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Resumen

ARID1A y ARID1B son proteinas homodlogas que alternativamente forman parte del
complejo BAF. BAF es un complejo tipo SWI-SNF que remodela cromatina hidrolizando
ATP y participa en procesos como proliferacion y diferenciacion celular. En ratén, ARID1A
interviene en la gastrulacion y en el mantenimiento de las células troncales embrionarias
pluripotentes (CTP; Gao et al. 2008). Por su parte, ARID1B también regula la
regeneracion del estado indiferenciado de las CTP (Yan et al. 2008). /n vitro, estas
proteinas participan antagonicamente durante la proliferacién celular, es decir ARID1A
esta involucrado en el cese de la proliferacion, mientras que ARID1B promueve la
progresion de G1 a S (Nagl et al. 2007).

Hasta el momento no se conoce como se regula la funcidon diferencial de las
subunidades ARID1 durante la proliferacién, por lo tanto nuestro objetivo fue explorar los
factores que determinan la disponibilidad y funcionalidad de estas proteinas en el
complejo BAF, durante el ciclo celular in vitro y en embriones pre-implantacién. Como
alternativas, analizamos la dinamica de sintesis y localizacion subcelular tanto de ARID1A
como de ARID1B en las fases del ciclo celular, y observamos que presentan una
localizacion diferencial, es decir, ARID1A se expresa en la interfase y se degrada al llegar
a la mitosis. En contraste, ARID1B se expresa de manera estable durante del ciclo celular
manteniéndose constante en la divisién celular tanto en células en cultivo como en
embriones preimplantacion. Adicionalmente, nuestros resultados sugieren que la
expresion de ARID1B aumenta en la transicion de G1 a S. Alternativamente realizamos la
busqueda de modificaciones post-traduccionales que sean indicativas de la regulacion
funcional como fosforilaciones, sumoilaciones o ubiquitinaciones y observamos mediante
ensayos de inmunoprecipitacion que ARID1A esta ubiquitinada, lo que probablemente
regula su degradacion durante la mitosis.

En conclusién, el presente estudio muestra que ARID1A se expresa en mayor
proporcion que ARID1 B durante la embriogénesis sugiriendo que ARID1A tiene funciones
globales durante el desarrollo embrionario y ARID1B regula procesos mas especificos.
También mostramos que ambas subunidades tienen patrones de expresion diferencial
durante la proliferacién, que es evidente durante la mitosis. Esta dinAmica es similar a la
reportada para las subunidades cataliticas del complejo BAF (BRM y Brgl). Ademas
sugerimos que ARID1A es ubiquitinada, lo que podria contribuir a la modulacion de su
actividad y ensamblaje al complejo durante el ciclo celular.
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= 7
Introduccidn

El DNA de eucariontes se asocia con proteinas dentro del nicleo formando una
estructura llamada cromatina. La unidad basica de compactacion es el nucleosoma,
formado por una asociacion octamérica de histonas que empaquetan alrededor de 146 pb
(revisado en Roberts y Orkin 2004). En células interfasicas se conocen dos tipos de
estados cromatinicos: una region referida como heterocromatina que se mantiene
densamente condensada durante la interfase, es transcripcionalmente inactiva, se
replican tardiamente durante la sintesis del DNA y generalmente presentan regiones
extendidas de DNA repetitivo (revisado en Rice y Allis 2001). Por su parte, las zonas de
DNA laxo donde hay altos niveles de transcripcion es definida como eucromatina. Sin
embargo, estos estados de compactacién son dinamicos y se remodelan en respuestas
transitorias a sefiales fisioldgicas o del desarrollo, pero la decision en la identidad celular
perdura a lo largo de la vida del organismo. Este mecanismo se conoce como memoria
celular y es importante en procesos como la regulacion del ciclo celular y diferenciacion
tejido especifica (van Lohuizen 1999; Cavalli 2002; Simon y Tamkun 2002).

La memoria celular o memoria epigenética esta definida como los mecanismos que
generan modificaciones heredables de la cromatina sin alteraciéon de la secuencia
nucleotidica. Dicho proceso depende de la accién coordinada tanto de asociaciones
proteicas que modifican covalentemente a las histonas y el DNA, asi como de la
remodelacion cromatinica por complejos multiméricos que hidrolizan ATP (Muchardt y
Yaniv 1999; Grewal y Moazed 2003; Mahmoudi y Verrijzer 2001; Narlikar et al. 2002).
Dentro de las modificiaciones covalentes de la cromatina se incluyen a la metilacion del
DNA, metilacion y/o acetilacion de histonas. Cada tipo de modificacion covalente esta
involucrada en activaciéon o represion génica, es decir, la metilacion esta involucrada en el
silenciamiento génico; por ejemplo, en la represién de elementos transponibles y en la
inactivacion del cromosoma X en mamifero, las enzimas responsables de generar los
patrones de metilacion son las metil-transferasas de DNA (DNMT), las cuales modifican el
carbono 5 de las citosinas con el grupo metilo en los dinucleétidos CpG, generando
patrones de metilacion en regiones ricas en el dinucleétido (revisado en Vaissiere et al.
2008). Por su parte, la metilacion de histonas consiste en la modificacion de residuos de
lisinas (K) y argininas (R) de los extremos amino-terminal de las histonas por la accién
metiltransferasas de histonas (HMTasas). residuos de lisinas (K) y argininas (R) de los
extremos amino-terminal de las histonas por la accion metiltransferasas de histonas

(HMTasas; Clarke S. 1993).
11
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Remodelacion de la cromatina dependiente de ATP

En mamiferos se han descrito alrededor de 26 ATPasas diferentes que fungen como
subunidades cataliticas de complejos multiproteicos que remodelan cromatina
hidrolizando ATP. La mayoria de las deleciones de estos genes en el raton son letales,
presentando severos defectos durante el desarrollo embrionario y/o son
haploinsuficientes, sugiriendo que presentan funciones especificas, siendo esenciales

durante la embriogénesis (revisado en Ho y Crabtree 2010).

Fig. 1. Las familias de complejos remodeladores de cromatina tienen como subunidad catalitica ATPasas
homologas y participan en distintos procesos celulares. En naranja, rosa, rojo y amarillo se representan
las distintas ATPasas de los complejos, en azul se representan subunidades accesorias de los complejos.
En morado se denota su interaccion con otros complejos (como HATS, HMTasas, etc.), en rosa se denota
la interacciéon con otras proteinas como reguladores de la transcripcion.

Dichas asociaciones multiméricas se han clasificado en 4 familias principales
tomando como referencia la secuencia y estructura de la subunidad catalitica: los
complejos tipo INO80, ISWI, CHD y SWI/SNF (Fig.1 revisado en Ho y Crabtree 2010).
Adicionalmente, existe un grupo de subunidades que interaccionan con la ATPasa
pueden aumentar su actividad remodeladora, estabilizando o sirviendo de andamiaje del
complejo. Por otra parte se ha descrito que en todos los complejos multiméricos se
asocian subunidades exclusivas que son determinantes para la especificidad de los
blancos de regulacién (revisado en Hargreaves y Crabtree 2011). Cada una de estas
familias participan en diferentes procesos celulares, por ejemplo en los complejos tipo
INO80 estan involucrados en la reparacion del DNA, regulacion de los puntos de control
del ciclo celular y estabilidad de los telomeros (Morrison et al. 2004; Yu et al. 2007). Las
asociaciones tipo ISWI estan implicadas en la represion transcripcional, formacién de la

heterocromatina y el mantenimiento de la pluripotencia el células troncales embrionarias
12
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pluripotentes de ratén (Deuring et al. 2000; Stopka et al. 2003). Estudios /n vitro sugieren
que el complejo ISWI esta involucrado en el mantenimiento de la estructura de la
cromatina estableciendo el espacio entre los nucleosomas (revisado en Hargreaves y
Crabtree 2011). En el caso de la familia CHD, se han caracterizado algunas funciones
gue incluyen el mantenimiento de la actividad transcripcional en células ES por parte de
las ATPasas CHD1/2 (Gaspar-Maia et al. 2009). Otras subunidades han sido implicadas
en la represion transcripcional interactuando con complejos de desacetilasas de histonas
como NURD (revisado en Hargreaves y Crabtree 2011). Los complejos SWI/SNF estan
involucrados en procesos de activacion y represion de la expresion génica en diferentes
procesos celulares, los cuales se abordaran en detalle en las siguientes secciones

(revisado en Ho y Crabtree 2010).

« Una asociacion multimérica define a los complejos tipo SWI/SNF

El complejo SWI/SNF es una asociacion proteica que en mamiferos pesa alrededor
de 2 MDa y esta constituido por aproximadamente 15 subunidades (Tabla 1; revisado en
Morhmman y Verrijzer 2005). Muchas de estas presentan variantes que son codificadas
por genes paralogos o por splicing alternativo, por ejemplo las ATPasas Brgl (BRM
related-gene 1) y BRM, mientras que otras subunidades son Unicas como BAF47/INI1y B-
actina (revisado en Hargreaves y Crabtree 2010). Todas estas subunidades pueden
interaccionar generando distintas combinaciones, sugiriendo una gran diversidad de
complejos tipo SWI/SNF para regular distintos procesos celulares como la proliferacion y
la diferenciacion tejido especifico (revisado en Ho y Crabtree 2010). Aunque las ATPasas
por si solas pueden modificar la cromatina in vitro, la interaccion de BAF155/SRGS,
BAF170 y BAF47/INI1 aumentan su actividad remodeladora en los ensayos de
remodelacion de cromatina en nucleosomas individuales, por lo que estas subunidades
junto con la ATPasa son conocidas como el “nlcleo proteico” de los complejos tipo
SWI/SNF (Phelan et al. 1999).

Adicionalmente se han descrito subunidades exclusivas que interaccionan con el
complejo SWI/SNF generando asi dos subfamilas principales, es decir, la familia BAF
(Brg1l/BRM Associated Factors; Tabla 1), que esta definida por la presencia alternativa de
las ATPasas Brgl y BRM, asi como de las proteinas homoélogas ARID1A o ARID1B en
mamifero (cuyos homadlogos son SWI1 en S. cerevisiae y Osa en D. melanogaster); y la
familia PBAF (Polybromo and Brgl Associated Factors; Tabla 1) definida por la presencia
exclusiva de la ATPasa Brgl y las subunidades BAF180/Polybromo y BAF200/ARID2

13
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(cuyos homoélogos en mosca son BAP180 y BAP170; revisado en Mohrmann y Verrijzer
2005; Wu et al. 2009).

Ensayos de co-inmunoprecipitacion y ChiP’s en extractos nucleares de células HelLa
a distintas concentraciones de sales indicaron que hay asociaciones entre subunidades
de las distintas subfamilias de complejos unidas a DNA vy libres, sugiriendo que hay un
pre-ensamblaje de subcomplejos, indicando mayor diversidad de posibles combinaciones
y que su actividad depende de otros factores que incluyen el contexto de la cromatina,
presencia de subunidades y posiblemente modificaciones post-traduccionales que
modulen la actividad del complejo (Ryme et al. 2009). Por ejemplo se ha reportado que
las ATPasas son fosforiladas en momentos especificos del ciclo celular regulando su
funcion (Muchardt et al. 1996), otras subunidades como BAF57 pueden ser ubiquitinadas

para su degradacion (Keppler y Archer 2010).

Tabla 1. Las subunidades de complejos tipo SWI/SNF estan conservadas desde levadura hasta mamifero
(Morado - “nucleo del complejo”; azul- subunidades accesorias; amarillo - especificas de PBAF; Rosa-
especificas de BAF; modificada Roberts y Orkin 2004; Mohrmann y Verrijzer 2005).

Complejos de la familia Brm/Brgl-Associated Complejos de la familia Polybromo-associated
Factor (BAF) BAF (PBAF)
SWI/SNF BAP BAF RSC PBAP PBAF
(S. cerevisiae) (D. melanogaster) (Mamifero) (S. cerevisiae) | (D. melanogaster) (mamifero)
Swi2/Snf2 BRM BRG1 Sthl BRM BRG1
BRM
Snf5 SNR1 BAF47/INI1 Sthil SNR1 BAF47/INI1
Swi3 BAP155/ BAF155/ Rsc8 BAP155/ BAF155/
Moira Srg3 Moira Srg3
BAP170 BAF170 BAP170* BAF170
Swp73/Snf12 BAP60 BAF60 (a-c) Rsc6 BAP60 BAF60 (a-c)
BAF45 (a-d) BAF45 (a-d)
Arp9 BAP55 BAF53 (a-h) Arp9 BAP55 BAF53 (a-b)
Arp7 BAP47/ B-actina Arp7 BAP47/ B-actina
ACT1/2 ACT1/2
BAP111 BAF57 BAP111 BAF57
BAP74
Rscl, Polibromo Polibromo/
Rsc2, BAF180
Rsc4
Rsc9 BAF170 BAF200
Swil OSA ARID1A
ARID1B
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« Las familias BAF y PBAF estan conservadas a lo largo de la escala evolutiva

Las dos clases de asociaciones proteicas tipo SWI/SNF en mamifero, estan
presentes desde Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) hasta cordados y son
definidas por subunidades homologas en los diferentes organismos (Tabla 1), es decir:
*La “familia BAF” incluye al complejo SWI/SNF (SWitch defective/Sucrose Non
Fermentable) de levadura, BRAHMA o BAP (Brm- Associated Proteins) de D.
melanogaster y BAF de mamifero (revisado en Mohrmann y Verrijzer 2005).

*La “familia PBAF” integrada por los complejos RSC (Remodeling Structure of Chromatin)
de levadura, PBAP (Polybromo — associated BAP) de D. melanogaster y PBAF de
mamifero (revisado en Mohrmann y Verrijzer 2005).

En todos los organismos estas dos familias de complejos participan en procesos
independientes y no se complementan funcionalmente, por ejemplo en S. cerevisiae, el
complejo tipo PBAF (RSC) es importante para la viabilidad de la levadura interviniendo en
procesos como la regulacion de la division celular (Krebs et al. 2000). Por su parte, el
complejo SWI/SNF interviene en procesos metabdlicos de la sucrosa, en el “mating-type”
y la mutacion de alguna de sus subunidades no compromete la sobrevivencia del
organismo (revisado en Roberts y Orkin 2004).

En organismos multicelulares hay un cambio funcional de los complejos durante la
evolucion (Moshkin et al. 2008; Carrera et al. 2008), es decir, a diferencia de la levadura,
en D. melanogaster el complejo BAP es necesario para la viabilidad, regula la division
celular (Moshkin et al. 2008; Baig et al. 2010) y la expresién de genes homedéticos durante
la embriogénesis (Treisman et al. 1997; Vazquez et al . 1999). En cambio, el complejo
PBAP no es importante en la sobrevivencia de la mosca, interviene durante la generacion
de la cuticula del huevo en células foliculares del ovario, sin embargo las moscas
carentes de este complejo sobreviven y son fértiles, ademas participa en la regulacion
génica del sistema inmune (Carrera et al. 2008). Ensayos de inmunoflurescencia en
cromosomas politénicos sugiere que la localizacion de ambos complejos es excluyente
corroborando que participan diferencialmente en la regulacion transcripcional (Moshkin et
al. 2008).

En mamiferos se han caracterizado las subunidades exclusivas de los complejos
BAF (ARID1A y ARID1B; Gao et. al. 2008; Yan et al. 2008) y PBAF (BAF180/Polybromo y
BAF200/ARID2; Wang et al. 2004; Yan et al. 2006). En ambos casos la mutacion es letal
aunque su efecto ocurre a diferentes momentos de la embriogénesis: cuando se elimina

ARID1A el ratbn muere durante la gastrulacion (6.5 dias post - coitum - dpc -) al no

15



“Dinamica de localizacion y expresion de ARID1A y ARID1B durante el ciclo celular in vitro e in vivo en Mus musculus”

formarse la capa mesodermal (Gao et al. 2008). La delecion heterociga de ARID1A o
ARID1B presenta fenotipo haploinsuficiente en células embrionarias troncales de raton
(se detalla mas adelante; Gao et. al. 2008; Yan et al. 2008). En cambio, la pérdida de
funcion de BAF180/Polybromo (complejo PBAF) es letal a los 12.5 13.5 dpc presentando
defectos en la formacion de corazoén; el heterocigoto no genera fenotipo visible (Wang et
al. 2004). Estudios en células HeLa mostraron que BAF200/ARID2 regula genes
responsivos a interferon (Yan et al. 2005). Estas evidencias demuestran que los
complejos BAF y PBAF estan conservados a lo largo de la escala evolutiva y regulan
diferentes procesos bioldgicos.

Subunidades del complejo son esenciales durante el desarrollo embrionario

En mamifero los complejos BAF y PBAF comparten las subunidades del “nucleo
proteico” (Tabla 1) y se ha tratado de dilucidar cual es la participacion de cada proteina en
la regulacion génica en diferentes procesos como la embriogénesis y la proliferacion
celular. En ratén se han caracterizado varias de las subunidades del complejo por medio
del estudio de ratones mutantes nulos, asi como por ensayos de diferenciacién de células
pluripotentes (CTP; Tabla 2). Para las ATPasas, se ha mostrado que aunque ambos
transcritos son heredados maternalmente, la proteina Brgl esta presente desde el
desarrollo preimplantacion y durante toda la embriogénesis, mostrando una expresion
fuerte y generalizada (Randazzo et al. 1994; LeGouy et al. 1998). Por el contrario, BRM
se detecta a partir del estadio de blastocisto (al inicio de la diferenciacion celular) y
presenta menor a que Brgl a lo largo de la embriogénesis (LeGouy et al. 1998; Reyes et
al. 1998; Bultman et al. 2000). La delecion de Brgl en el raton es letal durante la pre-
implantacion, ya que no se establece ni el trofoblasto, ni la masa celular interna’. Mientras
gue el 15% de los ratones heterocigotos presentan excencefalia, el resto son viables y
fértiles; sin embargo son susceptibles a la formacién de tumores (Bultman et al. 2000).
Por su parte, la pérdida de funcion de BRM no genera letalidad embrionaria, pero se
observa un aumento en el tamafio de los ratones adultos, debido a un aumento en el
indice mitético (Reyes et al. 1998). Estos datos indican que Brgl tiene funciones
esenciales durante el desarrollo embrionario y su expresion elevada podria complementar
la funcion de BRM. Por su parte, BRM esta involucrada en la regulacion de la proliferacion
y no es capaz de complementar la funcién de Brgl (Bultman et al. 2000). Por otra parte,

! El trofoblasto es la capa celular que rodea al blastocisto, estas células son diferenciadas y generan los
tejidos extrambrionarios. La masa celular interna (MCI) es el grupo celular dentro del trofoblasto que tiene la
capacidad de generar al embrion ya esta compuesta de células pluripotentes.
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ensayos de diferenciacion de células troncales pluripotentes sugieren que Brgl interviene
en el mantenimiento del estado indiferenciado y BRM participa en el proceso de
diferenciacion celular (Ho et al. 2009).

En ratén se han caracterizado las funciones de varias subunidades de los complejos
tipo SWI/SNF incluyendo las subunidades del nacleo proteico que de manera homocigota
son letales durante el desarrollo y heterocigota presentan diferentes defectos incluyendo
excencefalia o susceptibilidad a la tumorogénesis (Tabla 2; Klochendler-Yeivin et al. 2000;
Roberts et al. 2000; Kim JK et al. 2001). Adicionalmente se han caracterizado
subunidades accesorias del complejo revelando fenotipos discretos en procesos como
proliferacion o diferenciacion celular tejido especifica (Tabla 2; Lickert et al. 2004; Lessard
et al. 2007; Takeuchi et al. 2007; Wu et al. 2007).
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Tabla 2. Caracterizacion de subunidades de los complejos BAF y PBAF durante la embriogénesis (Morado -
“nucleo del complejo”; azul- subunidades accesorias; amarillo - especificas de PBAF; Rosa- especificas de

BAF).
Subunidad Papel en el Fenotipo y funcién durante la embriogénesis
complejo

BRM ATPasa Viable y fértil, Solo se observa aumento en la talla y peso del -/- (Reyes et
al. 1998).

Promueve la diferenciacion tejido especifica, su expresién aumenta
durante el proceso (Flowers et al. 2009)

Brgl ATPasa Letal durante la preimplantacion (Bultman et al. 2000), Regula la
activacion cigoética e interviene e la diferenciacion tejido especifica de
neuronas (Seo S et al. 2005), adipocitos (Pedersen et al. 2001), miocitos
(De la serna et al. 2001). Ratones +/- presenta excencefalia y
susceptibilidad a tumorogénesis (Bultman et al. 2000).

BAF155/Srg3 Andamiaje y BAF155/Srg3 es letal durante la peri-implantacion. EI 20% de los

BAF170 proteccion a heterocigotos presenta excencefalia por defectos durante el cierre del tubo

degradacion neural y el resto es susceptible a tumorogénesis (Kim et al. 2001)
BAF47/INI1 Unién a DNA e | Letal durante la gastrulacién (Klorchendler-Yeivin et al. 2000), adipocitos
interaccion con | Ratones +/- son susceptibles durante a la formacion de tumores de
otras proteinas | derivados ectodérmicos (Klochendler-Yeivin et al. 2000; Roberts et al.
2000).

BAF60 (a-c) Accesoria BAF60C interviene en el desarrollo del corazén (Lickert et al. 2004) y en el
establecimiento de eje izquierda-derecha (Takeuchi et al. 2007).

BAF45 (a-d) Accesoria BAF45A necesaria para la proliferacion y mantenimiento de células
progenitoras neurales. BAF45B y C se expresan en neuronas
diferenciadas (Lessard et al. 2007).

BAF 57 Accesoria Se ha propuesto su participacion en el desarrollo células T (Chi et al.
2002)

BAF53 (a-b) Accesoria BAF53A involucrada en el mantenimiento de las células progenitoras
neurales (Lessard et al. 2007). BAF53B se expresa en neuronas
diferenciadas y es necesaria para el crecimiento dendritico (Lessard et al.
2007; Wu et al. 2007).

ARID1 (A-B) Define al ARID1A es letal durante la gastrulacion, células troncales embrionarias es

complejo BAF necesario para mantener pluripotencialidad (Gao et al. 2008). ARID1B es
necesaria en el mantenimiento de la pluripotencialidad y regulacion global
de genes (Yan et al. 2007)
BAF180/Polybromo Define al Interviene en el desarrollo del corazén (Wang et al. 2004; Huang et al.
complejo PBAF | 2008)
BAF200 Exclusiva de Aun no se reporta caracterizacién en ratén
PBAF
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El complejo BAF esta alterado en lineas tumorales y participa en la regulacion del
ciclo celular

El ciclo celular es una secuencia de eventos que incluyen el crecimiento, replicacién
de componentes y la division de una célula madre en dos células hermanas. Las dos
fases principales del ciclo son la replicacion del DNA (fase S) y la Mitosis (fase M). Entre
estas 2 fases existen puntos de regulacién: El primer censo (fase G1), se lleva a cabo
después de la mitosis para descartar errores durante la segregacién cromosomal, ademas
de permitir el crecimiento de la célula. El otro punto de control o fase G2, tiene como
finalidad corregir posibles errores de la fase S (Fig. 2; revisado en Tyson y Novak 2008).

Ciclinas Fase del ciclo celular donde
son activas las CDK-ciclina
CDK4 Ciclina D1, D2, D3 Fase G1
CDK6 Ciclina D1, D2, D3 Fase G1
CDK2 Ciclina E Transicion de Gl a S
CDK2 Ciclina A Fase S
CDK1 (cdc2) Ciclina A Transicion de S a G2/M
CDK1 (cdc2) Ciclina B Fase M
CDK7 CiclinaH A lo largo de todo el ciclo
celular

Fig 2. La progresion del ciclo celular esta modulada por la accién de cinanas dependientes de ciclinas (CDKS) en
asociacién de ciclinas. lzquierda: Representacién esquematica de la expresién de ciclina-CDK en cada fase del
ciclo celular, es decir CiclinaD-CDK4/6 promueven el inicio de la proliferacion en Fase G1, posteriormente
CiclinaE-CDK2, la progresion a sintesis (S), Ciclina A-CDK2 regula la transicion de S a G2 y finalmente CiclinaB-
CDK1 regula la fase de mitosis (M). Derecha: tabla de las diferentes ciclinas reportadas y su asociaciéon con
CKDs a lo largo del ciclo celular en mamifero (Vermeulen et al. 2003; Tyson y Novak 2008).

La regulacion durante la progresion del ciclo celular es indispensable para evitar que
la célula adquiera identidad tumorogénica (revisado en Malumbres y Barbacid 2009). La
proliferacion esta regulada por la asociacién coordinada de distintas proteinas, como las
cinasas dependientes de ciclinas (CDKs)? y su asociacién con ciclinas. Estos complejos
tienen blancos especificos que promueven la transicion de una fase a otra (Fig. 2), entre
ellos se incluye retinoblastoma® (pRb), el cual es fosforilado de manera dindmica durante
el ciclo celular. En general, la accion de ciclina D — CDK4/6 conlleva la progresion de

G1/S fosforilando a pRB y promoviendo la expresion de genes necesarios para la sintesis

% Es una familia de cinasas de treoninas y serinas activadas en puntos especificos del ciclo celular.
% pProteina supresora de tumores que actlia como represor de genes que promueven la progresion del ciclo
celular como E2F1-3, ciclina A, ciclina E, (revisado en Vermeulen et al. 2003)
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de DNA vy la progresion de la proliferacion. Posteriormente, la hiperfosforilacion de pRb
permite la transicion de S a G2/M. El complejo ciclinas-CDK’s también modifica otras
CDKs y proteinas del citoesqueleto regulando la mitosis (Fig. 3; revisado en Vermeulen et
al. 2003; Tyson y Novak 2008; Malumbres y Barbacid 2009).

Fig.3 El complejo BAF regula la progresion del ciclo celular a distintos niveles. Durante G1: BAF interacciona
con pRB y HDAC en la represion de los genes que codifican para ciclina A, E y los E2F1-3, por su parte Brgl y
BAF 47/INI1 participan en la expresion de pl6ink4a y en la represion de la expresion de ciclina D deteniendo en
todos los casos el ciclo celular en esta fase. Durante la transicién a sintesis: la ciclina D/CDK4/6 fosforilan a
pRB promoviendo la expresion de ciclina E y los E2F1-3 avanzando a la fase S, por su parte el complejo BAF-
pRB fosforilado mantienen la represion sobre ciclina A. En la fase S: La asociacion de ciclina E/CDK2 fosforila a
BAF-pRb, liberando de la represion transcripcional de ciclina A, avanzando en fase S y G2. La fosforilacion de
pRB y BRM las llevan a degradacion mientras que Brgl y el ndcleo del complejo se mantiene en el resto del ciclo
celular. En G2/M: Se sugiere la participacion de BAF47/INI1 en la represion expresién de genes que regulan la
mitosis, entre ellos Aurora A (Cinasa de treoninas y serinas) que es necesaria para avanzar de G2 a mitosis.
Brgl se mantiene expresada durante la mitosis, sin embargo no se ha reportado si las otras subunidades
también estan presentes durante esta fase del ciclo celular.

Como se describié anteriormente, el complejo BAF es esencial durante los procesos
de proliferacién y diferenciacion celular (revisado en Ho y Crabtree 2010). En esta parte
gueremos destacar las evidencias relacionadas con su participaciéon en la regulacion del
ciclo celular. Asi por ejemplo, se han caracterizado diversas lineas tumorales de humano*
gue presentan alteracion de la expresion de proteinas que forman parte del complejos tipo
SWI/SNF (Tabla 2; DeCristofaro et al. 2001). También se ha visto que en humano algunos
loci génicos donde se ubican subunidades del complejo, estan ubicados en zonas que
presentan rearreglos génicos en diferentes tipos de cancer (revisado en Reisman et al.
2009), por ejemplo, BAF47/INI1 en humano se ubica en el cromosoma 22911, zona

modificada en tumores pediatricos agresivos (Versteege et al. 1998). La delecion

4 Incluyendo tumores de mama, rifién, ovario, pancreas, retina, medula espinal, linfoma y rabdosarcoma.
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heterocigota de subunidades del “nlicleo del complejo” genera susceptibilidad a
tumorogénesis de diversos origenes (Bultman et al. 2000; Klochendler-Yeivin et al. 2000;
Roberts et al. 2000; Kim JK et al. 2001).

Se ha denominado a BAF47/INI1 como proteina supresora de tumores debido a que
la pérdida de su heterocigocidad correlaciona con el desarrollo de tumores rabdoides
malignos® (MTR; Roberts et al. 2002) mientras tanto que, la restitucién de su expresion
conlleva la detencion del ciclo celular en GO/G1: por un lado promueve la expresion de
p16™“42 involucrada en la detencién de la proliferacion mediada por pRB, y por otra parte
reprime la expresion de ciclina D1, evitando la inactivacion de pRB mediada por
ciclinaD/CDK4-6 (Fig. 4; Betz et al. 2002; Versteege et al. 2002; Zhang et al., 2002;
Oruetxebarria et al. 2004). Adicionalmente, BAF47/INI1 esté involucrada en la regulacion
de la mitosis, estabilidad cromosomal y en reparacién del dafio a DNA (Klochendler-Yeivin
et al. 2006; Ray et al. 2009; Lee et al. 2011).

Las ATPasas Brgl y Brm también estan disminuidas en lineas tumorales derivadas
de pancreas, mama, pulmon y préstata (revisado en Roberts y Orkin 2004). La pérdida
heterocigota de Brgl estd asociada con la formacién de tumores (Bultman et al. 2000).
Durante la proliferacion celular, las ATPasas BRM y BRGL1 son fosforiladas al final de G2
y quedan excluidas del DNA condensado; esta modificacion disminuye los niveles de
expresion de BRM, sin embargo BRG1 permanece constante durante la mitosis (Muchardt
et al. 1996). Los complejos BAF que contienen una u otra ATPasa regulan la progresion
del ciclo celular reprimiendo la expresién de genes. Por un lado, su interaccidon con pRb
genera un complejo represor que evita la expresion de E2F1 (Fig. 3; Trouche et al. 1997,
Dunaief et al. 1994). En otro contexto y en paralelo, la interaccion del complejo BAF-pRb
con HDACSs deriva en la represién transcripcional de genes involucrados en la progresion
del ciclo celular (ciclina E y ciclina A; Zhang et al. 2000), en ambos casos el ciclo celular
se detiene en la fase G1 (Fig. 3). Recientemente se determind la participacién de
BAF155/SRG3 como proteina supresora de tumores evitando la apoptosis mediada por
p53 y p21’ después de dafio al DNA, promoviendo la formacién de tumores in vivo (Fig. 3.

Ahn et al. 2010). Ademas, se ha descrito que el complejo BAF interacciona con otras

® Son procesos tumorales agresivos cuya prognosis no supera los 2 afios de vida, fueron definidos como
rabdoides debido a su similitud morfol6gica con rabdomioblastos, es decir nucleolo prominente, ndcleo
vacuolado, inclusiones eosindfilas citoplasmaticas (Hass et al. 1981). Estos tumores se pueden desarrollar
en cerebro, riflon, medula espinal, cara.
® Ink4A (inhibitor of CDK4A) inhibe la expresion del complejo ciclina D1/CDK4 (este complejo fosforila a pRB
Qromoviendo la expresién de genes necesarios para la progresién del ciclo celular.

La expresién de p53 y p21 promueve a la detencion de la proliferacién, reparacion del DNA y/o la muerte
celular en respuesta diferentes tipos de estrés (revisado en Taylor y Stark 2001)
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proteinas supresoras de tumores como BRCA1® por medio de Brgl, o la interaccién de C-
MYC con BAF47/INI1 durante la regulaciéon de transcripcion (revisado en Roberts y Orkin
et al. 2004).

Funciones y estructura molecular de ARID1A y ARID1B

Los genes Aridla y Aridlb de mamifero son paralogos y presentan dos regiones de
homologia desde levadura hasta mamifero. Una de ellas cerca al extremo carboxilo
terminal, el cual divide en dos dominios llamados C1 y C2 (0o OHD1 y OHD2
respectivamente). Dicha region esta involucrada en la interaccion con las ATPasas y con
receptores nucleares de hormonas (Dallas et al. 2000; Nie et al. 2000; Hurlstone et al.
2002; Inoue et al. 2002; Nie et al. 2003). Por otra parte presentan un dominio de unién a
DNA dentro de regiones ricas de adenina-timina llamado ARID (AT-Rich Interaction
Domain; Dallas et al. 2000; Nie et al. 2000; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002; Nie et
al. 2003). Su estructura es de ocho hélices a y dos hojas B antiparalelas, aunque puede
ser funcional con solo 6 hélices a; ARID interactda con el DNA por medio de un motivo
hélice — vuelta — hélice en el surco mayor y con las estructuras 8 antiparalelas en el surco
menor del DNA (lwahara y Clubb 1999; lwahara et al. 2002; Kim et al. 2004). La presencia
del dominio ARID en las proteinas ARID1, sugiere que su papel dentro del complejo BAF
es de anclaje entre el complejo y el DNA (Collins et al. 1999; Dallas et al. 2000; Nie et al.
2000; Kozmik et al. 2001; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002). Adicionalmente, ambas
proteinas presentan motivos LXXLL® que estan involucrados en la interaccién con
receptores nucleares de hormonas (Dallas et al. 2000; Nie et al. 2000; Hurlstone et al.
2002; Inoue et al. 2002; Nie et al. 2003). Por su parte, ARID1A presenta un dominio de
interaccion con la proteina supresora de tumores HIC1 (Fig. 4; Van Rechem et al. 2009).

Aridla es un gen de 6,855 nucleétidos que en ratdn codifica para al menos tres
isoformas que resultan del “splicing” alternativo (Kozmik et al. 2001 vy

http://www.ensembl.org). Esta subunidad interacciona con Brgl y BRM en humano

durante la activacion transcripcional mediada por los receptores nucleares de
glucocorticoides, androgenos y estrégenos (Inoue et al. 2002) y su expresion esta
disminuida en algunas lineas celulares de carcinoma renal y de mama (Wang et al. 2004).

Por su parte Aridlb presenta un marco abierto de lectura de 5,871 nucleétidos (Hurlstone

8 BRCAL interviene en la reparacion y replicacion del DNA, apoptosis, regulacion de transcripcion y
relajamiento de la cromatina, la perdida de su expresién conlleva a inestabilidad genémica y el desarrollo de
cancer (revisado en Murphy y Moynahan 2010)

° Donde la L representa residuos de Leucina y las X cualquier aminoéacido.
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et al. 2002; Inoue et al. 2002; Nie et al. 2003; Wang et al. 2004). Al comparar estas
proteinas presentan una identidad global del 56%, aunque es superior al 80% en los
dominios conservados (Fig. 4). Se ha reportado que ARID1B estimula la expresion
mediada por receptores nucleares de hormonas (Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002)
y participa en la activacion transcripcional del gen HoxA7 (Nie et al. 2003). La
cuantificacion de proteina en lineas celulares tumorogénicas de humano, indic6 que
ARID1A se expresa 3.5 veces mas que ARID1B, aunque presentan una afinidad similar
con Brgl (Wang et al. 2004). Recientemente con ayuda de estudios bioquimicos se ha
sugerido que ARID1A y ARID1B estan presentes en complejos pre-ensamblados tipo
BAF, ambos complejos coexisten en el espacio nuclear y pueden estar unidos en

promotores génicos (Ryme et al. 2009).

Fig.4 Alineamiento de las proteinas ARID1. Presentan una identidad global del 56%. En el dominio
ARIDlalrededor del 82% (Flecha naranja); dominio C1 — 88% y C2 — 80% (Flechas rojas). Se denotan los
epitopes de los anticuerpos especificos para cada subunidad (Flechas Verdes). El dominio de interaccion con la
proteina supresora de tumores HIC1 es especifico de ARID1A (Van Rechem et al. 2009). Las cabezas de
flechas amarillas representan motivos LXXLL de interaccién con receptores nucleares de hormonas (Dallas et al.
2000; Nie et al. 2000; Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002; Nie et al. 2003). La cabeza de flecha rosa
representa el motivo de interaccion con el complejo de E3 ligasa de ubiquitina Elo C (Li et al. 2010). El
alineamiento se realizo con el software libre clustal W y los motivos y dominios se agregaron en el programa
Geneious, las secuencias fueron tomadas del dominio www.ncbi.nim.nih.gov, para ARID1A — NP_001074288 y
para ARID1B - NP_001078824.

En afos recientes se han caracterizado algunas funciones de las subunidades
ARID1 durante el ciclo celular (Nagl et al. 2007). Estos autores encontraron que ARID1A y
ARID1B en asociacion con el complejo BAF participan de manera antagénica en la

progresiéon del ciclo celular de mamifero, regulando la expresiébn de genes necesarios
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para la transicion de las fases G1 a S. Es decir, en cultivo de preosteoblastos de ratén
sincronizados (linea MC3T3 E1), donde se indujo la pérdida de funcién de los genes
Aridla y Arid1b' se observé que la subunidad ARID1A (en el complejo BAF-1A) es
requerida para detener el ciclo celular en G1, cooperando con desacetilasas de histonas
(HDAC) y E2F4-5'; en cambio ARID1B (BAF-1B) promueve la proliferacion celular,
interactuando con complejos de acetilasas de histonas (HAT) y E2F1-3'? (Nagl et al.
2007).

Diferentes grupos hemos tratado de caracterizar las funciones de los ARID1 en ratén
mediante la generacion de mutantes nulos (“Knock out’- KO). Sin embargo no se habia
tenido éxito debido a que la delecién heterocigota en células troncales embrionarias
presenta fenotipo, es decir, defectos en proliferacién, estabilidad cromosémica y
mantenimiento de pluripotencialidad (datos no publicados; Wang et al. 2004; Gao J et al.
2008; Yan et al. 2008). La generacion del ratdbn mutante para ARID1A se logré con una
estrategia condicional donde se involucro al sistema Cre-Lox P, asi como la delecion de
los dos alelos en células ES para la generaciéon de quimeras (Gao et al. 2008; Bu et al.
2010; Zou et al. 2010).

La delecion de Aridla en raton presenta defectos en la gastrulacion (no se genera la
capa mesodermal) y es letal a los 6.5 dpc (dias post coitum); ademas una porcién de los
ratones heterdcigos muestran excencefalia. Adicionalmente se demostré que las células
troncales embrionarias que son nulas para Aridla presentan problemas en su
regeneracién y en el mantenimiento del estado indiferenciado, sugiriendo que puede
regular genes como Sox2, Utfl y Oct4. Ensayos de diferenciacién sugieren que la
ausencia de ARID1A afecta exclusivamente la diferenciacion hacia derivados
mesodermales (cardiomiocitos y adipocitos; Gao J et al. 2008). Arid1lb también regula la
proliferacion y el mantenimiento del estado indiferenciado de células ES, sugiriendo que
promueve la expresion de genes relacionados con la pluripotencialidad (Oct3/4, FoxD3,
KIf3, Bmp4, entre otros) y reprime la expresion de genes involucrados en la diferenciacion
(Gata2, marcador de endotelio y Esx1 marcador de células gigantes del trofoblasto). La
ausencia de Aridlb en células troncales embrionarias conlleva una desregulacion de
genes involucrados en procesos celulares tales como la biosintesis de proteinas,
desenrrollamiento del DNA y maduracion del RNA (Yan et al. 2008). Sin embargo hasta el

momento no se ha reportado la caracterizacion de Arid1B en un modelo in vivo.

1% 5e utilizaron RNA de interferencia (siRNA) especificos para cada gene.

' se ha reportado que los complejos DHAT y E2F4 y E2F5 participan en el silenciamiento génico (Gregory
et al. 2001; Seville et al. 2005).

2 Ambas asociaciones regulan positivamente la expresion de genes (Gregory et al. 2001; Seville et al.
2005).
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Recientemente se describi6 la interaccion de ARID1B con un complejo de E3 ligasa
de ubiquitina, sugiriendo su participacibn en este proceso post-traduccional;
adicionalmente se observé que la mutacién del motivo de interaccién de ARID1B con la
E3 ligasa de ubiquitina conlleva su ubiquitinacion y degradacién; aunque para ARID1A
también se conserva el motivo de interaccion, los autores no exploraron

experimentalmente su interaccién con esta E3 ligasa (Li et al. 2010).

Antecedentes

El gen osa de D. melanosgaster interviene tanto en la embriogénesis como en la
regulacion del ciclo celular y es homologo a los Arid1.

En D. melanogaster, se describi6 como genes tipo trithorax a subunidades del
complejo BRAHMA (Kennison and Tamkun, 1988; Tamkun et al., 1992). Particularmente
el gen homologo de los Aridl se denominé osa'® y participa en la regulacién de la
expresion de Antennapedia’® (Vazquez et al. 1999), sin embargo se ha sugerido que
también participa en la regulacion global de la transcripcion. Heitzler y col. reportaron que
osa regula negativamente la expresion de genes proneurales interaccionando con el
mismo complejo,(Heitzler et al. 2003; ver Tabla 1). Por su parte diferentes lineas de
moscas mutantes en osa son letales en estadios tempranos de desarrollo y las
heter6cigas presentan defectos en durante la diferenciacion de los fotorreceptores,
generando fenotipos de ojos pequefios, sugiriendo que osa interviene en la proliferacion
y/o sobrevivencia de dichas células (Treisman et al. 1997).

El complejo BRAHMA es importante durante la progresion del ciclo celular de la fase G2 a
mitosis, especificamente se requiere la presencia de OSA para la union del complejo en
promotores de genes como string/cdc25, que participan en regulacion de la mitosis

(Moshkin et al. 2007). Por otra parte, ensayos de sobreexpresion de OSA retrasan la

'3 presenta los dominios funcionales ARID, C1 y C2, asi como los motivos LXXLL.
“Esun gene homedtico cuya perdida de expresion causa la transformacion de antena a pata, su perdida
de expresion parcial presenta fenotipos intermedios entre antena y pata.
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progresion del ciclo celular en el disco imagal de ojo, es decir OSA interacciona
directamente con ciclina E™ y se ha sugerido que esta asociacion evita la proliferacion
celular (Baig et al 2010). Sugiriendo que el OSA puede regular el ciclo celular por distintos
mecanismos y en distintos momentos, es decir mantener a las células en G1
interaccionando fisicamente con proteinas que promueven el ciclo (Baig et al. 2010) o
promover la progresion el ciclo celular regulando transcripcionalmente genes durante la

fase G2/M (Moshkin et al. 2007).

Patréon de expresion de Aridlay Aridlb durante la embriogénesis de ratén.

Como se menciond anteriormente tanto en D. melanogaster como en mamifero
diferentes grupos de investigacion han estudiado a las subunidades exclusivas del
complejo BAF, en diferentes procesos celulares o del desarrollo, en nuestro laboratorio
hemos caracterizado el papel de diferentes genes durante la embriogénesis. Por tanto se
sugeria que los genes ARID1 que podrian tener funciones tanto en el desarrollo
embrionario, como en la proliferacion y/o diferenciacion celular de mamifero, nos
interesamos en entender que funciones tienen Aridla y Aridlb durante la embriogénesis.
Como primer objetivo caracterizamos la dinamica de expresion de ambos genes en
etapas embrionarias de raton que involucren procesos como gastrulacién, proliferacion y
organogénesis. Para ello, durante mi tesis de maestria, clone fragmentos especificos del
MRNA de cada gen para utilizaros como sondas en ensayos de hibridacion in situ (HIS)
en embriones de 7.5 a 10.5 dias post coitum.

Esta metodologia aporta informacion cualitativa de la localizacién del mRNA en las
muestras analizadas, sin embargo si distinguen diferencias en la intensidad y tiempo de
deteccion de la sefial, se podria especular sobre diferencias en los niveles de expresion
de los genes analizados, de tal manera que la sonda de Aridla se observo alrededor de
las seis horas de tratamiento con una expresién generalizada, en cambio Aridlb se
detectd hasta las 40 horas de revelado en todos los estadios analizados y en patrones
discretos, sugiriendo que Aridla se expresa mas que Aridlb en la embriogénesis, para
confirmar dicha suposicion realizamos ensayos de RNA cuantitativo y western blot (ver
seccion de Resultados).

El patron de expresion de Aridla a los 7.5 dpc se presentd una sefial fuerte y ubicua

' Como se mencioné en la Fig. 2 esta ciclina E interviene en la progresion de G1 a sintesis de DNA.
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tanto en regiones embrionarias como extraembrionarias; en cortes sagitales de estos
embriones observamos que estaba presente en las tres capas germinales, presenta
mayor expresion en el surco primitivo (region donde se esta llevando a cabo la ingresion
del mesodermo; Fig. 5a y b). A los 8.5 dpc, observamos expresioén generalizada en el
cerebro, placa neural posterior y somitas, sin embargo su expresion estuvo ausente de los
atrios cardiacos, la linea media del cerebro y mesénquima intersomitico (Fig. 5¢c y d). A los
9.5 dpc, Aridla fue detectada en derivados ectodérmicos y mesenquimaticos, en
embriones completos no se observé en 6rganos derivados del endodermo y corazén (Fig.
5e). En cortes sagitales de estos embriones se observd expresion en el mesénquima de
la cabeza, tejido neural y somitas (Fig. 5f). A los 10.5 dpc, la localizacion de Aridla parece
guedar restringida al cerebro anterior, cerebro posterior, somitas, extremidades, arcos

branquiales y punta de la cola, sugiriendo disminucion de su expresion (Fig. 5g).

27



“Dinamica de localizacion y expresion de ARID1A y ARID1B durante el ciclo celular in vitro e in vivo en Mus musculus”

Fig. 5 Patron de expresion de Aridla durante el desarrollo embrionario. (a y b) Embrion 7.5 dpc; (c y d)
Embrién de 8.5 dpc; (e y f) Embrion de 9.5 dpc; (g) Embrion de 10.5 dpc; (a y b) Izquierda - regién anterior y
derecha - regién posterior; (a, €, g) Vista lateral; (b, d, f) Corte sagital; (c) Vista dorsal; Al, alantoides; AVE,
endodermo viceral anterior; BA, arcos branquiales; Ch, corién; Ep, epiblasto; Fb, Cerebro anterior; Fg,
intestino anterior; Fl, extremidad anterior; H, corazén; Hb, cerebro anterior; HI, extremidad anterior; Mb,
cerebro medio; Mes, mesenquima; NF, neuroectodermo; PNP, placa neural posterior; OV, vesicula otica,
PS, surco primitivo; S, somitas; Tb, punta de cola.

La expresion de Aridlb fue mas restringida durante toda la embriogénesis, de tal
forma que a los 7.5 dpc se observé en el neuroectodermo, mesodermo y corion (Fig. 6a y
b); en cortes sagitales, se localiz6 preferencialmente en mesodermo, en la parte distal del
epiblasto y endodermo visceral (Fig. 6b). En embriones de 8.5 dpc la sefial fue débil y se
limitd a derivados neurales incluyendo la cresta neural, cerebro posterior y placa neural
posterior (Fig. 6¢c y d). A los 9.5, el transcrito fue detectado en la parte ventral del

embrion, pero estuvo ausente de la parte dorsal del cerebro (Fig. 6e); cortes sagitales de
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estos embriones confirmaron su expresion en arcos branquiales, vesicula 6ptica, cabeza,
mesénquima del tronco e intestino (Fig. 6f). A los 10.5 dpc Arid1b se limit6é principalmente
en las vesiculas Opticas y 6ticas. Estos resultados indican que Aridla tiene una expresion
generalizada de sugiriendo que pudiera presentar funciones generales durante el
desarrollo, mientras que la expresion discreta de Aridlb insinla una regulacién de
blancos especificos durante la embriogénesis.

Continuando con el establecimiento de las funciones de los Aridl durante la
embriogénesis, intentamos generar ratones mutantes nulos con lineas de células

162 an los locus de Aridla 6

troncales embrionarias que tenian la insercion de “gene-trap
Aridlb y dos lineas con expresion estable de siRNA especificos'’ para Aridla, cuya
reduccion del mRNA es alrededor de 52% y 68% respectivamente (Datos de H. Lomeli y
L. Guzman). La caracterizacién de estas CTP incluyo el analisis de proliferacién, el cual
fue similar a lineas sin insercién. El anlisis de sus cariotipos®®, mostré que la linea de
Arid1lb era diploide, sin embargo todas las CTP de Aridla presentaban inestabilidad
cromosomal. Estos resultados sugirieron que las delecion del locus Aridla en forma
heterocigota podria ser factor para mantener la integridad cromosomal y descarta a
dichas lineas para generar lineas de ratones mutantes nulos. Por otra parte intentamos
generar ratones quiméricos con la linea RRM105 (+/- Arid1b) sin éxito. Posterior a estos
resultados, se reportdé que Aridla es haploinsuficiente en CTP y que Aridlb interviene en
el mantenimiento de la pluripotencialidad de CTP (ver introduccion; Gao et al. 2008; Yan
et al. 2008) y hasta este momento no se ha reportado un analisis de la ausencia de Arid1lb
en ratén. Por lo anterior, concluimos que el establecimiento de lineas de ratones mutantes
nulos para ambos genes involucraba técnicas experimentales que no tenemos
estandarizadas, por tanto exploramos otras alternativas que nos permitan abordar el

estudio de las funciones subunidades ARID1 tanto in vitro como in vivo.

18 vector gue contiene secuencias intrénicas, asi como un sitio aceptor de splicing para evitar su eliminacién durante la
maduracion del mRNA. Presenta un marcador de seleccion positiva (MSP) B-Geo con polyA que interrumpe la
traduccion a partir del sitio de insercion.
7 Vector comercial pSilencer3.1+H1 neo (Ambion), contiene neomicina como MSP y el promotor al promotor H1 de la
RNA polimerasa Ill que promueve la expresién de secuencias cortas (Brummelkamp et al 2002; Kunath et al. 2003;
Lickert et al. 2004).
18 Es necesario para demostrar si las CTP tienen la capacidad integrarse cuando se microinyectan y es necesario que al
menos el 70% la poblacién sea diploide (40 cromosomas).
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Fig. 6 Patron de expresion de Aridlb durante el desarrollo embrionario. (a'y b) Embrion 7.5 dpc; (c) Embrion
de 8.5 dpc; (d y ) Embrién de 9.5 dpc; (f) Embrién de 10.5 dpc; (ay b) Izquierda - region anterior y derecha
- regién posterior; (a, d, f) Vista lateral; (b, €) Corte sagital; (¢) Vista dorsal - izquierda y ventral - derecha,;
AVE, endodermo viceral anterior; BA, arcos branquiales; Ch, corién; Ep, epiblasto; Fb, Cerebro anterior; Fl,
extremidad anterior; G, Intestino; H, corazén; Hb, cerebro anterior; HFM, Mesenquima de regién cefalica;
Hg, Intestino posterior; HI, extremidad anterior; Mb, cerebro medio; Me, Mesoderno; Mes, mesenquima; NC,
Cresta Neural NF, neuroectodermo; PNP, placa neural posterior; OpV vesicula optica; OV, vesicula otica,
PS, surco primitivo; S, somitas; Tb, punta de cola; VE endondermo viceral.
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e -
Justificacion

Cada subunidad ARID1 se asocia independientemente con el complejo BAF,
formando complejos pre-ensamblados en el espacio nuclear y/o en promotores
especificos (Ryme et al. 2009). Estas proteinas paralogas en asociacion con el complejo,
presentan funciones similares y antagoénicas en diferentes procesos celulares (Nie et al.
2000; Inoue et al. 2002; Nagl et al. 2007; Gao J et al. 2008; Yan et al. 2008).
Particularmente las funciones diferenciales durante la regulacién de la proliferacion
parecen conservarse en D. melanogaster, donde se ha sugerido que la proteina OSA
regula positiva y negativamente la progresion del ciclo celular, aunque no se ha analizado
como se ejecutan estas funciones (Moshkin et al. 2007; Baig et al. 2010). En mamifero, la
proteina encargada de generar un complejo anti-proliferativo es ARID1A y ARID1B integra
un complejo proliferativo (Nagl et al. 2007). Ademas se caracterizaron que ratones
mutantes nulo de subunidades del complejo BAF desarrollan de tumores, particularmente
ARID1A cuya expresion esta alterada en lineas de cancer de mama vy rifién (Wang et al.
2004) y recientemente también se describio para ovario (Jones et al. 2010; Weigand et al.
2010), y se ha propuesto que esta subunidad es una proteina supresora de tumores
ginecologicos (Guan et al. 2011; Mamo et al. 2011). Por su parte se involucré a ARID1B
en el mantenimiento y proliferacion de células troncales embrionarias (Yan et al. 2008).

Sin embargo, no se han explorado los mecanismos involucrados en la funcion
diferencial de ARID1A y ARID1B durante la proliferacion. Para entender como estas
subunidades pueden interaccionar con el complejo BAF y funcionar de manera
antagonica a lo largo del ciclo celular, nos propusimos analizar si dinamica de expresiéon y
modificacién post- tanto in vitro como in vivo.

Para el estudio in vitro, se emplearon cultivos celulares de preosteoblastos y células
troncales embrionarias de ratén; por un lado se expresan ambas proteinas de manera
endogena, los preosteoblastos pueden sincronizarse y se pueden analizar tanto células
individuales como poblaciones en momentos especificos del ciclo celular, por su parte las
CTE estan proliferacion constante. El estudio in vivo se llevd con embriones en estadio
pre-implantacion (2.5 — 3.5 dpc) debido a que ademas de estar en proliferacion constante

se expresaban ambas proteinas y se podian analizar células o blastomeros individuales.
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Hipotesis

La presencia de ARID1A y ARID1B en las distintas fases del ciclo celular es
necesaria para su funcién en asociaciéon con el complejo BAF, ademas presentan
funciones antagobnicas durante la proliferacion. Por tanto proponemos que estas
subunidades presentaran una dinamica de sintesis o localizacion diferencial a lo largo de
la proliferacién. Adicionalmente se ha reportado que existen complejos pre-ensamblados
en promotores que estan inactivos, lo que nos hace hipotetizar si la regulacion de la
funcion y/o asociacion de las proteinas ARID1 al complejo BAF, también podria estar
mediada por otros mecanismos, como las modificaciones post-traduccionales. Es
importante enfatizar que estas posibilidades no son excluyentes y se podrian
complementar como puntos de control en la regulacion de la proliferacion mediada por los

complejos tipo BAF.

Objetivo General

Evaluar mecanismos que permitan deducir la regulacion de las funciones
antagonicas de ARID1A y ARID1B durante la progresion del ciclo celular.

Objetivos Particulares

1. Andlisis de la expresion de ARID1A y ARID1B

1.1 Comparar los niveles de expresibn ambas subunidades durante la
embriogénesis (8.5 — 10.5 dpc), para establecer cuantitativamente las diferencias
sugeridas en los ensayos de hibridacion in situ.

1.2 Explorar la localizacién subcelular de los ARID1 en las distintas fases de la
proliferacion (G1, S y G2/M) en cultivo de preosteoblastos sincronizados y CTE.
Y comparar los niveles de las proteinas en las distintas fases de la proliferacion.

1.3 Establecer la dindmica de expresién de ambas proteinas en blastomeros de
embriones pre-implantacion (2.5 a 3.5 dpc), correlacionandolas con marcadores
de la fase de sintesis de DNA y Mitosis.

2. Explorar si las proteinas ARID1 sufren modificaciones post-traduccionales,
particularmente fosforilaciones, sumoilaciones y ubiquitinaciones en cultivo celular.
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Material y Métodos

Cultivo y sincronizacion celular

Se cultivaron pre-osteoblastos de la linea MC3T3 E1 (ATCC, USA) de pases
tempranos (entre 15 y 30), para evitar alteraciones en la proliferacion por senescencia de
pases tardios (por arriba del pase 40; Peterson et al. 2004), con medio alpha-MEM
suplementado con 10% de suero fetal bovino (FSB; al10), 100mM -mercaptoetanol, 50
unidades/ml penicilina y 50 pg/ml streptomicina (GIBCO; Sigma) en una incubadora
hameda a una temperatura constante de 37 °C con 5% CO..

Los ensayos de sincronizacion en la fase GO/G1l se hicieron en cultivos de
monocapa al 70% de confluencia por ausencia de nutrientes: cultivos lavados tres veces
con PBS 1x (ver Apéndice soluciones) y se incubaron por 72 hrs con alpha-MEM
suplementado con 0.1% FSB (Nagl et al. 2007). Para obtener células en la fase de
sintesis de DNA, se utilizaron cultivos sincronizados por ausencia de suero y se indujo la
proliferacion con medio a MEM suplementado con 10% SFB por 12, 18 y 24 h, para
realizar ensayos de inmunofluorescencia.

Alternativamente se empled otro protocolo de sincronizacibn que involucra el
bloqueo en GO/G1 con alpha-MEM 00.1% SFB por 72 hrs. Posteriormente, las células se
trataron con drogas para obtener poblaciones enriquecidas en fase de sintesis y G2/M
(Fig. 12a), Es decir, el protocolo inicio con la detencion del ciclo celular por ausencia de
nutrientes, a continuacién se reactivo con alpha-MEM 10% SFB por 5 h y se agrego
hidroxyurea 1mM (Sigma; apéndice soluciones) por 18 h para sincronizarlas en la frontera
G1/S; se lavaron con PBS 1x (3 veces) y se estimulé por 3 h adicionales con al0 fresco
para que la poblacién avanzara a la fase S. Para obtener poblaciones en G2/M se realizd
la sincronizacién anterior y se expuso con colchicina 60 pg/ml por 24 h (apéndice
soluciones). Estos ensayos de sincronizacion fueron evaluados por citometria de flujo
para corroborar el enriquecimiento de poblaciones en cada fase del ciclo celular y se
extrajo proteina total y RNA (Ver Fig. 13a).

Se cultivaron células troncales embrionarias de la linea W 9.5 en presencia de
capa de células alimentadoras® con medio DMEM suplementado con 15% de FSB (D15),
Glutamina 200mM, aminoacidos no esenciales 200mM, 100mM B -mercaptoetanol, 50

unidades/ml penicilina y 50 pg/ml streptomicina (GIBCO; Sigma). Se crecieron a

!9 Derivada de la cruza de las cepas 129S1/SvimJ, que son genicamente estables.
% Fibroblastos primarios de raton derivados de la cepa CD1, ver apéndece.
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semiconfluencia en cajas de 100mm y se lisaron para extraccion de proteinas y se fijaron

para inmunofluorescencia (ver adelante).

Obtencion y diseccion de embriones pre-implantacién

Se utilizaron ratones de la cepa CD1 con un fotoperiodo de 14 h luz/10 h oscuridad,
a una temperatura constante de 25 °C. Hembras de alrededor de 2 meses de edad fueron
expuestas con machos entre 12-14 hrs. Posteriormente, se reviso la presencia de tapon
vaginal como confirmacion de cruza tomando ese dia como 0.5 dpc (dias post-coitum).
Las hembras prefiadas fueron sacrificadas por dislocacion cervical a los 2.5 y 3.5 dpc
para obtener moérulas y blastocistos, respectivamente. Las mérulas se recuperaron con
lavados suaves en los oviductos, mientras que para los blastocistos se lavaron los
cuernos uterinos; en ambos casos se utilizé el medio M2 durante la recuperacion de los

embriones (Specialty Media, Phillipsburg, N.J. USA).

Inmunodeteccion en membrana (western blot)

Se extrajeron proteinas totales de cultivos de CTP y preosteoblastos de raton y de
embriones de 8.5 a 10.5 dpc, con el buffer de lisis TLB (Triton Lisis Buffer) enriquecido
con inhibidores de proteasas (ver apéndice soluciones). Se homogeneizaron alrededor de
7 x10° células en 100 pl de TLB y se mantuvieron en rotacién lenta a 4°C por 2h, a
continuacion se centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C, se reservé el sobrenadante para la
cuantificacion de proteinas y su almacenamiento (-20°C). La cuantificacion de los
extractos se realiz6 por el microensayo Bradford (BioRad) de acuerdo a las indicaciones
del distribuidor.

Se diluyeron 100ug de los extractos totales con LB 2x (Ver apéndice soluciones), se
hirvieron por 5 min. y se separaron en geles desnaturalizantes de poli-acrilamida al 7%
(SDS-PAGE) durante 2.5 hrs a 25mA. La electrotransferencia hiumeda se realiz6 en
membranas de nitrocelulosa (0.45um; BioRad) a 400mA durante 60 min. Las membranas
se lavaron con TBS-T 1x Yy se verifico la transferencia de las proteinas tifiendo con rojo
Ponceau por 5 min en rotacion suave y, posteriormente, se elimind la tincion con un
lavado de TBS-T 1x por 10 min.

La inmunodeteccidn inicié con el bloqueo las membranas con leche descremada al
5% en TBS-T por 1 h a temperatura ambiente (TA). Posteriormente, la membrana se
incubo con el anticuerpo primario (ARID1A o ARID1B 1:500; B-tubulina 1:2500) en TBS 1x
y 5% leche descremada durante toda la noche a 4°C, se realizaron 3 lavados con TBS-T
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1x por 10 min a TA para quitar el pegado inespecifico. Posteriormente, la membrana se
incubo con el anticuerpo secundario (anti- mouse o rabbit 1:5000) durante 1 h a TA, para
terminar con su lavado con TBS-T ( 3x por 10 min a TA), se revelo6 con el kit “Super Signal
West” (THERMO Scientific), siguiendo las instrucciones del proveedor. Para este estudio
se compararon tres exposiciones a diferentes 5, 10 y 20 minutos y los resultados fueron
analizados por densitometria con el programa ImageJ; la cuantificacion correspondié al
promedio de tres experimentos independientes tomando la expresién de B-tubulina como
referencia de proteina. Como referencia de peso molecular se utilizé el cocktail “Page
Ruler Plus Pre-stained Protein Ladder” (Fermentas), los anticuerpos utilizados fueron:
anti-ARID1A (sc-32761); anti-ARID1B (sc-32752); anti-B-tubulina (sc-9104); goat anti-
mouse IgG-HPR (sc-2055) y goat anti-rabbit IgG-HPR (sc-2004) de Santa cruz Biotech; y
anti-ubiquitina fue de Sigma U5379.

Inmunofluorescencia

Los embriones preimplantacion fueron tratados con solucién tyrode para remover la
zona pelucida y evitar sefial inespecifica durante el ensayo. Los cultivos de células ES se
crecieron a semiconfluencia y los preosteblastos fueron sincronizados como se describi
previamente. Se realizaron dobles inmunofluorescencias detectando ARID1A o ARID1B
(Abnova; H00057492-M02) en paralelo con un marcador de la fase de sintesis de DNA
(PCNA - Proliferating Cell Nuclear Antigen; Santa cruz Biotech. sc-7907) o el marcador de
mitosis (H3S10P).

Embriones sin zona pelucida, preosteoblastos y células ES fueron fijadas por 30
minutos en metanol:DMSO (4:1) a TA. Después se procedid a realizar un proceso de
rehidratacion secuencial con etanol al 70%, 50%, 30% y PBS 1x, siendo de 5 minutos
cada tratamiento. Todas las muestras se bloquearon con leche descremada al 2% en
PBS y Tween20 al 0.05% (PBS — T) durante 1 h. Los anticuerpos primarios se incubaron
durante toda la noche a 4 °C (ARID1A 6 ARID1B - 1:100 con anti- H3 S10 fosforilada
(H3S10P) - 1:1000 o anti-PCNA - 1:1000). Se realizaron 3 lavados de 10 minutos con
PBS-T y se incubaron los anticuerpos secundarios por 1 h. a TA y en la obscuridad
(AlexaFluor 647 anti-mouse -1:1000 y Alexa Fluor 488 anti-rabbit - 1:1000). Para finalizar,
las muestras se lavaron 3 veces con PBS-T 1x por 10 min cada lavado.

Los embriones se montaron en portaobjetos con filtros perforados en la parte central
y humedecidos para mantener hidratada la muestra. En la zona perforada, primero se

colocaron las moérulas o blastocistos en una gota de PBS 1x, se coloco el cubreobjetos y
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se sellaron todos los lados con vaselina para mantener por mas tiempo la humedad de la
muestra (Ver esquema abajo). Las células ES y preosteoblastos se montaron en 50%
glicerol con cubreobjetos evitando la formacion de burbujas y se sellaron con esmalte
transparente. Posteriormente, se procedié a capturar las imagenes por microscopia

confocal.

Microscopiay analisis de datos de fluorescencia

Los ensayos de inmunoflurescencia fueron analizados en el microscopio confocal
LSM 510 con un objetivo 63x-W con apertura numérica de 1.2 (Zeiss). Para detectar el
anticuerpo AlexaFluor 488 anti-rabbit se utilizd un laser de Argdn (excitacién a 488nm) y
un filtro “band pass” 500 - 530 IR. Para la deteccion de AlexaFluor 647 anti-mouse, se
utilizé un laser de HeNe que excita a los 693nm con un filtro “band pass” 650-710 IR. Para
los embriones y células ES s e realizaron cortes Opticos en el eje Z cada 2 um. En
preosteoblastos, la captura de las imagenes se hicieron en un corte éptico de un solo
plano y todos los experimentos fueron adquiridos en las mismas condiciones para poder
comparar los resultados. En todos los casos, se cuantificaron al menos cuarenta nucleos
de tres ensayos independientes, utilizando el programa de acceso libre ImageJ 1.41. La
seleccion de células a cuantificar fue al azar, y utilizando microscopia de contraste de
fases y con marcaje de DNA (Sytox Green - GIBCO), se delimité el area nuclear de
células interfasicas individuales. La fluorescencia se cuantific6 como el promedio de
intensidad por pixel en tonos de grises (256 colores; 0= negro o sin sefial y 255 = blanco o
maxima intensidad); en el caso de células en mitosis (metafase a telofase) se delimito el
citoplasma para la cuantificacion . Para el analisis de las fluorescencias de embriones pre-
se examinaron los cortes 6pticos de la parte superior de mérulas o blastocistos para
descartar variaciones de fluorescencia en su parte inferior debida al foto-blanqueo
(Esquema siguiente pag.). La expresion relativa tanto en embriones como células ES se
obtuvo al promediar la sefial de 3 cortes épticos por nacleo (Esquema abajo, derecha).
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Esquema representativo de captura de imagenes por microscopia confocal (izquierda) en el eje x,y, z
de embriones y células ES con dos distintos laseres. Se denota la regién tomada para el analisis de
expresion. A la derecha se representa un blastémero con 3 cortes épticos utilizados para cuantificar
la sefial de fluorescencia en escala de tonos de grises, el promedio de tres cortes épticos fue
utilizado como cuantificacién relativa de la expresion proteica.

La determinacion de la expresion del marcador de mitosis H3S10P (Intensidad
promedio de pixeles en el area nuclear), asi como la morfologia observada por
microscopia de contraste de fases, permitieron agrupar a las células en 3 categorias:
interfasicas (en un rango de 0-5 pixeles); profasicas (rango entre 6-30 pixeles) y mitosis
avanzada ( =31 pixeles). En el caso de las células en la fase de sintesis de DNA se
generaron dos grupos: con poco PCNA (0-20 pixeles; células en G1 a sintesis temprana)
y expresion elevada de PCNA (=21 pixeles; células en fase de sintesis avanzada). Por su
parte, la expresion relativa de ARID1A y ARID1B fue comparada en los grupos antes
mencionados, para lo cual se determinaron las diferencias por medio de la prueba de t de
Student, considerando domo diferencia significativa una p < 0.05 (software utilizado: Excel

— Microsoft Inc —y Prism 4.0 — GraphPad Software Inc. -).
Inmunoprecipitacion enddégena

Se obtuvieron extractos proteicos totales de células ES en TLB con o sin 10 mM de
N-etilmaleimida (NEM)? siguiendo el protocolo descrito en la seccién de inmunodeteccion
en membrana. Cada inmunoprecipitacién (IP) se realizé con 1 mg de proteina total, esta
se incubd con 1ug de anticuerpo (anti-ARID1A; anti-ubiquitina o anti-SUMO1) por 1.5 hrs
en agitacion suave a 4°C. A continuacion se agregaron 100uL de sefarosa acoplada con
proteina A/G (Sef-prot A/G), previamente hidratada y bloqueada (ver Apéndice

soluciones) y se mantuvo en agitacion lenta por 1 hrs a 4°C. Posteriormente se hicieron 2

2 Se une covalentemente a proteinas evitando la perdida de modificaciones post-traduccionales,

especificamente sumoilaciones y ubiquitinaciones.
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lavados de 10 min cada uno a 4°C buffer de lavado (HEMK, ver Apéndice Soluciones). La
proteina retenida en la sefarosa, se resuspendio en 100 ul de buffer de cargado (LB2x) y
se analizaron por electroforesis en gel de acrilamida al 7%(SDS-PAGE) para realizar
ensayos tipo “western blot”. Como control negativo se incubé 1mg de extracto total de
proteina con 100uL de Sef-prot A/G sin presencia de anticuerpos. Para monitorear el
pegado inespecifico en la inmunodeteccién de membrana, se afiadié un carril con la IgG
como referencia de los anticuerpos contenidos en la IP. Los anticuerpos utilizados son:
ARID1A (Santa Cruz Biotech - sc-32761); anti ubiquitina (SIGMA - U5379); anti SUMOL.

Andlisis del ciclo celular por citometria de flujo

Con el objetivo de distinguir las fases del ciclo celular (G1/G1, Sintesis y G2/M), se
evalud el contendido de DNA, empleando un intercalante del DNA fluorescente (Sytox
Green, Invitrogen) en células disgregadas. Es decir, los preosteoblastos sincronizados se
trataron con 0.25% de tripsina por 2 minutos para disgregarlos de la placa y se inactivaron
con medio al0. A continuacion se centrifugaron a 1000 rpm por 4 min para formar un
“pellet”, se limpiaron 2 veces con PBS 1x para quitar al0, centrifugando las células
después de cada lavado. Los preosteoblastos en suspension se fijaron en etanol al 70%
frio por 30 min a 4°C (en este punto las células se pueden mantener en congelacion a -
70°C hasta por 15 dias para su analisis).

Posteriormente, las células fijadas fueron re-hidratadas con PBS1x por 15 min a 4°C
y se trataron con RNAasa (50U, ROCHE) por 1 h a 37°C en buffer de tinciéon (apéndice
soluciones), en seguida se agregd Sytox-green a 0.5 puM (Invitrogen) por 30 min a
temperatura ambiente. Las muestras fueron evaluadas en un FACSort en el canal referido
a 488 nm con el programa CellQuest (BD Biosiciences). Esta técnica nos permite contar y
analizar particulas individuales por: (1) Area o tamafio celular, debido a la deflexion de la
luz del laser (Forward Scattered ligth o FSC); (2) Complejidad o granulosidad celular, por
la refraccién de la luz dentro de la célula (Side-scattered light o SSC), (3) Intensidad de
fluorescencia para determinar el contenido de DNA (FL1; Ver Esquema sig. Pag.). El
analisis de resultados se llevd a cabo en el programa FlowJo y se cuantificaron tres
distintas lecturas de poblaciones de cada tratamiento para hacer pruebas estadisticas
(Fig. 12a).
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Andlisis de ciclo celular por citometria de flujo. (a) Esquema referido a la deteccién de los indices de
tamafio y complejidad celular, FSC y SSC respectivamente, se destaca la deflexién de la luz para
Forward-Scattered y la reflexidn de la luz en el Side-Scattered. (b) Grafico SSC vs FSC de poblacién
de preosteoblastos, mientas mas cercano a 0 en ambos ejes se refiere a células mas pequefias y
menos complejas, se delimita la poblacién seleccionada para el andlisis de ciclo celular. (c)
Histograma representativo de células no sincronizadas donde se definen los picos de las distintas
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Resultados

Comparacion de la expresion ARID1A y ARID1B durante la embriogénesis

Evidencias en D. melanogaster sugieren que el homologo de los ARID1 regula
diferencialmente el ciclo celular en algunos tipos celulares durante la embriogénesis
(Moshkin et al. 2007; Baig et al. 2010), por su parte en mamifero las subunidades ARID1
también un papel antagoénico en la proliferacién de células en cultivo (Nagl et al. 2007), sin
embargo en ningun modelo se ha relacionado la expresion de ARID1A y ARID1B con su
posible actividad antagénica durante la embriogénesis. Por esta razén, nos planteamos
evaluar la expresion de ambos ARID1 y tratar de establecer si estas subunidades
presentan expresion diferencial en el embridn, asi como intentar de establecer relacion
entre regiones de proliferacion y la presencia de ARID1A o ARID1B. Los patrones de
expresion que realizamos con hibridaciones in situ, indicaron en primera instancia que
Aridla se expresa generalizadamente, mientras que Aridlb presenta una expresion
restringida a ciertos tejidos durante el desarrollo (ver Antecedentes) y no observamos una
relacion entre las zonas de expresion de estos genes y regiones de proliferacion,
sugiriendo que las subunidades ARID participan en la regulacion de diversos procesos
celulares, como la diferenciacion. Como se menciond, los patrones de expresién nos
hicieron hipotetizar que Aridla y Arid1b tienen niveles de expresion diferentes durante la
embriogénesis, sin embargo estos ensayos no son cuantitativos, para comparar la
expresion de ARID1A y ARID1B a nivel proteina y su dindmica de sintesis durante el
desarrollo embrionario, se realizaron ensayos de inmunoblot en membrana con
anticuerpos especificos reportados por Wang y col (2004).

Con ensayos de electroforesis (SDS-PAGE) se separaron extractos proteicos de
embriones de 8.5, 9.5, 10.5 dpc y CTP (como referencia células indiferenciadas); se
transfiieron en membranas de nitrocelulosa para realizar los inmunoblots
correspondientes para ARID1A, ARID1B y B-tubulina (empleado como control de carga y
normalizacion durante la comparacion de proteinas). Con este analisis, en primer
instancia observamos dos productos proteicos para ARID1A, uno del tamafio predicho
(~242 kDa; Kozmik et al. 2001) y otra banda de alto peso molecular (~270 kDa),
sugiriendo que es susceptible a modificaciones post-traduccionales (Fig.7a). En todos los
estadios analizados se observa que la banda de alto peso molecular se detecta
fuertemente, mientras que la banda de ~242 kDa varia dependiendo del estadio
observado (Fig. 7a), en el caso de ARID1B también observamos dos isoformas la del

tamano predicho (~240 Hurlstone et al. 2002) y una de mayor peso molecular, siendo la
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banda de alto peso molecular la mejor representada a lo largo de la embriogénesis y
células troncales pluripotentes. La cuantificacion incluyé ambas isoformas y observamos
gue tanto en células pluripotentes como a lo largo de la embriogénesis la expresion de
ARID1A es superior sobre ARID1B, es decir en células troncales pluriptentes, ARID1A se
expresa alrededor de 8 veces mas que ARID1B, en la embriogénesis la diferencia es de 8
a 10 veces superior la expresion de ARID1A sobre ARID1B (Fig. 7a y b). Por otra parte
analizamos la dinamica de cada proteina durante el desarrollo realizando la prueba
estadistica ANOVA, es decir comparamos la expresién de ARID1A en CTP y cada estadio
embrionario y detectamos diferencias de expresion a lo largo de la embriogénesis y se
destaca la mayor expresion de ARID1A en células indiferenciadas con respecto a los
estadios embrionarios (p< 0.0042; Fig. 7a y b), concordando con el reporte donde
sugieren que la expresion de ARID1A disminuye durante la diferenciacion (Kaeser et al.
2008; Yan et al. 2008). Por su parte el ensayo estadistico para la expresién de ARID1B no
se reveld diferencias en los niveles de expresion (p= 0.602; Fig. 7a y b), discrepando con
reporte que sugiere un aumento de expresion de esta proteina durante la diferenciacién
(Kaeser et al. 2008).

Fig. 7 Expresion de ARID1A y ARID1B. (a) WB de ambas proteinas durante el desarrollo embrionario, como
control de carga se utilizé B-tubulina; Se cargaron 100ug de proteina en cada carril, sin embargo la deteccion de
ARID1A se observé en tiempos cortos de revelado, en cambio ARID1B necesitdé mayor exposicion; (b) Andlisis
densitométrico del total de proteina para ARID1A o ARID1B en los inmunoblots, los datos representan tres
experimentos diferentes + error estandart; prueba de t de Student ***(p <0.005) y +( p £ 0.05, con respecto a
ARID1A en CTP).(c) Comparacion de la expresion relativa de las dos bandas de ARID1A durante la
embriogénesis. Se graficé el promedio + error estandart. ***(p < 0.005) y *(p < 0.05 como referencia la banda de
242 kDa de ES). 41
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Como se menciond anteriormente, tanto para ARID1A como ARID1B se detectaron
dos isoformas, una del tamafio predicho y una de alto peso molecular (Fig. 7a), que
podria ser resultado de modificaciones post-traduccionales en ambas proteinas, sin
embargo la banda referida al peso molecular predicho varia en los estadios analizados.
Por tanto y debido a que ARID1A se detecté mejor en estos ensayos, se comparo6 la
expresion de las isoformas de cada muestra con la prueba de t de Student. Los resultados
indican que en células troncales la expresién de ambas isoformas es similar (p= 0.611, no
significativa), aunque la isoforma de alto peso molecular se expresa en mayor proporcion
durante la embriogénesis (p< 0.05, diferencia significativa en todos los casos; Fig. 7c).
Sugiriendo que durante el estado indiferenciado, ARID1A presenta dos productos
proteicos que podrian tener un papel en la regulacion de la pluripotencialidad, por su
parte la expresion preferencial de la banda de alto peso molecular durante la
embriogénesis podria indicar que en células diferenciadas ARID1A presente regulacion
post-traduccional, reflejada en la especificidad funcional a lo largo del desarrollo

embrionario.

ARID1A es modificada post-traduccionalmente in vivo

La presencia de isoformas de ARID1A sugiere su modificacion
postraduccionalmente in vivo; adicionalmente, propusimos que mecanismos de
modificacién post-traduccional intervengan en la regulacién funcional o disponibilidad de
las subunidades ARID1. Una aproximacion inicial fue la busqueda de bases de datos de
modificaciones postraduccionales in silico de las secuencias disponibles para ARID1A (gi:
124249109) y ARID1B (gi: 145553997). El sitio web NetPhos se utilizé para buscar sitios
susceptibles a fosforilacién y para identificar sitios consenso de sumoilacion empleamos
dos software, sumo plot y SUMOsp 2.0%. Aunque en ambos casos se identificaron
diversos sitios susceptibles para ambas modificaciones, la seleccién de sitios se basé en
los valores con mayor probabilidad de ser modificados (en ambos andlisis probabilidades
cercanas a 1, siendo este valor el maximo), en el caso de las fosforilaciones también
seleccionamos los sitios especificos para cada proteina, hipotetizando que estos sitios
diferenciales pudieran estar involucrados en la regulacion de funciones diferenciales de

las subunidades.

%2 E| sitio NetPhos (http://www.cbs.dtu.dk/) identifica fosforilaciones en residuos de serina (S), tirosina (Y) y
threonina (T). El sitio sumo plot (http://www.abgent.com) y SUMOsp 2.0 (software libre) identifica lisinas (K)
susceptibles a sumoilacion.
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En la tabla 3 se muestran los sitios obtenidos de nuestro andlisis in silico, para
ambas proteinas, se destaca que algunos de los sitios seleccionados de fosforilacion
concuerdan con reportes de secuenciacibn masiva de proteinas fosforiladas (Tabla 3,
revisado en www.phosphosite.org), sugiriendo que el criterio de seleccion es correcto y
apoyando la hipétesis de regulacion post-traduccional de los ARID1. Aunque no hay
evidencias bioquimicas de sumoilaciones para las subunidades ARID1, esta modificacion
interviene en la regulacion funciona de las proteinas, modificando de manera diferencial
con fosforilaciones (Li et al. 2007).

Ademas es interesante que residuos con alta probabilidad de ser modificados por
fosforilaciones o sumoilaciones, estan cercanos o dentro de los dominios funcionales
descritos para las proteinas (Tabla 3 y esquema). Para confirmar estas propuesta se
realizaron ensayos de inmunoprecipitacion (IP) en distintos extractos proteicos que
incluyeron embriones de 8.5, 9.5 y 10.5 dpc, asi como preosteoblastos (MC3T3 E1) y
células troncales de raton; debido a que ARID1A se expresa fuertemente en estas
muestras nos centramos en el analisis de esta subunidad, por su parte ARID1B fue
descartada por el momento por su expresion débil, pero no descartamos que también
presente regulacion post-traduccional (Fig. 7a). Con esta idea y para tratar de conservar
dichas modificaciones se adicionaron inhibidores de fosfatasas (phosphoSTOP; ROCHE)
o N-etilmaleimida (10mM; inhibidor de sumoilasas y ubiquinasas) durante la preparacion

de los extractos proteicos (Ver Material y Métodos).

Fig. 8 Inmunoprecipitaciones de ARID1A en extractos proteicos de preosteoblastos de raton tratados con
inhibidores de fosfatasas (a) WB de anti-fosfo tirosina - arriba y anti-ARID1A - abajo. Carril 1 —IgG anti-
mouse; carril 2 — IP sin anticuerpo (control de pegado inespecifico); carril 3 — lavado de IP sin anticuerpo;
carril 4 — Sobrenadante de IP sin anticuerpo; carril 5 — PT (100 pg de proteina total); carril 6 — Sobrenadante
de IP con anti-ARID1A; carril 7 - lavado de IP con anti-ARID1A; carril 8 — Inmunoprecipitacion de ARID1A.
(b) Inmunoblot de anti-fosfo Serina - arriba y anti-ARID1A - abajo. Carril A — 100 ug de proteina total; Carril
B — Sobrenadante de IP sin anticuerpo; Carril C — IP sin anticuerpo (control de pegado inespecifico); carril D
- Sobrenadante de IP con anti-ARID1A; carril E — Inmunoprecipitacion de ARID1A,; carril F — 1gG anti-mouse.
La cabeza de flecha indica el lugar donde migra ARID1A. Se realizaron 3 repeticiones de cada ensayo.

43



“Dinamica de localizacion y expresion de ARID1A y ARID1B durante el ciclo celular in vitro e in vivo en Mus musculus”

Tabla 3. Sitios susceptibles a modificaciones post-traduccionales de las proteinas homoélogas. Las
sumoilaciones se llevan a cabo en las lisinas (K); las fosforilaciones en residuos de serina (S), tirosina (Y) y
treonina (T).

ARID1A ARID1B
Fosforilaciones Fosforilaciones
659 *S* 230 *S*
710 *S* 489 *S*
763 *Y* 587 *S*
778 *S* 643 *S*
895 *T* 667 *S*
1004 *T* 693 *S*
1212 *Y* 921 *Y*
1286 *Y* 989 *S*
1378 *Y* 1018 *S*
1390 *Y* 1036 *T*
1556 *Y* 1226 *S*
2058 *T* 1239 *S*
2103 *T* 1286 *S*
1450 *S*
1521 *S*
1535 *Y*
1563 *S*
1602 *T*
1871 *T*
1989 *T*

Esquema de modificaciones y su ubicacién en las secuencias
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Con extractos proteicos de preosteblastos de raton tratados con inhibidores de
fosfatasas, se realizaron inmuprecipitaciones de ARID1A, se hicieron inmunoblots
detectando por una parte la precipitacion de la subunidad, asi como la deteccién de
residuos fosforilados de tirosina (tyr) y serina (Ser; Fig. 8a y b, respectivamente). Los
resultados indicaron que se inmunoprecipitd correctamente ARID1A (Fig. 8 carriles 8 y E
membrana inferior), sin embargo no somos capaces de detectar bandas fosforiladas que
sobrelapa con el tamafo de ARID1A tanto en residuos de fosforilados de Tyr como Ser
(Fig. 8 carriles 8 y E membrana inferior), sugiriendo que ARID1A no es modificada por
fosforilacién en preosteoblastos de raton. Por otra parte, el patron de bandeo observado
en los extractos totales de proteinas y sobrenadantes de las inmuprecipitaciones, indican
gue los anticuerpos que se unen a residuos fosforilados estan detectando otras proteinas
modificadas (Fig. 8. carriles 2-7, A,B, D membranas superiores), aunque otro control
positivo que nos hubiera permitido verificar si los anticuerpos estan funcionando
correctamente era la inmunoprecipitacion de una proteina fosforilada y su correspondiente
inmunoblot que revelara dicha modificacion.

Se obtuvieron extractos proteicos totales de preosteoblastos de ratén tratados con
10 mM de NEM, para enriquecer proteinas sumoiladas y ubiquitinadas. Corroboramos
que el tratamiento con NEM aumenta considerablemente la deteccion de proteinas
sumoiladas en extractos proteicos totales y no altera la deteccién de ARID1A (Fig. 9a
carril 1= Sin NEM vy carril 2= 10 mM NEM). Por otra parte el tratamiento con NEM no
altera la inmunoprecipitacion de ARID1A (Fig. 9a membrana inferior, carril 3= Sin NEM vy
carril 4= 10mM NEM), ni tampoco aumenta el pegado inespecifico de proteina a la resina
(Fig. 9a carril 5 sin NEM y carril 6 con 10mM NEM). El inmunoblot para SUMOL1, en
inmuprecipitaciones de ARID1A en extractos con 10 mM de NEM, revela una banda tenue
(Fig. 9a carril 4 membrana superior) que sobrelapa con la detectada para ARID1A (Fig. 9a
membrana inferior, carril 4), sugiriendo que ARID1A es susceptible a esta modificacion en
este tipo celular; sin embargo se sugiere realizar inmuprecipitaciones de una proteina
sumoilada y su correspondiente inmunoblot como control positivo, aunque el
enriquecimiento detectado en extractos proteicos totales tratados con NEM indican que la
metodologia utilizada esta funcionando. La cuantificacion en células troncales
pluripotentes y embriones de raton, sugieren una fuerte expresion de ARID1A, ademas
detectamos una banda de alto peso molecular que podria ser resultado de sumoilacion
y/o ubiquitinacion, los resultados de cultivos celulares sugerian que era sumoilada por

tanto se obtuvieron extractos proteicos de células troncales de raton, embriones de 9.5y
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10.5 dpc tratados con 10mM de NEM para realizar ensayos de inmunoprecipitacion de
ARID1A y detectar sumoilaciones por inmunoblot (Fig. 9b). Los resultados muestran que
inmunoprecipitamos la proteina en las muestras utilizadas (Fig. 9b membrana inferior®,
carriles B-D), sin embargo el inmunoblot realizado para SUMO1 no revelan bandas
distinguibles que coincidan con ARID1A, indicando que durante la embriogénesis y
células troncales no se esta sumoilando y la banda de alto peso molecular debe ser
consecuencia de otro proceso post-traduccional. Otra posibilidad es que la cantidad de
proteina sumoilada esta por debajo del limite de deteccion del ensayo realizado, por tanto
un procedimiento para confirmar si esta proteina estad sumoilada seria transfectar con
fragmentos de ARID1A que contengan sitios consenso de sumoilacion, fusionados con
banderas de marcaje (por ejemplo “tag” de histidinas), lo que permitiria purificar mayor

cantidad de proteina y enriquecer el producto modificado.

Fig. 9 Inmunoprecipitaciones de ARID1A en extractos proteicos totales tratados con 10 mM de N-etilmaleimida
(a) WB de anti-fosfo SUMOL - arriba y anti-ARID1A — abajo en extractos proteicos de preosteoblastos de raton.
Carril 1 — 100 pg de proteina total sin NEM; carril 2 — 100 pg de proteina total con NEM; carril 3 — IP de ARID1A
en proteina sin NEM; carril 4 — IP de ARID1A con proteina tratada con NEM carril 5 — IP sin anticuerpo en
proteina sin NEM; carril 6 — IP sin anticuerpo de proteina con NEM; carril 7 — IgG anti-mouse (b) Inmunoblot de
anti-SUMOL - arriba y anti-ARID1A — abajo en extractos proteicos tratados con NEM. Carril A — 100 pg de
proteina total de CTP; Carril B — IP de ARID1A en células troncales pluripotentes; Carril C — IP de ARID1A con
extractos de embriones de 9.5 dpc; carril D - IP de ARID1A con extractos de embriones de 10.5 dpc; carril E —
IP de CTP sin anticuerpo A; carril F — 1gG anti-mouse. La cabeza de flecha indica el lugar donde migra
ARID1A. Tanto para (a) como para (b) se hicieron dos repeticiones del ensayo.

Debido a que ARID1A presenta una banda de migracion lenta, se hipotetizaba una
modificacién significativa, quiz4 de tipo covalente, consideramos como plausible que
estuviera ubiquitinada. Anteriormente, se reportd que las proteinas ARID1 interactdan con
un complejo de E3 ligasa de ubiquitina; ARID1B puede ser ubiquitinada y degradada
cuando el sitio de interaccion con el complejo es mutado (Li et al. 2010); sin embargo no

% La deteccién de ARID1A se realizé con un anticuerpo secundario acoplado a fosfatasa alcalina y se
reveld directamente en la membrana y presenta la tincién color morada. Este tipo de revelado tiene la
desventaja de ser menos sensible, reflejado en la menor deteccion de las bandas de ARID1A con respecto
a la observada con la otra metodologia.
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se han reportado datos de ubiquitinacién in vivo para estas proteinas. Para confirmar que
ARID1A puede ser ubiquitinada, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion tanto de
ARID1A, como de residuos ubiquitinados en paralelo con extractos proteicos de células
troncales pluripotentes tratados con o sin NEM (10mM). Posteriormente, se analizaron por
inmunoblot con anticuerpos para ubiquitina y ARID1A en ambas IPs (Fig. 10). El
inmunoblot con anti-ubiquitina mostré que el tratamiento con NEM aumenta la cantidad de
proteinas ubiquitinadas y revela una banda mayor a 250 kDa, tanto en fraccion
inmunoprecipitada para ARID1A como en la de proteinas ubiquitinadas (Fig. 10 carriles 2
y 3). La deteccion de ARID1A en su correspondiente IP, revela la presencia de las dos
isoformas observadas en la Fig. 7a y se destaca que la banda de alto peso molecular
coincide con la banda revelada para anti-ubiquitina (Fig. 10 carril 2). Por su parte, en el
carril de la IP de anti-ubiquitina también se observa una banda de alto peso molecular
positiva para ARID1A, que corresponde al producto de alto peso molecular (Fig. 10 carril
3). Estos datos sugieren que la banda de alto peso molecular de ARID1A en células
troncales pluripotentes esta ubiquitinada, por lo que su actividad, funcién o estabilidad

podria estar asi regulada.

Fig. 10. Inmunoprecipitaciones con anti-Ubiquina y anti-ARID1A en proteinas totales de células troncales
pluripotentes con presencia o ausencia de NEM. La fleche denota la banda de alrededor de 270 kDa de
ARID1A presente tanto en ambos inmunoblots e inmunoprecipitaciones.

Dinamica de localizacién de ARID1A y ARID1B durante el ciclo celular en cultivo
celular.

Como se describié anteriormente las proteinas ARID1A y ARID1B parecen tener
funciones antagdnicas durante la proliferacién en preosteoblastos de raton (Nagl. et al.
2007). Se reporto mediante experimentos de inmunoprecipitacion de cromatina, que

ARID1A se encuentra unido en promotores de genes que regulan la progresion del ciclo
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celular (como ciclina A, ciclina E, cdc2 y c-myc) en células sincronizadas en G1 y se va
despegando cuando las células empiezan a proliferar, correlacionando con que ARID1A
esta involucrada en la detencion del ciclo celular; por su parte, ARID1B se presenta en
dichos promotores durante G1 y S, participando en la progresion del ciclo celular (Nagl. et
al. 2007).

Para evaluar la cinética de sintesis y localizacion subcelular de estas dos
subunidades en el ciclo celular, empleamos ensayos de inmunoflurescencias (IF) y WB de
ambos ARID1 en células sincronizadas durante las diferentes fases de la proliferacion.
Por un lado, obtuvimos células sincronizadas en GO/G1 y durante la fase de sintesis de
DNA (Ver Material y Métodos), se realizaron ensayos inmunoflurescencias en paralelo con
anticuerpos para estas subunidades y con un anticuerpo que identifica a PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen), el cual es un marcador de la fase S y cuya expresion
inicia paralelamente a la sintesis de DNA (Bravo y Macdonald-Bravo, 1984; Bravo y
Macdonald-Bravo, 1987). Por otra parte, para detectar los estadios de la mitosis, se
realizaron ensayos de inmunoflurescencia en cultivos de preosteoblastos asincrénicos y
se detectd ARID1A o ARID1B, con la fosforilacion de la histona H3 en la serina 10
(H3S10P), debido a que dicha modificacion es un marcador de la mitosis pues inicia al
final de la fase G2 y perdura a lo largo de la division celular (Prigent y Dimitrov 2003).

Las dobles inmunofluorescencias ARID1A/PCNA 6 ARID1B/PCNA en células
sincronizadas, corroboraron que las células se sincronizan en GO, puesto que PCNA esta
ausente en el tiempo cero y su expresion incrementa gradualmente al reintroducir el suero
fetal bovino en el cultivo a partir de las 12 hrs (Figs. 11 y 12). En primer instancia y con
ayuda de microscopia de contraste de fases y tincion de DNA (Sytox Green o Yoduro de
propidio), observamos que las proteinas ARID1 se localizan dentro del nacleo durante la
interfase (Fig. 11 y 12). La cuantificacion de ARID1A sugiere que se expresa
establemente entre GO y S (Fig. 11c), en cambio los niveles de expresion de ARID1B
aumentan de manera significativa durante la transicion de GO/G1 a sintesis, siendo mas
evidentes a las 18 y 24 h de estimulo (Fig. 12c). Estos datos sugieren que estas proteinas
tienen una dindmica de expresién diferencial durante la interfase, es decir ARID1A se
mantiene constante mientras que ARID1B aumenta de GO a S.
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Fig. 11 Expresion de ARID1A durante la interfase. (a, b) Imagenes en pseudo-color de inmunoflurescencias a diferentes tiempos de
sincronizacion, GO (Oh) y S (12, 18 y 24 h), para PCNA (arriba) y ARID1A (abajo); escala de pseudo-color refleja la intensidad de
tonos de grises (255 px), 0 = sin expresion; 255 = méaxima expresion. (b) Histogramas de superficie de (a), cada pico refleja la
expresion de PCNA 6 ARID1A por célula. (c) Cuantificacion de la expresion de ARID1B a lo largo de la sincronizaciéon. (n=40 células
por tratamiento);se grafico el promedio de tres experimentos independientes. () barras de variacién = error estandart.
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Fig. 12 Expresion de ARID1B en la interfase. (a, b) Imdgenes en pseudo-color de inmunoflurescecncias a diferentes tiempos de
sincronizacion, GO (0h) y S (12, 18 y 24 h), para PCNA (arriba) y ARID1B (abajo); escala de pseudo-color refleja la intensidad de
tonos de grises (255 px), 0 = sin expresion; 255 = méaxima expresion. (b) Histogramas de superficie de (a), cada pico refleja la
expresion de PCNA 6 ARID1B por célula. (c) Cuantificacion de la expresion de ARID1B a lo largo de la sincronizacién. (n=40 células
por tratamiento);se grafico el promedio de tres experimentos independientes. () barras de variacién = error estandart.

LSNINJSNW SN|A| U3 OAIA Ul @ OJJIA Ul Je|n|3d O[9I |8 ajuelnp gTdiydy A vVIaiygy ap ugisaidxa A ugioezijeso| ap eslweuid,



“Dinamica de localizacién y expresion de ARID1A y ARID1B durante el ciclo celular in vitro e in vivo en Mus musculus”

Fig. 13 Expresion de ARID1A y ARID1B durante G2/M. (a, b) Dobles inmunoflurescencias de ARID1A 6 B
(verde)/ fosforilacion de Serl0O de la histona H3 (H3S10P; rojo). Izquierda — imagen a 20x donde se
delimitan con lineas punteadas células en distintos momentos del ciclo celular. Derecha — células
individuales en diferentes fases de la mitosis. (c) Cuantificacion de la expresién de los ARID1 a lo largo de
la mitosis. n = 40 células por tratamientos; 3 repeticiones. Escala 20 um. Imagenes de microscopia confocal

Las inmunoflurescencias para H3S10P/ARID1A 6 1B (Fig. 12), permitieron detectar
todos los estadios de la mitosis, asi como el analisis cualitativo y cuantitativo para las
subunidades ARID1. En estas condiciones, los resultados indican que ARID1A disminuye
durante profase hasta desaparecer a partir de metafase (Fig. 13a y c). En cambio, la
expresion de ARID1B permanece constante a lo largo de mitosis (Fig. 13b y c).Los
resultados anteriores sugieren que los genes ARID1 puede tener una dinamica diferencial
a lo largo del ciclo celular, es decir que ARID1A presenta expresion constante desde G1
hasta S y se degrada durante la mitosis (ver Fig.11 y 13), mientras que ARID1B aumenta
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su expresion de G1 a S y se mantiene constante a lo largo de la fase M (Fig. 12 y 13).
Adicionalmente también observamos que a lo largo de la interfase, ambas subunidades
ARID1 se localizaron en el ndcleo, mientras que durante los estadios avanzados de la
mitosis (metafase a telofase) sélo observamos la expresién de ARID1B en el espacio
citoplasmatico.

Los datos de la cinética de expresion de las subunidades ARID sugieren dos
posibilidades no excluyentes: por un lado, la sintesis o la estabilidad de las proteinas
pudiera ser regulada a lo largo del ciclo celular, o bien, la sintesis del mRNA pudiera
determinar la disponibilidad del producto a lo largo de la proliferacion. Para evaluar estas
interrogantes se realizaron ensayos de inmunoblot (WB) y PCR cuantitativo (QPCR) con
extractos totales de células sincronizadas. Para la obtencion de poblaciones enriquecidas
en las fases del ciclo celular se hicieron ensayos de sincronizacion por ausencia de
nutrientes para obtener la poblacién en GO/G1, con hidroxyurea para enriquecer la fase S
y con colchicina para G2/M (Ver Material y Métodos). Previo al andlisis de las
subunidades ARID1, se comprobdé la sincronizacion del ciclo celular por citometria de
flujo (contenido de DNA; Fig. 14a).

Fig. 14 Dinamica de expresion de ARID1A y ARID1B durante la proliferacion. (a) Tabla del analisis de
sincronizacion celular (arriba), histogramas de citometria donde se ilustra la sincronizacion celular en las
distintas fases (abajo), eje X — nimero celular, eje Y — fluorescencia por contenido de DNA (b) WB de
ARID1A y ARID1B en diferentes fases del ciclo celular (arriba); Densitometria del inmunoblot de ARID1A (*
p < 0.05; abajo izquierda) y ARID1B (grafica abajo Derecha (c) Cuantificacion del mRNA de Aridla (barras
blancas) y Arid1b (barras grises). Pruebas de t ***(p < 0.001; 3 repeticiones).

Los ensayos de sincronizacion enriquecieron las poblaciones celulares de GO
alrededor del 80% y para S y G2/M entre el 50-60% (Fig. 14a). El ensayo de inmunoblot
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para ARID1A presentd una banda de alto peso molecular (~270 kDa), la cual disminuy6
de manera significativa a partir de GO/G1 hasta G2/M (Fig. 13b y c), en este tipo celular se
observo la banda de ~240 kDa sugiriendo que solo se expresa la isoforma de alto peso
molecular. Por su parte, ARID1B revela la banda de ~240 kDa cuya expresion no se
modifica de manera significativa a lo largo de la divisién celular (Fig. 14b). Con el objetivo
de evaluar la dinamica del nivel transcripcional de los Arid1l, se examino la expresion del
MRNA de ambos Arid1 durante el ciclo celular por RT-PCR cuantitativo. Para ello se
utilizaron oligonucleétidos especificos que evitan la amplificacion cruzada de los
mensajeros y que estan ubicados en diferentes exones, descartando asi la amplificacion
de DNA gendmico. Como control interno se amplific6 el mRNA de la proteina ribosomal
S18 (rspl8). En estas condiciones, ambos ARID1 presentaron su mayor expresion en la
fase GO/G1, sin embargo, posteriormente se observd que Aridla baja gradualmente hasta
la fase G2/M (Fig. 13e izquierda), Arid1b bajé su expresion a un nivel minimo desde la
sintesis de DNA y asi mantuvo durante G2/M (Fig. 13e derecha). Estos resultados indican
que tanto el mMRNA como la proteina de ARID1A disminuye a lo largo del ciclo celular
desde la fase G1 hasta mitosis, lo que pudiera significar que su disponibilidad es regulada
principalmente a nivel transcripcional y quiza, en menor grado a nivel de proteina, sin
embargo estos ensayos pudieran presentar discrepancias resultados obtenidos en los
ensayos de inmunoflurescencias donde se sugiere que no hay diferencias de expresion
entre G1 y sintesis de DNA (Fig. 11), que pudieran ser explicados por la diferentes
metodologias utilizadas, mientras que en la fluorescencia se cuantifican intensidades
relativas en nudcleos individuales, en los inmunoblots y gRT-PCR los valores son
absolutos con respecto a la normalizacion de con una proteina 0 mRNA que se expresa
constantemente en poblaciones enriquecidas en una de las fases de ciclo celular pero
aun hay influencia de las poblaciones remanentes de los otros estadios de la proliferacion.
Por el otro lado, el transcrito de Arid1b presenta mayor expresion durante la fase GO/G1y
baja significativamente en las otras etapas, sin embargo la proteina parece constante
durante la proliferacion, concordando con los resultados obtenidos con las
inmunofluorescencias, sugiriendo que la proteina ARID1B es mas estable que ARID1A
durante la proliferacion y que ambos genes Aridl son transcritos durante la ausencia de
nutrientes y después no contintan su transcripcion.

Durante el andlisis del inmunoblot de sincronizacion celular observamos que en
ARID1A se presenta una banda ~170 kDa, que es exclusivamente en los extractos

sincronizados, sugiriendo que durante la sincronizacion celular ARID1A se degrada. Por

53



“Dinamica de localizacion y expresion de ARID1A y ARID1B durante el ciclo celular in vitro e in vivo en Mus musculus”

su parte, para ARID1B se revelé un producto de alrededor de 120 kDa con altos niveles
de expresion exclusiva de preosteblastos, ya que no observamos otros tipos celulares
(Fig. 15), que podria corresponder a una isoforma o producto post-traduccional estable y
posiblemente funcional en esta linea celular (www.ensembl.org). Con estos datos se
concluye que ARID1A disminuye a lo largo del ciclo celular, con un producto de alto peso
molecular, posiblemente modificado post-traduccionalmente, por su parte, la expresion de
ARID1B a lo largo de la proliferacion es constante y presenta dos isoformas de diferente
peso molecular, una alrededor de 240 kDa y una pequefia sugiriendo que en este tipo
celular hay dos isoformas posiblemente funcionales.

Fig. 15 Inmunoblot de las proteinas ARID1 en células sincronizadas. (a) membrana revelada donde se
muestra que ARID1A presenta una banda de ~270 kDa referida como la isoforma de alto peso molecular
identificada en CTP y desarrollo embrionario y otro producto de ~170 kDa; para ARID1B se observa la
expresién tenue de la banda del la proteina completa (~240 kDa) y la deteccidn elevada de una banda de
~ 120 kDa, exclusiva de este tipo celular (b) Cuantificacién de las bandas detectadas para ARID1B
durante el ciclo celular. Se observa expresién elevada y constante del producto ~ 120 kDa a diferencia de
la proteina completa que se expresa en menor cantidad. Se hicieron 3 repeticiones del ensayo.

Dindmica de localizacién de ARID1A y ARID1B en la embriogénesis temprana

Para evaluar la dinamica de ambas proteinas ARID1 en otros tipos celulares, se
determiné la expresion en células ES y en embriones preimplantacién como modelo in
vivo. Se decidié utilizar las células embrionarias pluripotentes debido a que tienen un ciclo
celular acelerado, es decir, con periodos cortos en las fases G1 y G2, y alrededor del 80%
del tiempo en fase de sintesis de DNA o mitosis (revisado en White y Dalton 2005). Por
otra parte, durante el desarrollo preimplantacién la tasa de proliferacién es relativamente
rapida y se presentan todas las fases del ciclo celular (revisado en Kubiak et al. 2008;
Zernicka-Goetz et al. 2009).
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Fig. 16 Dinamica de ARID1A y ARID1B durante la interfase en células troncales de raton. Imagenes en
pseudo-color de IF de ARID1A/PCNA (arriba) y ARID1B/PCNA (abajo); escala de pseudo-color refleja la
intensidad de tonos de grises (255 px), 0 = sin expresién; 255 = méaxima expresién. Las cabezas de flecha
indican células con altos niveles de PCNA y menor expresion de ARID1A. Escala 20 um. Imagenes de
microscopia confocal, corte Optico de 1.5 um. Se realizaron 3 repeticiones del experimento.

En primera instancia se realizaron ensayos de dobles inmunoflurescencias
(PCNA/ARID1A o 1B y H3S10P/ARID1A o 1B) en células ES de la linea R1. Se demostr6
gue ARID1A se localiz6 en células que expresaron PCNA y de manera general se aprecio
que las células con fuerte tincion de PCNA, tienen menor expresion de ARID1A,
sugiriendo que ésta disminuye a medida que avanza la sintesis (Fig. 16 arriba). De
manera similar a lo que ocurrié en los preosteoblastos, cualitativamente se sugiere que la
expresion de ARID1B fue constante durante la interfase tomando como referencia células
con las distintas intensidades de fluorescencia de PCNA (Fig. 16 abajo).

En el caso de la localizaciéon durante la division celular, observamos semejanzas en
los resultados para ambas proteinas, ya que tanto cualitativa como cuantitativamente se
observa que células troncales pluripotentes en mitosis avanzada no expresan ARID1A
(Fig. 17a y b), de manera cualitativa observamos la expresion de ARID1B a lo largo de la
division celular, sin embargo la cuantificacién sugiere que su expresion disminuye durante
la fase M (Fig. 17a y b). Estos datos indican que, en células troncales también se observo
una dinamica diferencial similar a la que establecimos en preostoblastos, ya que ARID1A
presenta su maxima expresion en GO y disminuye a lo largo de sintesis de DNA hasta
desaparecer en mitosis y ARID1B es relativamente constante a lo largo de la proliferacion,

aunque observamos que disminuye un poco en la mitosis.
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Fig. 17 Expresion de ARID1 durante la division celular. (a) Cortes opticos de IF de ARID1A/ H3S10P o
ARID1B/H3S10P, se delinean los citoplasmas para diferenciar células individuales. (c) Cuantificacion de
la expresion de los ARID1 a lo largo de la mitosis. Se realizaron 3 experimentos independientes y se
cuantificaron 40 nlcleos como se describio en la seccién de Material y Métodos. La escala representa
20 um. Iméagenes de microscopia confocal, corte 6ptico de 1.5 um.

Para determinar la dinamica de los ARID1 durante la proliferacién in vivo,
realizamos ensayos de inmunofluorescencias para cada proteina en morulas (2.5 dpc) y
blastocistos (3.5 dpc), en paralelo con los marcadores de fases del ciclo celular (PCNA o
H3S10P). Inicialmente observamos que ambas proteinas también se localizan en los
nucleos de los blastomeros en los estadios analizados. ARID1A se expresa en todos los
blastomeros que estan en interfase tanto en moérula como en blastocisto (Fig. 18 y 19),
Por otra parte, observamos que ARID1B inicia su expresion en el estadio de moérula
temprana (8 células), probablemente como parte de la segunda ola de activacién cigética
y parece que se va expresando en paralelo con la fosforilacion de la Ser10 de la histona
H3 (Fig. 20 y 21), sugiriendo que en el desarrollo preimplantacién podria tener un papel
durante la division celular. Adicionalmente en blastocisto observamos que tanto ARID1A

como ARID1B se expresan en los distintos tipos celulares, es decir en células
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pluripotentes (masa celular interna) y células diferenciadas (células del trofoblasto), para
tratar de buscar diferencias de expresion de los ARID1 entre estos dos tipos celulares
comparamos cualitativa y cuantitativamente la fluorescencia de ARID1A y ARID1B, sin
embargo no observamos diferencias significativas entre la masa celular interna y

trofoblasto (Datos no mostrados).

Fig. 18 Expresion de ARID1A durante la interfase in vivo. (a) Inmunoflurescencias de mérula (arriba) y
blastocisto (abajo). ARID1A (VERDE), PCNA (ROJO) y la sobreposicion de ambas sefiales, se observa que
todos los nulcleos son positivos para ambas proteinas. En la parte inferior se muestra la grafica de
cuantificaciém denmidos osSteidids am brignardss sercuanitificde |axergsi@s idmn RENARIEIA duranie. la
Escala = 20 um. Cortes opticos de microscopia confocal (1.5 umg. Se evaluaron tres experimentos

indafRIasReSINePbsdl vasodifaransias wgilieativas en la intensidad de fluorescencia entre
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nacleos con diferentes niveles de PCNA (Fig. 18), sugiriendo que en estos estadios
embrionarios, ARID1A se expresa constantemente en la fase G1 y sintesis de DNA. Sin
embargo las inmunoflurescencias con el marcador de la fase G2/M revelan que ARID1A
disminuye en profase y desaparece en metafase (Fig.19)

Fig. 19 Expresiéon de ARID1A durante la mitosis en embriones pre-implantaciéon. Inmunoflurescencias para
ARID1A (verde) y H3S10P (rojo) y sobreposicion de las dos sefiales. Arriba — Mérulas; Abajo — Blastocisto.
En la parte inferior se presenta la gréafica de la cuantificacion de fluorescencia de ARID1A a lo largo de la
mitosis. (Mitosis A) mitosis avanzada. Escala = 20 um. Cortes 6pticos de microscopia confocal (1.5 um). Se
cuantificaron tres experimentos independientes y en cada caso al menos 40 blastdmeros.

Como se menciond anteriormente, ARID1B inicia su expresion en el estadio de

morula, por tanto estos embriones presentan variaciones en el nivel de fluorescencia, por
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tanto los descartamos para cuantificacion, sin embargo cualitativamente observamos que
todas las células en interfase, (aunque tengan diferente nivel de PCNA) tienen sefal de
ARID1B (Fig. 20). La cuantificacion de nucleos de blastocisto también mostraron que la
fluorescencia no varia significativamente (Fig. 20), corroborando que ARID1B se mantiene
constante en la interfase en el desarrollo preimplantacién. La deteccién de esta subunidad
con el marcador de G2/M sugiere que en moérulas ARID1B inicia su expresion cuando se
modifica la H3 por fosforilacion; la cuantificacién en blastocistos indica que su expresion
no varia entre células no mitéticas y células en division celular (Fig. 20). Estos resultados
sugieren que ARID1B inicia su expresién en el estadio de mérula y se mantiene constante
durante la proliferacion en ambos estadios embrionarios.

En blastocisto se observan dos tipos celulares: la masa celular interna
(pluripotentes) y células de trofoblasto (diferenciadas). Comparamos los niveles de
expresion de los ARID1 con la finalidad de detectar diferencias significativas en estos dos
tipos celulares, sin embargo no logramos observar diferencias significativas, posiblemente
por la resolucién de estos ensayos (Fig. 15 y 16 arriba). Hasta el momento no se habia
reportado el inicio de expresién de ARID1B durante el desarrollo embrionario. Como parte
de este proyecto determinamos que esta subunidad se localiza en nucleos de embriones
de 8 células en la segunda ola de activacién cigética (Fig. 16 moérula abajo), a diferencia
de ARID1A, que es heredada maternalmente (Gao et al. 2008). Este dato indica que
podria haber diferencias funcionales durante el desarrollo pre-implantacion. En conjunto
resultados demuestran que /n vivo también se presenta expresion diferencial de ARID1A 'y
ARID1B durante la proliferacion.
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Fig. 20 Expresion de ARID1B durante la interfase in vivo. (a) Inmunoflurescencias de mérula (arriba) y
blastocisto (abajo). ARID1B (VERDE), PCNA (ROJO) y la sobreposicién de ambas sefales, se observa que
todos los nulcleos son positivos para ambas proteinas. En la parte inferior se muestra la grafica de
cuantificacién de ndcleos individuales organizados por su nivel de expresién de PCNA (menor a mayor)..
Escala = 20 um. Cortes opticos de microscopia confocal (1.5 pum). Se evaluaron tres experimentos
independientes y en cada caso al menos 40 blastomeros.
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Fig. 21 Expresiéon de ARID1B durante la mitosis en embriones pre-implantacién. Inmunoflurescencias para
ARID1B (verde) y H3S10P (rojo) y sobreposicion de las dos sefiales. Arriba — Mérulas; Abajo — Blastocisto.
En la parte inferior se presenta la gréfica de la cuantificacion de fluorescencia de ARID1B a lo largo de la
mitosis en blastocisto. (Mitosis A) mitosis avanzada. Escala = 20 um. Cortes Opticos de microscopia
confocal (1.5 um). Se cuantificaron tres experimentos independientes y en cada caso al menos 40
blastomeros.
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Discusion

ARID1A y ARID1B son subunidades alternativas del complejo BAF y se ha
sugerido que tienen funciones homologas y antagénicas en diferentes procesos celulares
(Hurlstone et al. 2002; Inoue et al. 2002; Nagl et al. 2007). Previamente comparamos el
patron de expresion de los RNAs mensajeros de estas subunidades durante el desarrollo
embrionario, encontrando una expresién fuerte y generalizada de ARID1A, mientras que
ARID1B presenta expresion mas regionalizada y discreta. Esta localizacion diferencial
durante la embriogénesis y el antagonismo funcional, nos permitié6 especular sobre su
regulacioén funcional y su ensamble al complejo BAF a lo largo de la proliferacion.

El analisis de ambas proteinas y el patrén de expresion previamente establecido,
muestra que ARID1A tiene mayor expresion y localizacién generalizada con respecto a
ARID1B, anteriormente se reporté que ambas subunidades tienen afinidad similar con la
ATPasa (Wang et al. 2004), por tanto la presencia elevada de ARID1A sugiere que
durante la embriogénesis, esta subunidad participa preferencialmente con el complejo
BAF durante el desarrollo embrionario, mientras que la expresién menor y restringida de
ARID1B indica que esta podria participar en regular procesos especificos durante el
desarrollo embrionario. El andlisis SDS-PAGE/WB evidenci6 una banda de peso
molecular mayor de ambos productos proteicos, lo cual podria ser consecuencia de
modificaciones post-traduccionales. Por lo anterior se evalud el nivel de fosforilacién en
serinas y tirosinas, la sumoilacion y la ubiquitinacion para ARID1A, obteniendo resultados
positivos para la ubiquitinacion en células troncales pluripotentes, indicando que la banda
de alto peso molecular podria ser consecuencia de esta modificacion. Es interesante que
la isoforma de migracién lenta se expresa preferencialmente durante la embriogénesis,
sugiriendo que ARID1A esta modificada por ubiquitina a lo largo de la embriogénesis de
raton. Aunque el patron de migracion de ARID1B también es indicativo de modificaciones
post-traduccionales en células troncales y embriones, no se corroboré experimentalmente
debido a débil expresion de su proteina. Por lo anterior, una perspectiva que surge de
este proyecto, es estudiar las modificaciones post-traduccionales de las subunidades
ARID1 durante la embriogénesis, como alternativa para analizar la regulacién de su
actividad y ensamblaje al complejo BAF en el establecimiento de sus diferencias
funcionales.

Aunque el analisis de fosforilaciones y sumoilaciones no fue concluyente, no se
descarta que estas proteinas sean susceptibles a estas modificaciones, debido a que el

andlisis in silico sugiere la presencia de varios sitios consenso; una explicacion de estos
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resultados es las metodologias utilizadas no tengan la sensibilidad para detectarlas.
Ademas se puede especular si estas modificaciones regulan la funcionalidad de los
ARID1 en otros procesos celulares, como diferenciacion tejido-especifica y en la
expresion transcripcional mediada por receptores nucleares de hormonas. Por lo tanto
para abordar estas posibles modificaciones post-traduccionales, proponemos realizar
ensayos de expresion transitoria de fragmentos de las proteinas, que incluyan sitios
susceptibles a estas modificaciones fusionadas con banderas de marcaje como tag de
histidinas o myc, de esta manera se podria aumentar la cantidad de producto purificado y
por ende la sensibilidad del ensayo. Otra alternativa viable en la determinacién de las
fosforilaciones incluye el marcaje con isétopos radiactivos (*’P), es decir, realizar
tratamientos con ATP marcado, realizar IPs contra los ARID1 y verificar si presenta sefal
del is6topo. Alternativamente se podria realizar secuenciacion de péptidos marcados con
el is6topo para determinar si los ARID1 presenta fosforilaciones (revisado en Steen et al.
2005), y otras metodologias que incluyen al mapeo peptidico, digestion y analisis por
HPLC y espectrometria de masas, 0 la generacion de construcciones con mutaciones
puntuales en los posibles sitios de modificacion pos-traduccional y verificar su se altera
patron de migracién con ensayos tipo western blot.

Por otra parte dado que ARID1A y ARID1B pudiera tener un papel antagoénico
durante la proliferacion, establecimos la dindmica de expresion y localizacion de ambas
proteinas durante distintas fases del ciclo celular en preosteoblastos de ratén, células
embrionarias  pluripotentes 'y embriones preimplantacién. Los ensayos de
inmunoflurescencia en preosteoblastos mostraron diferencias de expresion de ambas
proteinas durante la proliferacion, es decir, ARID1A se expresé de manera constante
tanto en GO/G1 como en S y empieza a decrecer durante profase hasta desaparecer en
mitosis, en cambio ARID1B se mantiene constante durante la proliferacion. Es interesante
destacar que tanto en células troncales como en embriones preimplantacion donde el
ciclo celular presenta principalmente sintesis de DNA y mitosis, la dinamica de
localizacion diferencial de ambos ARID1 fue similar a las observaciones in vitro, lo que
implica que dicha expresion diferencial podria tener relevancia durante la proliferacion in
Vivo.

Los ensayos de western blot y qRT-PCR en células sincronizadas confirman que
ARID1A disminuye su mRNA y presencia de proteina (se degrada) de interfase a mitosis.
Por su parte, el transcrito de ARID1B disminuye de la fase G1 a sintesis de DNA y se

mantiene estable en las otras fases; en cambio, el producto proteico no presento variacion
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significativa a lo largo del ciclo celular. Estos datos indican que la disponibilidad de
ARID1A durante la proliferacién estar limitada por la presencia del mRNA ya que su la
proteina presenta la misma cinética de desaparicion. En el caso de ARID1B su transcrito
se expresa fuertemente durante G1 y disminuye drasticamente durante la fase de sintesis
y de mitosis, sin embargo la proteina se mantuvo estable durante la proliferacion; esto
sugiere que la presencia de las proteinas ARID1 durante el ciclo celular es consecuencia
de distintos mecanismos, mientras que ARID1A es inestable y se degrada de la fase G1
hasta mitosis, potencialmente por ubiquitinacion; en cambio la subunidad ARID1B es mas
estable a lo largo de la proliferacion, sugiriendo que esta subunidad no es ubiquitinada y
por tanto no se degrada tan facilmente como su homologo, adicionalmente, el western
blot presenta ciertas diferencias con respecto a los resultados observados en la
inmunoflurescencia: el inmunoblot sugiere que ARID1A decrece de GO/G1 a S y continGa
degradandose en mitosis. En el caso de ARID1B no se observa un aumento significativo
durante la sintesis de DNA como lo sugerian las inmunoflurescencia. Estas discrepancias
podrian ser explicadas por los protocolos usados para la sincronizacién debido a que las
para las inmunoflurescencias se sincroniz6 por ausencia de suero y la fase de S fue
estimulada reintroduciendo nutrientes, por tanto observamos la fase de sintesis en
distintos momentos; en cambio las poblaciones ocupadas en el ensayo de inmunoblot, se
sincronizaron con farmacos que detienen el ciclo celular en puntos especificos
(hidroxyurea — fase S; colchicina — mitosis), por tanto las células estan detenidas en un
momento especifico de cada fase y no se refleja la cinética de la proliferacion que se
observa con el protocolo sincronizacion y estimulacion por ausencia/presencia de
nutrientes, ademas que probablemente durante la fase S estemos detectando momentos
distintos de la fase de Sintesis de DNA. Ademéas las inmunofluorescencias en paralelo
permiten distinguir células individuales en cada fase del ciclo celular, mientras que el
inmunoblot es una cuantificacion de poblaciones celulares enriquecidas en alguna fase de
la proliferacién, sin embargo no son totalmente puras, lo que puede generar variaciones
los resultados

Anteriormente se reportd que las subunidades cataliticas del complejo BAF, Brgl y
BRM se expresan diferencialmente durante la mitosis y son modificadas por fosforilacién
antes de entrar a la divisién celular (Muchardt et al. 1996). Haciendo la comparacién con
nuestros resultados, observamos que ARID1A presenta una cinética similar a la
observada para BRM que es fosforilada y degradada durante la fase M; por otro lado,
Brgl también es fosforilada, sin embargo se mantiene constante durante toda la

proliferacion, como lo observamos para ARID1B. Adicionalmente se ha propuesto que la
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asociacion de ARID1A con BRM interviene en la represion de genes importantes para la
progresion del ciclo celular, mientras que la asociacion de ARID1B con Brgl, esta
involucrada en el mantenimiento de la expresién génica durante la proliferacion (Kaeser et
al. 2008).

Nuestros resultados de cinéticas diferenciales entre las proteinas ARID1, presentan
correspondencia con la dinamica reportada para las ATPasas (Fig. 21), por lo que
sugerimos un modelo de formacién de complejos tipo BAF durante la proliferacion; por
una parte un complejo que reprime la transcripcion para genes involucrados en la
progresion del ciclo celular con la interaccion de ARID1A y BRM que se ensambla y
funciona durante G1, reprimiendo genes involucrados en distintas fases de la proliferacion
(como c-myc, ciclina A, ciclina E, etc.), sin embargo la disponibilidad de ARID1A se va
limitando por que no se sigue transcribiendo su mRNA y posiblemente la proteina se va
degradando via ubiquitina, a lo largo de la fase de sintesis de DNA hasta desaparece al
entrar en mitosis, donde BRM es fosforilado y degradado propiciando la disgregacion del
complejo represor. Por su parte ARID1B se transcribe solo durante G1, y su presencia
durante todo el ciclo celular es similar a la de Brgl, sugiriendo que forma un complejo
promotor de la proliferacion, resistente a degradacién ya que al parecer ambas proteinas
son estables, por tanto mantener este complejo seria Gtil durante la activacion de la
transcripcion de genes que promuevan la proliferacion cuando el complejo represor se
disocie de los genes reprimidos para promover en rapidamente su expresion y activacion

del ciclo celular.
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Fig. 22 Modelo de la expresion de los ARID1 durante el ciclo celular. Durante GO/G1: Ambas ARID1
presentan su mayor expresién tanto a nivel proteina como mRNA, aunque ARID1A (recuadro rosa)
siempre en mayor proporciéon que ARID1B (recuadro naranja). Durante la sintesis de DNA ARID1A
disminuye tanto en proteina como mRNA, por su parte ARID1B es constante a nivel de proteina
aunque su mMRNA disminuye. Durante G2/M ARID1A continua disminuyendo hasta desaparecer en
metafase (proteina y mRNA). Por su parte aunque disminuye el mRNA de ARID1B, la cantidad de
proteina permanece constante. Se sugiere que la ubiquitinacion de ARID1A inicia a partir del inicio
de la fase sintesis de DNA (Flecha discontinua). La cinética de los ARID1 es similar a las reportadas
para las ATPasas por Muchard y col (1996), es decir, BRM (recuadro verde) es parecido a la
dinamica de ARID1A a nivel de proteina y Brgl (recuadro morado) empata lo observado para
ARID1B, manteniéndose constantes durante el ciclo celular.

Para corroborar nuestro modelo proponemos realizar ensayos de co-

inmunoprecipitacion durante las fases del ciclo celular detectando ARID1A con BRM y
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ARID1B con BRG1, para analizar si estas subunidades interactian especificamente a lo
largo del ciclo celular, que apoyaria la formacion del complejo represor y del complejo
activador. Alternativamente se podrian realizar ensayos de doble hibrido para identificar
interacciones preferenciales entre alguna de las ATPasas y las subunidades ARID1.

Por otra parte para dilucidar si ARID1A se degrada a lo largo de la proliferacion
debido a ubiquitinaciébn proponemos realizar ensayos de inhibiciébn de la ubiquitinacion
con Bortezomib, que es un compuesto que inhibe dicha modificacién (Xu et al. 2004), en
células sincronizadas en los distintos momentos del ciclo celular y comparar los niveles
proteicos en sincronizaciones con o sin los inhibidores. Otra estrategia involucra la
generacion de construcciones de ARID1A con el o los sitios de ubiquitinacion modificados
para evitar su modificacion y cuantificar su expresiéon a lo largo del ciclo celular. Aunque
probablemente la sobreexpresion e inhibicion de la degradacion de ARID1A, evite que las
células transfectadas proliferen, debido a su papel en la detencidn del ciclo celular, lo que
sugeriria que la degradacién de la proteina es importante para que se inicie la
proliferacion.

También seria interesante analizar si ARID1B y Brgl interaccionan durante la
division celular, puesto que ambos se encuentran presentes en el citoplasma pero no hay
evidencia que durante este proceso haya interaccion entre subunidades del complejo, por
tanto sugerimos realizar ensayos de co-inmunoprecipitacion ARID1B/Brgl

Otras lineas de investigacion que quedaron por explorar, se refieren al
establecimiento de modificaciones post-traduccionales de ARID1B tanto in vitro como
durante la embriogénesis, debido a la débil expresion de la proteina, sin embargo se
podria transfectar una construccion del mRNA fusionado con una bandera de marcaje
(Tag histidinas o0 myc) en lineas celulares para aumentar la cantidad de proteina en el
ensayo y poder inmunoprecipitar ARID1B con mayor eficiencia aumentandola sensibilidad
del ensayo para detectar fosforilaciones o sumoilaciones. Por su parte esta misma
estrategia de sobreexpresion in vitro se sugiere para ARID1A en la busqueda de
fosforilaciones y sumoilaciones, ya que no pudimos concluir de manera contundente si
esta subunidad es susceptible a estas modificaciones.

Por su parte durante la embriogénesis se detecté en mayor proporcion la banda de
alto peso molecular de ARID1A, sugiriendo que esta presente el producto modificado,
probablemente por ubiquitina como en células troncales, para analizar esta hipoétesis,
sugerimos realizar ensayos de inmunoprecipitacion para proteinas ubiquitinadas y

ARID1A en los estadios embrionarios 8.5 a 10.5 dpc y detectar por inmunoblot tanto
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ARID1A como anti-ubiquitina, para ver si hay correspondencia como lo observamos en
células troncales.

Aunque anteriormente se ha reportado que la presencia de las subunidades ARID1
esta relacionado con su interaccion con el complejo (Ryme et al 2009), no se ha reportado
un estudio formal donde se haya establecido la relacibn de su presencia con su
funcionalidad, nosotros sugerimos que su presencia es importante para que interaccionen
y funcionen con el complejo BAF a lo largo del ciclo celular, por tanto para analizar dicha
propuesta, sugerimos realizar ensayos de Transfeccidn con construcciones que tengan
los dominios funcionales alterados (ARID, C1 y C2), de tal manera que la proteina este
disponible para ensamblarse al complejo pero funcionalmente inactiva, para explorar si
estando presente pero inactiva sea suficiente para promover la progresion o detencion del

ciclo celular.
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Conclusiones

1. Durante la embriogénesis de raton ARID1A presentd mayor expresion que
ARID1B.

2. Se sugiere la presencia de dos isoformas de peso molecular (240 kDa y 270 kDa)
para ambas subunidades ARID1, tanto en células troncales de raton como durante la
embriogénesis.

3. ARID1A se expresa en mayor proporcion en células troncales que durante la
embriogénesis, por su parte ARID1B no varia significativamente entre células
indiferenciadas y estadios embrionarios.

4. En nuestras condiciones no se observé la fosforilacion (ni en residuos de Ser tyr)
para ARID1A, por su parte esta subunidad parece ser ubiquitinada en células troncales
de ratén, sugiriendo que su funcionalidad o disponibilidad es regulada por esta
modificacién postraduccional.

5. Las subunidades ARID1 presentaron una dinamica de expresion diferencial durante
el ciclo celular tanto in vitro como in vivo. Es decir ARID1A se expresa fuertemente
durante G1 y se degrada progresivamente hasta desaparecer en mitosis, en cambio
ARID1B se mantiene estable durante las etapas de la proliferacion.

6. Tanto el mRNA como la proteina de ARID1A fueron inestables durante la
proliferacién ya que presentaron cinéticas similares, sugiriendo que la disponibilidad de
esta subunidad depende de su transcripcion y el producto proteico es susceptible a
degradacion.

7. En el caso de ARID1B las dinamicas de expresion entre el mMRNA y la proteina son
distintas, es decir el transcrito se degrada, sin embargo la proteina se mantiene
expresada, indicando que la presencia de ARID1B a lo largo de la proliferacién
depende la estabilidad de la proteina.

8. Esta dindmica diferencial entre ambas proteinas ARID1 sugiere que su
disponibilidad durante las distintas fases de ciclo celular puede ser significativo para el
ensamblaje y regulacién de la funcién del complejo durante la progresion o arresto de

ciclo celular.
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Apeéndice Soluciones

Cultivo

- PBS (Phosphate buffered saline)
Se hace una solucién concentrada (10x) con los siguientes ingredientes
NaCl 20 g

KCI 05¢g
Na2HPO4 36
KH2PO4 069

Diluir en 15 ml de agua desionizada y ajustar el pH a 7.4 con HCI. Aforar a 200 ml.
Para realizar PBS 1x se diluye la solucién 10x en agua.
- Tripsina
Se utilizé tripsina-EDTA al 0.25% por 1-2 minutos d para disgregar cultivos de
preosteoblastos, para las células troncales de ratdn se trataron con tripsina por 7 minutos.
- Preparacion de células alimentadoras para las células troncales de raton (feeders)
Se cultivaron fibroblastos primarios de ratén en medio DMEM suplementado con 10% de
FSB (D15), Glutamina 200mM, aminoacidos no esenciales 200mM, 100mM -
mercaptoetanol, 50 unidades/ml penicilina y 50 pg/ml streptomicina (GIBCO; Sigma),
hasta semiconfluencia, se trataron con mitomicina (10 pg/ml) por 3 horas par inhibir su
proliferacion y se lavaron 4 veces con PBS 1x, se disgregaron con tripsina 0.25% y se
subcultivaron a una confluencia de 3.5 x 10° células por ml.

- Hidroxyurea
La solucién stock es a 1 M se diluye en Agua milliQ y se esteriliza por filtracion en
campana. La concentracion de trabajo es 1 puM/ml.

- Colchicina
Se hace una solucién “stock” a una concentracion de 60ug/ml en agua milliQ, esterilizar
por filtracion en campana. La concentracion de trabajo es 0.06 pg/ml.

Purificacion de proteinas

- TLB (Triton Lisis Buffer)
Se hace la solucién con los componentes del Bufer y se almacena a 4°C. Los inhibidores
de proteasas se agregan antes de extraer proteinas.

Componentes del Bufer Inhibidores de proteasas
20mM Tris pH 7.4 1 mM PMSF
137mM NaCl 5 ug/ml Leupeptina
25mM p-glicerolphosphate pH 7.4 5 pg/ml Antipaina
2mM Pirofosfato de Sodio 5 pug/ml Aprotinina
EDTApH 7.4 5 pg/ml Pestatina A
1% Triton X100 0.5mM DTT
10% Gilicerol 200 mM NaVOg4

100 mM NacCl

- N - etilmaleimida (NEM)
Se hace una solucién stock a 0.5 M, es decir se disuelve 62.55 mg de NEM en 1 ml de
etanol. Y se almacena a 4°C. La concentracién de trabajo es 10 mM
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Inmunodeteccidon en membrana

- LB 2x
Mezclar los componentes y hacer alicuotas. Se almacena a -20°C
Stock Concentracion final | Volumen a 10 ml
Tris 0.5M pH 6.8 62mM 2.48 ml
SDS 10% 4 % 4 ml
Glicerol 3% 3 ml
B - mercaptoetanol 5% 0.5 ml
Azul de bromofenol 0.1 % 0.01g
Agua 4.95 ml
- SDS-PAGE
Archilamida/metilen Bis archilamida (10x)
Archilamida 309
Metilen bis archilamida  0.8g
Agua desionizada 100ml

Filtrar y guardar en obscuridad a 4°C.

Persulfato de amonio 10% (PSA)
Disolver 0.2 g en 2 ml de agua desionizada, guardar a 4°C.

Buffer del gel inferior

Buffer del gel superior

Tris 18.17 g (1.5M)

Tris 6.06 g (0.5M)

SDS 10% (viv) 4 ml  (0.4%)

SDS 10% (viv) 4 ml  (0.4%)

Ajustar pH a 8.8 con HCl y aforar a 100
ml con agua desionizada

Ajustar pH a 6.8 con HCl y aforar a 100
ml con agua desionizada

Buffer de corrida (10x)

Tris 15.15¢g
Glicina 74.55¢g
SDS 59

Agua desionizada 500ml
Conductividad 1x1.1mS/cm; 10x7.5 mS/cm a temperatura ambiente. El pH debe ser 8.3 +
0.01. NOTA: No ajustar el pH

Buffer de transferencia himeda

Tris 1.519g (25mM)
Glicina 7.29 (192mM)
Metanol 100ml (20%)

Agua desionizada 500ml
El pH debe ser 8.3. NOTA: No ajustar el pH

TBS

Solucién stock a 10x

Tris 12.11 g (200mM)
NacCl 43.83 g (1.5 M)

Ajustar el pH a 7.5 y aforar a 100 ml. Con agua desionizada
Diluir 10 veces para tener la solucién 1x

TBS-T
A 500 ml de TBS 1x se agrega 250 pl de Tween 20.
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Gel de archilamida 7%

Gel Inferior Gel Superior
Buffer 3.37 ml Buffer 1.5 ml
Sol. Archilamida 3.12 ml Sol. Archilamida 0.6 ml
Agua 6.49 ml Agua 3.9 ml
PSA 10% 50.5 pl PSA 10% 22.5 pl
TEMED 17.8 pl TEMED 7.5 ul
Inmunoprecipitacion
- HEMK
Es el bufer HEMG20 con 0.1M KCL. Para 50 ml:
Concentracion Reactivo Stock | Vol. Trabajo
25 mM HEPES, pH 7.6 1M 1.25 ml
0.1 M KCI 1M 5ml
12.5 mM MgCl, 05M 1.25 ml
0.1 mM EDTA 500 mM | 10 pl
20% (v/v) Glicerol 100% 10 ml

Agregar 32.49 ml de H,O. Almacenar a 4°C. Al momento de trabajar, afiadir inhibidores de
proteasas (1 pastilla de Complete Mix por cada 50ml).

- Hidratacion de la sefarosa

Hidratar dos veces con 500uL de PBS1x a 125 mg de Sef-ProtA/G (GE Healthcare Inc.)
por 10 minutos en rotacién a 4°C cada tratamiento, para quitar el liquido se centrifuga a
1000 rpm por 3 min después de cada hidratacion. Posteriormente se hacen tres lavados
con 500 ml de HEMK por 10 min a 4°C. En cada lavado se centrifuga a 1000 rpm por 3
min a 4°C para quitar el buffer. En seguida se bloquea con BSA 0.05% (en agua) a 4°C
durante 2 hrs y se centrifuga a 1000rpm por 3 min a 4°C. Para quitar el BSA se realizan
dos lavados con HEMK por 10 min cada uno, a partir de este momento la sefarosa esta
lista para ensayos de IP.

Nota: Esta sefarosa hidratada se puede utilizar hasta por 1 mes.

Citometria de Flujo

- Buffer tincién

Concentracion trabajo | Volumen a 50 ml
Tris — HCIl pH 7.4 (1M) 100mM 5 ml
NaCl (5M) 150mM 1.5ml
CaCl2 (1M) 1mM 50 pl
MgClI2 (500mM) 0.5mM 50 pl
NP-40 (Igepal) 0.1% (v/v) 50 pl
Agua - 48.35 ml
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