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INTRODUCCION

1. Regulacion de la expresion génica mediante la reorganizacion de

la cromatina

1.1. Control transcripcional de la expresion génica

La expresion génica es el proceso mediante el cual a partir de la informacién
contenida en el genoma se obtienen las proteinas o los ARNs codificados, seglin se
trate de unaregion codificante o de una region no codificante. El primer paso de este
proceso es la transcripcién del ADN hacia ARN, por lo que se considera el principal
punto de control para la regulacion de la expresién génica.

El principal agente implicado en la transcripcion a ARN mensajero es la ARN
polimerasa II, la cual viene auxiliada por una gran variedad de factores de
transcripcion y cofactores transcripcionales que pueden activar o reprimir la

actividad de esta.

Factores de transcripcion y cofactores

Los factores de transcripcidn son proteinas que al poseer dominios de unién al ADN
se unen a las regiones promotoras de los genes, aunque también estan presentes en
regiones cercanas al promotor y en regiones mas alejadas denominadas “enhancer”.
Los factores de transcripciéon pueden actuar reclutando directamente a la ARN
polimerasa II hacia los promotores o encargarse del reclutamiento de
remodeladores de la cromatina o cofactores, carentes de un dominio de union al
ADN, que actian como co-activadores o como co-represores de la transcripcion
(Fuda et al., 2009). Estos cofactores suelen ser complejos que modifican post-
traduccionalmente a la ARN polimerasa II, a las histonas o a los propios factores de
transcripcion, favoreciendo o impidiendo la transcripciéon segin el tipo de
modificacion (Reiter at al,, 2017). Algunos de los cofactores mas importantes en la
transcripcion son P-TEFb (positive transcription elongation factor) y Mediator. P-
TEFb esta compuesto por la Ciclina T y la quinasa CDK9 (Peng et al., 1998) y se
encarga de fosforilar a la ARN polimerasa II. Mediator, en cambio, consta de
numerosas subunidades que se van intercambiando y su papel mas relevante en la

transcripcion es la estabilizacion de los bucles promotor-“enhancer”, conectando los
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factores de transcripcién presentes en ambos elementos reguladores con la ARN

polimerasa II (Allen & Taatjes, 2015).

Fases de la transcripcién

La transcripcién ocurre en tres fases: iniciacion, elongacién y terminacion. En la fase
de iniciacion la ARN polimerasa Il se une a secuencias especificas de los promotores,
tras lo cual pasa a un estado de pausa en el que se encuentra bloqueada por los
factores negativos de la elongacion DSIF y NELF (Palangat et al. 2005). Para salir de
este estado de pausa la ARN polimerasa Il necesita ser fosforilada en residuos de
serina de su dominio C-terminal (CTD). Esta fosforilacién es llevada a cabo por la
quinasa CDK7 del complejo TFIIH y por el factor P-TEFb (Peterlin and Price, 2006).
P-TEFDb fosforila ademas a los factores negativos de la elongacién DSIF y NELF
(Fujinaga et al., 2004; Yamada et al., 2006), favoreciendo el inicio de la fase de
elongacion a lo largo de la cual los genes son transcritos. Finalmente, en la fase de

terminacion el transcrito se disocia de la ARN polimerasa Il y esta se disocia del ADN.

1.2. Efectos de la dinamica de la cromatina sobre la expresion génica

Los genomas de las células eucariotas se encuentran empaquetados dentro del
nucleo en una estructura denominada cromatina, en la que el ADN se encuentra
enrollado alrededor de los nucleosomas, estructuras formadas por los octameros de

histonas H2A, H2B, H3 y H4 y la histona H1 (Kornberg, 1974).

La cromatina es una estructura dindmica capaz de modular su estado de
condensacién, permitiendo o bloqueando la accesibilidad de las maquinarias
implicadas en los procesos de reparacion del ADN, replicacién y transcripcién. Esta
accesibilidad depende directamente de la densidad de nucleosomas en las distintas
regiones de la cromatina, que varia debido a la accion de las modificaciones post-
traduccionales de histonas, los remodeladores de la cromatina y las chaperonas de

histonas (Venkatesh & Workman, 2015).
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Modificaciones post-traduccionales de histonas

Al igual que otras proteinas, las histonas pueden sufrir una gran variedad de
modificaciones post-traduccionales como acetilacién, metilacion, fosforilacién,
sumoilaciéon o ubiquitinaciéon de algunos de sus aminoacidos, aunque las dos
primeras son las mas comunes en las histonas. La adicién o eliminacion de estas
modificaciones las realizan complejos enzimaticos cominmente llamados “writers”
y “erasers” respectivamente (Azad et al, 2018), que pueden actuar sobre las
histonas antes o después de ser ensambladas en los nucleosomas. Estos cambios
quimicos afectan a la transcripcién no solo por su efecto sobre la estabilidad de los
nucleosomas abriendo o cerrando la cromatina, sino que ademas actian como
plataformas de anclaje para una serie de factores, cominmente llamados “readers”

o lectores de la cromatina, que son capaces de reconocerlas.

Remodeladores de la cromatina

Los remodeladores de la cromatina se caracterizan por su actividad ADN
translocasa, que altera la afinidad de las histonas por el ADN gracias a un dominio
ATPasa presente en todos los remodeladores. Aparte de este dominio, los
remodeladores poseen en su estructura dominios adicionales que permiten

clasificarlos en cuatro familias: SWI/SNF, ISWI, CHD e INO80 (Tyagi et al., 2016).

Chaperonas de histonas

Las chaperonas de histonas son proteinas encargadas del almacenamiento de las
histonas, de su transporte desde el citoplasma hacia el nicleo y de ensamblarlas y
desensamblarlas a los nucleosomas (De Koning et al,, 2007). Al contrario que los
complejos remodeladores de cromatina, no usan ATP, sino que aprovechan los

movimientos espontaneos del ADN para desestabilizar los nucleosomas.

La desestabilizacion de los nucleosomas por cualquiera de estos mecanismos facilita
el desplazamiento y cambio de localizaciéon de los nucleosomas, asi como el
intercambio de histonas, en el que pueden incorporarse o eliminarse variantes de
histonas. Estas variantes (como H3.3 o H2A.Z) suelen poseer una secuencia de

aminoacidos similar a las histonas canonicas; sin embargo, causan suficientes
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cambios estructurales en los nucleosomas que hacen que estos sean mas o menos

estables en su union al ADN (Weber & Henikoff, 2014).

Los cambios en la estabilidad del nucleosoma provocan cambios en la condensacion
o apertura de la cromatina y, por consiguiente, también en los niveles de
transcripcion. Para que todos estos cambios sean locales y no se extiendan por todo
el genoma, la cromatina se estructura en dominios de expresién en cuyas fronteras
se localizan proteinas “insulator”, entre las que destaca la proteina CTCF, que aislan

unos dominios de otros (Phillips & Corces, 2009).

2. Proteinas BET (Bromodomain and Extra Terminal domain)

2.1. Estructura de las proteinas BET

Las proteinas con bromodominios BET (Bromodomain and Extra Terminal domain)
constituyen una familia formada, en mamiferos, por cuatro miembros: Brd2, Brd3,
Brd4 y Brdt. La expresién de Brd2, Brd3 y Brd4 es ubicua, mientras que la expresion
de Brdt se encuentra restringida a la linea germinal masculina (Shang et al., 2004).
Su estructura esta muy conservada entre los distintos miembros (Figura 1) y consta
(de N-terminal a C-terminal) de dos bromodominios en tandem, un motivo B y un
exclusivo dominio extraterminal (ET) que las diferencia de otros grupos de
proteinas con bromodominios. Los bromodominios BD1 y BD2 estan formados por
cuatro a-hélices y dos bucles, y son capaces de reconocer residuos de lisinas
acetiladas tanto en histonas como en otras proteinas (Gamsjaeger et al., 2011;
Huang et al., 2009), aunque se unen principalmente a la histona H4 (Kanno et al,,
2004). A pesar de que los bromodominios de los distintos miembros presentan
aproximadamente un 80% de similitud (Belkina & Denis, 2012), Brd2 tiene mayor
afinidad por las histonas monoacetiladas, principalmente en las lisinas K12, K5 y
K14, mientras que Brd4 se une a histonas diacetiladas en las lisinas K5/K12 y K5 /K8
(Kanno et al., 2004; LeRoy et al., 2008). El motivo B presenta una estructura “coiled
coil”, consistente en la repeticion de tres heptameros que dan lugar a una hélice

anfipatica (Paillison et al,, 2007), seguida de una region basica. Este dominio es
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esencial para la homo y heterodimerizacion de la proteina, estabilizando asi su
union a la cromatina y facilitando su asociacion a los cromosomas durante la mitosis
(Garcia-Gutiérrez et al., 2012). El dominio ET consta a su vez del dominio NET (N-
terminal Extra Terminal) y el motivo SEED, rico en residuos de serina, glutamico y
aspartico (Florence & Faller, 2001), y es el principal responsable de la interaccién
con otras proteinas (Rahman et al,, 2011). Adicionalmente, exclusivamente en Brd2,
se encuentra una regiéon acidica precediendo al motivo B que tiene capacidad de
interaccionar con Pleiotrofina (Garcia-Gutiérrez et al., 2014). Por otro lado, Brd4 y
Brdt presentan también un dominio CTD (C-Terminal Domain) que se extiende a
partir del dominio ET y cuya principal funcion es la interaccién con el factor de

elongacion pTEFb (Bisgrove et al., 2007).

ET
BD1 BD2 acmB NET SEED CTD
owor L Hi—— - -
wos L -
ot i e
swor L -

Figura 1. Estructura de la familia de proteinas BET.

La estructura de las proteinas BET consta de dos bromodominios en tAindem BD1 y BD2 (amarillo),
la regién correspondiente al motivo B -mB- (verde) y el dominio ET, que se compone de las regiones
NET (rojo) y SEED (azul). En BRD2 aparece la region acidica -ac- (celeste) y en los miembros BRD4 y
BRDT se encuentra la regién CTD (morado). Los nimeros indican la longitud en aminoacidos (aa) de

las proteinas humanas.

2.2. Funcion de las proteinas BET en la transcripcion

Estas proteinas se clasifican como lectoras de la cromatina, ya que reconocen las
histonas acetiladas por medio de los bromodominios e interaccionan con distintos
reguladores transcripcionales y remodeladores de la cromatina mediante el

dominio ET. De este modo, las proteinas BET conectan el estado de la cromatina con
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diversos activadores o represores transcripcionales a los que reclutan hacia los

sitios en los que deben actuar.
El papel de las proteinas BET en la transcripcidn consiste en modular la accion de la
ARN polimerasa II, pudiendo actuar directamente sobre la polimerasa o de forma

indirecta sobre el estado de condensacion de la cromatina.

Acciones sobre la ARN polimerasa Il

Como se ha comentado antes, la ARN polimerasa Il necesita ser fosforilada para salir
del estado de pausa inicial y transcribir el ADN. En este sentido, las proteinas Brd4
y Brdt reclutan mediante su dominio CTD al factor pTEFb, al cual activan para que
fosforile los residuos de serina2 de la ARN polimerasa II (Jang et al., 2005; Gaucher
etal.,2012). A pesar de carecer de dominio CTD, se ha observado que Brd2 también
puede reclutar a la subunidad Cdk9 del factor pTEFb con el mismo fin (Cheung et al.,
2017; Fernandez-Alonso et al., 2017). Aparte, Brd4 también es capaz de fosforilar
por si misma a la ARN polimerasa II gracias a su actividad quinasa, aunque esta

actividad ha sido poco estudiada (Devaiah et al., 2012).

Acciones sobre la cromatina

Las proteinas BET también son capaces de modificar el estado de la cromatina
circundante a los sitios en los que se localizan, facilitando de este modo la
transcripcion. El modelado de la cromatina se lleva a cabo gracias al reclutamiento
mediante su dominio ET de diversos remodeladores de la cromatina, aunque las
proteinas BET también pueden realizar acciones directas sobre la cromatina.

Brd2, Brd3 y Brd4 actian como chaperonas de histonas de los nucleosomas
acetilados que reconocen, permitiendo el paso de la ARN polimerasa Il y el progreso
de la elongacién (LeRoy et al., 2008; Kanno et al., 2014). Ademas, se ha propuesto
que Brd4 podria poseer una actividad acetiltransferasa que aumenta el estado de
acetilacion de los nucleosomas y asi la accesibilidad de la cromatina (Devaiah et al.,

2016).

Este papel sobre la transcripcion tiene especial valor debido a que algunos

miembros de la familia BET, al contrario que otras proteinas con bromodominios,
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permanecen anclados ala cromatina durante el proceso de mitosis (Dey et al., 2003).
Esta caracteristica los convierte en marcas epigenéticas, marcando y favoreciendo
la transcripcion de genes que son necesarios de manera inmediata tras la division
celular (Dey et al, 2009). Estos genes varian segun el contexto celular en el que se
encuentren, ya que las proteinas BET marcan principalmente aquellos genes que
permiten el mantenimiento de la identidad celular. Estos contextos en los que
participan son muy diversos: inflamacién (Belkina & Denis, 2012), mantenimiento
de la pluripotencia (Di Micco et al., 2014), diferenciaciéon neuronal (Tsume et al.,
2012), eritropoyesis (Stonestrom et al., 2015) o transicién epitelio-mesénquima
(Andrieu & Denis, 2018); sin embargo, su papel mas destacado es el control del ciclo
celular. En algunos de estos casos solo participa un miembro especifico de la familia,
mientras que en otros casos estdn implicados todos los miembros actuando de

manera similar o de manera diferencial.

2.3. Otras funciones de las proteinas BET

Aunque la mayoria de los estudios sobre las proteinas BET se ha centrado en su
papel transcripcional, en los ultimos afios se ha ido indagando en sus efectos sobre
la cromatina. Como ya se ha indicado, las proteinas BET provocan cambios locales
sobre la cromatina circundante para facilitar la transcripcion; sin embargo, estos

cambios también tienen efectos en otros procesos.

Efectos en la estructura de la cromatina

Aparte de las acciones locales, las proteinas BET también participan en el
mantenimiento de la estructura de la cromatina a nivel de todo el genoma. Es el caso
de BRD2 (y en menor medida BRD3), que ocupa sitios en el genoma junto a la
proteina “insulator” CTCF responsable de su reclutamiento (Figura 2A), aunque
BRD2 también puede encontrarse en otras fronteras transcripcionales aislando la
expresion de manera independiente de CTCF (Hsu et al.,, 2017; Cheung et al., 2017).
De manera similar, en Drosophila melanogaster, la isoforma larga de Fs(1)h
(ortologo de las proteinas BET) también ocupa sitios en el genoma junto a proteinas
conocidas por su actividad “insulator” (Kellner et al, 2013). Ademas de asociarse con

CTCF, BRD2 también interacciona con el complejo Cohesina, con quien colabora en
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el ensamblaje promotor-“enhancer” (Cheung etal.,, 2017) (Figura 2B). La presencia
de las proteinas BET en las fronteras transcripcionales de distintos organismos
sugiere que este papel esta bastante conservado, y probablemente se deba a la
capacidad de dimerizacién de las proteinas BET mediante su motivo B, lo que les
permitiria la formacién de bucles para aislar unas regiones de otras (Garcia-

Gutiérrez et al., 2012; Hsu & Blobel, 2017).

Cohesina

Figura 2. Esquemas de las funciones estructurales de las proteinas BET.

A) Brd2 junto a CTCF (o independientemente) actia como “insulator” aislando al gen 2 de la accién
del “enhancer” (enh). B) Brd2 junto a CTCF y el complejo Cohesina facilita la formacién del bucle que
permite la interaccién promotor-“enhancer” facilitando asi el reclutamiento de la ARN polimerasa II
(Pol 1I). Brd4 por su parte, recluta al factor pTEFb que fosforila a la Pol II para que lleve a cabo la

elongacion de la transcripcion.

Efectos en la reparacion del ADN

La capacidad de las proteinas BET de modificar la cromatina circundante tiene
también su efecto en el proceso de la reparaciéon de ADN, afectando a la accesibilidad
de la cromatina para la maquinaria de reparacién. BRD2 y BRD4 reconocen las
acetilaciones en la histona H4 que se producen como consecuencia de la aparicion
de roturas de doble cadena (Double Strand Brakes-DSB). Su presencia en los sitios
de rotura es imprescindible para que se produzca la reparacion, ya que se encargan
de reclutar ala proteina 53BP1, (Gursoy-Yuzugullu etal., 2017; Lietal., 2018) lo que
ayuda a estabilizar los complejos de rotura y potencia la ruta de reparacion NHE]
(Non Homologous End Joining). Estos datos concuerdan con el hecho de que en
algunos tumores como el cancer de prdstata se haya visto correlacion entre una alta

expresion de las proteinas BET y una mala prognosis (Li et al.,, 2018), ya que estas
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favorecen la progresion del ciclo a pesar de la presencia de dafios en el ADN. De
manera similar, la funcion de BRD4 en la ruta de reparacion NHE] resulta esencial

durante el proceso de cambio de clase de las inmunoglobulinas (Stanlie et al., 2014).

3. Papel de las proteinas BET en el control del ciclo celular

3.1. El ciclo celular

El ciclo celular se compone de las fases G1 (Gap 1), S (Sintesis), G2 (Gap 2) y M
(Mitosis), cuya progresion viene regulada principalmente por una serie de
complejos cdk-ciclina y sus respectivos inhibidores (Figura 3). Los cdk poseen una
actividad quinasa que solo se activa cuando se unen a las ciclinas correspondientes
(Pavletich, 1999). En la fase G1 la célula comienza a crecer preparandose para la
futura division celular. Para que esta fase avance es necesaria la presencia de los
complejos Cdk4-Ciclina D y Cdk6-Ciclina D, que se encargan de inactivar la proteina
Retinoblastoma. De este modo el factor E2F queda libre para activar la transcripcién
de genes implicados en la progresion de ciclo, como Cdk2 y la Ciclina E o proteinas
de la maquinaria de replicacion del ADN. El complejo Cdk2-Ciclina E actia en el
ultimo tramo de la fase G1, fosforilando también la proteina Retinoblastoma y
liberando atin mas factor E2F para poder pasar a la fase S (Harbour & Dean, 2000).
En la fase S se duplica el ADN y aparece la Ciclina A, que se acompleja con Cdk2 en
esta fase y con Cdk1 en la fase G2, fosforilando en ambos casos a la proteina FoxM1,
y por tanto activdndola. FoxM1 a su vez activa la transcripcion de genes necesarios
para la fase de mitosis (como la Ciclina B) y la segregaciéon cromosémica. Durante la
fase M se forma el complejo Cdk1-Ciclina B, que fosforila igualmente a FoxM1 (Lim

& Kaldis, 2013).

Cada uno de los complejos cdk-ciclina comentados actiia en un momento especifico
del ciclo, y del mismo modo lo hacen sus inhibidores, de los que existen dos familias:
INK4, compuesta por los inhibidores p15, p16, p18 y p19; y Cip/Kip, compuesta por
los inhibidores p21, p27 y p57. La familia INK4 acttia bloqueando la union de las
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ciclinas a cdk4 y cdk6, mientras que la familia Cip /Kip bloquea la formacién de todos

los complejos cdk-ciclina (Sher & Roberts, 1999).
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Figura 3. Regulacion del ciclo celular.

Durante la fase G1 los complejos Cdk4/6-Ciclina D y Cdk2-Ciclina E fosforilan la proteina
Retinoblastoma, liberando el factor de transcripciéon E2F. E2F permite la transcripciéon de genes
importantes para la sintesis de ADN en la fase S. El factor FoxM1 es fosforilado durante la fase S por
el complejo Cdk2-Ciclina A y por el complejo Cdk1-Ciclina A durante la fase G2 para poder activar la
transcripcion de genes necesarios para la fase M. Del mismo modo, durante la fase M FoxM1 es
fosforilado por el complejo Cdk1-Ciclina B para activar la transcripciéon de genes implicados en la
segregacion cromosomica. Los inhibidores INK4 actian solo durante la fase G1, mientras que los

inhibidores Cip/Kip actian a lo largo de todo el ciclo.

La importancia de las proteinas BET en este proceso reside en que, aparte de
promover la transcripcidn en general y con ella el progreso de la fase G1, Brd2 y
Brd4 regulan la transcripcion de los genes de varios factores determinantes para la
progresion del ciclo celular actuando directamente sobre sus promotores. Es el caso
de las ciclinas D1 y A2, (Garcia-Gutiérrez et al., 2012; Mochizuki et al., 2008) o c-Myc
(Delmoreetal, 2011), el cual a suvez reprime al inhibidor p21 (Seoane et al., 2002).

Brd2 también activa mediante su actividad quinasa al factor de transcripcién E2F,
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con el que forma complejos para promover la sintesis de proteinas necesarias para
el paso de fase G1 a fase S, entre las que se encuentran varias ciclinas (Peng et al.,
2007; Denis et al, 2000). La importancia de las proteinas BET es tal que en un
modelo de ratén heterocigético para Brd4 (Brd4*/-) se han observado deficiencias
en los procesos de mitosis que podrian ser la causa de las malformaciones durante

el desarrollo que ocurren en dicho modelo (Houzelstein et al., 2002).

3.2. Implicacion de las proteinas BET en cancer

El control del ciclo celular tiene mayor relevancia en células cuya tasa de
proliferacién es muy alta como las células cancerosas, por lo que la funcién de las

proteinas BET tiene un mayor impacto en estos tipos celulares.

Uno de los canceres en los que la importancia de las proteinas BET es mas patente
son los carcinomas NMC (NUT Midline Carcinoma). Estos carcinomas se
caracterizan por presentar translocaciones del gen NUT (Nuclear Protein in Testis)
con los genes BRD4 o BRD3, dando lugar a proteinas de fusién BRD4-NUT o BRD3-
NUT que bloquean la diferenciacion epitelial favoreciendo la carcinogénesis (French
at al. 2008). Igualmente, se ha visto que la sobreexpresion de BrdZ en lineas
transgénicas de ratén estd asociada al desarrollo de linfomas y leucemia,
incrementando la expresion de la ciclina A (Greenwald et al., 2004 ). Por este motivo,
en los ultimos afios las proteinas BET han sido catalogadas como dianas terapéuticas
contra el cancer y se han ido desarrollando muchas moléculas inhibidoras de interés
terapéutico como la molécula JQ1 o las moléculas I-BET. Estas moléculas mimetizan
a las lisinas acetiladas y se unen a los bromodominios, bloqueando asi la unién de
las proteinas BET a la cromatina. De este modo, ambas moléculas han resultado ser
eficaces en la actividad antitumoral tanto en tumores sdlidos como hematologicos.
Entre otros, se ha demostrado que JQ1 es capaz de parar la proliferacion de las
células de carcinomas NMC y de promover su diferenciacion tanto in vitro como en
modelos de xenoinjertos en ratén (Filippakopoulos et al., 2010). En el caso de las
moléculas I-BET, se ha demostrado su capacidad antiinflamatoria, asi como su
accion antiproliferativa en células leucémicas MLL (Mixed Lineage Leukaemia)

induciendo su apoptosis (Nicodeme et al.,, 2010; Dawson et al., 2010).
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Aparte de las numerosas pruebas preclinicas sobre la acciéon antitumoral de los
inhibidores de las proteinas BET, se han realizado varios ensayos clinicos en
diversos tipos tumorales, siendo principalmente mas eficaces en canceres
hematologicos y en carcinomas NUT. Aunque su capacidad terapéutica es
prometedora, el porcentaje de eficacia ain es demasiado bajo comparado con los
numerosos problemas encontrados de resistencia al tratamiento y de aparicion de

reacciones adversas (Stathis et al., 2018).

4. Proteinas BET en el mantenimiento de la pluripotencia

4.1. Mantenimiento de la pluripotencia

Otro tipo celular caracterizado por su alta tasa proliferativa son las células troncales,
las cuales aparte de poseer la capacidad de autorrenovacion se caracterizan por su
estado pluripotente, pudiendo dar lugar a distintos tipos celulares mediante
procesos de diferenciacion. Las células troncales pueden clasificarse en células
troncales embrionarias (ESCs) y células troncales de tejido. Las primeras derivan de
la masa celular interna del blastocisto (Thomson et al., 1998) y son capaces de
generar todas las lineas celulares del organismo, mientras que las segundas solo
pueden generar los tipos celulares del tejido del que forman parte, participando as{

en la renovacién de estos (Montagnani et al.,, 2016).

Tanto el mantenimiento de la capacidad de autorrenovacién como de la
pluripotencia de las ESCs dependen principalmente de los factores de transcripciéon
Oct4, Nanog y Sox2, considerados como el ntcleo regulador de la pluripotencia.
Estos se localizan tanto en las regiones reguladoras de otros genes implicados en el
mantenimiento de la pluripotencia (activando su transcripciéon) como en genes
implicados en la diferenciacion hacia las tres lineas germinales (reprimiéndolos). Al
mismo tiempo, estos factores se caracterizan por controlar su expresién
mutuamente (Young, 2011). Para que estos factores mantengan a las ESCs en estado
indiferenciado deben expresarse a unos niveles concretos, ya que un aumento o una

disminucién en estos valores puede provocar el efecto contrario, llevando a las ESCs
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a diferenciarse hacia las distintas lineas germinales (Niwa et al.,, 2000). Este efecto
es debido a que los genes de diferenciacion sobre los que se localizan Oct4, Nanog y
Sox2 son genes bivalentes, cuyos promotores presentan modificaciones de histonas
activadoras y represoras y suelen estar ocupados por la ARN polimerasa Il en pausa.
De este modo, pequefios cambios en los niveles de Oct4, Nanog y Sox2 son
suficientes para activar a la maquinaria de transcripcion alli presente y asi

promover una activacion rapida de estos genes.

Junto a los factores Oct4, Nanog y Sox2 actian, entre otros, una serie de factores de
transcripcion y cofactores que potencian el mantenimiento de la pluripotencia al
actuar sobre las mismas regiones reguladoras en las que estos se localizan. Entre
estos factores de transcripcion encontramos a Smad1, Stat3, SMAD2/3, Tcf3, c-Myc
y PRDM14 (Yeo & Ng, 2013). Smad1 y Stat3 son factores de transcripcion activados
mediante las rutas de sefializacién inducidas por BMP4 y LIF respectivamente (Ying
et al., 2003), conectando el nucleo regulador de la pluripotencia con las sefiales del
entorno celular. SMAD2/3 lleva a cabo una funcién andloga en células humanas, en
este caso respondiendo a la ruta de sefializacién Activin/Nodal (Brown et al,, 2011).
Del mismo modo, Tcf3 actiia junto a Oct4, Nanog y Sox2 en respuesta a la activaciéon
de la ruta de sefalizacion Wnt, pasando de formar un complejo represor de la
pluripotencia junto a la proteina Groucho a formar un complejo activador junto a la
B-catenina (Cole et al., 2008). En el caso de c-Myc, su accién consiste en reclutar al
factor pTEFb (Rahl et al.,, 2010), favoreciendo la elongacién de la transcripcion de
los genes activados por Oct4, Nanog y Sox2. En cuanto a la funcién de PRDM14 junto
al nucleo regulador de la pluripotencia, se ha visto que resulta esencial solo en ESCs
humanas, donde acttia regulando directamente al gen POU5F1, que codifica para

OCT4 (Chia et al., 2010).

Como cofactores, resultan muy relevantes los complejos Mediator y Cohesina.
Mediator es un complejo que interacciona con muchos factores de transcripcion,
entre ellos Oct4, Nanog y Sox2, facilitando la formacion de un bucle promotor-
“enhancer” en los genes activados por estos. El complejo Cohesina, aparte de ser

esencial para el mantenimiento de la estructura de los cromosomas, también
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participa en la regulacion de la expresion génica, frecuentemente en asociacion con

el complejo Mediator (Kagey et al., 2010).

4.2. Funciéon de las proteinas BET en el mantenimiento de la

pluripotencia

Las proteinas BET también juegan un papel importante en el mantenimiento de la
pluripotencia en ESCs, existiendo muchos trabajos que relacionan a las proteinas
BET con el mantenimiento de la expresion de los genes del nucleo regulador de la
pluripotencia. Se ha observado que Brd4 se encuentra en las regiones reguladoras
de los genes Pou5f1, Nanog, Sox2 y c-Myc junto a Oct4. En el caso de Nanog, Oct4 es
directamente responsable de la presencia de Brd4 en su promotor (Wu et al.,
2015a), quien a su vez se encarga de reclutar al cofactor transcripcional Brgl
(subunidad catalitica del complejo remodelador de la cromatina SWI/SNF) en ESCs
de ratén y humanas (Liu et al., 2014). También se ha observado la localizacién de
BRD4 en los llamados “super-enhacer” de POU5F1 y PRDM14 (Di Micco et al., 2014),
favoreciendo la elongacién de la transcripcién de estos genes al reclutar
directamente al complejo Mediator y ala subunidad CDK9 del factor P-TEFb. En este
sentido, las proteinas BET actian también sobre Hexim, un inhibidor del factor
pTEFb que aumenta su expresidon en presencia de la droga JQ1, indicando que las

proteinas BET son indispensables para su represién (Wu et al., 2015a).

5. Proteinas BET en desarrollo y diferenciacion

En el desarrollo embrionario el mantenimiento de la pluripotencia y la
diferenciacién son procesos interrelacionados, de manera que fallos en el
mantenimiento de la pluripotencia pueden causar una diferenciacion aberrante. Las
proteinas BET, que controlan el mantenimiento de la pluripotencia, actiian por tanto
indirectamente sobre el desarrollo. De hecho, la pérdida de funcion de Brd2 y Brd4
en modelos de ratén causa tales desajustes en el desarrollo que los embriones

mueren in utero (Houzelstein et al., 2002; Shang et al. 2009). Sin embargo, la
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importancia de las proteinas BET en el desarrollo no se debe solo a este control
indirecto, sino que también proviene del control directo que ejercen sobre las

regiones reguladoras de genes relevantes para distintos tipos de diferenciacidn.

Proteinas BET en diferenciacién a meso-endodermo

Las proteinas BET participan en el control de la ruta de sefializaciéon Activin/Nodal
al situarse tanto Brd2 como Brd4 en las regiones reguladoras de Nodal (Fernandez-
Alonso etal, 2017). Aunque en condiciones de proliferacion la presencia de Brd4 en
las regiones reguladoras de Nodal es mayoritaria respecto a la de Brd2, durante el
proceso de diferenciacion se invierte la situacién. Esto se debe a que en
diferenciacion disminuyen los niveles de Brd4, por lo que Brd2 ocupa los sitios que
han quedado libres. De este modo, Brd4 seria responsable del mantenimiento de la
pluripotencia y Brd2 de asegurar la correcta diferenciacién hacia el meso-
endodermo, mostrando cémo, a pesar de localizarse en el mismo promotor, el
distinto repertorio de cofactores con los que interacciona cada miembro hace que
lleven a cabo funciones distintas. Este papel de Brd2 en diferenciacién coincide con
el reclutamiento de este por H2AZ.1 a los promotores de genes bivalentes para
poder iniciar la transcripcién de genes necesarios para el desarrollo (Surface et al.,

2016).

Proteinas BET en hematopovesis

BRD2 y BRD4 participan activamente en la regulacion de la diferenciaciéon hacia
distintas lineas celulares durante la hematopoyesis. En un primer trabajo se observé
que todas las proteinas BET son reclutadas junto al factor de transcripcion GATA1
acetilado (Stonestrom et al, 2015), quien controla gran parte del proceso de
maduracion eritroide. Sorprendentemente, a pesar de que BRD3 es el miembro de
la familia de proteinas BET mas presente junto a GATA1, su presencia no es
imprescindible para la activacion transcripcional de eritropoyesis como BRD2 y
BRD4. I[gualmente, tanto Brd2 como Brd4 potencian la diferenciacion de las células
Th17 (linfocitos T-helper) actuando sobre los promotores de genes implicados en
este proceso. En este caso Brd2 se encarga de reclutar hacia la cromatina acetilada
al factor de transcripcion Stat3 acetilado y de facilitar la interacciéon promotor-

“enhancer” junto con CTCF y el complejo Cohesina, mientras que Brd4 se encarga de

27



INTRODUCCION

reclutar al factor p-TEFb para que la ARN polimerasa Il transcriba estos genes

(Cheung et al., 2017).

Proteinas BET en el desarrollo del aparato locomotor

Las proteinas BET también participan en el desarrollo del aparato locomotor,
participando en procesos de diferenciacion como la condrogénesis (Niu et al., 2016)
o la miogénesis (Roberts et al., 2017). En este dltimo caso Brd3 y Brd4 se localizan
sobre el promotor del gen Myog llevando a cabo papeles opuestos, actuando Brd4
como activador de la miogénesis y Brd3 como represor. También se han observado
malformaciones craneales en modelos de ratén con pérdida de funciéon

heterocigotica para Brd4 (Houzelstein et al., 2002).

Proteinas BET en la espermatogénesis

Por otro lado, BRDT, cuya mayor expresién se encuentra en los testiculos, es vital
para el correcto desarrollo del proceso de espermatogénesis, controlando la
expresion génica, la organizaciéon de la cromatina y el proceso de meiosis en

espermatocitos (Gaucher et al., 2012; Manterola et al., 2018).

5.1. Proteinas BET en el desarrollo del sistema nervioso

Uno de los procesos mas estudiados en el contexto de las proteinas BET es el
desarrollo del sistema nervioso. Esto se debe a que uno de los fenotipos mas
evidentes en modelos de raton con pérdida de funcion de Brd2 (Gyuris et al., 2009;
Shang et al., 2009) son los problemas en este proceso. Estos fenotipos consisten,
entre otros, en deficiencias en el cierre del tubo neural y en reducciéon del nimero
de células GABAérgicas (Velisek et al., 2011). Igualmente, se ha observado que la
pérdida de funcién de Brd2a en un modelo de pez cebra provoca errores en la
segmentacion del sistema nervioso central (Murphy et al,, 2017). Ademas, se ha
observado que la expresion de Brd2 es muy elevada en el sistema nervioso central
tanto de ratén como de pez cebra (Crowley et al.,, 2004; DiBenedetto et al., 2008), lo
que sugiere que este miembro de la familia debe tener un papel relevante en su

desarrollo.
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Algunos trabajos han ido indagando sobre los mecanismos por los cuales las
proteinas BET regulan el desarrollo del sistema nervioso. Se ha mostrado que Brd2
es esencial en la salida del ciclo celular y la diferenciacién neuronal en células
neuroepiteliales, donde mediante su interaccion con el factor de transcripcion E2F1,
frenaria la accidn de este favoreciendo el camino hacia la diferenciaciéon (Tsume et
al, 2012). Igualmente, se ha visto que en embriones de pollo Brd2 favorece la
migracion de la cresta neural al mismo tiempo que ejerce un papel represor sobre
la diferenciaciéon neuronal. Estos dos efectos se suavizan gracias a la accién
antagonista de la proteina Pleiotrofina con la que interacciona, llegando a un
equilibrio que hace que la diferenciacidn ocurra correctamente (Garcia-Gutiérrez et
al, 2014). Por lo tanto, generalmente Brd2 participa controlando la neurogénesis
mediante la interaccion con otras proteinas de efecto antagonistico, de modo que en

su ausencia se desregula el proceso de diferenciacién neuronal.

Sin embargo, Brd2 no es el iinico miembro de la familia BET con funciones en el
sistema nervioso. Brd4 regula la transcripciéon en neuronas de genes implicados en
la sinapsis, potenciando los procesos de aprendizaje y memoria en ratones (Korb et
al, 2015) y Fs(1)h, ortélogo de las proteinas BET en Drosophila melanogaster regula
la ramificacion de las dendritas de las neuronas (Bagley et al.,, 2014). Ademas, otro
trabajo ha mostrado que todos los miembros de la familia BET actian reprimiendo
la neurogénesis y activando la gliogénesis en progenitores neuronales (Li et al.,

2016), aunque el mecanismo de acciéon no queda claro en este caso.

6. Nuevas interacciones de las proteinas BET durante el desarrollo

El mantenimiento de la pluripotencia y el control de la diferenciaciéon son dos
procesos interrelacionados y que resultan clave para el desarrollo embrionario.
Teniendo en cuenta el papel tan importante que las proteinas BET tienen en ambos
procesos y visto que en su ausencia los embriones no son viables, conocer con qué

proteinas interaccionan es necesario para entender mejor su mecanismo de accidn.
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Con el fin de conocer nuevas interacciones de las proteinas BET en el desarrollo
embrionario, en nuestro laboratorio se realizé un escrutinio por doble hibrido
usando como cebo una construcciéon de Brd2 y como presa una libreria de ADNc
proveniente de un embrion de ratén de 11 semanas (Garcia-Gutiérrez et al., 2012).
En este escrutinio se identificaron las proteinas Lyar y Nipbl como nuevas proteinas

que interaccionan con las proteinas BET.

6.1. Lyar (Ly-1 antibody reactive clone)

Lyar es una proteina nucleolar identificada por primera vez en linfocitos T de ratén
(Suetal., 1993) cuya estructura consiste en un dominio de dedos de cinc (ZF) y tres
secuencias de localizacién nuclear (NLS). En este primer estudio se observé que su
expresion es muy abundante en los testiculos, concretamente en espermatocitos
inmaduros, y en fases embrionarias tempranas. Ademads, su sobreexpresion en
fibroblastos aumenta su capacidad tumorigénica, lo que sugiere que debe tener un
papel en la regulacion del ciclo celular. A pesar de su alta expresién en
espermatocitos, experimentos de pérdida de funcién llevados a cabo en ratones han
demostrado que en ausencia de Lyar la espermatogénesis no se ve afectada, siendo

estos ratones totalmente fértiles (Lee et al., 2013).

Gracias a varios estudios en ESCs tanto humanas como de raton se ha revelado que
Lyar se expresa a altos niveles en condiciones indiferenciadas y que su expresion
disminuye considerablemente tras la induccién de diferenciacién en cuerpos
embrioides (Cai et al., 2006). Ademas, en ausencia de diferenciacion el papel de Lyar
resulta esencial para el mantenimiento de la identidad celular de las ESCs,
manteniendo su capacidad de auto-renovacién y su capacidad para diferenciarse (Li
et al.,, 2009). Este papel en el mantenimiento de la pluripotencia proviene en parte
de su interaccion con la proteina Nucleolina. Esta es una proteina de unién al ARN
implicada en la regulacion de la biogénesis de ribosomas, esencial para el
crecimiento de las ESCs. La interaccion con Lyar bloquea la capacidad de auto-
procesamiento de Nucleolina, favoreciendo asi su funcién en la proliferacién celular
(Lietal., 2009). Al igual que Nucleolina, Lyar participa en el procesamiento del ARN

pre-ribosémico que tiene lugar en el nucleolo (Miyazawa et al., 2014), pero también
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se localiza asociado a los ribosomas del citosol (concretamente formando parte del
complejo 60S) favoreciendo asi la traduccién (Yonezawa et al., 2014). Por otro lado,
Lyar también participa en el control de la expresion génica a nivel transcripcional.
Su dominio de dedos de cinc no solo le permite unirse al ARN ribosémico sino
también al ADN, ejerciendo en estos casos como factor de transcripcion con afinidad
por la secuencia consenso GGTTAT (Ju et al, 2014). En este sentido se ha
demostrado su accion represora sobre los genes de la globina fetal humana (HBG1 y
HBGZ) durante la eritropoyesis, llevada a cabo gracias a su interaccién con la
metiltransferasa de histonas PRMT5 (Ju et al., 2014). La interaccién con PRMT5
permite que Lyar también actie como represor de genes relacionados con el estrés
oxidativo en células de neuroblastoma, favoreciendo asi la supervivencia a la
apoptosis que suele causar la sobreexpresién de N-Myc en estas células (Sun et al.,
2017). Por el contrario, en células de cancer colorectal, Lyar actia como activador
del gen LGALS1, implicado en la capacidad de migracion e invasion de estas células

(Wuetal, 2015c).

En general los mayores niveles de Lyar aparecen en tipos celulares con alta tasa de
proliferacién, siendo esta expresion notable en distintas lineas tumorales en cuyos
tejidos de origen la expresion es baja (Yonezawa et al., 2014). Por lo tanto, Lyar actia
a distintos niveles favoreciendo el crecimiento y la proliferacién celular asi como su

capacidad de supervivencia e invasividad.

6.2. Nipbl

Nipbl (Nipped B-like) es una proteina que junto a Mau2 forma parte del complejo
necesario para cargar la Cohesina a la cromatina. El complejo Cohesina es el
encargado de la segregacion cromosOmica durante la division celular y esta
compuesto por las subunidades principales Smc1, Smc3, Rad21 y Stagl/2. Smcl y
Smc3 forman un anillo que es estabilizado por Rad21, quien a su vez recluta a
Stagl/2 y otras proteinas auxiliares (Tabla 1). Estas proteinas auxiliares se asocian
a la Cohesina durante distintas fases del ciclo celular, regulando asi su funcién y

asegurando la correcta progresion del ciclo (Figura 4).
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PROTEINA FUNCION
Smcl Estructura de la Cohesina
Smc3 Estructura de la Cohesina
Rad21 Estructura de la Cohesina
Stagl/Stag?2 Estructura de la Cohesina
Nipbl Carga de la Cohesina
Mau?2 Carga de la Cohesina
Wapl Descarga de la Cohesina
Pds5a/Pds5b Descarga de la Cohesina
Escol/Esco2 Activacion de la Cohesina (Acetiltransferasa)
Separasa Disociacion de la Cohesina
Hdac8 Reciclaje de la Cohesina (Deacetilasa)

Tabla 1. Funciones de las proteinas principales y auxiliares del complejo Cohesina.

Nipbl: regulador transcripcional

Tanto Nipbl como otros miembros del complejo Cohesina han sido relacionados con
funciones mas allad de la segregaciéon cromosémica, siendo en muchos casos
esenciales para la regulacién transcripcional (Dorsett, 2009) y la reparacién del
ADN (Strom et al., 2004). El primer papel en transcripcion fue descrito en Drosophila
melanogaster, donde se observé que un mutante en Nipped-B (ortélogo de Nipbl) es
incapaz de activar eficientemente la transcripcion de genes homeobox (Rollins et al.,
1999). También se ha descrito el papel de Nipbl junto a los complejos Cohesina y
Mediator en el control de la expresidn de los genes Pou5f1 y Nanog en ESCs de raton,

al situarse en sus regiones promotoras y “enhancer” (Kagey et al., 2010).

En la mayoria de los sitios del genoma el complejo Cohesina se localiza junto al
“insulator” CTCF, colaborando en el aislamiento de los m6dulos transcripcionales en
los que interaccionan promotores y regiones “enhancer”, regulando asi la
transcripcion (Wendt et al., 2008). En el caso de Nipbl, no se ha demostrado su
colocalizacidon con CTCF, por lo que las funciones llevadas a cabo entre Cohesina y
CTCF son independientes de Nipbl. Igualmente, Nipbl lleva a cabo la transcripcion
de muchos genes junto al complejo Cohesina, aunque también es capaz de actuar de
manera independiente de este complejo (Zuin etal., 2014; van den Berg et al., 2017).

Esta dependencia e independencia del complejo Cohesina varia segun el contexto
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celular, probablemente debido a las distintas duraciones del ciclo celular y distintas

dinamicas del complejo Cohesina existentes entre tipos celulares.

Reciclaje Ensamblaje
Hdac8
———
Smcl Smc3

Disociacién T, @
Separasa , \ / / |‘ Stag1/2
I
Carga I, | Descarga
Nipbl I | Pds5a/b
Mau2 ‘ I Wapl
\ O
g -
Activacion
Escol/2

Figura 4. Ciclo del complejo Cohesina

Durante la fase G1 se produce el ensamblaje de Smc1, Smc3, Rad21 y Stagl/2 para dar lugar al
complejo Cohesina. Posteriormente Nipbl y MauZ2 cargan este complejo al ADN, pero su localizacién
no es suficientemente estable y puede invertirse el proceso debido a la accién de las proteinas
Pds5a/b y Wapl. Durante la fase S el complejo es activado mediante la acetilacién de Smc3 por parte
de la acetiltransferasa Escol/2. Ya durante la fase M, para que se produzca la segregacion
cromosoOmica, la accion de la Separasa disocia al complejo del ADN, permitiendo la separacion de las
cromatidas hermanas. De este modo, el complejo Cohesina queda libre para que HDACS8 elimine la

acetilacion de Smc3 de nuevo en G1 y se pueda reutilizar en el siguiente ciclo celular.

Sindrome de Cornelia de Lange. Cohesinopatia licada a NIPBL

La proteina Nipbl es también muy conocida porque las mutaciones en el gen NIPBL
en humanos son causantes del 60% de los casos del Sindrome Cornelia de Lange
(CdLS). El resto de los casos se debe a mutaciones en los genes SMC1, SMC3, RAD21
y HDAC8 (Deardorff et al., 1993), por lo que este sindrome es catalogado como una

cohesinopatia.

33



INTRODUCCION

Las cohesinopatias son desordenes del desarrollo que se manifiestan generalmente
mediante retraso mental, deformaciones craneofaciales y en el aparato locomotor y
deficiencias en varios drganos como el corazon y la regién gastro-intestinal. El
Sindrome de Cornelia de Lange se debe a mutaciones dominantes (autosémicas o
ligadas al cromosoma X) en los genes SMC1, SMC3, RAD21, NIPBL y HDACS,
produciéndose normalmente de novo. Existen casos en los que pacientes con
fenotipos similares a los de CdLS (denominados CdLS-like) no presentan
mutaciones en ninguno de estos genes, pero si en otros no relacionados con el
complejo Cohesina como ANKRD11 (Ansari et al.,, 2014), AFF4 (Izumi et al.,, 2015) y
KNMTZ2 (Parenti et al. 2017). Recientemente, durante el desarrollo de esta tesis, se
han descrito también varios casos CdLS-like con mutaciones en BRD4 (Olley et al.,

2018), relacionando por primera vez a BRD4 y NIPBL.

Contrariamente a lo que cabria esperar, a pesar de que la carga de la Cohesina se ve
afectada en ratones con pérdida de funciéon de Nipbl (Remeseiro et al., 2013), solo la
funcién transcripcional que este complejo lleva a cabo resulta alterada,
permaneciendo su funcion en la segregacion cromosémica intacta (Newkirk et al.,
2017). Este hecho también se ha observado en pacientes de CdLS (Castronovo et al.,
2009), donde un cimulo de cambios leves en la expresiéon de multiples genes
provocarian los fenotipos de la enfermedad. En general, tanto en células de
pacientes de CdLS como en los modelos de ratén, los genes cuya expresion se ve
principalmente afectada estdn relacionados con el desarrollo embrionario

(Kawauchi et al,, 2013; Mills et al., 2018).

En pez cebra se ha observado c6mo la disminucién en los niveles de Nipbl altera el
proceso de gastrulacion, afectando a la expresién de genes implicados en la
diferenciacion hacia el endodermo (foxa2) y en la determinacion del eje izquierda-
derecha (lefty2), dando lugar a malformaciones del corazon y del sistema intestinal
en los adultos (Muto et al,, 2011). [gualmente, estos presentan defectos en el sistema
nervioso central y en las extremidades. Los defectos en el sistema nervioso central
son causados por una disminucion de la ruta de sefializacion Wnt implicada en su
desarrollo (Pistocchi et al,, 2013), alteracion observada tanto en otros modelos

animales como en células de pacientes con CdLS (Avagliano et al., 2017). En cuanto
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a las malformaciones de las extremidades, caracteristica tipica de CdLS y observada
también en un modelo de raton, son causadas por la disminucién de los niveles de
expresion de shha y de los genes fgf (Muto et al., 2014), controlados por Nipbl en

sinergia junto al complejo Mediator.

Por ultimo, Nipbl también lleva a cabo una funcién sinérgica con el factor de
transcripcion Zfp609 en el desarrollo cerebral del raton, controlando la expresion
de genes implicados en la migracion de las neuronas corticales (van den Berg et al.,
2017). Ambas proteinas se localizan en los promotores de genes activos junto al
complejo Integrator, con el cual interaccionan, que a su vez controla la salida del

estado de pausa de la ARN polimerasa Il (Gardini et al., 2014).

35



INTRODUCCION

36



OBJETIVOS






OBJETIVOS

Hasta el momento se ha descrito la relevancia de las proteinas BET en los procesos
de mantenimiento de la pluripotencia y de diferenciaciéon neuronal; sin embargo, su
funcion viene en muchos casos definida por las interacciones que llevan a cabo en
cada contexto celular y genémico. Los nuevos interactores de las proteinas BET
identificados, Lyar y Nipbl, participan en la transcripcién afectando tanto al
mantenimiento de la pluripotencia como a la diferenciacién neuronal. Por lo tanto,
nos preguntamos qué importancia tendria la interacciéon con estas dos proteinas
para que las proteinas BET puedan realizar su funcién. Adicionalmente, también
quisimos analizar si existia un papel diferencial entre Brd2 y Brd4 en el control de
los cambios de expresion que se producen tras la induccién de la diferenciaciéon

neuronal con acido retinoico.

Por ello, los objetivos de esta tesis fueron:

1. Estudiar el papel de la interaccién de las proteinas BET con la proteina Lyar.

2. Estudiar la interaccién de las proteinas BET con la proteina Nipbl y su

implicacion en el Sindrome Cornelia de Lange.
3. Estudiar la dindmica de las proteinas Brd2 y Brd4 en los promotores de los

genes que se inducen y se reprimen durante el proceso de diferenciacién

neuronal.
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BLOQUE I: Estudio del papel de la interaccion de las

proteinas BET con la proteina Lyar

1. Caracterizacion de la interaccion entre las proteinas BET y Lyar

Antes de comenzar a estudiar el aspecto funcional de la interaccién, consideramos
importante realizar una caracterizacién mas profunda sobre la naturaleza de esta.
Un mejor conocimiento sobre los dominios de interaccion y sobre el contexto en el
que esta se realiza fue necesario para un mejor disefio del posterior andlisis

funcional.

1.1. Lyar interacciona exclusivamente con Brd2

Puesto que el escrutinio de doble hibrido en el que se identificé a Lyar se realiz6 con
un cebo correspondiente a Brd2, quisimos comprobar si el resto de los miembros de
la familia BET también interaccionaba con Lyar. Para ello realizamos un ensayo de
doble hibrido con las construcciones usadas en el escrutinio (LexA-Brd2 y GAD-
Lyar) ademas de las construcciones cebo LexA-Brd3 y LexA-Brd4. En cada caso se
co-transformaron las levaduras con una construccién cebo y la construccién GAD-
Lyar, tras lo cual se realizaron diluciones seriadas que se pusieron en cultivo en
medio no selectivo y medio selectivo (Figura 5A). De este modo, observamos que
las levaduras solo crecian en medio selectivo cuando estaban en presencia de Brd2,

por lo que la interaccion tenia lugar exclusivamente entre Brd2 y Lyar.

1.2. El motivo B es el dominio responsable de la interaccion con Lyar

Para la determinacion del dominio de Brd2 implicado en la interaccion con Lyar
realizamos también un ensayo de doble hibrido. Para ello se crearon las
construcciones cebo LexA-mB y LexA-ET, correspondientes a las dos mitades de la
construccion LexA-Brd2 usada en el escrutinio (Figura 5B), y se co-transformaron

junto a la construccion presa GAD-Lyar. Las levaduras resultantes fueron cultivadas
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en condiciones selectivas y no selectivas, pero solo aquellas co-transformadas con
LexA-mB fueron capaces de crecer en medio selectivo (Figura 5C), sefialando a la

region del motivo B como la responsable de la interaccién con Lyar.

A cebo presa NO SELECTIVO SELECTIVO
LexA-Brd2 GAD-Lyar m m
LexA-Bra3  GAD-Lyar O I
Lexa-Brda  GAD-Lyar [CICIEN IENEEEEE
LexA-Brd2 GAD 000
texa-Bras cAD  [COOKH
texa-Bras  cAD KON I
texa  caD-Lyar ICKCRCCY I

B

BD1 BD2 B ET
Brd2 Sh
z'as 17:'5 :;58 w's 509 557 637 798
- """ Brd2
Construcciones pLexA - mB
C——1 ET
G
cebo presa NO SELECTIVO SELECTIVO

LexA-mB  GAD-Lyar [ XA
LexA-ET  GAD-Lyar | o &SN
LexA-mB  GAD | & .
LexA-ET  GAD | » IS
LexA cap-yar IO I

Figura 5. Brd2 interacciona exclusivamente con Lyar mediante el motivo B.

A) Crecimiento en medio selectivo y no selectivo de levaduras portadoras de las construcciones cebo
(LexA) y presa (GAD) indicadas. El crecimiento en medio selectivo es indicativo de interaccion entre
los correspondientes cebo y presa. B) Esquema de las construcciones cebo utilizadas para el mapeo
del dominio de interaccion y su correspondencia con la estructura de Brd2. BD1 (bromodomain 1),
BD2 (bromodomain 2), ac (regién acidica), mB (motivo B), ET (dominio extra-terminal). Los nimeros
indican las posiciones de los aminoacidos. C) Crecimiento en medio selectivo y no selectivo de

levaduras portadoras de las construcciones cebo (LexA) y presa (GAD) indicadas.
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1.3. Laregion acidica de Brd2 no participa en la interaccién con Lyar

A pesar de que la interaccién de Brd2 con Lyar se lleva a cabo mediante la region del
motivo B, altamente conservada entre los distintos miembros de la familia BET, esta
resulto ser exclusiva del miembro Brd2. Por ello, pensamos que esta exclusividad
podria deberse a un dominio presente solo en la estructura de Brd2. Se trata de una
region acidica (ac) rica en glutdmico y aspartico, localizada en posicion N-terminal
respecto al motivo B y que esta presente en la construccion utilizada en el analisis
por doble hibrido (Figura 5B). Para comprobar nuestra hipdtesis realizamos
transfecciones en células HEK293T con las construcciones etiquetadas con el
epitopo Flag correspondientes a Brd2, Brd2Aac, Brd2AmB y Brd4 (las dos ultimas
usadas como control negativo de la interaccién). Estas fueron a su vez
cotransfectadas junto con una construccion de Lyar etiquetada con el epitopo HA.
En las distintas muestras inmunoprecipitamos con un anticuerpo anti-Flag y
analizamos la coprecipitaciéon de Lyar revelando con un anticuerpo anti-HA. De este
modo observamos que Brd2 no interaccionaba con Lyar mediante su region acidica
y se confirma tanto que la interaccién es exclusiva con el miembro Brd2 como que

el motivo B es esencial para que esta ocurra (Figura 6A).

1.4. Laregion C-terminal de Lyar es la responsable de la interaccion con

Brd2

Una vez identificada la region de Brd2 implicada en la interacciéon, procedimos a la
identificacién del dominio estructural de la proteina Lyar responsable de la
interaccion. Los principales dominios presentes en la estructura de Lyar consisten
en un dominio de dedos de cinc (ZF) en posiciéon N-terminal, encargado de la unién
al ADN, y una serie de secuencias NLS y un putativo dominio “coiled-coil” en la zona
central de la proteina. Por lo tanto, disefiamos las construcciones correspondientes
a las regiones N-terminal (Lyar-AC) y C-terminal (Lyar-AZF), etiquetadas con el
epitopo HA y conservando en ambos casos los dominios NLS y “coiled-coil” (Figura
6B). Con estas construcciones y la correspondiente a la proteina completa (Lyar-
wt), transfectamos células P19 y realizamos experimentos de inmunoprecipitacion

usando el anticuerpo anti-Brd2l en los distintos extractos proteicos. La
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coprecipitacion de las distintas versiones de Lyar la observamos revelando con el
anticuerpo anti-HA, que mostré que Brd2 no interaccionaba con la construccion
Lyar-AC, determinando asi que para que se produzca la interaccién con Brd2 la

region C-terminal de Lyar es imprescindible (Figura 6C).
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Figura 6. Caracterizacion de la interaccién entre Brd2 y Lyar.

A) Extractos de células HEK293T transfectadas con la construcciéon HA-Lyar y las correspondientes
construcciones etiquetadas con el epitopo Flag fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti-
Flag. Las proteinas coprecipitadas se revelaron mediante un anticuerpo anti-HA. La flechas blanca y
negra indican las bandas correspondientes a la IgG y a Lyar respectivamente. B) Esquema de las
construcciones HA-Lyar utilizadas para la identificacién de su dominio de interaccién. C) Extractos
de células P19 transfectadas con las correspondientes construcciones etiquetadas con el epitopo HA
fueron inmunoprecipitadas con un anticuerpo anti-Brd2. Las proteinas coprecipitadas se revelaron
mediante un anticuerpo anti-HA. D) Extractos de células P19 tratadas con AR los dias indicados se
inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-Brd2. La proteina Lyar enddgena se revel6 usando un
anticuerpo anti-Lyar. A/C/D) En todos los casos los inputs corresponden a un 10 % de los extractos

inmunoprecipitados.
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1.5. La interaccion Brd2-Lyar es mas estable en condiciones de

proliferacion

Por ultimo, utilizamos la linea celular P19, procedente de teratocrcinoma de ratén y
que conserva caracteristicas de célula troncal como la pluripotencia (McBurney et
al, 1982). Aprovechando la capacidad de las células P19 para diferenciarse hacia
neuronas en presencia de acido retinoico (AR), quisimos analizar si la interaccion
entre Brd2 y Lyar tenia lugar entre las proteinas endogenas y si esta se conservaba
en células diferenciadas. Previamente se habia descrito que Lyar es imprescindible
para que las células troncales embrionarias mantengan su capacidad de auto-
renovacion y lleven a cabo una correcta diferenciacion hacia las distintas lineas
embrionarias (Li et al.,, 2009). De este modo, queriamos comprobar si la interaccion
de Lyar con Brd2 podria estar implicada en este proceso. Para ello realizamos un
experimento de inmunoprecipitaciéon usando el anticuerpo anti-Brd2I en extractos
de células P19 en estado pluripotente y diferenciadas a neuronas (O dias y 7 dias de
diferenciacion respectivamente). Al revelar con el anticuerpo anti-Lyar observamos
que la interaccion también tenia lugar entre las proteinas endogenas y que a pesar
de que ambas proteinas se expresaban al mismo nivel durante el proceso de
diferenciacion, la interaccion entre ambas se veia debilitada al cabo de 7 dias
(Figura 6D). Esto sugiere que el papel que ambas proteinas desempefian juntas

ocurre entre el estado proliferativo y el de una diferenciaciéon temprana.

2. Papel de la interaccion Brd2-Lyar en la estabilidad de la union

de Brd2 a la cromatina

Para profundizar en el estudio de la funcién de la interaccién entre estas dos
proteinas decidimos disminuir los niveles de cada una de ellas y observar los efectos
que esto conllevaba. Una de las estrategias para ello es el uso de moléculas de
interferencia, que afectan a los procesos de transcripcién o traduccion provocando
bajadas en los niveles finales de las proteinas. En nuestro caso, procedimos de esta
manera y en el momento de validar el funcionamiento de este tipo de moléculas

observamos que en extractos de células P19 transfectadas con una molécula shRNA
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contra Lyar (shLyar) se producia un aumento significativo de los niveles de Brd2
(Figura 7A). Las proteinas BET se caracterizan por estar fuertemente ancladas a la
cromatina, de manera que a la hora de obtener extractos proteicos de estas suelen
ser necesarios métodos que ademas relajen la cromatina (como el uso de una alta
concentracion de sal o de nucleasas). Sin embargo, en los extractos utilizados en
estas validaciones no se usaron dichas técnicas, por lo que el aumento de los niveles
proteicos de Brd2 en esta condiciéon podria deberse tanto a un aumento de su

expresién como a un aumento de su solubilidad.

2.1. Lyar recluta a Brd2 a los promotores de genes de pluripotencia

Como paso siguiente, por lo tanto, decidimos comprobar si la ausencia de Lyar
provocaba un aumento en la solubilidad de Brd2. Para ello tratamos células P19
paralelamente con la molécula shLyar y la droga JQ1 como control positivo, ya que
esta tiene la capacidad de desanclar a las proteinas BET de la cromatina al mimetizar
a las lisinas acetiladas por las que tienen afinidad. De este modo, la droga ]JQ1
consigue que la presencia de las proteinas BET se localice principalmente en las
fracciones solubles de los extractos, contrariamente a lo que ocurre en condiciones
control. Tras analizar los extractos solubles y cromatinicos de las células tratadas
con shlLyar, determinamos que comparado con las muestras control, en estas
condiciones la presencia de Brd2 es mayoritaria en la fraccién soluble, aunque su
capacidad de despegar a Brd2 de la cromatina no es tan potente como la de la droga

JQ1 (Figura 7B).

Para corroborar la capacidad de la molécula shLyar de disociar a Brd2 de la
cromatina decidimos realizar experimentos de inmunoprecipitacién de cromatina
(ChIP) con el anticuerpo anti-Brd2N en condiciones de disminucion de Lyar y en
condiciones control. Como controles experimentales utilizamos también los
anticuerpos anti-Lyar (control interno de la bajada de niveles de Lyar) y anti-Brd4
(control de la especificidad de accion). Decidimos analizar el reclutamiento a las
regiones promotoras de los genes de pluripotencia Pou5f1, Nanog, Prdm14 y Sox2,
ya que tanto Lyar como las proteinas BET habian sido descritas como relevantes

para el mantenimiento de la pluripotencia (Li et al., 2009; Di Micco et al., 2014) y al
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promotor del gen de la globina fetal Hbb-y (y-globina) controlado por Lyar (Ju et al.,
2014). Analizamos igualmente las regiones promotoras de los genes Actb y Elk3, en
las que esta presente Brd2 sin Lyar. De este modo observamos como la molécula
shLyar provocaba la disociacién de Brd2 solo en los promotores en los que ambas
proteinas colocalizan, mientras que la unién de Brd4 a estos promotores no se ve

alterada en estas condiciones (Figura 8).
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Figura 7. Aumento de la solubilidad de Brd2 en ausencia de Lyar.

A) Extractos de células P19 transfectadas durante 48 h con shLyar o shC (control) fueron analizados
por western-blot (20 pug de proteina total) con los anticuerpos anti-Brd2C, anti-Lyar y anti-a-tubulina
(este dltimo como control de carga). B) Células P19 transfectadas durante 48 h con shLyar, tratadas
3 h con la droga JQ1 o sin ningtn tratamiento (control) fueron sometidas a una extraccién proteica
por fraccionamiento hipoténico, que dio lugar a una fraccion soluble y una fraccién cromatinica que

fueron analizadas por western-blot con un anticuerpo anti-Brd2.

2.2. La presencia de Lyar en los promotores es independiente de las

proteinas BET

Puesto que la presencia de Brd2 es dependiente de Lyar en los promotores en los
que colocalizan, nos propusimos comprobar si esta dependencia también existe en
el sentido contrario. Para ello realizamos experimentos de ChIP con los anticuerpos
anti-Brd2N y anti-Lyar sobre células P19 tratadas con DMSO (control) o la droga
JQ1, ya que esta disocia eficientemente a las proteinas BET de la cromatina.
Analizamos las regiones promotoras correspondientes a los genes de pluripotencia
Pou5f1, Nanog y Prdm14 y en ninguno de los casos se observo una variacion

significativa en launion de Lyar (Figura 9). De este modo descartamos la posibilidad
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de que exista un reclutamiento de Lyar a la cromatina dependiente de las proteinas

BET.
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Figura 8. Lyar recluta a Brd2 a los promotores de genes de pluripotencia.

A) Anilisis mediante ChIP de la asociacion de Brd2, Brd4 y Lyar a los promotores de los genes Pou5f1
(Oct4), Nanog, Prdm14, Sox2 y Hbb-y (y-globina) en células P19 transfectadas con shLyar o shC
(control) durante 48h. B) Andlisis mediante ChIP de la asociacién de Brd2 y Lyar a los promotores
de los genes Actb y Elk3 en células P19 transfectadas con shLyar o shC (control) durante 48 h. A-B)
Los niveles se relativizaron respecto a los de las células transfectadas con shC o respecto a los niveles
de Brd2 en la condicién shC (para Actb y Elk3). Representacion de los valores medios y la desviacion
estandar de tres réplicas experimentales. El analisis de la significancia estadistica entre las distintas
condiciones se llevé a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-

valor<0,001.

3. Analisis funcional de la interaccion entre Brd2 y Lyar

3.1. Lyar actua como represor de Nanog

Una vez observado el papel de la interaccidon Brd2-Lyar en el reclutamiento de Brd2
a las regiones promotoras de una serie de genes, quisimos analizar los efectos que
causan la pérdida de una u otra proteina en la expresion de estos genes. Tratamos
células P19 con shlyar, la droga JQ1, y sus respectivos controles (shC y DMSO) y

observamos que Nanog y Prdm14 son los uUnicos genes regulados por ambas
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proteinas, actuando Lyar como represor transcripcional y las proteinas BET como
activadores transcripcionales (Figura 10). Puesto que los cambios
transcripcionales sobre Nanog fueron mayores, decidimos centrarnos en este gen

para los analisis posteriores.
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Figura 9. Las proteinas BET no reclutan a Lyar a la cromatina.

Andlisis mediante ChIP de la asociacién de Brd2 y Lyar a los promotores de los genes Pou5f1, Nanog
y Prdm14 en células P19 tratadas durante 3 h con DMSO (control) o droga JQ1. Los niveles se
relativizaron respecto a los de las células tratadas con DMSO. Representacion de los valores medios
y la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. El andlisis de la significancia estadistica

entre las distintas condiciones se llevé a cabo mediante el test t de Student. *** p-valor<0,001.
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Figura 10. Lyar actiia como represor de Nanog.

Expresion relativa de los genes Pou5f1, Nanog, Prdm14 y Sox2 en células P19 transfectadas con
shLyar (shLy) o shC durante 48 h o tratadas con la droga JQ1 o DMSO durante 24 h. Los niveles se
relativizaron respecto a los de las condiciones control (shC y DMSO respectivamente).
Representacion de los valores medios y la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. El
analisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones se llevd a cabo mediante el test

t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.
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3.2. Lyar asegura una correcta diferenciacion neuronal

Al ser Nanog un gen de pluripotencia, este es reprimido durante la diferenciacion
neuronal. Para conocer qué efectos tiene la represion que ejerce Lyar sobre Nanog
en el proceso de diferenciacién neuronal analizamos en primer lugar como varian
sus niveles de expresion a lo largo del proceso. Para ello tratamos las células P19
con acido retinoico (AR) para inducir la diferenciacion neuronal y observamos los
niveles de expresion de Nanog a distintos tiempos. A 16 h se produjo una
disminucion de la expresion de un 44 %, a 24 h de un 88 % y a 48 h de un 98 %
(Figura 11A). Quisimos contrastar estos resultados con datos sobre la presencia de
Lyar y Brd2 en el promotor de Nanog, por lo que realizamos experimentos de ChIP
en células P19 en condiciones de proliferacion y tras 48h de tratamiento con RA.
Observamos que durante el proceso de diferenciacién Brd2 se disociaba del
promotor de Nanog, mientras que Lyar permanecia unido (Figura 11B). De este
modo, durante la diferenciacién neuronal se pierde la acciéon activadora de Brd2
sobre la transcripcion y se mantiene la accion represora de Lyar, lo que explica la

disminucién de los niveles de expresiéon de Nanog durante este proceso.

Posteriormente tratamos con AR durante 48 h células P19 previamente
transfectadas con shLyar y shC y analizamos la expresiéon de Nanog y de los genes
de diferenciacion Nes (Nestina), Sox6 y Pax6. Observamos como la disminucién de
los niveles de Lyar hace que la represion de Nanog y la induccién de Nes (Nestina),
Sox6 y Pax6 sean menores que las observadas en condiciones normales (Figura

11C), destacando la importancia de Lyar para una correcta diferenciacién neuronal.

3.3. La interaccion Brd2-Lyar es esencial para que el nivel de represion

de Nanog durante la diferenciacion neuronal sea el adecuado

A continuacidn, quisimos determinar si la interaccion de Lyar con Brd2 es
importante para lo observado anteriormente, pero como al usar shLyar bajan los
niveles de Lyar y Brd2 se disocia utilizamos dos abordajes adicionales. En primer
lugar, hicimos uso de una molécula de interferencia esiRNA contra BrdZ2 (esiBrdZ2)

(Figura 12A) para disminuir los niveles de Brd2 antes de inducir la diferenciacion
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neuronal. Medimos la expresion de Nanog antes y después de la induccion neuronal
en presencia de un esiC y de esiBrd2 y observamos una mayor represion en
presencia de bajos niveles de Brd2 (Figura 12B). Puesto que la interaccién entre
Brd2 y Lyar se ve debilitada a 7 dias de tratamiento con AR, decidimos elegir tiempos
mas cortos de tratamiento (16 h y 48 h), equivalentes a una diferenciacion

temprana, para el estudio de la interaccion.
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Figura 11. Lyar controla la diferenciaciéon neuronal.

A) Expresion relativa de Nanog en células P19 tratadas con acido retinoico (AR) durante las horas
indicadas. Los niveles se relativizaron respecto a la condiciéon 0 h AR. B) Anadlisis por ChIP de la
asociaciéon de Brd2 y Lyar al promotor de Nanog tras 48 h de tratamiento con AR o en ausencia de
tratamiento (control). Los niveles se relativizaron respecto a los de las células sin tratar. C) Expresion
relativa de los genes Nanog, Nes (Nestina), Sox6 y Pax6 en células P19 transfectadas con shLyar (shLy)
o shC durante 48 h y posteriormente tratadas o no tratadas con AR otras 48 h. Los niveles se
relativizaron respecto a la condicidn sh( sin tratar. A-C) Representacion de los valores medios y la
desviacion estandar de tres réplicas experimentales. El analisis de la significancia estadistica entre
las distintas condiciones se llev6 a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01;

*¥* p-valor<0,001.

El segundo abordaje consistid en la transfeccidn de la construccién Lyar-AC. Como
hemos mostrado anteriormente (Figura 6), esta construccion esta afectada en su
interaccion con Brd2, pero al mantener el dominio ZF de unién al ADN, podria actuar

como molécula dominante negativa. Primero comprobamos que Lyar-AC
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presentaba niveles de union al promotor de Nanog similares a los de Lyar-wt
(Figura 12C). Ademas, a diferencia del resto de construcciones provocaba una
bajada en los niveles de reclutamiento de Brd2, mientras que los niveles de
reclutamiento de Brd4 no se vieron afectados (Figura 12D). Al igual que en el caso
anterior, analizamos la expresion de Nanog antes y después de la induccién de la
diferenciacion neuronal en presencia de un vector vacio o de Lyar-AC y observamos
que los niveles de represion fueron mayores en presencia de Lyar-AC (Figura 12E).
Por lo tanto, la interaccién entre Brd2 y Lyar es esencial para que en condiciones de

diferenciaciéon neuronal Nanog se reprima de manera progresiva y no bruscamente.

3.4. La interrupcion de la interaccion Brd2-Lyar provoca una

disminucion de la neurogénesis y un aumento en la apoptosis

Ademas del efecto inmediato sobre los niveles de expresion de Nanog, quisimos ver
si interrumpir la interaccion entre Brd2 y Lyar mediante la sobreexpresién de Lyar-
AC también tenia efectos sobre la diferenciacion. Para ello, transfectamos células
P19 con un vector vacio o la construccién Lyar-AC y posteriormente las
diferenciamos mediante adicién de AR. En primer lugar, analizamos la neurogénesis
realizando un ensayo de inmunofluorescencia con el marcador de diferenciaciéon
Pax6 y observamos que en presencia de Lyar-AC el porcentaje de células marcadas
fue significativamente menor, indicando una menor capacidad de neurogénesis
(Figura 13A). También analizamos los niveles de expresién de los marcadores de
diferenciacion Nes (Nestina), Sox6 y Pax6, los cuales también disminuyeron al

interrumpir la interaccion entre Brd2 y Lyar (Figura 13B).

Por udltimo, puesto que es comun que un proceso de diferenciacion alterado
desemboque en la induccion de la muerte celular (Péguet-Navarro et al., 2003; Choi
et al., 2008), medimos también los niveles de apoptosis en ambas condiciones. De
esta manera observamos como en presencia de Lyar-AC los niveles de apoptosis
fueron mayores (Figura 13C), indicando que la interrupcion de la interaccidn entre
Brd2 y Lyar no solo altera el proceso de diferenciacion neuronal, sino que también

aumenta los niveles de apoptosis.
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Figura 12. La interaccion Brd2-Lyar asegura la correcta represion de Nanog durante la
diferenciacién neuronal.

A) Extractos de células P19 transfectadas con una molécula de interferencia contra BrdZ2 (esiBrd2) o
control (siC) durante 72 h fueron analizados mediante western-blot (20 pg de proteina total) con los
anticuerpos anti-Brd2C y anti-a-tubulina (este tltimo como control de carga). B) Expresién relativa
de Nanog en células P19 transfectadas con esiBrd2 (siB2) o siC durante 72 h y posteriormente
tratadas o no tratadas con AR durante 16 h. Los niveles se relativizaron respecto a los de la condicién
siC sin tratar. C) Analisis mediante ChIP de la asociacion de las distintas construcciones HA de Lyar
(WT, AZF: sin el dominio dedos de cinc y AC: sin el dominio C-terminal) al promotor de Nanog. Los
niveles se relativizaron respecto a los de la condicién WT. D) Andlisis mediante ChIP de la asociacion
de Brd2 y Brd4 al promotor de Nanog en células transfectadas con las distintas construcciones de
Lyar (descritas en C) o un pldsmido vacio (-). Los niveles se relativizaron respecto a los de las células
transfectadas con el plasmido vacio. E) Expresion relativa de Nanog en células P19 transfectadas con
la construccién Lyar-AC o un plasmido vacio (-) durante 24 h y posteriormente tratadas o no tratadas
con AR durante 16 h. Los niveles se relativizaron respecto a los de las células transfectadas con el
plasmido vacio y sin tratar. B-E) Representacion de los valores medios y la desviacion estandar de
tres réplicas experimentales. El analisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones

se llevo a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.
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Figura 13. La interaccion Brd2-Lyar afecta a la neurogénesis y provoca apoptosis.
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A) Inmunofluorescencia de Pax6 en células transfectadas con un vector vacio y no tratadas con AR (-

AR) y en células transfectadas con Lyar-AC o un vector vacio (-) y tratadas con AR durante 48 h. Barra

de escala de 20 pm. El porcentaje de neurogénesis estd expresado como la relacién de células

positivas para Pax6 por células totales. Los niveles se relativizaron respecto a los de las células

transfectadas con plasmido vacio y sin tratar. B) Expresion relativa de los genes Nes (Nestina), Sox6

y Pax6 en células P19 transfectadas con Lyar-AC o un vector vacio (-) durante 24 h y posteriormente

tratadas con AR durante 48 h. C) Porcentaje de la poblacién de células en subG1 (células apoptoéticas)

en células P19 transfectadas con Lyar-AC o un vector vacio (-) durante 24 h y posteriormente tratadas

con AR durante 48 h. B-C) Los niveles se relativizaron respecto a los de las células transfectadas con

plasmido vacio. A-C) Representacion de los valores medios y la desviacion estandar de tres réplicas

experimentales. El andlisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones se llevé a

cabo mediante el test t de Student. ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.
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BLOQUE II: Estudio del papel de la interaccion de las
proteinas BET con la proteina Nipbl y su implicacion en el

Sindrome de Cornelia de Lange

1. Caracterizacion de la interaccion entre las proteinas BET y Nipbl

En este bloque, igual que en el anterior, decidimos comenzar por caracterizar los
dominios de interaccion. De este modo obtendriamos informacién que podria sernos

de ayuda a la hora de profundizar en los aspectos funcionales de la interaccion.

1.1. Las proteinas BET interaccionan con Nipbl mediante el dominio ET

Para identificar el dominio de las proteinas BET implicado en la interaccién realizamos
un ensayo de doble hibrido que resolvimos mediante un ensayo 3-galactosidasa. En
este ensayo utilizamos la construccion cebo LexA-Brd2 utilizada en el escrutinio, asi
como cebos equivalentes para Brd3 y Brd4 y los cebos correspondientes a las regiones
mB y ET (Figura 14A). La presa fue en todo caso la construccion GAD-Nipbl. Las
levaduras transformadas con sus correspondientes construcciones cebo y presa se
sembraron en placas con medio minimo, se seleccionaron colonias y se les realiz6 el
ensayo [3-galactosidasa para observar qué colonias se coloreaban de azul, indicando
qué dos productos interaccionan entre si. De este modo, observamos que Nipbl
interaccionaba con todos los miembros de la familia BET y que el dominio de
interaccidon de estas fue el dominio ET (Figura 14B), altamente conservado en la

familia.
La identificacion del dominio de Nipbl implicado en la interacciéon se determiné

analizando la composicion del clon aislado en el escrutinio de doble hibrido, el cual

poseia la secuencia correspondiente a la region N-terminal de Nipbl (Figura 14A).
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Figura 14. Las proteinas BET interaccionan con Nipbl mediante el dominio ET.

A) Esquema de las construcciones cebo utilizadas y su correspondencia con la estructura de Brd2 y
estructura del clon correspondiente a Nipbl aislado en el escrutinio. BD1 (bromodomain 1), BD2
(bromodomain 2), ac (regién acidica), mB (motivo B), ET (dominio extra-terminal). Los nimeros indican
las posiciones de los aminoacidos. B) Ensayo B-galactosidasa de las levaduras portadoras de las
construcciones cebo (LexA) y presa (GAD) indicadas. La coloracion azulada es indicativa de interaccion

entre los correspondientes cebo y presa.

1.2. Nipbl interacciona preferentemente con Brd4

A continuacién, quisimos verificar los resultados anteriores usando las proteinas
enddgenas, ya que, aunque en la bibliografia existen evidencias de la interacciéon de
Nipbl con las proteinas BET, la informacién al respecto es poco clara. En un primer
trabajo Brd2, pero no Brd4, se relaciona con Nipbl (Cheung et al., 2017), mientras que
en otro caso se muestra la relacién entre NIPBL y BRD4 en modelos y pacientes CdLS-

like (Olley et al., 2018).

Para ello, en primer lugar, comprobamos si Nipbl también era capaz de interaccionar
con distintos miembros de la familia BET in vivo, por lo que realizamos la
inmunoprecipitacion de la proteina Nipbl presente en extractos de células HEK293T y
revelamos por western-blot con los anticuerpos anti-Brd2C y anti-Brd4. Al contrario

de lo observado anteriormente, solo hubo coprecipitacion de Brd4 (Figura 15A),
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sugiriendo que Nipbl interacciona preferentemente con este miembro de la familia BET

en células de mamifero.

Para confirmar el dominio de interaccién, realizamos experimentos de
inmunoprecipitacion en extractos de células HEK293T transfectadas con
construcciones correspondientes a Brd4 y Brd4AC (carente de la regidon C-terminal en
la que se encuentra el dominio ET) etiquetadas con el epitopo Flag. La
inmunoprecipitacién la realizamos con un anticuerpo anti-Flag y revelamos por
western-blot con el anticuerpo anti-Nipbl. En este caso solo observamos
coprecipitacion de Nipbl cuando la proteina Brd4 estaba completa, confirmando asf al

dominio ET como dominio de interaccién (Figura 15B).
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Figura 15. Nipbl interacciona preferentemente con Brd4.

A) Extractos de células HEK293T se inmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-Nipbl. Las proteinas
coprecipitadas se revelaron mediante western-blot con anticuerpos anti-Brd2C y anti-Brd4. B) Extractos
de células HEK293T transfectadas con las construcciones Flag-Brd4 y Flag-Brd4AC se
inmmunoprecipitaron con un anticuerpo anti-Flag. Las proteinas coprecipitadas se revelaron mediante
un anticuerpo anti-Nipbl. A-B) En todos los casos los inputs corresponden a un 5 % de los extractos

inmunoprecipitados.
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2. Analisis transcripcional de la interaccion Brd4-Nipbl

Puesto que Brd4 y Nipbl han sido descritos como reguladores transcripcionales,
quisimos analizar cudles eran los genes dependientes de cada una de estas proteinasy
asi determinar si la interaccién se traducia en cooperacién transcripcional. Para ello,
decidimos realizar un analisis transcriptomico mediante secuenciacién masiva de ARN
total (RNA-Seq) de células P19 tratadas con las moléculas de ARN interferente siNipbl,
esiBrd2, esiBrd4 o siControl, consiguiendo bajadas en los niveles de las

correspondientes proteinas de al menos el 50 % (Figura 16).
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Figura 16. Bajada de los niveles de proteinas mediante ARN interferente.
Extractos de células P19 tratadas con moléculas de ARN interferente se analizaron por western-blot (20
pg de proteina total) con los anticuerpos anti-Nipbl, anti-Brd4, anti-Brd2C y anti-a-tubulina (este dltimo

utilizado como control de carga).

2.1. Brd4 y Nipbl regulan conjuntamente la expresion de genes

potencialmente relacionados con el Sindrome de Cornelia de Lange

Para el andlisis de los datos de RNA-Seq seleccionamos en primer lugar aquellos genes
que mostraron cambios transcripcionales con p-valor<0,05 y |Log2(fold changes)|= 0,5
y obtuvimos 770 genes desregulados con siNipbl, 2739 genes desregulados con esiBrd2
y 945 genes desregulados con esiBrd4 (Figura 17A, Anexo 1). Los cambios en la
expresion génica en presencia de siNipbl correlacionaron con los cambios ocurridos en
presencia de esiBrd4 (coeficiente de Pearson=0,33), mientras que no hubo correlacion
con los cambios observados en presencia de esiBrd2 (coeficiente de correlacion de
Pearson=0,045) (Figura 17B). Ademas, también observamos un solapamiento entre
los genes desregulados por siNipbl y esiBrd4, con un enriquecimiento por encima del

azar de 5,9 veces para los genes activados y de 6,2 veces para los genes reprimidos
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(Figura 17C). Este enriquecimiento, sin embargo, fue menor en el solapamiento de

genes desregulados por siNipbl y esiBrdZ.

Analizando mas en detalle los genes desregulados, llevamos a cabo un andlisis de las
categorias funcionales (Gene Ontology -GO-) de estos, apareciendo categorias
compartidas entre todas las condiciones analizadas, categorias compartidas dos a dos
y categorias exclusivas de cada una (Figura 18). Puesto que anteriormente
observamos que el mayor solapamiento se encontraba entre los genes reprimidos
tanto por siNipbl como por esiBrd4 volvimos a realizar un andalisis de GO sobre este
conjunto de genes. En este caso obtuvimos categorias funcionales como “central
nervous system development”, “hair follicle development”, “positive regulation of
chondrocyte differentiation” y “positive regulation of ossification” (Figura 19),
categorias muy interesantes al estar relacionadas con muchos de los fenotipos clasicos

del Sindrome Cornelia de Lange (retraso mental, hirsutismo y deformaciones

esqueléticas y craneofaciales) (Boyle et al., 2015).

2.2. Validacion de los cambios de expresion detectados mediante RNA-Seq

Para estudiar en mas profundidad el papel de Brd4 y Nipbl en el control de la
regulacién transcripcional, decidimos seleccionar 12 genes del conjunto de genes
reprimidos por siNipbl y por esiBrd4 (sefialados en verde en la figura 17A). Sin
embargo, previamente quisimos verificar por PCR cuantitativa los cambios de
expresion de estos genes observados por RNA-Seq. Para esta validacion utilizamos una
segunda molécula de ARN interferente contra Nipbl y Brd4 ademads de las utilizadas
anteriormente (Figura 16). Para todos los genes se confirmaron los niveles de
represion transcripcional observados en el RNA-Seq en condiciones de siNipbl y
esiBrd4; sin embargo, el uso de esiBrdZ caus6 efectos variables (en su mayoria no

significativos) en la expresion de estos genes (Figura 20).

61



RESULTADOS - Bloque 11

siNipbl vs siControl

esiBrd2 vs siControl

esiBrd4 vs siControl

770 genes

-Log,o(p-valor)

2739 genes

945 genes

N
1

o
1

J
N
1

4 =2 o0 2 4
Log,(FC) esiBrd2 vs siControl

Log,(FC) siNipbl vs siControl
Log,(FC) siNipbi vs siControl

C

Genes inducidos

siNipbl 332 1504

257 75 1429

enriquecimiento 1,8 (4,2 10°)

siNipbl 332 232 esiBrd4

294 38 @ 194

enriquecimiento 5,9 (3,3 1019)

62

Coeficiente de Pearson =0,33

-3 -I2 —,1 0 1 2
Log,(FC) siBrd4 vs siControl

Genes reprimidos

438 1235

359 79 1156

enriquecimiento 1,75 (1,9 107)

438 713 esiBrd4

277 161 552

enriquecimiento 6,2 (2,7 10%)



RESULTADOS - Bloque 11

esiBrd4 n
positive regulation of cell migration 33 =
cell adhesion 54 categorias comunes
multicellular organism development 83 .
axon guidance ‘ 24 Brd4/Nipbl/Brd2
positive regulation of cell-substrate adhesion 1 i
heart development 29 Brd4/Nlpr
wound healing H
regulation of ventricular cardiac muscle cell action potential 6 Nipbl/Brd2
regulation of heart rate by cardiac conduction 9
ion transport 49
nervous system development 35
cell differentiation 59
[ I I I 1
0 25 5 75 10 -Log,, (p-valor)
siNipbl n
positive regulation of cell migration 33
multicellular organism development 82
neural crest cell migration 16
axon guidance 25
nervous system development 37
transmembrane receptor protein tyrosine kinase signaling pathway 17
cell adhesion 41
positive regulation of synapse assembly 14
patterning of blood vessels 11
cell differentiation 56
positive regulation of cell proliferation 43
positive regulation of protein phosphorylation 22
angiogenesis 25
cellular response to transforming growth factor beta stimulus 12
hemopoiesis 14
kidney development 17
positive regulation of osteoblast differentiation 12
I I | I |
0 3 6 9 12 -Log,, (p-valor)
esiBrd2 n
regulation of transcription DNA-templated 424
DNA methylation of cytosine 22
positive regulation of gene expression, epigenetic 21
chromatin silencing at rDNA 27
nucleosome assembly 38
protein heterotetramerization 23
DNA replication-dependent nucleosome assembly 19
negative regulation of megakaryocite differentiation 13
cellular response to hypoxia 34
apoptotic process 113
cellular response to DNA damage stimulus 88
positive regulation of cell migration 50
cell-cell adhesion 46
negative regulation of fat cell differentiation 18
osteoblast differentiation 31
angiogenesis 53
| I J 1
0 6 12 18 -Log,, (p-valor)

Figura 18. Categorias funcionales de los genes reprimidos por los distintos ARN interferentes.

Categorias de Gene Ontology de los genes desregulados por siNipbl, esiBrd4 y esiBrdZ2. Las categorias
comunes entre varias condiciones estan indicadas en la leyenda de color. Se seleccionaron genes con
cambios de expresién con un p-valor de menos de 8 x 10-5. El nimero de genes por categoria se muestra

“«_n

en n.

Figura 17. Correlaciéon y solapamiento entre los genes desregulados por los distintos ARN
interferentes.

A) Volcano plots de los genes desregulados por siNipbl, esiBrd4 y esiBrd2 respecto a un siControl. Los
cortes de p-valor y fold-change (FC) seleccionados se indican en negro. En verde aparecen genes
seleccionados para la validacion posterior. B) Diagramas de Venn de los solapamientos entre los genes
desregulados por loas ARN interferentes indicados. Los nimeros de los diagramas indican la cantidad
de genes desregulados. El enriquecimiento se determiné mediante un test hipergeométrico, indicando

entre paréntesis su p-valor.
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Figura 19. Categorias funcionales de los genes reprimidos por siNipbl y esiBrd4.

Categorias de Gene Ontology de los genes reprimidos por siNipbl y esiBrd4. El nimero de genes por

“_n

categoria se muestraen n’.

3. Brd4 y Nipbl se estabilizan mutuamente en los promotores de los

genes que regulan conjuntamente

3.1. Nipbl se localiza principalmente en las regiones promotoras de los

genes

A continuacion, decidimos estudiar la localizacion de Nipbl en las regiones reguladoras
de los genes co-regulados por Nipbl y Brd4. Aunque en la bibliografia la localizacién de

Brd4 aparece asociada a “enhancers” y promotores, con mayor afinidad por los

Figura 20. Validacion de los resultados de RNA-Seq en presencia de esiBrd2, esiBrd4 y siNipbl.

A) Expresion relativa de 12 genes reprimidos en presencia de siNipbl y esiBrd4. Se analiz6 ademas el
efecto de esiBrd2. Se validé la represion con los ARN interferentes indicados. Los niveles se relativizaron
respecto a los de la condicién siControl o esiControl (segtn el caso). Se represent6 la media y la desviacion
estandar de tres repeticiones experimentales. El analisis de la significancia estadistica entre las distintas
condiciones se llevd a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-

valor<0,001.
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denominados “super-enhancers” (Lovén et al., 2013; Di Micco et al.,, 2014), sobre la
localizacion de Nipbl no existen datos concluyentes al respecto (Kagey et al.,, 2010; Zuin

etal., 2014).
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Para aclarar este aspecto, realizamos un experimento de inmunoprecipitacion de
cromatina seguida de secuenciacion masiva (ChIP-Seq) en células P19 en el que
identificamos 7191 picos de Nipbl (Anexo 2) (correspondientes a 6490 genes), de los
cuales un 78 % se localizaba en regiones promotoras (Figura 21A). Por lo tanto,
pudimos concluir que Nipbl se asocia con mayor frecuencia a promotores que a
“enhancers”. Estos datos también nos permitieron determinar que Nipbl se localiza en
un 50,3 % de los promotores de los genes desregulados por siNipbl y en un 56,5 % de

los promotores de los genes reprimidos por siNipbl y esiBrd4 (Figura 21B).

numero de picos numero de genes

Tss desregulados por 770 6490
siNipbl

383 6103

50,3% de los genes desregulados
por siNipbl

nimero de genes

.. 161 4 . .
reprimidos por 6 6430 con picos Nipbl

siNipbl y esiBrd4

70 6399

56,5 % de los genes desregulados
conjuntamente

Figura 21. Nipbl localiza principalmente en promotores.

A) Diagrama de sectores indicando el porcentaje de picos de Nipbl situado en regiones TSS (sitios de
iniciacion de la transcripcion) y regiones no TSS. B) Diagramas de Venn mostrando el solapamiento
entre los genes con picos de Nipbl y los genes desregulados por siNipbl o reprimidos por siNipbl y
esiBrd4. El porcentaje se refiere al nimero total de genes desregulados en cada caso. A-B) Los nimeros

en los diagramas indican el nimero de genes en cada condicion.
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3.2. La interrupcion de la interaccion Brd4-Nipbl afecta al reclutamiento

de ambas proteinas a diversos promotores

Para profundizar en el analisis de la funcionalidad de la interaccién entre Brd4 y Nipbl,
quisimos ver si la presencia de Brd4 en promotores se veia afectada por la ausencia de
Nipbl y viceversa. Para ello, seleccionamos promotores de genes reprimidos por siNipbl
y esiBrd4 en los que habiamos observado la localizacion de Nipbl (Figura 22) y
comprobamos por ChIP que tanto Brd4 como Nipbl se unian a estos promotores en
condiciones control (Figura 23A). En este analisis también quisimos observar el efecto
de la sobreexpresién de la proteina Flag-Brd4AC (con posible efecto dominante
negativo), por lo que en primer lugar comprobamos por ChIP que esta mantenia la

capacidad de union a la cromatina (Figura 23B).

504 601

input input
A . " 0 i - P " ——
%1 NIPBL 7 NIPBL |
O_MWMMMLMMM 0.
-— Ajap1 Kenct —=
—H t i [ | .
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0 0L alial L U bl 4 sl il ) LL
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Figura 22. Perfil de localizacion de Nipbl en los genes seleccionados.
Perfiles de ChIP-Seq indicando la localizacion de Nipbl en los promotores de los genes Ajap1, Kcncl,

Kcnk3 'y Rasgef1b frente a perfiles de inputs.
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Figura 23. Brd4 y Nipbl localizan en los promotores de los genes seleccionados.

A) Anilisis mediante ChIP del reclutamiento de Nipbl y Brd4 a los promotores de los genes Ajap1, Kcncl,
Kcnk3y Rasgef1b. Los valores se relativizaron respecto a los obtenidos por una IgG de conejo. B) Analisis
por ChIP del reclutamiento de la construccién Flag-Brd4AC a los promotores de los genes Ajap1, Kcncl,
Kcnk3 y Rasgeflb. Los valores se relativizaron respecto a los obtenidos por una IgG de ratén. A-B)
Representaciéon de los valores medios y la desviacion estdndar de tres réplicas experimentales. El
analisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones se llev6 a cabo mediante el test t de

Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.

A continuacién, tratamos las células P19 con siControl, siNipbl o esiBrd4 o las
transfectamos con la construcciéon Flag-Brd4AC o un vector vacio, y tras los
correspondientes experimentos de ChIP observamos que la presencia de Brd4 y Nipbl
en los promotores de los genes Ajap1, Kcncl, Kcnk3 y Rasgef1b disminuye cuando las

células se tratan con siNipbl o esiBrd4.

Igualmente, la transfeccién de la construcciéon Flag-Brd4AC desplazaba de estos
promotores a la proteina Brd4 endégena y a la proteina Nipbl con la que interacciona
(Figura 24), indicando que Brd4 y Nipbl se estabilizan mutuamente en los promotores
de los genes que regulan conjuntamente. De hecho, la sobreexpresion de Flag-Brd4AC
causa cambios en la expresion de estos genes similares a los observados en el RNA-Seq

(salvo en Rasgef1b) (Figura 25).
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Figura 24. Brd4 y Nipbl se estabilizan mutuamente en los promotores que regulan

conjuntamente.

Andlisis mediante ChIP de la localizacion de Brd4 y Nipbl en los promotores de los genes Ajap1, Kcncl,

Kcnk3'y Rasgef1b en presencia de siNipbl, esiBrd4 y Flag-Brd4AC. Los niveles se relativizaron respecto a

los niveles obtenidos en la condicién control (siControl o plasmido vacio segun el caso) con los mismos

anticuerpos. Representacion de los valores medios y la desviaciéon estandar de tres réplicas

experimentales. El andlisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones se llevé a cabo

mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.
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Figura 25. Flag-Brd4AC afecta a la expresion
de los genes Ajap1, Kcncl, Kenk3 'y Rasgef1b.

Expresion relativa de los genes Ajapl, Kcncl,
Kcnk3 y Rasgef1b en células transfectadas con la
construccion Flag-Brd4AC. Los niveles se
relativizaron respecto a los obtenidos en células
transfectadas con un plasmido vacio.
Representacion de los valores medios y la
desviacion  estdndar de tres  réplicas
experimentales. El analisis de la significancia
estadistica entre las distintas condiciones se llev

*

a cabo mediante el test t de Student. p-

valor<0,05; ** p-valor<0,01.
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3.3. La deficiencia de NIPBL en células de pacientes de Cornelia de Lange

altera la union de BRD4 a los promotores

Finalmente, puesto que observamos que niveles bajos de Nipbl afectaban a la presencia
de Brd4 en los promotores, quisimos comprobar si ocurria lo mismo en células de
pacientes de CdLS con mutaciones en NIPBL (con menos del 50% de los niveles de
NIPBL presentes en individuos sanos). Para ello utilizamos fibroblastos de pacientes
portadores de una mutaciéon en NIPBL y de individuos sanos usados como control
(Tabla 2). Comprobamos por ChIP que BRD4 se asociaba a los promotores de AJAP1,
KCNC1 y KCNK3 en fibroblastos sanos (Figura 26A) y observamos que la presencia de
BRD4 en estos promotores disminuia considerablemente en los fibroblastos de

pacientes de CdLS (Figura 26B).
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Figura 26. La localizacion de BRD4 en promotores se ve afectada por la deficiencia de NIPBL
presente en células de pacientes de CdLS.

A) Analisis mediante ChIP del reclutamiento de BRD4 a los promotores de los genes AJAP1, KCNC1 y
KCNK3. Los valores se relativizaron respecto a los obtenidos con una IgG de conejo (Control).
Representacion de los valores medios y la desviacion estandar de tres réplicas experimentales. B)
Analisis mediante ChIP del reclutamiento de BRD4 en células de pacientes de CdLS (CdLS1 y CdLS3) con
mutaciones en el gen NIPBL. Los valores se relativizaron respecto a los obtenidos en células de
individuos sanos (Control2 y Control3). Representacion de los valores medios y la desviacion estandar
de dos réplicas experimentales. A-B) El andlisis de la significancia estadistica entre las distintas

condiciones se llevd a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-

valor<0,001.
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4. Brd4 y Nipbl aseguran el desarrollo embrionario en Drosophila

Las proteinas Brd4 y Nipbl han sido previamente implicadas en el desarrollo
embrionario (Houzelstein et al., 2002; Kawauchi et al, 2009), de manera que en
modelos de ratén heterocigoticos para Nipbl o Brd4 se han observado problemas de
crecimiento y diversas malformaciones que causan la muerte temprana de los

individuos.

En este trabajo, ademas, hemos determinado que la interaccion entre Brd4 y Nipbl se
encarga de regular transcripcionalmente genes implicados en el desarrollo. Por lo
tanto, a la hora de analizar el papel de esta interaccién en el desarrollo decidimos
utilizar un modelo animal idéneo para el estudio de este proceso, la mosca Drosophila

melanogster.

4.1. Analisis transcripcional en mutantes de Drosophila melanogaster en

los genes ortologos de Brd4 y Nipbl

En primer lugar, procedimos a analizar los cambios transcripcionales que se producian
en los genes Shaw y Task7, los respectivos ortélogos de los genes Kcncl y Kcnk3
estudiados en los apartados anteriores. Para ello utilizamos estirpes de Drosophila
melanogaster con pérdida de funcién en los genes ortologos de Nipbl y Brd4, (Nipped-
B#7y fs(1)h18 respectivamente), asi como una estirpe control (yw). Al igual que ocurria
en células de mamiferos, los genes Shaw y Task7 disminuyeron su expresiéon en ambas
estirpes mutantes, confirmando que Nipped-B y Fs(1)h regulan conjuntamente la

expresion de estos genes (Figura 27).

Igualmente, decidimos analizar la expresion de otros genes implicados en el desarrollo
como los genes de pluripotencia bsh (Nanog) y SoxN (SoxZ2), y el gen wg (Wntl)
implicado en la ruta de sefializacion Wnt. En estos casos también observamos cémo en
los mutantes Nipped-B#7y fs(1)h181a expresion de estos genes disminuia (Figura 28),
sugiriendo un papel comun en su regulacion transcripcional. Por el contrario, la

expresion del gen HDAC3 (Hdac8) no se vio afectada en ninguno de los mutantes.
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Figura 27. Nipped-B y Fs(1)h regulan la expresion de los ortélogos de Kcncl y Kcnk3 en
Drosophila melanogaster.

Expresion relativa de los genes Shaw (Kcncl) y Task7 (Kcnk3) en Drosophila melanogaster. yw: estirpe
control, Nipped-B#7y fs(1)h!8: estirpes mutantes. Los niveles se relativizaron respecto a los obtenidos
en la estirpe yw. Representacion de los valores medios y la desviacién estdndar de tres réplicas
experimentales. El andlisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones se llev6 a cabo

mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.

4.2. Interaccion génica entre fs(1)h y Nipped-B

Drosophila melanogaster es un buen modelo en el que estudiar la interaccion entre dos
genes, ya que gracias al corto ciclo de vida de esta especie la obtencién de descendencia
se produce de manera rapida. Por tanto, decidimos realizar un andlisis de interaccién
génica entre fs(1)h y Nipped-B mediante el cruce de las dos estirpes mutantes. El gen
fs(1)h selocaliza en el cromosoma 1 (cromosoma X) de la mosca, mientras que Nipped-
B se localiza en el cromosoma 2. Tanto Nipped-B#7 como fs(1)h’8 son mutaciones
letales en homocigosis, aunque al estar el gen fs(1)h ligado al cromosoma X, la mutacién
también resulta letal en machos. Ambas estirpes mutantes presentaban un cromosoma
“balancer” en el que, ademas de haber translocaciones que evitan la recombinacion
entre la version silvestre y la version mutada del gen, se encuentran marcadores que
ayudan al seguimiento de la segregacion del alelo mutante en la descendencia. La
estirpe Nipped-B*’7 presentaba el “balancer” FM7c (ojos estrechos) y la estirpe fs(1)h18

el “balancer” CyO (alas curvas).
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El cruce entre ambas estirpes se llevd a cabo con hembras fs(1)h!8 virgenes y machos
Nipped-B#*7 y tras dos semanas se compard la descendencia producida con los valores
esperados. Puesto que la interaccién génica solo se podria observar en hembras, solo
analizamos la descendencia de estas. De las cuatro combinaciones posibles se
obtuvieron 107 hembras y se observé que el porcentaje de moscas con el genotipo
correspondiente al doble heterocigoto (fs(1)h?¢/Nipped-B#97) fue de un 17,8 %, lejos de
lo esperado por herencia mendeliana (25 %). Esto indica que se trata de un genotipo
que afecta a la viabilidad mas alla de lo que lo hacen las mutaciones simples, lo que

sugiere la presencia de interaccion génica entre fs(1)h y Nipped-B (Figura 29).
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Figura 28. Nipped-B y fs(1)h regulan la expresion de genes implicados en el desarrollo.

Expresion relativa de los genes bsh (Nanog), SoxN (Sox2), wg (Wnt1) y HDAC3 (Hdac8) en Drosophila
melanogaster. yw: estirpe control, Nipped-B#7y fs(1)h18: estirpes mutantes. Los niveles se relativizaron
respecto a la estirpe yw. Representacion de los valores medios y la desviacidn estandar de tres réplicas
experimentales. El analisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones se llev6 a cabo

mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; *** p-valor<0,001.
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Descendencia esperada

Gametos macho

Cromosoma 1

X
+(Cy0) Nipped-B#7 Cromosoma 2
FM7c / CyO FM7c¢ / Nipped-B4°7
2 o X (FM7¢) + 25%) 125%
o 8 fs(1)h8 [ CyO fs(1)h 18 [ Nipped-B4%7
18
£ E A EL ) * (25%) (25%)
o
Cromosomal | Cromosoma 2
Descendencia observada Gametos macho
X Cromosoma 1l
+(Cy0) Nipped-B#07 Cromosoma 2
FM7c / CyO FM7c / Nipped-B 4°7
2 o X (FM7¢) + (30,8%) (28%)
% 8 fs(1)h 8/ CyO 5(1)h 2 [ Nipped-B 07
E 18 * >
§ 2 X (fs(1)h*?) * (23,4%) (17,8%)

Cromosomal

Cromosoma 2

Figura 29. Descendencia esperada y observada del cruce de machos Nipped-B#°7 y hembras

fs(1)hs.

Tablas con las caracteristicas posibles de la descendencia, asi como la frecuencia esperada y la frecuencia

observada (porcentajes en rojo). FM7c: ojos estrechos; CyO: alas curvas; +: versién silvestre del alelo. El

analisis estadistico de los mutantes de la descendencia observada respecto a la descendencia silvestre

se llevé a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01.
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BLOQUE III: Estudio de la dinamica de Brd2 y Brd4 en los
promotores de los genes que cambian su expresion durante

la diferenciacion neuronal

Teniendo en cuenta que las proteinas Brd2 y Brd4 estan implicadas en el
mantenimiento de la pluripotencia y en la diferenciacién neuronal y que ambos
procesos estan relacionados, quisimos estudiar mas a fondo el papel de estas dos
proteinas en los cambios necesarios para que tenga lugar la transicién entre un estado

pluripotente y un estado de diferenciacion.

Para realizar este estudio hicimos uso de las células P19, linea a la que mediante la

adicién de acido retinoico (AR) se le induce el proceso de diferenciacién neuronal.

1. Estudio de los cambios de expresion producidos tras la induccion

de diferenciacion neuronal

En primer lugar, comenzamos analizando los cambios transcripcionales que se
producen al tratar las células P19 durante 48 h con AR, tiempo tras el cual las células
presentan una diferenciacién temprana a neuronas. Para ello, realizamos un analisis
transcriptémico mediante RNA-Seq en células P19 en condiciones de proliferacion y
tras 48 h de tratamiento con AR. Para el andlisis de los datos resultantes se
seleccionaron aquellos genes que mostraron cambios transcripcionales con p-valor
ajustado<0,05 y |Log2(fold changes)|>= 1, obteniendo de este modo 732 genes
inducidos y 874 genes reprimidos por AR (Figura 30, Anexo 3). El analisis de las
categorias funcionales (Gene Ontology) de los genes desregulados mostro la induccion
de genes relacionados con el desarrollo como “anterior/posterior pattern
specification”, “embryonic skeletal system morphogenesis” o “nervous system
development” y la represion de genes relacionados con la pluripotencia como “positive

»” o«

regulation of cell proliferation”, “cell adhesion” o “cell fate commitment” (Figura 31).
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Del conjunto de genes desregulados seleccionamos 15 (9 inducidos y 6 reprimidos)

para validar por PCR cuantitativa los resultados de RNA-Seq (Figura 32).

Proliferacion vs Diferenciacion
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2. Implicacion de Brd2 y Brd4 en los cambios de expresion

producidos en diferenciacion neuronal

Una vez validados los cambios de expresion producidos durante la induccién de la
diferenciacion neuronal, quisimos determinar qué papel jugaban las proteinas Brd2 y
Brd4 en estos cambios. Para ello tratamos a las células con ARN interferentes contra
Brd2 (esiBrd2) y Brd4 (esiBrd4) antes de inducir la diferenciacién con AR. Tras los
sucesivos tratamientos, analizamos la expresion de los genes Nanog, Nog (Noggin),
Pim2, Pou5f1, T (Brachyury) y Zyg11a (reprimidos tras 48 h de tratamiento con AR) y
los genes Lhx1, Nes (Nestina), Neurod1, Neurog1, Nr2f1, Sox6 y Pax6 (inducidos tras 48
h de tratamiento con AR). Pudimos observar que la represion de la mayoria de los
genes a 48 h de tratamiento con AR fue de mayor magnitud en presencia de esiBrd4
(Figura 33). Por otro lado, observamos que la induccién de algunos genes de
diferenciacion neuronal fue de menor magnitud en presencia de esiBrd2 y de mayor

magnitud en presencia de esiBrd4 (Figura 34).

3. La presencia de Brd2 y Brd4 en algunos promotores define la
induccion y la represion génica en condiciones de diferenciacion

neuronal

A continuacién, quisimos determinar si los cambios en los niveles de represiéon o
induccién observados durante la diferenciacion en presencia de esiBrd2 y esiBrd4 se
deben a acciones directas de Brd2 y Brd4 sobre el control transcripcional de estos

genes.

Figura 31. Categorias funcionales de los genes desregulados tras la induccion de diferenciacion
neuronal mediante AR.

A) Categorias de Gene Ontology de los genes inducidos tras 48 h de tratamiento con AR. Se seleccionaron
genes con cambios de expresion con un p-valor de menos de 3 x 10 7. B) Categorias de Gene Ontology
de los genes reprimidos tras 48 h de AR. Se seleccionaron genes con cambios de expresion con un p-

“_n

valor de menos de 7 x 10 4. A-B) El nimero de genes por categoria se muestra en “n”.
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Genes inducidos
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Figura 32. Validacion de los resultados de RNA-Seq en condiciones de diferenciacion neuronal.
Expresion relativa de 10 genes inducidos y 6 genes reprimidos tras un tratamiento de 48 h con AR. Los
niveles se relativizaron respecto a los de la condicién control (células P19 en proliferacion). Se
represento la media y la desviacion estandar de tres repeticiones experimentales. El analisis de la
significancia estadistica entre las distintas condiciones se llevd a cabo mediante el test t de Student. *

p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.
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Figura 33. Brd4 controla la expresion de los genes que se reprimen durante la diferenciacion
neuronal con AR.

Expresion relativa de los genes Nanog, Nog (Noggin), Pim2, Pou5f1, T (Brachyury) y Zyg11a en células
transfectadas con los ARN interferentes esiControl, esiBrd2 o esiBrd4 durante 72 h y posteriormente
diferenciadas con AR durante 48 h. Los niveles se relativizaron respecto a los de las células transfectadas
con esiControl, que a su vez se corresponden con los niveles de represién alcanzados en condiciones
normales y mostrados en la figura 32. Se represent6 la media y la desviacidon estandar de tres
repeticiones experimentales. El analisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones se

llev6 a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01.

Para ello, en una primera aproximacion analizamos la localizacidon de Brd2 y Brd4 en
las regiones promotoras de aquellos genes donde se observaron cambios de expresion
con esiBrd2 o esiBrd4 estadisticamente significativos respecto a lo que ocurria con
esiControl. Esta localizacion la analizamos tanto en células en estado proliferativo
(control) como en células tratadas con AR durante 16 h, ya que los cambios en

expresion observados a 48 h de AR estan relacionados con cambios a nivel de promotor
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que han ocurrido con anterioridad. Observamos que Brd4 se disociaba un 40-50 % de
los promotores de Nog, PimZ2, Pou5f1 y Zyg11a a 16 h de tratamiento con AR, mientras
que la localizaciéon de Brd2 no mostré ningin cambio estadisticamente significativo
(Figura 35). Esto correlaciona con los cambios de expresion observados en

condiciones de diferenciacion en presencia de esiBrdZ2 y esiBrd4.
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Figura 34. Efecto de los ARN interferentes esiBrd2 y esiBrd4 en la induccién de genes de
diferenciacién neuronal con AR.

Expresion relativa de los genes Lhx1, Nes (Nestina), Neurod1, Neurogl, Nr2f1, Sox6 y Pax6 en células
transfectadas con los ARN interferentes esiControl, esiBrd2 o esiBrd4 durante 72 h y posteriormente
tratadas (o no) con AR durante 48 h. Los niveles se relativizaron respecto a los de las células
transfectadas con esiControl y tratadas con AR. Se representd la media y la desviacion estandar de tres
repeticiones experimentales. El analisis de la significancia estadistica entre las distintas condiciones se

llevé a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.
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Figura 35. Brd4 se disocia de los promotores de los genes que se reprimen en condiciones de
diferenciacién neuronal.

Andlisis mediante ChIP del reclutamiento de Brd2 y Brd4 a los promotores de los genes Nanog, Nog,
Pim2, Pou5f1y Zyg11a en condiciones de proliferacién (control) y tras 16 h de tratamiento con AR. Los
valores se relativizaron respecto a los obtenidos en la condicién control. Representacion de los valores
medios y la desviacién estandar de tres réplicas experimentales. El analisis de la significancia estadistica
entre las distintas condiciones se llevé a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05; ** p-

valor<0,01; *** p-valor<0,001.

En los promotores de los genes que se inducen en diferenciacién neuronal con AR
observamos que a 16 h de tratamiento con AR en algunos casos aumentaba la presencia
de Brd2 y en otros de Brd4, aunque en ningun caso este aumento fue de una gran
magnitud (Figura 36). El aumento de la presencia de Brd4 tiene lugar en los
promotores de Lhx1 y Neurogl, genes que en presencia de esiBrd4 incrementan sus
niveles de induccion, lo que sugiere que la presencia de Brd4 no esta directamente
relacionada con la expresion de estos genes. El aumento de la presencia de Brd2 ocurre
en los promotores de Neurodl, Nr2f1, Nes (Nestina) y Pax6. Este incremento no se

correlaciona con cambios de expresion en presencia de esiBrdZ para Neurodl y Nr2f1,
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pero si correlaciona con la disminucién de los niveles de induccién de Nes y Pax6, por

lo que Brd2 podria estar actuando como activador de la expresion de estos dos genes.

Por dltimo, también observamos que Brd4 se disociaba levemente del promotor de

Nr2f1, cuya induccién disminuye en presencia de esiBrd4, lo que podria indicar que

Brd4 actia como represor de este gen.
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Figura 36. Reclutamiento de Brd2 y Brd4 a los promotores de los genes que se inducen en
condiciones de diferenciaciéon neuronal.

Analisis mediante ChIP del reclutamiento de Brd2 y Brd4 a los promotores de los genes Lhx1, Neurod1,
Neurog1, Nr2f1, Nes, Sox6 y Pax6 en condiciones de proliferacion (control) y tras 16 h de tratamiento con
AR. Los valores se relativizaron respecto a los obtenidos en la condicién control. Representacion de los
valores medios y la desviacidn estandar de tres réplicas experimentales. El analisis de la significancia
estadistica entre las distintas condiciones se llevd a cabo mediante el test t de Student. * p-valor<0,05;

** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001.
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1. Brd2 interacciona con Lyar para regular la represion de Nanog

durante la diferenciacion neuronal

En este trabajo hemos descrito por primera vez la interacciéon entre Brd2 y Lyar,
identificada mediante un escrutinio de doble hibrido realizado con una libreria
procedente de embriones de ratéon y confirmada posteriormente mediante
inmunoprecipitacion de proteinas. En ambos casos la interaccion ocurria
exclusivamente con Brd2 y no con el resto de los miembros de la familia BET. Este
hecho resulta sorprendente, ya que el dominio de interaccién, el motivo B, esta
altamente conservado entre los distintos miembros (Garcia-Gutiérrez et al., 2012), por
lo que la exclusividad de la interaccion debe ocurrir gracias a pequefias diferencias en

estas secuencias.

El papel de la interaccion entre Brd2 y Lyar lo hemos estudiado en el contexto de la
diferenciacion neuronal, concretamente mediante el uso de la linea celular P19, que
tras la adicién de acido retinoico (AR) inicia su diferenciacién a neuronas. A pesar de
que los niveles de expresiéon de Brd2 y Lyar se mantienen tras 7 dias de tratamiento
con AR, se ha observado que la interaccién entre ambas se debilita durante la
diferenciacién neuronal (Figura 6D). Esta desestabilizacién puede deberse a la
aparicién tras la induccién de la diferenciacién neuronal de otras proteinas con
afinidad por Brd2 o Lyar. De hecho, sabemos que Pleiotrofina se expresa en células P19
solo tras la induccién de diferenciaicién con AR y que su interaccién con Brd2 provoca

la disociacion de este dltimo de la cromatina (Garcia-Gutiérrez et al., 2014).

En condiciones de proliferacién observamos cémo Lyar recluta a Brd2 y no a Brd4
hacia los promotores de genes de pluripotencia, confirmandose de nuevo la
especificidad de la interaccion con Brd2. Ademas de los promotores analizados, es de
suponer que Lyar recluta a Brd2 en otras regiones, ya que en el fraccionamiento celular
realizado observamos un aumento considerable de la solubilidad de Brd2 cuando se
reducen los niveles de Lyar (Figura 7B), lo que no seria explicable si este reclutamiento
solo tuviese lugar en genes de pluripotencia. En cambio, si podemos afirmar que este
reclutamiento no ocurre en todos los sitios del genoma en los que se localiza Brd2, ya
que su asociacion a los promotores de Actb y Elk3, a los que no se une Lyar, no se ve
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alterada tras bajar los niveles de Lyar. La presencia de Lyar en promotores viene
determinada por su capacidad de reconocimiento de la secuencia consenso GGTTAT
(Ju et al, 2014), secuencia presente en el promotor de Nanog y en el resto de

promotores analizados en los que el reclutamiento de Brd2 depende de Lyar.

A nivel de expresidén esta interaccion no parece ser relevante en condiciones de
proliferacidn, ya que tanto la sobreexpresion de la version truncada de Lyar (con efecto
dominante negativo) como la reduccion de los niveles de Brd2 no producen cambios
en la expresion de Nanog (Figuras 12By 12E). [gualmente, a pesar de que en presencia
de la molécula shLyar el reclutamiento hacia los promotores de pluripotencia de Lyar
y de Brd2 se ve disminuido, el nivel de expresion de estos genes no se ve alterado a
excepcion de Nanog, cuya expresion aumenta considerablemente (Figura 10). Esto
puede deberse a la existencia de factores de transcripcion que tienen mayor peso en la
regulacion de la expresion de estos genes y que permanecen intactos en las condiciones
analizadas. En este sentido, se ha descrito, por ejemplo, el papel de Brd4 en la

regulacion transcripcional de Pou5f1 (Di Micco et al., 2014; Wu et al., 2015a).

En condiciones de diferenciacién neuronal, sin embargo, la interacciéon entre Brd2 y
Lyar resulta esencial para su correcto desarrollo. La interrupcién de la interacciéon
impide que al inducir la diferenciaciéon neuronal se llegue a los niveles de expresion
esperados para los marcadores Nes, Sox6 y Pax6, afectando a la neurogénesis y
causando un aumento de la apoptosis (Figura 13). El primer paso para una correcta
inducciéon de la diferenciacién suele ser la represiéon de todos aquellos genes
implicados en la capacidad pluripotente y proliferativa, entre los que se encuentra
Nanog. Hemos visto que este gen es reprimido por Lyar y que su asociacién con Brd2,
activador transcripcional, mitiga la acciéon represora de Lyar en condiciones de
diferenciacién. En estas condiciones, Brd2 comienza a disociarse del promotor de
Nanog, pero aun ejerce un efecto positivo sobre la trasncripcion de este gen. La
actividad represora de Lyar se debe a su interaccion con la metiltransferasa de histonas
PRMTS5 (Ju et al., 2014), y el dominio de interaccion con esta proteina esta también
presente en la version truncada de Lyar. De este modo, tanto al sobreexpresar la
version truncada como al expresar esiBrd2 se produce una situacién en la que la

actividad represora de Lyar esta presente sobre Nanog y la actividad activadora de
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Brd2 esta ausente (Figura 37), ya sea por no poder ser reclutado al promotor de Nanog
o por no haber niveles suficientes de Brd2 en la célula. Esto causa que la represion sea
mas rapida de lo normal, por lo que la interaccién Brd2-Lyar asegura que se produzca
una represion progresiva de Nanog y que la diferenciaciéon neuronal se lleve a cabo

correctamente.

proliferacion diferenciacion

Figura 37. Modelo de accion de la interacciéon Brd2-Lyar sobre la expresiéon de Nanog en
condiciones de proliferacion y diferenciacion neuronal.

En condiciones de proliferacion la accién represora de Lyar y la accién activadora de Brd2 dan lugar a
los niveles de expresion basales de Nanog. Tras la inducciéon de la diferenciacién neuronal con acido
retionoico (AR) Brd2 se disocia del promotor de Nanog, de manera que su accién activadora se debilita
frente a la constante accion represora de Lyar, disminuyendo asi los niveles de expresiéon de Nanog. Si
previamente a la induccién con AR se sobreexpresa la version truncada de Lyar (carente del dominio de
interaccion con Brd2), Brd2 no llega a ser reclutado al promotor de Nanog y la represion de Lyar gana
fuerza desde el momento de la induccién, de manera que los niveles de expresién de Nanog son atin

menores.

La proteina Lyar ya habia sido descrita previamente (Li et al, 2009) como
imprescindible para el mantenimiento de la capacidad proliferativa y la capacidad de
diferenciacién de las células troncales embrionarias (ESCs). Esta funcién se relacion6
con la proteina Nucleolina, implicada en el crecimiento celular y la apoptosis de las
ESCs y cuya estabilidad depende de la su interaccidon con Lyar. Esta interaccion explica
por qué la ausencia de Lyar causa una disminucion de la capacidad de auto-renovacion

de las ESCs; sin embargo, en estas condiciones las células también sufren una
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diferenciacion aberrante que no habia sido explicada a nivel molecular hasta el

momento.

2. Brd4 interacciona con Nipbl para regular la expresion de genes

potencialmente relacionados con el Sindrome de Cornelia de Lange

En este trabajo hemos descrito la interaccion entre las proteinas Brd4 y Nipbl asi como
la funcidn transcripcional de esta. Durante el desarrollo de este estudio aparecio6 otra
publicacion describiendo esta misma interaccién (Olley et al., 2018); sin embargo, en
nuestro trabajo detallamos los dominios de interaccién implicados, el dominio ET en
Brd4 y la region N-terminal en Nipbl. El dominio ET es una regién altamente
conservada entre los distintos miembros de la familia BET (Florence & Faller, 2001),
por lo que a priori, tal y como observamos en el ensayo de doble hibrido realizado
(Figura 14B), cualquier miembro podria ser capaz de interaccionar con Nipbl.
Contrariamente a lo esperado, al analizar la interacciéon en células de mamifero, solo
pudimos observar interacciéon de Nipbl con Brd4 (Figura 15A). Nuestros resultados
indican una interaccién predominante con Brd4, pero no descartan que Nipbl
interaccione con otros miembros. De hecho, en células Th17 en proceso de
diferenciacion esta descrita la interaccién de Nipbl con Brd2 y la ausencia de
interacciéon con Brd4 (Cheung et al,, 2017). Esta interaccion con Brd2 ejerce un papel
en el mantenimiento de la estructura de la cromatina, permitiendo el ensamblaje
promotor-“enhancer”, en cambio, la interaccién con Brd4 tiene una funcién mas
relacionada con la transcripcioén, por lo que puede que segtn el contexto celular Nipbl
se asocie preferentemente con un miembro u otro dependiendo de las funciones mas

primordiales a realizar.

En nuestro trabajo hemos visto como Nipbl y Brd4 colaboran en la regulacion
transcripcional de un grupo de genes, estando la mayoria de ellos relacionados con el
desarrollo y mas concretamente con procesos como el desarrollo del sistema
locomotor, del sistema nervioso y del sistema cardiovascular, alterados en individuos
que padecen el Sindrome de Cornelia de Lange (Figura 18). Esto concuerda con el
reciente hallazgo de individuos con fenotipos similares a aquellos con CdLS y que son
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portadores de mutaciones puntuales o deleciones en el gen BRD4 (Olley et al., 2018).
Nuestro trabajo, por tanto, aporta por primera vez una explicacion molecular para la
similitud entre los fenotipos de individuos con CdLS con mutaciones en NIPBL e
individuos con mutaciones en BRD4, ya que ambas mutaciones provocan los mismos

niveles de desregulacidn en este conjunto de genes.

El control transcripcional de Nipbl y de Brd4 se debe a que ambas proteinas se localizan
en regiones reguladoras. Brd4 localiza tanto en promotores como en regiones
“enhancer”, aunque en particular se ha detectado una presencia notable en los
llamados “superenhancers” (Lovén et al., 2013; Di Micco et al., 2014). En cuanto a la
localizaciéon de Nipbl, en este trabajo hemos determinado que su localizacion es
mayoritariamente a nivel de promotor (Figura 20), y que su presencia en estas
regiones se ve afectada al disminuir los niveles de Brd4 y al bloquear la interaccion
mediante la sobreexpresion de la construccion dominante negativa Brd4AC.
[gualmente, Brd4 disminuye su presencia en los promotores estudiados cuando los
niveles de Nipbl disminuyen y cuando se bloquea la interacciéon (Figura 23). Por lo
tanto, la interaccién entre ambas proteinas es necesaria para que su presencia en los
promotores sea estable. Si esta interaccion se produce antes de su reclutamiento a la
cromatina o a posteriori aun se desconoce, aunque segun Olley et al. no se necesita la

union de Brd4 a la cromatina para que la interaccién con Nipbl tenga lugar.

A pesar de que Nipbl se localiza preferentemente en promotores, también esta
presente en “enhancers”. Estudios en Drosophila melanogaster han determinado que la
presencia de Nipped-B (ortélogo de Nipbl) en las regiones “enhancer” se ve facilitada
por Fs(1)h (ortélogo de las proteinas BET), mientras que la presencia de Nipped-B en
promotores depende principalmente de MED30 (subunidad del complejo Mediator)
(Pherson et al,, 2019). Aunque en Drosophila melanogaster existe solo una proteina
BET (a diferencia de lo que ocurre en vertebrados, donde la evolucion ha dado origen
a varios miembros con funciones especializadas), estos datos junto a los obtenidos en
este trabajo ayudan a dilucidar la composicion de los complejos implicados en la
regulacion génica llevada a cabo por Brd4 y Nipbl. Podemos suponer que Brd4, gracias
a su capacidad de dimerizacion (Garcia-Gutiérrez et al, 2012), podria facilitar la

formacién de un bucle promotor-“enhancer” de modo que un monémero se encuentre

91



DISCUSION

unido al promotor y otro al “enhancer”. La interaccién con Nipbl tendria un papel en
facilitar y estabilizar esta estructura, ya que la disminucién de los niveles de Nipbl
provoca menos presencia de Brd4 en los promotores. En esta estabilizacion
participaria también el complejo Mediator, que es reclutado a “super-enhancers” por
Brd4 (Di Micco et al., 2014) e interacciona con Nipbl (Kagey et al., 2010). Por lo tanto,
el mantenimiento de esta estructura gracias a la interacciéon Brd4-Nipbl potenciaria la

induccién de los genes que regulan conjuntamente (Figura 38).
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Figura 38. Modelo para el reclutamiento de Nipbl a los promotores mediante Brd4.

En primer lugar, Brd4 se uniria a regiones “enhancer”, hacia donde reclutaria al complejo Mediator.
Ambas proteinas favorecen la formacion de un bucle para la interaccién promotor-“enhancer” y reclutan
a Nipbl para el mantenimiento de esta estructura. De este modo, sin Brd4 no se produciria el bucle y sin
Nipbl no se mantendria, por lo que Brd4 solo se encontraria en las regiones “enhancer” y Nipbl

disminuiria su presencia en los promotores.

El grueso de este trabajo se llevd a cabo en la linea celular P19, que al conservar
caracteristicas de célula troncal como la pluripotencia puede diferenciarse a varios
tipos celulares. Puesto que el sindrome CdLS se produce durante el desarrollo,
consideramos conveniente el uso de una linea celular no diferenciada. Sin embargo,
puesto que esta linea celular tiene sus limites para el estudio de una enfermedad
humana, decidimos complementar este estudio con el uso de modelos adicionales para

este sindrome.
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En primer lugar, utilizamos fibroblastos de pacientes de CdLS con mutaciones en
NIPBL. Las células de estos pacientes presentan niveles bajos de la proteina NIPBL, y al
igual que en células P19, pudimos comprobar como la disminucién de estos niveles
afecta al reclutamiento de BRD4 a los promotores de los genes que regulan
conjuntamente (Figura 25). También utilizamos la estirpe Nipped-B#7 de Drosophila
melanogaster, previamente utilizada como modelo animal de CdLS (Rollins et al., 1999;
Shaaf et al.,, 2013; Wu et al.,, 2015b) y la estirpe fs(1)h8, mutada en el inico miembro
de la familia BET presente en moscas. Estas dos estirpes nos permitieron confirmar
que tanto Nipped-B como fs(1)h controlan genes implicados en el desarrollo de la
mosca (Figuras 26 y 27). Entre estos genes destacan Shaw, Task7 y wg, ortélogos de
los genes Kcncl, Kcnk3 y Wntl respectivamente. Los dos primeros son regulados por
Brd4 y Nipbl en células P19 tal y como se muestra en este trabajo, mientras que Wnt1
esta implicado en la ruta de sefializacién Wnt, ruta alterada en otros modelos animales
de CdLS (Pistocchi et al., 2013; Avagliano et al., 2017). Adicionalmente, los cruces entre
ambas estirpes mutantes resultaron en una diminucién de la produccién de dobles
heterocigotos (Figura 28), lo que indica la existencia de interaccién génica entre los
genes Nipped-B'y fs(1)h. Estos resultados se han visto apoyados recientemente por los
datos publicados por Pherson et al., 2019, donde describen cruces entre las estirpes
Nipped-B*7 y fs(1)h! (estirpe distinta a la utilizada en este trabajo) que también

muestran interaccién génica entre estos dos genes.

3.Papel de Brd2 y Brd4 en los cambios transcripcionales que ocurren

durante la diferenciacion neuronal

La importancia de Brd2 y Brd4 en el proceso de diferenciacién neuronal se conoce
gracias a distintos trabajos anteriores en los que a grandes rasgos Brd2 tendria un
papel mas enfocado a la salida del ciclo e induccion de la diferenciacion (Tsume et al.,
2012; Fernandez-Alonso et al., 2017), mientras que Brd4 bloquearia la diferenciacion

mediante su accion positiva sobre la proliferacion celular (Di Micco et al., 2014).
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Nuestros resultados, aunque preliminares, apuntan también en este sentido. Brd4
parece resultar esencial para el mantenimiento de las células en estado proliferativo.
Durante la diferenciacién neuronal con acido retinoico (AR) Brd4 se disocia de los
promotores de los genes relacionados con proliferacidn y pluripotencia (Figura 34),
los cuales al perder una potente sefial activadora reprimen su expresion génica (Figura
31).Sise induce la diferenciacion con AR en ausencia de Brd4, estos genes se reprimen
aun mas (Figura 32), lo que confirma su papel en el mantenimiento de la expresiéon de
estos genes. De los genes analizados, observamos que Brd4, a pesar de regular la
expresion de Nanog (Liu et al., 2014; Horne et al., 2015), no se disociaba de su promotor
a 16 h de tratamiento con AR, por lo que probablemente su disociaciéon se produzca

mas tardiamente.

En cuanto al posible control de Brd4 sobre los genes de diferenciaciéon neuronal, no
parece que se trate de un control directo, ya que Brd4 solo aumenta su localizacién en
los genes Lhx1 y Neurog1, genes que se inducen con AR, pero que en ausencia de Brd4
aumentan sus niveles de induccion (Figura 33). Por lo tanto, Brd4 no estaria actuando
como activador de estos genes, y el aumento de los niveles de induccién podria ser una
consecuencia indirecta de la mayor represion de los genes de pluripotencia. De hecho,
en otras publicaciones se menciona cémo el uso de moléculas siBrd4 o de la droga JQ1
provoca la induccién de marcadores de diferenciacién neuronal como Pax6 y Nes al
alterar estas moléculas la capacidad de auto-mantenimiento de las células troncales
embrionarias (Liu et al.,, 2014; Wu et al., 2015a). Aparte, Brd4 también se disocia del
promotor del gen Nr2f1, inducido con AR y que en presencia de la molécula esiBrd4
incrementa sus niveles de induccion. Este resultado sugiere que Brd4 podria estar
actuando como un represor, de manera que su disociacién durante la diferenciacion
liberaria a Nr2f1 de su represion. Sin embargo, seglin nuestros datos (Anexo 1) Nr2f1
no se induce en presencia de la molécula esiBrd4, lo que descartaria un papel represor

de Brd4.

Por otro lado, Brd2 no parece ser esencial para la represion de los genes de
pluripotencia, ya que su localizacion no cambia a 16 h AR de los promotores de estos
genes y el uso de la molécula esiBrd2 no modifica los niveles de represion génica

(Figuras 32 y 34). Sin embargo, a pesar de estos resultados, sabemos que la molécula
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esiBrd2 si es afecta a los niveles de represién de Nanog durante la induccién de la
diferenciacion neuronal con AR. De hecho, en el primer bloque de este trabajo vimos
como a 48 h de tratamiento con AR Brd2 se disociaba del promotor de Nanog
facilitando la actividad represora de Lyar (Figura 11B) y como a 16 h de tratamiento
con AR la disminucidn de su presencia en el promotor, debido a la bajada de los niveles
de Brd2 o a la expresion de Lyar-AC causaba una mayor represion de sus niveles de
expresion (Figuras 12By 12E). Por lo tanto, no podemos descartar que en otros de los
genes analizados Brd2 pueda ejercer un papel relevante que haya quedado oculto

debido a los tiempos experimentales elegidos.

Sobre los genes de diferenciaciéon neuronal, Brd2 si parece tener un papel mas claro.
Su localizacién aumenta a 16 h de tratamiento con AR en los promotores de Neurodl,
Nes, Nr2f1y Pax6 (Figura 35), aunque solo los genes Nes y Pax6 se ven afectados en su
expresién por la ausencia de Brd2 durante la induccién con AR (Figura 33). En estos
dos genes Brd2 podria estar actuando como activador transcripcional, mientras que en
Neurodl y Nr2f1, puede que el efecto transcripcional no se observe a 48 h de adicion
de AR sino a tiempos mas tempranos no contemplados. En el caso de Sox6, a pesar de
que Brd2 no modifica su localizacién en este promotor, si se observan efectos en sus
niveles de induccién cuando se diferencian las células en presencia de la molécula
esiBrd2, lo que podria deberse a un efecto indirecto mediado por algin activador

reclutado por BrdZ2.

Actualmente, este estudio sobre el papel de Brd2 y Brd4 en los cambios
transcripcionales que tienen lugar durante la diferenciacién neuronal se encuentra en
una fase preliminar que nos ha permitido orientar los siguientes pasos a tomar. En
general hemos visto que Brd4 tiene un papel activador en los promotores de los genes
de pluripotencia y proliferacion; papel que abandona cuando se reciben las sefiales de
diferenciacion neuronal. En cuanto a Brd2 no parece que tenga un gran efecto sobre los
genes de pluripotencia, pero si en la induccion de genes de diferenciacion (Figura 39).
Sin embargo, habria que analizar lo que ocurre a 16 h con AR en ausencia de Brd2, ya
que parece que la presencia de Brd2 podria ser esencial a tiempos mas tempranos en

los que se decide el paso de proliferacion a diferenciacion, tal y como se ha visto en
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varias ocasiones (Surface et al., 2016; Fernandez-Alonso et al., 2017; Luna-Pelaez et al.,

2018).

proliferacion diferenciacion (16h AR)
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Figura 39. Modelo de la dinAmica de Brd2 y Brd4 en los promotores de los genes de proliferacion
y de diferenciacion.

Durante los primeros instantes de la diferenciaciéon neuronal con AR, Brd4 se disociaria de los
promotores de los genes de proliferacién y pluripotencia mientras que Brd2 permaneceria sin cambios
en estos promotores. En los promotores de los genes de diferenciacién aumentaria la presencia de Brd2

mientras que la presencia de Brd4 no variaria considerablemente.

Para clarificar estos datos seria de ayuda la realizacién de un andlisis de ChIP-Seq de
Brd2 y Brd4 en condiciones de proliferaciéon y tras 16 h y 48 h de tratamiento con AR.
Esto permitiria conocer con mejor precision la dindmica de estas proteinas en las
regiones reguladoras, tanto promotoras como “enhancers”. Los datos obtenidos
podrian explicar algunos de los casos analizados en los que no se observan cambios de
localizacion a nivel de promotor. Igualmente, seria interesante realizar un andlisis
mediante RNA-Seq de células diferenciadas en presencia de moléculas esiBrd2 y
esiBrd4, para asi detectar una mayor cantidad de genes implicados en la diferenciacion

neuronal que puedan estar regulados por Brd2 y Brd4.
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1. La interaccidon de Lyar con las proteinas BET se produce exclusivamente con el

miembro Brd2 y estd mediada por el dominio C-terminal de Lyar y el motivo B de Brd2.

2. La interaccién entre Brd2 y Lyar se produce en condiciones de proliferacion y se va
debilitando progresivamente durante la induccién a diferenciaciéon neuronal con acido

retinoico.

3. Lyar recluta a Brd2 hacia el promotor de Nanog (y a otros promotores de genes de
pluripotencia) para asegurar los niveles adecuados de represién que ocurren tras la

induccidn de la diferenciacién neuronal.

4. La interaccion entre Brd2 y Lyar asegura que la diferenciaciéon neuronal se produzca
correctamente, evitando la induccién de apoptosis que tiene lugar si la diferenciaciéon

es aberrante.

5. Lainteraccion entre Nipbl y las proteinas BET esta mediada por el dominio ET de las
proteinas BET y por la region N-terminal de Nipbl. Aunque la interaccion
potencialmente tiene lugar con todos los miembros de la familia BET, existe una

preferencia por el miembro Brd4.

6. Nipbl y Brd4 se estabilizan mutuamente en los promotores de los genes que regulan
conjuntamente. Estos genes estan relacionados con distintos aspectos del desarrollo

afectados en pacientes con el Sindrome Cornelia de Lange (CdLS).

7. La interaccion entre Brd4 y Nipbl y sus efectos en el desarrollo de los individuos se
ha confirmado tanto en células de pacientes con CdLS como en Drosophila

melanogaster.
8. En el proceso de diferenciacion neuronal temprana Brd4 se disocia de algunos

promotores de genes de pluripotencia y proliferaciéon, lo que correlaciona con la

represion de estos genes y la induccion indirecta de genes de diferenciacion.
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9. En el proceso de diferenciacién neuronal temprana Brd2 permanece en los
promotores de genes de pluripotencia y proliferacién y aumenta su presencia en
algunos promotores de genes de diferenciacion, asegurando el correcto paso de un

estado pluripotente a un estado de diferenciacion.
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1. MATERIALES

1.1. Organismos y condiciones de crecimiento
1.1.1. Bacterias

Se utiliz6 la estirpe DH5a de Escherichia coli como herramienta de clonaje de ADN.

Su cultivo se realizé en medio LB (Luria-Bertani), suplementado con los antibidticos
ampicilina (100 pg/mL) o kanamicina (50 pg/mL) segin el transformante a
seleccionar. La incubacion se realizé a 37 °C con agitacién orbital constante a 200 rpm

para los cultivos liquidos.

LB: 10 g/L de NaCl, 10 g/L de bactotriptona y 5 g/L de extracto de levadura. Afiadir 15 g/L de

bacto-agar para la obtencién de medio sélido.

1.1.2. Levaduras

Para el ensayo de doble hibrido se utiliz6 la estirpe NMY51 de Saccharomyces cerevisiae
provista en el kit DUALhybrid Kit (Dualsystems Biotech). Su cultivo se realizé en medio
rico YPAD (MP Biomedicals) o en medio minimo SD-His-Leu-Trp (MP Biomedicals)
suplementado con histidina y adenina. La incubacion se llevé a cabo a 30 °C con

agitacién orbital constante a 200 rpm para los cultivos liquidos.

YPAD: 20 g/L de glucosa, 20 g/L de triptona, 10 g/L de extracto de levadura y adenina sulfato
0,1 g/L. Afiadir 20 g/L de bacto-agar para la obtencién de medio sélido.

SD-His-Leu-Trp: 20 g/L de glucosa, 5 g/L de sulfato de amonio y 1,7 g/L de base nitrogenada
de levadura y suplementado con una mezcla de aminoacidos (excepto histidina, leucina y

triptéfano). Anadir 20 g/L de bacto-agar para la obtencién de medio sélido.

1.1.3. Lineas celulares de mamifero

Laslineas celulares utilizadas fueron las células de raton P19, las células humanas HEK-
293T y fibroblastos humanos procedentes de biopsias de donantes sanos y pacientes

del Sindrome de Cornelia de Lange.

103



MATERIALES Y METODOS

Células P19

La linea celular P19 proviene de un teratocarcinoma de ratén y posee caracteristicas
pluripotentes, pudiéndose diferenciar a neuronas mediante la adicién de &cido
retinoico (AR) y a cardiomiocitos mediante la adicion de DMSO (McBurney et al., 1982).
Estas células se cultivaron en medio a-MEM (a-modified Minimum Essential Medium),
provisto inicialmente de ribonucleésidos, desoxirribonucleésidos y L-glutamina
(HyClone), y suplementado con un 7,5 % (v/v) de suero de ternera recién nacida (NCS),
un 2,5 % (v/v) de suero fetal bovino (FBS), 100 ug/mL de estreptomicinay 100 U/mL

de penicilina.

Para diferenciar las células P19 hacia neuronas se utilizaron dos protocolos de
diferenciacion: en suspension y en adherencia. El protocolo en suspension dura 7 dias
y permite la obtencién de neuronas diferenciadas. En este caso, las células se cultivaron
durante 4 dias en placas no adherentes con medio a-MEM suplementado con 5 % (v/v)
de FBS y 1 uM de AR (medio de diferenciacion), al cuarto dia se pasaron a placas
adherentes (con el medio normal de cultivo), donde se mantuvieron durante los 3 dias
siguientes. El protocolo en adherencia dura 3 dias y permite obtener células es un
estado de diferenciacion temprana. Con este protocolo las células se sembraron en
adherencia y al dia siguiente se les cambi6 el medio por medio de diferenciacion, que

se mantuvo durante 2 dias.

Los tratamientos con la droga JQ1 (Sigma-Aldrich) se realizaron a una concentraciéon

final de 1 pM.

Células HEK293T

La linea celular humana HEK293T consiste en células transformadas provenientes del
riidn embrionario y fue usada para la sobreexpresion de proteinas en experimentos
de inmunoprecipitacion. Estas células se cultivaron en medio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) provisto inicialmente de L-glucosa, L-glutamina,
bicarbonato sédico y piruvato sddico (Sigma-Aldrich), y suplementado con un 10 %

(v/v) de FBS, 100 pg/mL de estreptomicina y 100 U/mL de penicilina.
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Fibroblastos humanos

Los fibroblastos utilizados provienen de biopsias de piel de dos donantes sanos y dos
pacientes del Sindrome de Cornelia de Lange (CdLS) con mutaciones en NIPBL (Tabla
2). Todas las muestras se usaron tras la obtencion de un consentimiento informado y
fueron obtenidas gracias a la colaboracion de la Dra. Valentina Massa (Universita degli
Studi di Milano). Estas células se cultivaron en medio RPMI- 1650 (Roswell Park
Memorial Institute) provisto inicialmente con L-glutamina (EuroClone) vy

suplementado conun 10 % (v/v) de FBS, 100 pg/mL de estreptomicinay 100 U/mL de

penicilina.
Paciente | Sexo | Edad | Score clinico Mutacion en NIPBL
CdLS 1 H 4 23 (severo) Delecion (5329_5427del)
CdLS 3 M 24 24 (severo) Cambio de sentido (5566A>G)
Control 2 H 13 - -
Control 3 M 11 - -

Tabla 2. Pacientes de CdLS y donantes sanos de los que se obtuvieron las biopsias.

Todos los cultivos se mantuvieron a 37 °C y en una atmoésfera himeda con un 5% de

CO..

1.1.4. Drosophila melanogaster

Mutantes de la mosca Drosophila melanogaster en los genes Nipped-B (ort6logo de
Nipbl) y fs(1)h (ortélogo de Brd4) fueron utilizados para analizar la viabilidad del doble
heterocigoto (Tabla 3). Estos mutantes se realizaron en un fondo silvestre (estirpe yw)
y fueron adquiridos en Bloomington Drosophila Stock Center (Indiana University). Los
stocks de las moscas se mantuvieron a 25 °C en tubos con papilla compuesta de harina

de maiz, levadura, agar y melaza.

Mutante Sexo Letalidad Balancer y caracteristicas
asociadas
Nipped-B#97 Machos En homocigosis CyO (alas curvas)
fs(1)h1s Hembras En homocigosis FM7c (ojos estrechos)
Machos no viables

Tabla 3. Caracteristicas de los mutantes de Drosophila melanogaster utilizados.
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Para el cruce entre mutantes se seleccionaron hembras virgenes fs(1)h’8y se cruzaron
con machos Nipped-B*”7. Se realizaron tres cruces en triplicado en los que habia 8
hembras virgenes y 4 machos por tubo. Tras dos semanas en crecimiento se observo y

cuantifico la descendencia.

1.2. Vectores de expresion

Los vectores de expresidon utilizados en la transfeccion de células de mamifero se
basaron en el vector pAdRSV-S, en el cual se clonaron los distintos ADNc fusionados a
un epitopo Flag o HA. En el caso del plasmido shLyar se clon6 la secuencia 5’-

CAGAGATGCCGATCACTAA-3’ en el vector pTER (Oligoengine).

Los vectores de expresion utilizados en el ensayo de doble hibrido se basaron en los
plasmidos pLexA-N y pGAD-HA (Dualsystems Biotech) para las construcciones cebo y

presa respectivamente.

1.3. Oligonucleotidos

Expresion raton FW RV
Adamts17 AGCGCTGCAAAGTAGTGACA GGTCTCCACTGTGTGTTCGT
Ajapl GCACAACGGAGCCTTCCA GAGCGCAGCGATGACCAT
Chst1 GCTTCCGCCTCTCCTATGAC GGCCGGATTCTTCAGTTCCT
Clstn2 TTGATGCCACCAACTCAACTG ACCTGCTCATAGCGGTTCATG
Crybg1 AAGTCCGACGGCAGGATCTA GACCATGGCTTCCCACACTT
Dner CACCCAGGAGCCTGACATAA GCATTCCCACAGGCAACATC
Igf2 GCTTGTTGACACGCTTCAGT AAGCAGCACTCTTCCACGAT
Kcncl CATCTGGGCGCTGTTCGA GTTGTGATGGAGACCAGGATGAA
Kcnk3 CTTCGCCATCACCGTCATCA GCGCGTAGAACATGCAGAAC
Nanog CCTCAGCCTCCAGCAGATGC CCGCTTGCACTTCATCCTTTG
Nestina GATCGCTCAGATCCTGGAAG TCAGGAAAGCCAAGAGAAGC
Pax6 TACCAGTGTCTACCAGCCAAT TGCACGAGTATGAGGAGGTCT
Pou5f1 CCAATCAGCTTGGGCTAGAG CTGGGAAAGGTGTCCCTGTA
Prdm14 GCATCCTGGTTCCCACAGAG CTGCAGAACACGCCAAAGTG
Rasgef1b TGGGTCTCTGGAAGCCCTTA GAGCTCGTACGGATGCATGA
Smcl2 CCCGAGACATCTTCCCAGTT GTTCTTCTTTTGCGCCTTGGT
Sox2 GAGTGGAAACTTTTGTCCGAGA GAAGCGTGTACTTATCCTTCTTCAT
Sox6 CAGCGTTCTGTCATCTCAGC CTCCCTTCGTCAGGTTATG
Zbtb16 GACGCACTACAGGGTTCACA GGGCAGTATTCCGTGCAGAT
RpLp CCAGGCTTTGGGCATCAC CTCGCTGGCTCCCACCTT
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Expresion mosca FW RV
arm TCTGCTGCAACGAAACAACG CTGCATCCGAAAGATTGCGG
bsh AGAAACGCGGTGAAAAGTGC TGTTGCGACGGATGTTTGTG
HDAC3 TATGGACTTCTACCGGCCCA CCTTGGTGCTCAGGGAGAAG
Shaw TTTCCAGCCCGAAAAGTTGG TTGCTTGCGGAGAACCAAAC
SoxN CCATACCGTTCTGCTTCGAT CCCGTAATTGGCAACAGTTT
Task7 GCTGAGCTTGGTCTTCATCC TCTCTTGGCATCCTCTGCTT
wg TGTTGTGTCCCATGATTGCC TGCGTATGCCGATATTGCTG
rpl32 ACAGGCCCAAGATCGTGAAG CTTGCGCTTCTTGGAGGAGA
ChIP FW RV
Ajap1 ACTCAAGCCCAGTGCGGTTA CTCGGTAGGTGGGCAAAGTTT
Gamma-globina CAGGCTGACCAATAGCTTCA TGCTAGAAGTGGTGGCCTTT
Kencl GCAGCTGACCTTCCCCTAAA CGGTATCATCTCAGCGGGAAA
Kcnk3 TCGCCGGCTCCTTCTACTT GGCGAGTGTAGTTACCGATGGT
Nanog ATAGGGGGTGGGTAGGGTAG CCCACAGAAAGAGCAAGACA
Poubf1 TTGAACTGTGGTGGAGAGTGCT TGCACCTTTGTTATGCATCTGCCG
Prdm14 GCATATACCCTACCCGCTTTC CAAACGGATTGGAGGTTGAT
Rasgef1b GCAAGTGCTTCGTGGTTCCT GTAAATACCGGCTCGACTCGTT
Sox2 CCTAGGAAAAGGCTGGGAAC GTGGTGTGCCATTGTTTCTG
AJAP1 CCAGGGCCAGATGGAAGAG AAGTTTGCCGAGAAGGGTCTTT
KCNC1 CCACAGCCACTTCGACTATGAC CTTGCCCGTGCGGTAGTAG
KCNK3 CGCCGGCTCCTTCTACTTC CGAGCCGTTACCGATGGT
Tabla 4. Oligonucleétidos utilizados en PCR cuantitativa (expresion y ChIP).
siRNA Secuencia Referencia
esiBrd2 MISSION esiRNA EMU067621
siBrd4 GAGAAGGACAAGAAGGAAA
esiBrd4 MISSION esiRNA EMU051511
siNipbl#1 GCGAUAUACCCGUCUUGUU | SASI_Mm02_00351489
siNipbl#2 GGAAGAUUGGUAGCUUGUA | SASI_Mm02_00351487
siC (Luciferase) CGUACGCGGAAUACUUCGA
esiC (Luciferase) MISSION esiRNA EHUFLUC

1.4. Anticuerpos

Tabla 5. Moléculas de ARN interferente utilizadas

Anticuerpo Antigeno Huésped Uso Referencia
Anti-Flag M2 Péptido Flag Ratén WB (1:2000) | Sigma-Aldrich
(DYKDDDDK) monoclonal ChIP (3 pL) (F1804)
Anti-HA Péptido HA | Rata monoclonal | WB (1:2000) Roche (3F10)
(YPYDVPDYA) ChIP
Anti-a-Tubulina Proteina Ratén WB Sigma-Aldrich
completa monoclonal (1:10000) (T9026)
Anti-Brd2C aa 698-780 | Conejo policlonal | WB (1:1000) | Producido en el
laboratorio
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Anti-Brd2I] aa 164-274 | Conejo policlonal IP (5 puL) Producido en el
laboratorio
Anti-Brd2N aa 50-651 Conejo policlonal | ChIP (20 uL) | Producido en el
laboratorio
Anti-Brd4 aa 1312-1362 | Conejo policlonal | WB (1:2000) | Bethyl (A301-
ChIP (3 pL) 9584A)
Anti-Lyar Proteina Conejo policlonal | WB (1:3000) Millipore
completa ChIP (3 pL) (AB4344)
Anti-Nipbl aa 1025-1075 | Conejo policlonal | WB (1:3000) | Bethyl (A301-
ChIP (3 pL) 799A)
Anti-Histona H3 aa 1-100 Conejo policlonal | ChIP (2 uL) Abcam
acetilada en K27 (ab4729)
Anti-Histona H3 RTmesKQT Conejo ChIP (3 pL) Millipore (17-
trimetilada en K4 monoclonal 614)
Anti-Pax6 Proteina Raton IF (1:50) DSHB
parcial monoclonal (AB_528427)

Tabla 6. Anticuerpos primarios

Anticuerpo Conjugado | Huésped Uso Referencia
Anti-IgG ratén HRP cabra WB (1:10000) Sigma-Aldrich (A4416)
Anti-IgG conejo HRP cabra WB (1:10000) | Sigma-Aldrich (A6154)

Anti-IgG rata HRP cabra WB (1:10000) | Sigma-Aldrich (A9037)
Anti-IgG ratén Cy3 burro IF (1:400) Jackson IR (715-165-150)

Tabla 7. Anticuerpos secundarios.

2. METODOS

2.1. Manipulacion de acidos nucleicos
2.1.1. Extraccion de ARN

La extraccion de ARN tanto de células como de moscas se realiz6 mediante el kit
RNeasy mini Kit (QIAGEN), usando tratamiento con DNAsa I segtin las indicaciones del
fabricante. La cuantificacién del producto final se realizé con el espectrofotometro ND-

1000 (NanoDrop).
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2.1.2. Retrotranscripcion

La conversion de ARN a ADN complementario (ADNc) se llevé a cabo mediante el uso
del kit iScript cDNA Synthesis Kit (Bio-Rad), siguiendo las instrucciones del fabricante
y partiendo siempre de 1 pg de ARN.

2.1.3.PCR

Para la amplificacién de los fragmentos de ADN mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) se utiliz6 el termociclador TC3000 (Techne) y la ADN polimerasa Q5
High-Fidelity (New England Biolabs). Las reacciones se realizaron en un volumen final
de 50 pL con 20-50 ng de ADN, 10 pL del tampén Q5 5X, desoxirribonucle6tidos a 200
uM, oligonucleétidos a 0,5 pM y 0,5 pL de enzima. Los oligonucleé6tidos, disefiados
mediante el programa Primer3Plus segun el interés de cada amplificacién, fueron
sintetizados por Sigma-Aldrich. Las condiciones de reaccion se realizaron segun las

recomendaciones del fabricante de la enzima.

2.1.4. Manipulacion enzimatica

Para la creacién de nuevos plasmidos se utilizé la ligasa T4 (Promega) uniendo los
insertos amplificados por PCR con los vectores previamente desfosforilados por la
fosfatasa alcalina (Roche). Las digestiones con endonucleasas tanto de los insertos
como de los vectores se realizaron con las correspondientes enzimas de restriccion
(Fermentas y New England Biolabs). En todo caso se siguieron las instrucciones del

fabricante.

2.1.5. Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis de las moléculas de ADN se llevé a cabo en el sistema horizontal Mini-
Sub Cell GT (Bio-Rad), en geles de agarosa 0,7-2 % (m/v) en TBE 0,5X y con 5 pg/mL
de bromuro de etidio. El porcentaje del gel vari6 segun el tamafio de los fragmentos a

analizar. A las muestras de ADN se les afiadié 1/10 de su volumen de tampdn de carga
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antes de cargarlas en el gel junto al marcador de peso molecular 1 Kb Plus Ladder
(Invitrogen). La visualizacidn se realiz6 en el transiluminador Universal Hood II (Bio-

Rad).
TBE 0,5X: Tris-borato 45 mM, EDTA 1 mM pH 8.

Tampoén de carga: 0,25 % (m/v) de azul de bromofenol, 0,25 % (m/v) de xileno-cianol y 30 %

(v/v) de glicerol.

2.1.6. Transfecciones de lineas celulares de mamifero

Las transfecciones transitorias en células P19 y células HEK293T se realizaron
siguiendo las indicaciones de Lipofectamine 2000 (Invitrogen) en el caso de plasmidos
y de Lipofectamine RNAIMAX (Invitrogen) en el caso de ARNs interferentes. Para

transfecciones de mas de 24 h se cambiaron los medios de transfeccién a las 6 h.

2.1.7. Transformacion de levaduras

Biomasa correspondiente a la estirpe NMY51 de Saccharomyces cerevisiae se puso en
crecimiento en medio YPAD, en agitaciéon y a 30 °C. Un dia después se midi6 la D.O. a
546 nm y se diluy6 hasta que quedase a 0,3, dejandolo crecer hasta que alcanzase el
valor de 0,6. Tras centrifugar 5 min a 700 g se resuspendio el precipitado en agua Milli-
Q (1/5 del volumen inicial del cultivo) y se volvié a centrifugar en las mismas
condiciones. El precipitado resultante se resuspendié en TE/LiAc (1/10 del volumen
inicial del cultivo) y se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. Finalmente, se
resuspendio el precipitado en 100 uL de TE/LiAc. A este volumen se le afadieron 600
uL de PEG/TE/LiAc, 5 pL de ADN de esperma de salmdn y al menos 100 ng de ADN
plasmidico antes de incubarlo 45 min a 42 °C. Tras centrifugar 5 min a 700 g se
resuspendieron los precipitados en 100 pL de una solucién 0,9% (v/v) NaCl y se

sembraron en placas con medio minimo.

TE/LiAc: Tris-HCl 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM y acetato de litio (LiAc) 0,1 M.

PEG/TE/LiAc: Tris-HC1 10 mM pH 7,5, EDTA 1 mM, LiAc 0,1 M y 40 % (m/v) de polietilenglicol
(PEG).
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2.1.8. Transformacion de bacterias

Se mezclaron bacterias E. coli DH5a con 100-500 ng de ADN plasmidico y se
sometieron a choque térmico para su transformacién. Tras 15 min en hielo, la mezcla
se incub6 75 s a 42 °C seguido de 2 min mas en hielo. Finalmente se afiadié 1 mL de LB
a la mezcla y tras al menos 1 h de incubacién a 37 °C para que se expresasen las
resistencias, se incubaron a 37 °C en LB liquido o sélido con sus respectivos

antibioticos.

2.1.9. Amplificacion y purificacion de plasmidos

La amplificaciéon de plasmidos se llevé a cabo mediante transformacién bacteriana del
plasmido de interés y la posterior incubacién durante unas 16 h a 37 °C. El volumen del
cultivo fue de 2 mL o 100 mL de LB con antibiético seglin se quisiera amplificar a

pequeiia escala o a gran escala.

La purificacién de cultivos a pequefia escala (miniprep) se realiz6 mediante choque
térmico. En primer lugar, se centrifugé el cultivo 1 min a 16000 g y se resuspendi6 en
350 pL de solucién STET. Se anadieron 25 pL de solucién de lisozima y se incub6 en un
bafio a 50 °C durante 1 min. Posteriormente, se centrifugd 5 min a 16000 g y se elimind
el precipitado viscoso resultante con un palillo de dientes estéril. El sobrenadante se
trat6 con un 450 pL de isopropanol y 35 pL. de AcNa 3 M y se dejo 5 min a temperatura
ambiente para precipitar el ADN. Se centrifugd 5 min a 16000 g, se lavo el precipitado
con etanol 70 © y se volvié a centrifugar 2 min a 16000 g. El precipitado final se
resuspendié en 50 pL de Tris-HClI 10 mM (pH 8). Posteriormente se usé el kit
Favorprep GEL/PCR Purification Kit (Favorgen) para eliminar las impurezas restantes

antes de ser enviadas para su secuenciacion a Stabvida.

La purificacion de cultivos a gran escala (midiprep) se realizé mediante el uso del kit
DNA-midi GT Plasmid DNA Purification Kit (iNTRON Biotechnology) segun las
instrucciones del fabricante. Tras el paso de precipitacidn, se precipité de nuevo el
ADN, resuspendiendo el precipitado en 450 pL de agua Milli-Q y afiadiendo 900 pL de
etanol absoluto y 45 pL de AcNa 3 M. Se dej6é 30 min a -20 °C y se centrifug6 10 min a

16000 g. Se lavé el precipitado con 500 pL de etanol 70 © y se volvid a centrifugar 5 min
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a 16000 g. Por ultimo, se resuspendid el precipitado en 100 pL de Tris-HCl 10 mM (pH
8).

Solucién STET: 8 % (m/v) de sacarosa, Tris-HCI 50 mM pH 8, EDTA 50 mM y 5 % (m/v) de
Triton X-100.

Solucién de Lisozima: 10 mg/mL de Lisozima en Tris-HCl 50 mM pH 8.

2.2. Analisis de la expresion génica y de la cromatina
2.2.1. PCR cuantitativa (qPCR)

La PCR cuantitativa se realizéd en el termociclador ViiA7 Real-Time PCR System
(Applied Biosystems) y con el sistema Power SYBR Green Master Mix (Applied
Biosystems). La reacciéon se llevd a cabo con los ciclos predeterminados por el
fabricante, mediante el programa Standard Curve para los experimentos de ChIP y
Relative Standard Curve para los experimentos de expresion (usando como referencia
el gen RpLp0). Para los experimentos de ChIP se utilizaron 2 pL del ADN eluido y para
los experimentos de expresion 2 pL. de una dilucién 1/3 del ADNc. Los oligonucle6tidos
utilizados fueron disefiados por el programa Primer3Plus y sintetizados por Sigma-
Aldrich, siendo su eficiencia siempre del 90-105 %. Las secuencias se muestran en la

Tabla 4.

2.2.2. RNA-Seq

Los ARNs extraidos se enviaron a la Unidad de Genémica de CABIMER para su
secuenciacion con el sistema NextSeq500 (Illumina) con los parametros HIGH-Output
y lecturas single-end de 75 pares de bases. Las librerias se prepararon siguiendo el

TruSeq Stranded TOTAL RNA kit (Illumina), excluyendo los ARN ribosémicos.

Los datos obtenidos se filtraron en primer lugar mediante el programa FSTQ Toolkit
v1.0.0 y posteriormente se alinearon al genoma de referencia de ratbn mm9 mediante
el paquete Rsubread v.1.28.1 de Bioconductor. El andlisis de las diferencias en

expresion génica se llevd a cabo con los paquetes voom/limma v.3.34.9 y edgeR
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v.3.20.9 de Bioconductor. Se tuvieron en cuenta los genes que mostraron mas de una

lectura por mill6n en mas de dos réplicas biologicas.

2.2.3. Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP)

La fijacidn de las proteinas a la cromatina se realiz6 afiadiendo al medio de cultivo (10
mL) una solucién de fijacion con formaldehido durante 10 min, tras lo que se afiadieron
733 pL de glicina 2 M durante 5 min para parar la reaccién. Tras dos lavados con PBS
se recogieron las células con un rascador y centrifugando 5 min a 3000 g y a 4 °C. El
precipitado se resuspendid en 2,5 mL de tampdn de lisis 1 y tras 10 min de incubacién
en hielo se volvié a centrifugar en las mismas condiciones. De este modo precipitan los
nucleos celulares, los cuales se resuspendieron en 1 mL de tampoén de lisis 2 antes de
sonicar en hielo usando el bafio Bioruptor (Diagenode). Se sometieron a 8 ciclos (15
ciclos para fibroblastos humanos) de pulsos de 30 segundos a maxima potencia
seguidos de 30 segundos de pausa. Posteriormente se volvié a centrifugar en las
mismas condiciones y se conservd el sobrenadante (cromatina). Una alicuota de
cromatina se trat6é con proteinasa K (Roche) y se incubé a 65 °C para al dia siguiente
purificar el ADN mediante fenol-cloroformo y asi cuantificarlo y valorar la calidad del

sonicado migrandolo en un gel de agarosa al 1,2 % (m/v).

La inmunoprecipitaciéon de la cromatina se llev a cabo con 30 pg de cromatina diluida
1/10 en tampo6n de ChIP que se incubd en rotacién a 4 °C con 3 pg de anticuerpo hasta
el dia siguiente. Los complejos anticuerpo-proteina-ADN se precipitaron incubando 30
uL de proteina A/G conjugada a bolas magnéticas (equilibradas en tampén de ChIP)
durante 2 h en rotaciéon a 4 °C. Posteriormente, mediante el uso de una gradilla
magnética se realizaron lavados sucesivos de los complejos con 500 pL de tampé6n de
lavado 1, tamp6n de lavado 2, tampén de lavado 2 y dos lavados con TE 1X. A
continuacion, los complejos se eluyeron con 50 pL. de tampon de elucion y se incubaron
10 min a 65 °C, recuperando 40 pL a los que se les afladieron otros 80 uL de tampén de
elucidn para incubar a 65 °C hasta el dia siguiente. Al mismo tiempo se incub6 1/10 de
la cromatina utilizada en la ChIP en un volumen final de 120 pL de tampén de elucion,
que seria utilizado posteriormente como input. De este modo se separaron los

complejos proteina-ADN, asi como de las bolas magnéticas en el caso de la ChIP.
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Finalmente, al dia siguiente se trataron input y ChIP con proteinasa K durante 1 h a 37
°C (para degradar las proteinas presentes) y se limpiaron usando el kit ChIP DNA Clean

& Concentrator (Zymo Research), eluyendo en 25-60 pL.

Solucién de fijacion: Hepes 35 mM pH 8, NaCl 70 mM, EDTA 0,7 mM pH 8 y 11 % (v/v)

formaldehido.

Tampon de lisis 1: Pipes 5 mM pH 8, KCl 85 mM, 0,5 % (v/v) NP-40 y Complete Protease
Inhibitor Cocktail 1X (Roche).

Tampo6n de lisis 2: 1 % (m/v) SDS, EDTA 10 mM, Tris-HCI 50 mM pH 8,1 y Complete Protease
Inhibitor Cocktail 1X.

Tampodn de ChIP: 0,01 % (m/v) SDS, 1,1 % (v/v) Tritéon X-100, EDTA 1,2 mM, Tris-HCl 16,7 mM
pH 8,1, NaCl 167 mM y Complete Protease Inhibitor Cocktail 1X.

Tampoén de lavado 1: 0,1 % (m/v) SDS, 1 % (v/v) Tritén X-100, EDTA 2 mM, Tris-HCI 20 mM
pH 8,1 y NaCl 150 mM.

Tampoén de lavado 2: 0,1 % (m/v) SDS, 1 % (v/v) Tritén X-100, EDTA 2 mM, Tris-HCI 20 mM
pH 8,1 y NaCl 500 mM.

Tampoén de lavado 3: LiCl 0,25 M, 1 % (v/v) NP-40, 1 % (m/v) deoxicolato de sodio, EDTA 1
mM y Tris-HC1 10 mM pH 8,1.

TE 1X: Tris-HC1 10 mM pH 8,1 y EDTA 1 mM.

Tampon de elucién: 1 % (m/v) SDSy TE 1X.

2.2.4. ChIP-Seq

Las muestras se enviaron a GENECORE (EMBL Genomics Core Facility) para su
secuenciacion en el sistema HiSeq 2000 (Illumina) con lecturas de single-end de 50
pares de bases. Los datos obtenidos se alinearon al genoma de raton de referencia mm9
mediante el paquete Rsubread v.1.28.1 de Bioconductor. La llamada de los picos
respecto a los inputs se realizé con MACS2 v.2.1.1, seleccionando aquellos con un -
log(g-valor)=15 y mfold=5. La anotacion de los picos se realiz6 mediante el paquete

ChIPPeakAnno de Bioconductor.
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2.3. Analisis de proteinas
2.3.1. Ensayo de doble hibrido en levaduras

Este ensayo se llevd a cabo con el kit DUALhybrid Kit (Dualsystems Biotech), provisto
de plasmidos pLexA-N (cebo) y pGAD-HA (presa). El plasmido pLexA-N codificaba para
un dominio de unién al ADN y para el aminoacido triptéfano, mientras que el plasmido
pGAD-HA codificaba para un dominio de transactivacion y para el aminoacido leucina.
Distintas combinaciones de plasmidos cebo y presa se co-transformaron en la estirpe
NMY51, donde si ambas proteinas interaccionan se reconstituye un factor de
transcripcion capaz de activar la transcripcion de los genes LacZ e HIS3 (codificante
para el aminoacido histidina). Las levaduras co-transformadas se sembraron en placas
con medio minimo (SD-Leu-Trp) donde tras incubar a 30 °C se seleccionaron colonias
para la realizacién de un ensayo -galactosidasa. Cuando la sefal obtenida en este
ensayo fue demasiado débil para su evaluacién se procedié a realizar diluciones
seriadas de las levaduras transformas (estando la dilucién mas concentrada a una D.O.
igual a4 a 600 nm) y se sembraron como gotas en medio minimo y en medio selectivo
(SD-His-Leu-Trp). Solo las levaduras transformadas con un pldsmido cebo y un
plasmido presa cuyos productos interaccionan fueron capaces de crecer en el medio

selectivo al activar la sintesis de la histidina.

2.3.2. Ensayo de la actividad f3-galactosidasa

Se seleccionaron 4 colonias de cada transformacién y se sembraron en placas con
medio minimo (SD-Leu-Trp) y se dejaron incubar durante 48 h a 30 °C. Posteriormente,
para cada placa se prepararon 5 mL de una solucién de agar 1 % (m/v) y 5 mL de una
solucion de fosfato potdsico 1M pH 7 a la que se le afiadieron 600 uL de NN’-
dimetilformamida y 100 pL de SDS 10 % (m/v). Ambas soluciones se pusieron a 50 °C
y se mezclaron, afiadiendo 100 upL de X-Gal 4 % (m/v) disuelto en NN’-
dimetilformamida. Por ultimo, se vertieron suavemente sobre las placas 10 mL de la
mezcla obtenida, se dejaron solidificar y se incubaron a 30 °C en oscuridad. Para
observar el resultado fue necesario esperar entre 30 min y 12 h, de manera que
aquellas colonias co-transformadas con plasmidos cuyos productos interaccionaban se

colorearon de azul al inducirse la expresion del gen LacZ.
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Solucién de fosfato potasico 1M pH 7: 174,2 g/1 de K2z2HPO1 y 136,1 g/1 de KH2POa.

2.3.4. Extraccion de proteinas solubles

Los precipitados obtenidos tras recoger las células en PBS 1X y centrifugar 5 min a 200
g se resuspendieron en tampon no desnaturalizante para extraer las proteinas
solubles. Posteriormente se centrifugaron 5 min a 16000 g y la concentracion de
proteinas del sobrenadante se cuantific6 mediante el método Bradford (Bradford,
1976). Para esta cuantificacion se utilizo el reactivo Bio-Rad Protein Assay (Bio-Rad) y

una recta de calibrado de cantidades conocidas de seroalbiumina bovina (BSA).

Tampon no desnaturalizante: Tris-HCI 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 1% (v/v) Trit6n X-100,
EDTA 1 mM y Complete Protease Inhibitor Cocktail 1X.

2.3.5. Extraccion de proteinas unidas a la cromatina

Para la extraccién de proteinas fuertemente unidas a la cromatina se utilizé la enzima
bit-nucleasa (Biotool.com) que fragmenta el ADN dejando libres las proteinas
asociadas. Las células (recogidas en PBS 1X y centrifugadas 5 min a 200 g) se
resuspendieron en tampodn bit-nucleasa, se les afiadié un 1% (v/v) de la enzima y se
incubaron 1 h a 37 °C. Posteriormente se centrifugaron 5 min a 16000 g y el

sobrenadante obtenido se cuantifico mediante el método Bradford.

Tampoén Bit-nucleasa: Tris-HC1 50 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 1% (v/v) Tritén X-100, MgCl: 2
mM y Complete Protease Inhibitor Cocktail-EDTA free 1X (Roche).

2.3.6. Extraccion fraccional de proteinas

Para la obtencion de extractos fraccionados de proteinas se utilizé una adaptacion del
protocolo descrito en Wysocka et al, 2001. Las células (recogidas en PBS 1X y
centrifugadas 5 min a 200 g) se resuspendieron en tampon A y se sometieron a tres
ciclos de congelacion y descongelacion en Nz liquido. Tras centrifugar 5 min a 1300 g,
se guardo el sobrenadante (S1) y se resuspendio el precipitado en tamp6n B dejandolo

30 min en hielo. Se centrifugd 5 min a 1700 g, se guard¢6 el sobrenadante (S2) y el
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precipitado se resuspendié en tampo6n RIPA y se sometio a varios ciclos de agitacién en
vortex y hervido a 95 °C. Tras centrifugar 1 min al maximo se guardo el sobrenadante
como la fraccién cromatinica. Los sobrenadantes S1 y S2 se unieron para formar la
fraccion soluble. Las concentraciones de proteina de cada fracciéon se midieron por el

método Bradford.

Tampoén A: Hepes 10 mM pH 7,9, KC1 10 mM, MgClz2 1,5 mM, EDTA 1 mM y Complete Protease
Inhibitor Cocktail 1X.

Tampoén B: EDTA 3 mM, EGTA 0,2 mM, DTT 1 mM y Complete Protease Inhibitor Cocktail 1X.

Tampon RIPA: Tris-Hcl 100 mM pH 7,4, NaCl 150 mM, 1 % (v/v) Tritén X-100, EDTA 1 mM, 0,1
% (m/v) SDS, 1 % (m/v) deoxicolato de sodio y Complete Protease Inhibitor Cocktail 1X.

2.3.7. Inmunoprecipitacion de proteinas

Se incubd 1 mg de extracto proteico con 3 pg de anticuerpo en un volumen de al menos
500 pL de tampon (el usado para la extraccion de proteinas) y se dejé rotando a 4 °C
hasta el dia siguiente. Un 10 % del extracto se reservé como input. Los complejos
anticuerpo-proteina se precipitaron incubando 30 pL de proteina A/G conjugada a
bolas magnéticas (equilibradas en el tampdén de extracciéon) durante 2 h a 4 °C.
Posteriormente, mediante el uso de la gradilla magnética se lavaron los complejos con
500 pL de tampdn y se eluyeron en 20 pL. de Laemmli 2X e incubando 10 min a 95 °C.
Las proteinas inmunoprecipiatadas y los inputs se migraron en un gel SDS-

poliacrilamida y se analizaron por western-blot.

Tampodn Laemmli 4X: Tris-HC] 125 mM pH 6,8, 4% (m/v) SDS, 20 % (v/v) glicerol, 10 % (v/v)

B-mercaptoetanol y 0,15 % (m/v) azul de bromofenol.

2.3.8. Electroforesis en gel SDS-poliacrilamida

La separacién de proteinas por peso molecular se realiz6 mediante el método de
electroforesis en geles discontinuos de SDS-poliacrilamida (Laemmli, 1970). Se utilizo6
el sistema vertical Mini-PROTEAN Tetra Cell (Bio-Rad), donde se acoplaron geles

constituidos por un gel concentrador en la parte superior y un gel separador en la parte
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inferior. El porcentaje de acrilamida del gel separador varié del 7 % (v/v) al 15 % (v/v)
segln el peso molecular de las proteinas de interés. Las muestras se prepararon en
tampdn Laemmli 1X y se hirvieron 3 min a 95 °C antes de cargarlas en el gel y migrarlas
a 200V durante 45-60 min. Junto a las proteinas se migré el marcador de peso

molecular Precision Plus Protein Dual Color Standards (Bio-Rad).

Gel concentrador: Tris-HCl 0,125 M pH 6,8, 4 % (v/v) acrilamida (acrilamida y bis-acrilamida
29:1) 0,1 % (m/v) SDS, 0,1 % (m/v) amonio persulfato (APS) y 0,05 % (v/v) TEMED.

Gel separador: Tris-HCl 0,375 M pH 8,8, 7-15 % (v/v) acrilamida (acrilamida y bis-acrilamida
29:1), 0,1 % (m/v) SDS, 0,1 % (m/v) APSy 0,05 % (v/v) TEMED.

Tampon Laemmli 4X: Tris-HCI 125 mM pH 6,8, 4% (m/v) SDS, 20 % (v/v) glicerol, 10 % (v/v)

B-mercaptoetanol y 0,15 % (m/v) azul de bromofenol.

Tampoén de migracion: Tris 25 mM, glicina 192 mMy 0,1 % (m/v) SDS.

2.3.9. Western-blot

Los geles SDS-poliacrilamida se transfierieron a membranas de PVDF Amersham
Hybond P 0,2 pm (GE Healthcare) mediante transferencia himeda o semiseca. La
transferencia humeda se realiz6 para proteinas mayores de 100 kDa en el sistema Mini
Trans-Blot Cell (Bio-Rad) a 20 V durante 16 h. Para proteinas de menos de 100 kDa se
realizd una transferencia semiseca de 30 min A 25 V usando el Trans-Blot Turbo
Transfer System (Bio-Rad). Tras la transferencia las membranas se incubaron en una
solucién de bloqueo durante 1 h en agitacién y posteriormente se incubaron a 4 °C
hasta el dia siguiente con los anticuerpos primarios diluidos en la solucién de bloqueo
(diluciones segtin recomendaciones del fabricante). Las membranas se lavaron tres
veces en agitacion con soluciéon de lavado (10 min por lavado) antes de incubarlas
durante 1 h en agitaciéon con los anticuerpos secundarios (conjugados a HRP) diluidos
1:10000 en solucion de lavado. Las membranas se volvieron a lavar tres veces (5 min
por lavado) antes de revelar mediante quimioluminiscencia usando el kit Clarity
Western ECL Substrate (Bio-Rad). La deteccion y cuantificacion de la sefial

luminiscente se llevo a cabo en el sistema ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad).

Tampodn de transferencia: Tris 25 mM, glicina 192 mM, 0,1 % (m/v) SDSy 20 % (v/v) metanol.
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Solucién de bloqueo: 5 % leche (m/v) en solucién de lavado.

Solucién de lavado: PBS 1X con 0,1 % (v/v) Tween-20.

2.3.10. Inmunofluorescencia de células para Pax6

Las células, sembradas en placas de 12 pocillos cubiertas con lamelas de vidrio
esterilizadas, se fijaron en PBS con PFA 4 % (m/v) durante 10 min. Tras tres lavados
con PBS se colocaron las lamelas en una camara hiimeda, de manera que se cubriese su
superficie con solo 100 pL. A continuacion, las células se trataron durante 10 min con
una soluciéon de permeabilizacion, se realizé un lavado y se trataron con solucién de
bloqueo durante 30 min. El anticuerpo primario anti-Pax6 (diluido 1:50 en solucién de
bloqueo) se incub6 durante 1 h, y tras cuatro lavados se incub6 el anticuerpo
secundario anti-ratén-Cy3 (diluido 1:400 en solucién de lavado) durante 30 min. Tras
cuatro nuevos lavados se incubaron las células con una solucién de DAPI 0,1 pg/uL en
solucion de lavado durante 10 min. Tras un lavado con agua Milli-Q se montaron las
lamelas en cubreobjetos con ayuda del medio de montaje Vectashield (Vector
Laboratories) y se sellaron con laca de ufias. La adquisicién de las imagenes se llevo a

cabo en un microscopio de fluorescencia DM6000 (Leica-Microsystems).

Solucion de permeabilizacion: PBS 1X con 0,5 % (v/v) Tritén X-100.
Solucion de lavado: PBS 1X con 0,1 % (v/v) Trit6n X-100.

Solucidn de bloqueo: PBS 1X con 0,5 % (v/v) Tritén X-100y 10 % (v/v) suero de burro.

2.4. Analisis de la apoptosis

Las células (recogidas en PBS 1X y centrifugadas 5 min a 200 g), se fijaron gota a gota
con etanol 70 °y se incubaron a 4 °C durante 30 min. Posteriormente, se lavaron con
PBS 1X centrifugando 5 min a 1000g y se resuspendieron en 500 pL de solucion de
tincion. A continuacidn, se incubaron en oscuridad y a 37 °C durante 30 min y se afiadio
1 mL de PBS 1X antes del analisis por citometria. El analisis de la apoptosis se llevé a
cabo mediante la medicién de la poblacion celular en subG1l en un citometro BD

FACSCalibur (BD Biosciences) con el programa CellQuest Pro (BD Biosciences).
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Solucién de tincién: PBS 1X con 200 pg/mL de RNAsa Ay 10 pg/mL de yoduro de propidio.

2.5. Analisis estadistico y bioinformatico

El tratamiento de los datos se realiz6 con el programa Microsoft Excel, mientras que el
analisis estadistico se llevd a cabo con el programa Prism 5.0a. En los graficos se
representd el valor de la media * el valor de la desviacidn estandar, proviniendo la

media de tres réplicas experimentales.

El andlisis de la significancia entre las diferencias se realiz6 mediante el test t de
student con un intervalo de confianza del 95 %. La significancia entre muestras se
indicé de la siguiente manera: * p-valor<0,05; ** p-valor<0,01; *** p-valor<0,001. La
significancia de los solapamientos en los diagramas de Venn se analiz6 mediante test

hipergeométrico realizado en R.

Como herramientas bioinformaticas se utilizaron:

-Primer3Plus (www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi) para el
disefio de los oligonucle6tidos usados en PCR convencional y PCR cuantitativa.
-Venny 2.1 (http://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/) para la creacién de diagramas
de Venn.

-DAVID (https://david.ncifcrf.gov/)para el andlisis de ontologia de genes (GO).
-Bioconductor (www.bioconductor.org) para los diversos anadlisis de los datos

obtenidos en técnicas de secuenciacion masiva.
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ANEXO0S

Los siguientes documentos son tablas de Excel que se pueden consultar en los archivos
adjuntos:

Anexo 1. Tabla con todos los genes desregulados en las condiciones siNipbl, esiBrd2 y esiBrd4.
Anexo 2. Tabla con todos los picos de Nipbl obtenidos por ChIP-Seq.

Anexo 3. Tablas con todos los genes desregulados en las condiciones siNipbl, esiBrd2 y esiBrd4.
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