:BisAA (19:1; 40%) (ml) 9
Urea (g) 30
TBE 5% (ml) 12
Agua nano pure (ml) 15
APS 10% (pl) 150
TEMED (pl) 30
Volumen Final 60 ml
Primero se disolvié la urea en el agua mas la acrilamida
calentando la solucion a 50°C, con agitacion muy suave para
evitar gasificar la solucion. Luego de dejar enfriar, se
agregaron el APS y el TEMED vy rapidamente se armo el gel.

12.1.4 Gel de poliacrilamida desnaturante para proteinas al 12%

Reactivos Gel Separador Gel Concentrador
Buffer separador 2x (ml) 2,0 -
Buffer concentrador 2x (ml) - 0,75
AA:BIsAA (29:1; 30%) (ml) 1,6 0,3
Agua nano pure (ml) 0,4 0,45
TEMED (ul) 2,5 5
APS 12% (pl) 20 10
Volumen Final (ml) 4,0 1,5
Volimenes de acuerdo a un gel de 0,75 mm de espesor.
Basado en el protocolo original (Laemmli, 1970).
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12.1.5 Gel de poliacrilamida desnaturante en gradiente 8-15%

Reactivos Separador Separador Gel
15% 8% Concentrador

Buffer separador 2x (ml) 2,0 2,0 -
Buffer concentrador 2x (ml) - - 1,5
AA/BisAA (29:1; 30%) (ml) 2,0 1,06 0,6
Agua nano pure (ml) - 0,94 0,9
TEMED (ul) 3 3 10

APS 12% (pl) 24 24 24

Azul de bromofenol 0,1% (p/v) 20 - -
Volumen Final (ml) 4,0 4,0 3,0

Volimenes de acuerdo a un gel de 1,5 mm de espesor.

La preparacion fue realizada segun Tal Lorberbaum (Lorberbaum, 2013).

12.2 Mezcla de transcripcion reversa

12.2.1 Tabla de reaccion para la enzima M-MLV RT

1 reaccion

(nl)
M-MLYV RT 5x Reaction buffer 50
dNTP (10 mM) 1,25
RNasin Plus (40 U/pl) 0,5
M-MLYV RT (200 U/pl) 1,0
Agua libre de nucleasas 2,25
Volumen final 10
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12.3 Mezclay programa de amplificacion por PCR de la enzima GoTaq Flexi DNA

polimerasa.

12.3.1 Tabla de reaccion para la amplificacion

Amplificacion de
o L los elementos
Amplificacion Amplificacion de
o CRE del
Regular Inmunoprecipitados
Promotor de
RIC8B humano
5% Green GoTaq Flexi Buffer (ul) 5 5 5
MgCl2 25 mM (ul) 1,5 2 2
dNTP 10 mM (pl) 0,5 0,5 0,5
Partidor Sentido 10 pM (pul) 0,5 0,75 0,5
Partidor Antisentido 10 pM (pl) 0,5 0,75 1,25
GoTaqg DNA polimerasa (5 U/ul) (ul) 0,125 0,125 0,125
Templado (ul) 5 3 3
Agua libre de nucleasas (ul) 12 12,875 12,75
Volumen final (pl) 25 25 25

12.3.2 Programa de amplificacion

.. Amplificacién de los elementos
o Amplificacion de
Amplificacién Regular o CRE del Promotor de RIC8B
Inmunoprecipitados
humano
95°C 2 min 95°C | 2min 95°C 2 min
95°C 30s 95°C 30s 95°C 30s )
. ] 3 ciclos
55°C 30s 35 ciclos 55°C 155 35 ciclos 72°C 30s
72°C | 1 min/kb 72°C 15s 95°C 30s
72°C 5 min 72°C | 5min 68°C 15s 5 ciclos
4°C 0 4°C 0 72°C 155
95°C 30s
55°C 15s 35 ciclos
72°C 15s
72°C 5 min
4°C 0
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12.4 Mezclay programa de amplificacion por gPCR de la enzima GoTaq Hot Start
Flexi DNA polimerasa.

12.4.1 Tabla de reaccion para la amplificacion

1 reaccion
5% Colorless GoTaq Flexi Buffer (ul) 2,5
MgCl, 25 mM (ul) 1,5
EvaGreen 20x 0,625
Reference Dye 10x 0,125
dNTP 10 mM (pul) 0,25
Partidor Sentido 10 pM (ul) 0,625
Partidor Antisentido 10 pM (pl) 0,625
GoTag Hot Start DNA polimerasa (5 U/ul) (ul) 0,125
Templado (ul) 2
Agua libre de nucleasas (ul) 4,125
Volumen final (pul) 12,5
12.4.2 Programa de amplificacion
Temperatura Tiempo
95°C 3 min
95°C 30s
60°C 15s 40 ciclos
72°C 15s
95°C 30s
55°C 30s
95°C 30s
Las lecturas de fluorescencia (EvaGreen y Reference Dye)
fueron realizadas en durante la etapa de annealing a 60°C
y durante la etapa de desnaturacion entre 55°C y 95°C).
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12.5 Secuenciaciones y cromatogramas

12.5.1 Secuenciacion parcial del vector pCS2+/hCREBIA (regién 5°)

atgacagctcaagcccaaccacagattgccacattagcccaggtatccatgeccagcaget
M T A Q A Q P 0 I A T L A Q V S M P A A
catgcgacatcatctgctcccactgtaaccttagtgcagctgecccaatgggcagacagtce
H A T s s A p T V T L V Q L P N G Q T V
caagtccatggagttattcaggcggcccagccatcagttattcagtctccacaagtccaa
v H 6 VvV I O A A Q P S V I O S P QO V 0
acagttcagatttcaactattgcagaaagtgaggattcacaggaatctgtggatagtgta
T vo I s T I A E S E D S Q E S VvV D S V
actgattcccaaaagcgaagggaaattctttcaaggaggccttcctacaggaaaattttyg
T b s ¢ K R R E I L S R R P S Y R K I L
aatgacttatcttctgatgcaccaggggtgccaaggattgaagaagaaaagtcggaagag
N D L S $Ss D A P G V P R I E E E K S E E
gagacttcagcccctgccatcaccactgtgacagtgccaactccgatttaccagacaagce
E T s A p A I T T V T V P T P I Y Q T S
agtgggcagtatattgccattacccagggaggagctatacagctggctaacaatggtacc
s G oy I A I T O G G A I QO L A N N G T
gatggggtacagggccttcagacattaaccatgaccaatgcagctgccactcagccgggt
b G v o G L. T L T™ M TN A A A T Q P G
accactattctacagtatgcacagaccactgatggacagcagattctagtgcccagcaac
T T I L Q Y A @ T T D G Q Q I L VvV P S N
caagttgttgttcaagctgcctctggcgatgtacaaacataccaaattcgtacagcaccce
Q vv VvV Q0 A A S G DV O T Y O I R T A P
actagcaccatcgcccctggagttgttatggcatcctcececccagcacttectacgecagect
T s T I A P G V V M A S S P A L P T Q P
gctgaagaagcagcccggaagagagaggttcgtcta

A E E A A R K R E V R L

12.5.2 Secuenciacidn parcial del vector pCS2+/hCREBI1B (regiéon 5°)

atgacagctcaagcccaaccacagattgccacattagcccaggtatccatgeccagcaget
M T A Q A Q P QQ I A T L A Q V S M P A A
catgcgacatcatctgctcccactgtaaccttagtgcagectgcecccaatgggcagacagtce
H A T s s A p T V T L V Q L P N G Q T V
caagtccatggagttattcaggcggcccagccatcagttattcagtctccacaagtccaa
Q vV H G vV I 0 A A Q P S V I Q S P Q V Q
acagttcagtcttcctgtaaggacttaaaaagacttttctccggaactcagatttcaact
T v 0 §$ 8§ €C K DL KURULUF S G T Q I S T
attgcagaaagtgaggattcacaggaatctgtggatagtgtaactgattcccaaaagcga
I A E S E D S Q E s v D s VvV T D S Q K R
agggaaattctttcaaggaggccttcctacaggaaaattttgaatgacttatcttctgat
R E I LS R R P S Y R K I L N D L Ss S D
gcaccaggggtgccaaggattgaagaagaaaagtcggaagaggagacttcagcccecctgcec
AP GV P R I E E E K S E E E T S A P A
atcaccactgtgacagtgccaactccgatttaccagacaagcagtgggcagtatattgec
I r T v T VvV p T P I Y Q T S S G Q Y I A
attacccagggaggagctatacagctggctaacaatggtaccgatggggtacagggcctt
I T o G G A I QL A NN G T D G V O G L
cagacattaaccatgaccaatgcagctgccactcagccgggtaccactattctacagtat
Q T L. T M T N A A A T Q P G T T I L Q Y
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gcacagaccactgatggacagcagattctagtgcccagcaaccaagttgttgttcaagcet
A Q T T D G ©Q ¢ I L VvV P S N QQ V V V Q A
gcctctggcgatgtacaaacataccaaattcgtacagcacccactagcaccatcgeccect
A S G DV Q T Y @QQ I R T A P T s T I A P

Nota: En gris se muestra la region codificada por el exén 4 del gen hCREBL1.

12.5.3 Secuenciacion parcial del vector pcDNA3.1-hPRKACA1-V5His (region 5°)

atgggcaacgccgccgccgccaagaagggcagcgagcaggagagecgtgaaagaattetta
M G N A A A A K K G S E Q E S V K E F L
gccaaagccaaagaagattttcttaaaaaatgggaaagtcccgctcagaacacageccac
A K A K E D F L K K W E S P A QO N T A H
ttggatcagtttgaacgaatcaagaccctcggcacgggctceccttcgggecgggtgatgetyg
L b oo F E R I K T L G T G S F G R V M L
gtgaaacacaaggagaccgggaaccactatgccatgaagatcctcgacaaacagaaggtg
vV K H K £E T 6 N H ¥ A M K I L D K O K V
gtgaaactgaaacagatcgaacacaccctgaatgaaaagcgcatcctgcaagctgtcaac
vV K L K ¢ I E H T L N E K R I L ©Q A V N
tttccgttecctecgtcaaactcgagttctecttcaaggacaactcaaacttatacatggtce
F P F L V X L E F S F K D N S N L Y M V
atggagtacgtgcccggcggggagatgttctcacacctacggcggatcggaaggttcagt
M E Y V P G G EMF S HL R R I G R F S
gagccccatgceccecgtttctacgeggeccagatecgtecctgacctttgagtatctgecacteg
E P H A R F Y A A ©Q I V L T F E Y L H S
ctggatctcatctacagggacctgaagccggagaatctgctcattgaccagcagggctac
L b L I Yy R D L K P E N L L I D QO QO G Y
attcaggtgacagacttcggtttcgccaagcgcgtgaagggeccgcacttggaccttgtge
I o v T b F G F A K R V K G R T W T L C
ggcacccctgagtacctggccecctgagattatecctgagcaaaggctacaacaaggecgtg
G T p E Y L A P E I I L S K G Y N K A V
gactggtgggccctgggggttcttatctatgaaatggccgectggctaccecgeccttette
b W W A L G V L I Y E M A A G Y P P F F
gcagaccagcccatccagatctatgagaagatcgtctctgggaaa
A D QO P I 0 I Y E K I V S G K

12.5.4 Secuenciacidn parcial del vector pcDNA3.1His B-hPRKACBI (regioén 5°)

atggggggttctcatcatcatcatcatcatggtatggctagcatgactggtggacagcaa
M G G S H H H H H HGMA S M T G G O 0Q
atgggtcgggatctgtacgacgatgacgataaggtacctaaggatccagtgtggtggaat
M G R DL Y D D D D K V P K D P V W W N
tctgcagatatccagcacagtggcggccgctcgacaatggcagcttatagagaaccacct
s A D I Q H S G G R S T™TM A A Y R E P P
tgtaaccagtatacaggtacaactacagctcttcagaaattggaaggttttgctagccgg
c N o Yy T G T T T A L QO K L E G F A S R
ttatttcatagacactctaaaggtactgcacatgatcagaaaacagctctggaaaatgac
L ¥ H R H S K G T A H D Q K T A L E N D
agccttcatttctctgaacatactgceccttatgggacagatcaatgaaagagtttctagece
s L H F S E H T A L W D R S M K E F L A
aaagccaaagaagactttttgaaaaaatgggagaatccaactcagaataatgccggactt
K A K E D F L K K W E N P T Q N N A G L
gaagattttgaaaggaaaaaaacccttggaacaggttcatttggaagagtcatgttggta
E D F E R K K T L G T G S F G R V M L V
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aaacacaaagccactgaacagtattatgccatgaagatcttagataagcagaaggttgtt
K H K A T E QO Y Y A M K I L D K Q K VvV V
aaactgaagcaaatagagcatactttgaatgagaaaagaatattacaggcagtgaatttt
K L XK ¢ I E H T L N E K R I L Q A V N F
cctttceccttgttcgactggagtatgcttttaaggataattctaatttatacatggttatg
P F L V R L E Y A F K D N S N L Y M V M
gaatatgtccctgggggtgaaatgttttcacatctaagaagaattggaaggttcagtgag
E Yy v pPp G G E M VF S H L R R I G R F S E
ccccatgcacggttctatgcagctcagatagtgctaacattcgagtacctceccattcacta
P H A R F Y A A Q I VvV L T F E Y L H S L
gacctcatctacagagatctaaaacctgaaaatctcttaattgaccatcaaggctatatc
p L I ¥y R DL K P E N L L I D H Q G Y I
caggtcacagactttgggtttgccaaaagagttaaaggg

Q v T D F G F A K R V K G

12.5.5 phRIC8B/600bp(-546)mut

5’-CGGCTGGATGACTACCccTCCCAGCATGC-3’

Au—l!h‘L-uA-.-:}n A.h\JlJ\

12.5.6 phRIC8B/600bp(-482)mut

om
on
om
on
am
o

o

=
am
on
=
on
am
-
on
on
on
on
-
on
on
on
-
on
on
=
am
on
on

5’-GGGATAGCCCCACccGCATGCAGGG-3’

= = = = = [l - [l = = = = = = = = = = [l = = = = =
o) G G AT A e} C C C C A C C G C A T o) C A o) G o)
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12.5.7 phRIC8B/600bp(-468)mut

5’-GCAGGGAACcGCAGTCCATTTAGCGG-3°

12.5.8 phRIC8B/600bp(-194)mut

5’-GAGCGGTGAtaTCGCGGGGT-3’

12.5.9 phRIC8B/600bp(-164)mut

5’-GGGCGGTGAtaTCGGGCCGG-3’

Nota: Los sitios de union se indican en negrita, mientras en minusculas se muestran los

nucleétidos mutados.
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12.6 Estandarizacion de los ensayos de EMSA

12.6.1 Estandarizacién de las condiciones de unién de los ensayos de EMSA empleando
sondas consenso para C/EBPB v CREB.

Todas las reacciones (20 ul final) se realizaron empleando 50 fmoles (5 ul) de las
sondas consensos para C/EBPJ (C/BEPBcon) y CRE (CREcon), poli dI/dC 2,5 ug/ul (0,3
pul) en presencia o ausencia del extracto nuclear de células SH-SY5Y (EN, 2 ul). Se
agrego un volumen de buffer de 12,7 pl por reaccion. En el caso de las reacciones con
buffer de unién y buffer FT, se adicionaron 4 ul y 8,7 ul, respectivamente. Las cabezas de
flechas indican las bandas de retardo correspondiente al complejo [sonda/FT]. Fuente:

Elaboracidn propia.

C/EBPBcon CREcon

-—-++++ --—++++ Buffer de Union
-—-—+4+-- —--—-+-- BufferFT-0

- -+ -G — HSs: — BN T-50

————— + ——--—+ Buffer FT-100
++----  ++---— Buffer de Remodelacion I

-+-+++ —+-+++ ENSH-SY5Y

=

123456 789101112
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12.6.2 Expresion y purificacion de CREB1 humano recombinante con epitope de 6

histidina.

A) Western blot contra el epitope de 6 histidina de los lisados bacterianos antes y
después de la induccion con IPTG. Se aprecia un grado de degradacion en las proteinas
expresadas. B) Caracterizacion de las proteinas recombinantes en el lisado clarificado.
Los lisados fueron tratados con RNasa A, tras lo cual se aplic6 un choque térmico a 65°C
por 15 minutos para finalizar con un tratamiento con DNasa I, logrando asi enriquecer en
la fraccion soluble la proteina CREB1 termoestable, como se aprecia en la tincion con
azul de Coomassie. La inmunodeteccion por western blot contra el epitope de 6 histidina
arrojé un gran ndmero de bandas inmunoreactivas que pudieran dar cuenta de
degradacion. C) Analisis de los eluatos obtenidos desde la cromatografia IMAC mediante
western blot contra el epitope de 6 histidinas. El lavado y las eluciones fueron realizadas
en condiciones desnaturantes. Se aprecia un menor nimero de bandas de degradacion,
observandose una banda inmunoreactiva para 6xHis-CREB1B del tamafio esperado (~45
kDa), mientras que para la proteina 6xHis-CREB1A fue levemente inferior a 35 kDa.

Fuente: Elaboracion propia.
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12.6.3 Célculo de la constante de disociacién aparente de CREB1B por los elementos
CRE.

En un total de dos ensayos de EMSA, se determind el porcentaje de union (a partir
de la sefial de la sonda libre respecto de la sefial total en el carril) para cada uno de las
condiciones mediante densitometria y se graficO respecto del logaritmo de la
concentracion molar de factor en cada reaccion, como en el grafico adjunto. La constante
de disociacion se obtuvo como el valor promedio entre réplicas de la concentracion
necesaria para alcanzar un 50% de la union total (1C50), ajustando los datos a una curva
sigmoidea por regresién no lineal y limitada entre 0 y 100 de unién, empleando el software
Prism (GraphPad). Fuente: Elaboracion propia.

Curva de Unién de CREB1B
por los elementos CRE
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12.6.4 Ensayo de EMSA para las sondas que contienen los elementos CRE y C/EBP del

promotor de RIC8B en presencia de los factores de transcripcién recombinantes
CREBI1B v C/EBPB2.

El ensayo fue realizado en las mismas condiciones que las indicadas en la figura
12. Se aprecia la unién de C/EBPB2 a los elementos CRE a concentraciones mucho mas
altas que las necesarias para observar la union de CREB1B. También se observa que a
concentraciones muy altas, CREB1B se une al elemento C/EBP -546 (carril 7). Fuente:

Elaboracién propia.

Elementos C/EBP (Distales) Elementos CRE (Proximales)
-546 -482 -468 -194 -164
e DO - DD — - — DO AP -\5 \%}\\\\\ - - - - - CREBIB (nM)
— DR — — - DPR PR SPASRS - - - - - - - QPASNSSC/EBPP2 (nM)
vt “ ' -~ 1 vve

mw = e ————— OWee -

23456 7891011121314 1516 17 18 1920 21 222324 252627 28293031 323334 353637 38 39 40 41 42 43 4445 4647
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12.6.5 Ensayo de EMSA para la sonda distal del promotor de RIC8B en presencia de los

factores de transcripcion recombinantes C/EBPB3 v C/EBPB2.

El ensayo fue realizado en las mismas condiciones que las indicadas en la figura
13. Se aprecia que la afinidad de C/EBPB3 por la sonda distal es mayor que la de la
isoforma 2 (comparar el carril 5 versus el carril 10). Los patrones obtenidos con C/EBP3
fueron diferentes a los observados con C/EBP2. Esto parece atribuible al menor tamafio
de la isoforma 3, lo que resultaria en complejos de mayor movilidad electroforética,
complejos que en el caso de contener C/EBPB2 no pudieron ser resueltos eficientemente

en la condiciones de electroforesis usadas. Fuente: Elaboracion propia.

Sonda Region Distal

= B ENTR = — o C/EBPB3 (nM)
______ VDAY C/EBPB2 (nM)

[ “5

|
b
“u‘
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12.7 Estandarizacion de los ensayos de actividad luciferasa

12.7.1 Las sobreexpresion de las subunidades cataliticas de PKA producen una fuerte

activacion transcripcional de un promotor con elementos CRE vy caja TATA.

Se realizaron ensayos de actividad luciferasa empleando el vector pCRE-Luc
(Clontech) el cual codifica el gen reportero luciferasa bajo el control de un promotor
sintético que contiene 2 elementos CRE rio arriba del promotor minimo del gen que
codifica para la enzima timidilato quinasa del virus de Herpes simple (HSV-TK) y que
posee una caja TATA. Este vector responde positivamente a la fosforilacion de CREB en
su serina 133, por ejemplo al activar la via dependiente de cAMP. Como se aprecia en la
figura, la sobreexpresion de ambas subunidades cataliticas de PKA (PRKACAL y
PRKACB1) en células HEK293T produce una fuerte activacion transcripcional del
promotor sintético. Mediante western blot contra el epitope de 6 histidinas corroboramos

la expresion de ambas proteinas. Fuente: Elaboracion propia.

WB: kDa
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12.8 Estandarizacion de los ensayos de Inmunoprecipitacion de Cromatina
(ChlIP).

12.8.1 Anélisis del tamafio de los fragmentos de DNA obtenidos desde la cromatina

sonicada.

Posterior a la cavitacion por ultrasonido (sonicacién) de la cromatina y
desentrecruzamiento, los fragmentos de DNA obtenidos fueron resueltos mediante
electroforesis en gel de agarosa al 2% en buffer TAE 0,5%. A) Muestra de DNA desde
cromatina sonicada desde células HEK293T sin transfectar (293T). B) Muestras de DNA
obtenido desde cromatina sonicada desde células SH-SY5Y indiferenciadas (UND) y
diferenciadas a células tipo neurona (DIF). Como estandares de tamafio de DNA se
emplearon los estdndares GeneRuler 1kb y O'RangeRuler 100 bp. Fuente: Elaboracion

propia.

_SH-SYSY
Estandar 293T Estandar UND DIF Estandar
pb pb pb
300 2000
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19008 1000~ 'L w800
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— 250— iy
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12.8.2 Los fragmentos de cromatina presentan una pequeiia fraccion de fragmentos que

abarcan ambas regiones analizadas del promotor de RIC8B humano.

Para determinar la proporcion de fragmentos de cromatina que contienen ambas
regiones del promotor respecto de aquellos que contienen sélo una region del promotor
(que son nuestros fragmentos de interés), realizamos PCR en las mismas condiciones en
la que se analizaron los inmunoprecipitados, empleando como templado el DNA obtenido
desde la purificacion de los fragmentos de DNA del material de entrada de las
inmunoprecipitaciones (Input) y como partidores aquellos utilizados para detectar los
elementos distales (Region Distal, flechas rojas) o proximales (Regién Proximal, flechas
azules) del promotor, ademas de una reaccién que incluyd el partidor sentido de
amplificacion de la region distal y el partidor antisentido de amplificacion de la regién
proximal, cambiando en esta condicion el tiempo de extension a 40 s. NTC: control de
PCR sin templado (No Template Control). Fuente: Elaboracién propia.
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12.8.3 Ladisminucioén en la expresion del mMRNA de RIC8B durante la diferenciacion de

células SH-SY5Y, se correlaciona con la disociacién de CREB1 desde promotor

del gen.

Ensayo de ChIP contra el factor de transcripcion CREB1 en células SH-SY5Y
indiferenciadas y diferenciadas (al 5° dia de incubacion in vitro). Se empled 1 pg de
cromatina (como unidades de absorbancia a 260 nm) por reaccion de inmunoprecipitacion.

Fuente: Elaboracion propia.
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12.8.4 Analisis del enriguecimiento en la unién de CREB1 y C/EBP al promotor del gen
RIC8B humano mediante ChIP en células HEK293T.

Los resultados de los ensayos de ChIP contra ambos factores de transcripcion en
las distintas condiciones de sobreexpresion de las subunidades cataliticas de la quinasa
PKA fueron analizados mediante densitometria (QuantityOne, BioRad) de las bandas
correspondiente a la amplificacion mediante PCR convencional de las regiones distal y
proximal de promotor de RIC8B. Los graficos muestran el enriquecimiento promedio
(como veces sobre la sefial obtenida para la 1IgG Control) entre todas la réplicas biologicas.
A) Enriquecimiento del factor de transcripciéon CREBL. B) Enriquecimiento para el factor
de transcripcion C/EBP. Las barras de error indican el error estandar (SEM) entre dos

réplicas biologicas de inmunoprecipitacion. Fuente: Elaboracion propia.
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13 Anexo

13.1 Valores de union de CREB y CREB fosforilado al promotor de RIC8B humano
obtenidos desde el analisis de ChlP-on-chip en células HEK293T.

El analisis genébmico masivo descrito por el grupo de Marc Montminy [Fuente: (Zhang, et
al., 2005)] fue realizado en células HEK293T en condiciones basales o de estimulacion de la
produccion de cAMP por incubacion con forskolina a distintos tiempos. La sonda empleada fue
disefiada dentro de la region de 1 kb definida como el promotor (entre los nucleétidos -750 y +250
respecto del origen de la transcripcion). Los autores consideraron al gen como uno regulado por
CREB si el valor de union obtenido de union fue > 2 y el valor P <0.001. Sin embargo, los mismos
autores indican que si un gen presenta un valor de union entre 1,5y 2 existe una alta probabilidad
de que sea un gen blanco de CREB, sobre todo si presenta sitios CRE de alta identidad. Los autores
recomiendan entonces evaluar mediante ChlP-PCR la unién de CREB a este tipo de genes, como
es el caso del gen RIC8B (hSyn). En la tabla ademas se indican los valores de unién para otros
genes:

1) Dos genes blancos de CREB conocidos, con union entre 1,5y 2.
1.1) C-FOS (FOSB) (Roccio et al., 2006, Ahn et al., 1998, Berkowitz et al., 1989)
1.2) C/EBPp (CEBPB) (Niehof et al., 1997)
2) Un gen blanco de CREB, con un valor de unién de CREB muy alto.
2.1) PCNA (Lee et al., 1997)
3) Un gen que no mostrd union de CREB, pero que en la misma publicacion mostré union de
CREB mediante ChIP-PCR.
3.1) Nrda2 (Nurrl) (Impey et al., 2004)

ChlP-on-chip contra CREB

ChIP-on-chip contra CREB fosforilado (pS133)

Incubacion
con 0 horas 4 horas 0 horas 4 horas
forskolina
Simbolo del | Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor Valor
Gen P de P de P de P de
Union Union Union Union
RIC8B 1,3E-03 1,8 1,5E-02 1,6 3,0E-02 1,3 4,1E-03 1,6
FOS 7,2E-01 0,8 3,1E-01 1,1 6,2E-01 0,9 3,5E-01 1,1
CEBPB 1,4E-02 1,5 2,9E-02 15 3,9E-02 1,3 6,4E-02 1,3
PCNA 2,9E-11 7,2 1,4E-8 5,9 2,2E-11 3,9 6,6E-12 6,1
NR4A2 3,2E-1 1,1
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