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Resumo

Os nucleossomas, unidades bésicas da cromatina, formados por um octamero de
histonas em associacdo com um fragmento de DNA, possuem um papel de extrema
importancia na regulacdo de processos bioldgicos que requerem o acesso ao DNA. Estas
estruturas controlam eventos chave durante processos tdo distintos como a transcricéo,
replicacdo e reparagdo do DNA. As histonas constituintes dos nucleossomas podem sofrer
modifica¢cbes poOs-traducionais, entre as quais se salienta neste estudo a trimetilacdo da
lisina 36 da histona H3 (H3K36me3). Esta modificacdo esta presente nas regides
intragénicas de genes activamente transcritos, sendo a sua presenca mais significativa na
extremidade 3’ e também nos exdes relativamente aos intrbes. Tais propriedades
demonstram uma relacdo entre a H3K36me3 e a transcricdo, embora o seu papel ainda nédo
seja claro. Neste estudo utilizaram-se metodologias bioquimicas tais como
imunoprecipitacdo da cromatina, western blot e digestdo com nucleases para investigar qual
0 papel exacto desta marca na transcricdo em células humanas. Os resultados
demonstraram que células com niveis diminuidos de H3K36me3 tém iniciagdo de
transcricdo em regides intragénicas distintas do promotor, 0 que sugere uma alteracdo da
conformacdo da cromatina que permite uma maior acessibilidade ao DNA. De facto,
experiéncias adicionais mostraram que perante uma deplecdo de H3K36me3 a densidade
de nucleossomas presentes ao longo dos genes diminui. Por ultimo, verificou-se que a
presenca desta modificacdo na histona H3 € necesséria para o recrutamento da Sptl6, uma
proteina envolvida na remontagem dos nucleossomas apdés a passagem da RNA
Polimerase Il (RNAPII) na transcricdo. Em conjunto, os resultados permitem desenhar um
modelo em que a H3K36me3 exerce uma fun¢éo determinante na manutencédo da cromatina
numa conformacao capaz de suprimir a iniciacdo da transcricdo em regides intragénicas.
Esta funcdo envolve o recrutamento da Sptl6 que promove a remontagem dos dimeros

H2A-H2B que haviam sido perdidos durante a passagem da RNAPII.

Palavras-chave: Cromatina; Nucleossomas; H3K36me3; Transcrigdo; Sptl6.



Abstract

Nucleosomes are the basic units of chromatin and consist of a histone octamer in
association with a DNA segment. Nucleosomes have an important role in regulating
biological processes that require DNA access. These structures influence key events during
transcription, replication and DNA repair. Histones present in nucleosomes can have a
number of different post-translational modifications. Herein we focus on a specific histone
methylation: trimethylation of lysine 36 of histone H3 (H3K36me3). This histone modification
is present on intragenic regions of active genes and its levels rise towards the 3’ end of
active genes. This modification is also more abundant over exons relative to introns. These
properties disclose a link between H3K36me3 and transcription, although the precise role of
this mark is not yet understood. Using a biochemical approach, which includes techniques
such as chromatin immunoprecipitation, western blot and nuclease digestion assays | aimed
at evaluating the role of H3K36me3 during transcription in human cells. The results of these
experiments revealed that decreased H3K36me3 levels correlate with increased transcription
initiation on intragenic regions. Additional data suggested that this histone mark impacts on
chromatin structure promoting a more compact and less accessible conformation. In support
of this hypothesis, nuclease digestion assays revealed a decreased density of nucleosomes
along the genes in the absence of H3K36me3. Finally, we verified that the presence of this
histone mark shepherds Sptl6 recruitment to the transcriptional units after RNAPII passage.
Sptl6 then promotes the deposition of histone H2A-H2B dimmers onto the DNA to
reassemble a complete nucleosome and maintain the chromatin integrity. Together, these
data allow us to envisage a model in which H3K36me3 suppresses transcription initiation on
intragenic regions by signaling the recruitment of Sptl6 and the reassembly of histone H2A-

H2B ejected during RNAPII elongation.

Keywords: Chromatin; Nucleosomes; H3K36me3; Transcription; Sptl6.
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1. Introducéo

1.1 Nucleossomas e arranjo da cromatina

As células eucaritticas possuem a sua informacao genética em moléculas de DNA
gue podem ter cerca de 1 metro de comprimento [1]. Esse DNA esta compactado no nucleo
através do auxilio de proteinas, as histonas, sendo o complexo DNA-proteinas designado
por cromatina [1]. As histonas sdo pequenas proteinas, carregadas positivamente,
denominadas H1, H2A, H2B, H3 e H4. O DNA tem carga negativa (devido a presenca de
grupos fosfato) e, devido a este facto, as histonas ligam-se fortemente ao DNA [1].

Os nucleossomas representam o primeiro nivel de organiza¢do da cromatina e sao
constituidos por duas cépias de cada uma das histonas (excepto H1), agregando-se numa
estrutura octamérica com cerca de 146-147 pares de bases de DNA a envolver o octamero
[1]. Os nucleossomas estdo separados por uma sequéncia de DNA com tamanho variavel a
gual esta associada a histona H1. O nucleossoma representa uma estrutura de extrema
importancia permitindo o empacotamento eficiente do DNA dentro do nucleo das células
eucarioticas.

Processos como a transcricdo e a replicacdo necessitam que as duas cadeias da
molécula de DNA se separem, para permitir o acesso das RNA e DNA Polimerases ao DNA
[2]. No entanto, a presenca de nucleossomas e a compactacdo da cromatina sdo uma
barreira para estas enzimas [2]. Por isso, € importante que a cromatina esteja relaxada e
gue as histonas sejam removidas transientemente para permitir a transcricao e a replicacao.
Existem dois mecanismos que tornam a cromatina mais acessivel: as modificacbes pos-
traducionais (PTMs) das histonas; e a deslocacao temporéaria das histonas por complexos
remodeladores da cromatina, que permitem o acesso das Polimerases e outras enzimas ao
DNA [2].

1.2 Modificagdes pos-traducionais das histonas

As modificacdes das histonas modulam a sua interac¢cdo com o DNA, determinando
a estabilidade e o posicionamento dos nucleossomas e a facilidade com que estes podem
ser evitados de modo a garantir, por exemplo, a transcrigéo [3].

As histonas sdo caracterizadas pela presenca de um dominio globular conservado
formado pela regido C-terminal. A cauda N-terminal é mais flexivel e capaz de interactuar
directamente com o DNA e diferentes proteinas [2], estando sujeita a PTMs, tais como
acetilacdo, metilacdo, ubiquitinacdo e fosforilacdo [1]. Estas modificagbes por si s6 ou
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colectivamente participam activamente na regulacdo do acesso de elementos reguladores

ao DNA durante a replicacdo, reparacdo do DNA, transcricdo e segregacao cromossémica

[4].

1.3 A modificagcdo H3K36me3

Para além da acetilacdo e ubiquitinacdo, as lisinas das histonas podem sofrer trés
tipos de metilagdo: mono, di e trimetilacdo, sendo que cada estado de metilacdo resulta em
diferentes consequéncias biol6gicas [5]. Recentemente, tem-se verificado um crescente
interesse na trimetilacdo da lisina 36 da histona H3 (H3K36me3), uma vez que esta
modificacdo esta implicada na regulacdo da expressao genética [5].

A enzima responsavel pela modificacdo H3K36me3, designa-se SETD2 (também
conhecida como HYPB, HSPC069 e KMT3A) [6]. A SETD2 é uma metiltransferase que se
liga ao dominio C-terminal (CTD) da RNA Polimerase Il (RNAPII), fosforilado nas serinas 2 e
5 e, por esta razdo, a presenca da marca H3K36me3 encontra-se associada a transcricdo
pela RNAPII [7, 8]. A modificacdo H3K36me3 esta presente em regides codificantes de
genes activamente transcritos, sendo particularmente abundante na extremidade 3’ destes
genes e nos exodes [9].

Estudos realizados em Drosophila revelaram a existéncia de uma relacdo entre a
modificacdo H3K36me3 e a acetilacdo da lisina 16 da histona H4 (H4K16Ac) [10]. Esses
estudos sugerem que H3K36me3 regula os niveis de acetilacdo da histona H4 em genes
activamente transcritos, verificando-se que quando existem elevados niveis da H3K36me3,
0s niveis de H4K16Ac baixam [10]. Da mesma forma, estudos com Saccharomyces
cerevisiae concluiram que a Rpd3S (uma desacetilase de histonas) reconhece e liga-se a
H3K36me3 promovendo a desacetilagdo das histonas ap6s a transcri¢cdo [11, 12, 13]. Em
levedura, a relacao entre H3K36me3 e a desacetilacdo é necessaria para suprimir o inicio
da transcri¢do intragénica (transcricdo que tem inicio em regibes do gene distintas do local
de iniciagdo de transcrigdo padréo) [11, 12, 13].

Os niveis das modificacdes das histonas sdo controlados por um balanco entre
enzimas que catalizam a adicdo e a remocdo de uma determinada modificacdo. Apesar
desta nocdo ser verdadeira para muitas modificagdes, sO recentemente se descobriu uma
enzima capaz de remover grupos metilo de residuos metilo-lisina [14]. Estudos de Klose et
al. [14] concluiram que a JMJD2A representa uma desmetilase de histonas com a
capacidade para remover grupos metilo de H3K9me3 e H3K36me3 [14]. Deste modo, é de
esperar que a H3K36me3 seja uma modificacdo com um caracter transiente que obedecera

a dindmica da RNAPII, estando presente nas regides intragénicas durante a transcricdo e
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sendo removida ap6s o seu término. Estudos recentes do laboratério de acolhimento
comprovaram esta hipétese [9].

1.4 Funcédo dos complexos remodeladores da cromatina, HATs e HDACs durante a

transcricao

1.4.1 Complexos remodeladores da cromatina

Os reguladores da cromatina sdo complexos proteicos que utilizam a hidrolise do
ATP para alterar as interac¢Oes entre as histonas e o DNA [3, 15, 16, 17]. Estes complexos
possuem bromodominios, cromodominios e Plant Homeodomains que reconhecem
modificacGes especificas das histonas [18]. As consequéncias da remodelacdo da cromatina
incluem a quebra de ligacado transiente entre a extremidade do DNA e o nucleossoma, ou a
deslocacdo dos nucleossomas para outras posi¢cdes, sendo que ambas alteram a

acessibilidade dos factores de transcrigcdo ao DNA [3].

1.4.2 Mobilidade dos nucleossomas

Para que a RNAPII avance, os nucleossomas devem permitir um certo grau de
mobilidade ou acessibilidade [15]. Essa mobilidade € conseguida quando determinados
residuos de histonas sdo modificados, interferindo com os contactos entre as histonas e o
DNA, aumentando a mobilidade dos nucleossomas e consequentemente permitindo a sua
deslocacéao [15]. Os nucleossomas podem voltar a um estado menos movel apds a remoc¢ao
das modificagbes, com o auxilio dos complexos remodeladores da cromatina. Ha, no
entanto, um intenso debate acerca do mecanismo exacto pelo qual os nucleossomas
permitem a passagem da RNAPIl. Uma das hipéteses € que as histonas que formam os
nucleossomas se separam permitindo a transcri¢cdo, enquanto que outros autores defendem
gue os nucleossomas deslizam ao longo dos genes durante a transcricdo. Embora se
justifigue uma maior clarificagdo deste processo, a hipétese que defende a remocgéo
transiente das histonas que formam o nucleossoma tem conseguido reunir algum consenso

na area [19].

1.4.3 Acetiltransferases e desacetilases de histonas

A actividade das acetiltransferases de histonas (HATs) e desacetilases de histonas

(HDACs) durante a transcricdo fornece uma potencial explicagdo para a regulacdo da
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acessibilidade do DNA a RNAPII e para a mobilidade dos nucleossomas [18]. Os complexos
de HAT séo recrutados através da interaccdo com a RNAPII para promover a acetilacdo dos
nucleossomas, localizados a jusante desta, permitindo a sua passagem [18]. Apds a
passagem da RNAPII, os nucleossomas sdo novamente montados, em consequéncia da
desacetilacao das histonas pelas HDACs. O recrutamento das desacetilases de histonas é
feito por complexos remodeladores da cromatina que expdem o nucleo das histonas a estas
enzimas [15]. Deste modo, as regides codificantes de genes activamente transcritos estdo
protegidas da iniciagdo da transcricdo intragénica e de danos no DNA que ficaria acessivel
[18].

1.5 Relacé&o entre chaperones e modificagdes de histonas durante a transcrigdo

O primeiro passo na transcricdo de um gene € a associacdo da maquinaria de
transcricdo ao promotor [19]. No contexto da cromatina, a elongacdo da RNAPII ao longo de
um determinado gene é possivel uma vez que os nucleossomas podem ser remodelados a
partir de factores que a eles se associam. De entre estes salientam-se os complexos
remodeladores da cromatina dependentes de ATP e os chaperones de histonas (CHSs).
Estudos recentes tornaram claro que os CHs tém um papel importante na activacdo ou
repressdo da transcricdo e inibicAo da transcricdo intragénica [20]. Os CHs estdo
directamente envolvidos na modulacdo das modificacdes epigenéticas que estdo associadas
a transcricao [20].

Durante a iniciagdo da transcricdo, os CHs cooperam com 0S complexos
remodeladores da cromatina e com enzimas capazes de modificar histonas para alterar ou
remover nucleossomas dos promotores, possibilitando a formacédo dos complexos de pré-
iniciacdo e para possibilitar o progresso da RNAPII ao longo dos genes [19]. Os
nucleossomas localizados a jusante da RNAPII sdo modificados com a ajuda de diferentes
CHs, incluindo FACT (Facilitates Chromatin Transcription), Napl (Nucleosome Assembly
Protein 1), Asfl e Spt6. Posteriormente, os mesmos CHs permitem que 0s nucleossomas
sejam novamente montados apos a passagem da RNAPII e promovem a remocao das
PTMs [19]. No entanto, ndo esta ainda elucidado se os nucleossomas montados apés a
passagem da RNAPII sdo constituidos pelas mesmas histonas que formavam o

nucleossoma antes da sua passagem.



1.5.1 Asfl

Estudos anteriores concluiram que o chaperone do complexo de histonas H3-H4,
Asfl, é importante na remodelacdo e indugcédo dos genes PHO5 e PHO8 de levedura [21,
22]. Estas observacbes sugerem a importancia deste chaperone na regulacdo da
transcricdo, tendo sido recentemente demonstrada uma relacéo directa entre a iniciacdo da
transcricdo e Asfl. Foi descoberto que Asfl é directamente recrutado para os promotores de
genes activamente transcritos [23], onde tem um papel importante na dindmica da histona
H3 presente nos nucleossomas [24].

Por outro lado, Asfl esta relacionado com a modulacdo da acetilacdo da H3K56.
Estudos anteriores demonstraram que a acetilagdo de H3K56 aumenta durante a
transcricdo, sendo dependente de Asfl e Rtt109 (uma acetiltransferase). A acetilagdo desta
lisina da histona H3 dependente de Asfl possibilita a deslocacdo dos nucleossomas nos
promotores de Varios genes [24, 25].

Avancgos recentes para compreender a dindmica das histonas indicam que o0s
nucleossomas dos promotores activos sdo muito dinAmicos e que a deslocacdo e nova
montagem dos nucleossomas sdo muito rapidas nestes locais [19]. Estas observactes
indicam a coexisténcia de montagem e deslocacdo de nucleossomas nos mesmos
promotores. Assim, o papel de Asfl na activacdo da transcricdo tem duas fases: durante a
iniciacdo da transcricdo, Asfl pode actuar promovendo a deslocacdo dos nucleossomas
para permitir a ligacdo do complexo de iniciacdo de transcricdo aos promotores; mais tarde,
Asfl pode promover a acetilacdo da H3K56, tornando os nucleossomas menos estaveis,
sendo mais facil a sua deslocacdo, a medida que a RNAPII avanca, efectuando depois a
nova montagem dos nucleossomas [26]. Estudos recentes, em levedura verificaram a
existéncia de complexos Asfl-Set2, sugerindo que o chaperone Asfl facilita o recrutamento
de Set2 para promover a trimetilacdo de H3K36. Este resultado sugere uma possivel
implicacdo da H3K36me3 no processo de modulacdo da acessibilidade dos nucleossomas

durante a transcri¢éo [27].

1.5.2 FACT e Nap1l

Os CHs das histonas H2A e H2B também participam no controlo da transcrigdo e
modificacbes da cromatina. O complexo FACT é formado pelas subunidades Sptl6 e
SSRP1, tendo como funcdo facilitar a transcricdo direccionando a desmontagem dos
nucleossomas durante a transcricdo de diferentes genes [28]. Diversos estudos tém sido

feitos na tentativa de desvendar o papel exacto deste chaperone, sendo que estudos
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realizados em levedura sugerem que yFACT (designacdo deste chaperone em levedura) é
capaz de remontar histonas H3-H4 que tinham sido ejectadas para permitir a passagem da
RNAPII [29]. Por outro lado, outros estudos revelaram que yFACT permite o0 acesso da
RNAPII ao DNA sem que se verifique a ejeccdo das histonas H2A-H2B [30]. Estudos em
células humanas revelaram ainda que FACT tem a capacidade de dissociar dimeros H2A-
H2B do octamero de histonas promovendo também a deposi¢do das histonas no DNA [31].
Existe assim, um intenso debate acerca do papel deste chaperone, sendo necessario
investigar de que forma este chaperone € recrutado para a cromatina e qual a sua funcao.
Estudos de protedmica demonstraram que yFACT interage com outro chaperone de
H2A-H2B designado Napl [32]. Napl regula a transcricdo em varios organismos incluindo
levedura, plantas e mosca da fruta [33, 34, 35]. Enquanto o mecanismo da fungcédo de FACT
nao esta ainda bem definido, estudos em S. pombe demonstraram que Napl associa-se aos
promotores e colabora com os complexos remodeladores da cromatina para remover 0s
nucleossomas dos locais de iniciacdo da transcricdo [35, 36]. Este complexo desmonta
parcialmente os nucleossomas quando adicionado ao sistema da transcricdo observando-se

gue FACT tem a capacidade de dissociar dimeros H2A-H2B do octamero de histonas.

1.5.3 Spt6

Tal como FACT, o chaperone Spt6 tem um papel importante na remodelacédo da
estrutura da cromatina durante a transcricdo. MutacGes em Spt6 e na subunidade Sptl6 de
FACT levam a iniciacdo da transcricao intragénica, em levedura [37]. Estes dados sugerem
um modelo em que FACT e Spt6 colaboram na desmontagem dos nucleossomas em frente
a RNAPII durante a transcricdo e depositam-nos novamente atras da RNAPII (apds a sua
passagem), restaurando a estrutura da cromatina [3].

Em levedura, o Spt6 tem uma funcdo importante na deposicdo da di e trimetilacdo de
H3K36 pela Set2 (SETD2 em humanos), sendo que a forma como o Spté modula a
metilagdo de H3K36 ndo esta ainda definida [38, 39]. Em humanos, o complexo dimérico
formado por Spt6 e a proteina Iwsl controla a interac¢do da metiltransferase SETD2 com o
dominio CTD fosforilado na serina 2 da RNAPII, regulando a concentracdo da enzima nos
locais com transcricdo activa [38]. Uma diminuicdo da proteina Ilwsl leva a perda da
metilagdo de H3K36 e ao aumento da acetilacdo das histonas nas regides transcritas [38].

As questdes “se” e “como” a H3K36me3 recruta a Spt6 e qual o papel desta
modificacdo de histona na montagem dos nucleossomas apés a passagem pela RNAPII,

estdo ainda em aberto.



2. Objectivos

Os principais objectivos desta tese s&o averiguar quais as principais funcbes da
H3K36me3 durante a transcrigdo, assim como tentar elucidar alguns dos mecanismos
envolvidos na regulacdo da acessibilidade do DNA dos nucleossomas, em particular o
desvendar do papel desempenhado por esta modificacdo neste processo.



3. Materiais e Métodos

3.1 Cultura de células HelLa
As células HelLa cresceram em monocamada em meio DMEM (Dulbecco’s modified
Eagle medium), (Invitrogen) suplementado com 10% de soro fetal bovino e 5% de penicilina-

estreptomicina.

3.2 Anticorpos

Foram utilizados os seguintes anticorpos: anticorpos policlonais de coelho anti-
RNAPII (N20 Sc-899; Santa Cruz Biotechnology); anti-histona H3 (ab1791; Abcam); anti-
H3K36me3 (ab9050; Abcam); anti-H3K9+K14+K18+K23+K27Ac (ab47915; Abcam); anti-
CBP80 (Sc-48803; Santa Cruz Biotechnology); anti-Spt6 (ab49066; Abcam); anti-Spt16 (Sc-
28734; Santa Cruz Biotechnology); anti-H2B (ab1790; Abcam).

3.3 RNA de interferéncia e transfeccéao

Para reduzir os niveis de SETD2, por RNA de interferéncia (RNAI), usaram-se
dupletos de siRNA (small interfering RNA) com uma concentragdo de 10 pM. Utilizou-se a
sequéncia do gene da luciferase (GL2) como controlo inespecifico, tendo sido realizadas
duas transfecgcbes para cada experiéncia. Realizaram-se transfec¢des reversas em que as
células foram plaqueadas e transfectadas simultaneamente. A transfeccdo com siRNA foi
realizada usando Lipofectamine RNAiMax Reagent (Invitrogen) como agente de transfeccao,
de acordo com o protocolo do fabricante, e OptiMEM (Invitrogen). As células foram
novamente transfectadas com os mesmos siRNA, 24h apds a primeira transfeccdo e

colhidas no dia seguinte. As sequéncias dos siRNAs usados encontram-se no Anexo 1.

3.4 Imunoprecipitacdo de cromatina (ChlIP)

O ChIP foi realizado como descrito em de Almeida, SF et al. [40]. Resumidamente,
0s extractos celulares obtidos ap6s crosslink com 1% formaldeido foram sonicados no
Sanyo Soniprep 150, 5 vezes durante 20 segundos, com uma amplitude de 10 micron,
originando fragmentos de DNA com 200-400 pares de bases. Os fragmentos de DNA
crosslinked com proteinas foram imunoprecipitados com anticorpos policlonais de coelho:
anti-H3 total; anti-H3K36me3; anti-RNAPII; anti-CBP80; anti-H2B, e beads de sefarose com
proteina A (Sigma). Apds a incubagdo com os anticorpos especificos e beads, o DNA das
amostras imunoprecipitadas foi extraido com Chelex 100 (BioRad) como descrito [40]. O
DNA do input foi purificado por extraccdo fendlica e precipitacdo em etanol e o DNA

imunoprecipitado e o input analisados por PCR em tempo real (QRT-PCR). A analise por
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PCR quantitativo (QRT-PCR) do DNA imunoprecipitado foi realizada pelo sistema 7000 Real-
Time PCR (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA), usando SYBR Green (Applied
Biosystems). A ocupagédo relativa da proteina imunoprecipitada foi estimada a partir da
formula: 2°(Ct Input — Ct IP), em que Ct Input e Ct IP correspondem ao nimero de ciclos de
amplificacdo obtidos por PCR gquantitativo em tempo-real (QRT-PCR) de experiéncias feitas
em duplicado com amostras de DNA do input e das imunoprecipitacbes especificas,

respectivamente. As sequéncias dos primers utilizados encontram-se no Anexo 2.

3.5 Western blot

Os lisados celulares foram preparados como descrito [40]. Em resumo, foi utilizada
uma percentagem de 12% na preparacdo do gel, sendo, posteriormente, a transferéncia
realizada usando tampé&o de transferéncia (193 mM Glicina, 24 mM Trizma Base, 20%
Metanol). Apds a incubacao com os anticorpos primarios anti-H3 Total, anti-H3K36me3, anti-
H3Ac, anti-H2B e anti-Sptl6, procedeu-se a incubacdo com o anticorpo secundario anti-

coelho (BioRad) e a deteccdo usando um substrato luminescente (Amersham).

3.6 Ensaio com nuclease micrococica (MNase)

A experiéncia foi realizada como descrito no protocolo publicado na revista Nature
Methods [41]. Em resumo, as células foram colhidas por tripsinizacdo. Apds extrac¢ao, os
nucleos foram digeridos com 1 unidade de Nuclease Microcécica (MNase) durante 0; 1; 2.5,
5, 10 ou 20 minutos a 28°C. Para terminar a reaccao de digestao adicionou-se MNase stop
buffer (100 mM EDTA, 10 mM EGTA pH 7.5). Utilizou-se fenol/cloroférmio para a extracgéo
do DNA adicionando-se depois RNase A (10 mg/ml) para digestéo total do RNA. No final, foi
determinada a concentracdo do DNA usando o Nanodrop e realizada a quantificacdo por
gRT-PCR usando o Real-Time PCR System 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) e SYBR Green PCR master mix (Applied Biosystems). As sequéncias dos primers

utilizados encontram-se no Anexo 2.

3.7 Electroforese em gel de agarose

Os fragmentos de DNA digeridos com a MNase foram separados em electroforese
em gel de agarose. Para tal utilizou-se 1 pg de DNA e um gel com 1,8% de agarose em TAE
(2M Trizma Base; 0.5M EDTA pH 8; 5.7% &cido acético). Os fragmentos foram corados com

Gel Red e o gel visualizado e fotografado usando um transiluminador (Alphalmager).

3.8 Extraccao de RNA, sintese de cDNA e anédlise por gRT-PCR
O RNA total das células foi extraido usando TRIzol® (Invitrogen). O cDNA foi obtido
9



utilizando o Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche), de acordo com o
protocolo do fabricante. Os produtos de PCR foram quantificados por qRT-PCR no Real-
Time PCR System 7000 (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) usando SYBR Green
master mix (Applied Biosystems). A expressao relativa foi estimada a partir da férmula: 2\(Ct
referéncia-Ct amostra), em que Ct referéncia e Ct da amostra correspondem ao numero de
ciclos de amplificagdo obtidos por qRT-PCR de experiéncias feitas em duplicado com
amostras de cDNA do snRNA U6 (referéncia) e cDNA dos genes de interesse (amostra). As

sequéncias dos primers utilizados encontram-se no Anexo 2.
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4. Resultados e Discussao

4.1 A trimetilac&o da lisina 36 da histona H3, mediada por SETD2, ndo afecta os niveis
de acetilacdo das histonas

A metiltransferase de histonas, designada SETD2, é a responsavel pela trimetilacao
da lisina 36 da histona H3 (H3K36me3), como descrito anteriormente [7, 9]. Para averiguar
guais as principais funcbes da H3K36me3 durante a transcricdo, objectivo principal desta
tese, foi necessario, proceder-se a utilizacdo de siRNAs especificos para a SETD2, para
reduzir os niveis da H3K36me3, sendo esta metodologia utilizada em todos 0s ensaios
experimentais. Transfectaram-se células HeLa com siRNAs especificos para mRNA (RNA
mensageiro) de luciferase (GL2), que serviram como controlo e siRNAs especificos para o
MRNA de SETD2. Para além disso, trataram-se células com Tricostatina A (TSA), um
inibidor das desacetilases de histonas. Por ndo existir um bom anticorpo para a SETD2, a
eficiéncia do RNAI foi estimada indirectamente através da medi¢éo dos niveis da H3K36me3
por western blot. Os resultados da Figura 1A mostram que os niveis da H3K36me3
diminuem drasticamente em células em que a SETD2 era reduzida, relativamente a células
transfectadas com siRNA contra GL2 (controlo), sendo que o0s niveis da histona H3 total séo
idénticos em todas as amostras (Figura 1A). O tratamento com TSA ndo produz qualquer
alteracdo visivel nos niveis da H3K36me3 (Figura 1A), o que sugere que a acetilacdo das
histonas nao interfere com a H3K36me3. De modo a quantificar as observacdes anteriores,
os niveis de H3K36me3 foram avaliados por imunoprecipitacdo de cromatina (ChIP). Para
iISSO usaram-se extractos da cromatina de células HelLa transfectadas com SsiRNAs
especificos de GL2 e SETD2 e tratadas com TSA. A quantificacdo por qRT-PCR da
guantidade de DNA co-imunoprecipitada com anticorpos anti-H3K36me3 revelou que, de
acordo com os resultados obtidos no western blot da Figura 1A, os niveis da H3K36me3
diminuem em células transfectadas com siRNAs contra SETD2 (Figura 1B), sendo essa
diminuicdo mais significativa nas regifes a jusante do primeiro exdo, sendo que perto do
promotor e no primeiro exao dos genes analisados ndo se observaram niveis significativos
da H3K36me3. Este resultado é concordante com dados recentemente publicados pelo
laboratdrio de acolhimento que mostram uma deplecdo da H3K36me3 no primeiro exao e
um aumento dos seus niveis ao longo do gene [9]. A distribuicdo de histona H3 n&do sofre
qualquer alteragdo em resposta quer a deplecdo de SETD2, quer ao tratamento com TSA
(Figura 1C).
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Figura 1. Efeito da H3K36me3 na acetilacdo da histona H3. A. Analise por western blot dos lisados
totais de células HelLa transfectadas com siRNA especificos de GL2 (luciferase) e SETD2 e tratadas
com TSA. As membranas foram incubadas com anticorpos anti-histona H3 total, anti-H3K36me3 e
anti-histona H3 acetilada. A esquerda estdo mencionados os pesos moleculares em kD. A figura
ilustra o resultado de uma experiéncia de um total de trés experiéncias independentes com resultados
similares. B-C. Ensaios de ChIP realizados em células HelLa transfectadas com siRNAs especificos
de GL2 e SETD2 e células tratadas com TSA para os genes indicados. A quantidade de produto
amplificando usando pares de primers para os exfes 1 e 3 do PCNA, exdes 1 e 3 do CD44, exdes 1 e
5 do CDK2 e para uma regido intergénica nao transcrita foram quantificados usando qRT-PCR. Os
resultados estdo representados como percentagem do DNA total existente na amostra (input). Os

gréficos representam a média e desvio padrdo de pelo menos trés experiéncias independentes.

Estudos anteriores em levedura mostraram que a H3K36me3 favorece a
desacetilacdo de histonas através do recrutamento de um complexo proteico capaz de
remover os grupos acetil das caudas das histonas [11, 12, 13]. Para investigar se nas
células humanas usadas neste estudo a H3K36me3 teria um efeito semelhante, mediram-se
0s niveis da histona H3 acetilada em células transfectadas com siRNAs especificos para
GL2 ou SETD2. Os resultados obtidos demonstram que a acetilacdo da histona H3 se
mantém inalterada apesar de haver uma diminuicdo significativa de H3K36me3 nas células
transfectadas com siRNAs para SETD2 (Figura 1A). Células tratadas com TSA apresentam
niveis de acetilacdo muito aumentados comparativamente as células nédo tratadas com este
farmaco (Figura 1A), confirmando quer a especificidade do anticorpo quer a eficiéncia do

farmaco [42].
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Em conjunto, estas experiéncias demonstram que com niveis reduzidos de
H3K36me3, induzidos pela deplecdo de SETD2, a acetilagdo da histona H3 n&o sofre
variagdes significativas. No entanto, os niveis de acetilacdo aumentam drasticamente em
células tratadas com TSA. Estes dados permitem concluir que em humanos, ao contrario do
que acontece em leveduras, a H3K36me3 ndo esta envolvida na desacetilacdo da histona
H3.

4.2 A H3K36me3 suprime a iniciagao da transcricdo em regifes intragénicas

Para além do papel exercido no recrutamento de desacetilases de histonas [18, 19,
20], estudos anteriores feitos em levedura verificaram que a metiltransferase da H3K36me3
se liga ao CTD da RNAPII o que sugere uma participacédo activa desta marca de histona na
transcricdo [7, 8]. Estudos recentes feitos no laboratério de acolhimento revelaram ainda a
existéncia de uma ligagdo funcional entre a H3K36me3 e o0 processamento do pré-mRNA
[9]. Deste modo, um dos objectivos desta tese consiste em investigar de que forma a
H3K36me3 esta implicada na transcricdo e qual o seu papel neste processo biolégico.
Evidéncias experimentais anteriores, realizadas novamente em levedura, revelaram que a
H3K36me3 podera estar envolvida na repressdo da iniciacdo de transcricdo em regibes
intragénicas a jusante do promotor [11]. Para testar esta mesma possibilidade em células
humanas, analisou-se a quantidade de RNA de 3 genes diferentes com primers para a
regiao 5 (proxima do promotor) e para a regiao 3’ (préxima do local de poliadenilagao). A
razdo da quantidade dos dois produtos amplificados (RNA 3'/RNA 5) permite deduzir se
existem transcritos de RNA cujo inicio de transcricdo nao corresponde ao local de iniciacdo
de transcricdo candnico. Se assim for, a razao 3'/5’ sera superior ao que se verificaria se
todo o RNA existente na célula fosse transcrito a partir do local de iniciacdo de transcri¢ao.
Assim, isolou-se RNA total de células cujos niveis de H3K36me3 eram normais (RNAi GL2)
e em células com niveis reduzidos desta marca de histona (RNAi SETD2). Os resultados
destas experiéncias mostraram que em células transfectadas com siRNAs especificos para
SETD2, a razdo 3'/5’ dos transcritos foi superior a 1 (valor controlo) em todos os genes
estudados (Figura 2A). Um resultado semelhante foi obtido em células tratadas com TSA
(Figura 2A). Estes resultados sugerem que a quantidade de transcritos com iniciagdo da
transcricdo em regibes do gene distintas do local de iniciagdo de transcricdo padrédo
aumentou em células cujos niveis de SETD2 estdo diminuidos, e consequentemente
também a H3K36me3 (Figura 2A). Como um resultado similar foi obtido quando se forca
uma conformagdo mais permissiva da estrutura da cromatina (apos a adicdo de TSA), é

razoavel levantar-se a hip6tese de que a H3K36me3 esta envolvida na supressao da
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iniciacdo de transcricdo em regifes intragénicas em células humanas por promover a

compactacéo da cromatina.
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Figura 2. A H3K36me3 previne a iniciacdo da transcricdo em regides intragénicas. A. O RNA foi
isolado dos lisados totais de células HelLa transfectadas com siRNAs especificos de GL2 e SETD2 e
tratadas com TSA. Os niveis dos produtos de PCR das regides 3’ e 5 dos RNAs analisados foram
estimados por gRT-PCR. O grafico representa a média e desvio padréo de trés experiéncias
independentes. Os asteriscos denotam diferencas estatisticamente significativas em relagéo a células
com RNAI para GL2 (p<0,05). B-C. Ensaios de ChlIP realizados em células HelLa transfectadas com
siRNAs especificos de GL2 e SETD2 e células tratadas com TSA para os genes indicados. Os
resultados sdo expressos como enriquecimento em relacdo aos niveis de RNAPIl e CBP80
detectados numa regido intergénica ndo transcrita. Os graficos representam a média e desvio padrao
de trés experiéncias independentes.

De forma a investigar o papel da H3K36me3 na iniciagdo de transcrigdo intragénica

usando uma metodologia experimental diferente, efectuou-se ChIP com anticorpos para a
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RNAPII e para CBP80. A proteina CBP80 (Cap Binding Protein 80) designa uma subunidade
de um complexo envolvido no capping da extremidade 5’ dos transcritos de RNA [43]. Ao
efectuar-se ChlP com um anticorpo para a CBP80 o transcrito de RNA nascente sera co-
imunoprecipitado juntamente com a regido do DNA em que se encontra. Assim, obter-se-a
um mapa da distribuicdo intragénica do RNA nascente que, obviamente, devera ser
semelhante a distribuicdo intragénica da RNAPII [43]. Os resultados obtidos demonstram
que em células transfectadas com siRNAs especificos do mRNA de SETD2, os niveis de
RNAPII envolvidos na transcricdo dos genes analisados aumentam em comparacdo com o0s
niveis desta enzima nos genes de células transfectadas com siRNA controlo (GL2) (Figura
2B), tendo-se obtido diferencas mais significativas a partir do primeiro exdo de cada gene
estudado. Tais diferencas sdo provavelmente devidas ao facto dos niveis de H3K36me3 nos
primeiros exdes serem mais baixos que nas restantes regides dos genes [9]. Em células
tratadas com TSA, os niveis de RNAPII aumentaram relativamente as células tratadas com
GL2, tendo valores semelhantes aos verificados ap6s reducao dos niveis de SETD2 (Figura
2B). No entanto, nesta condicdo experimental, verificou-se um aumento da densidade de
RNAPII logo a partir do primeiro exdo e ndo apenas nos exdes internos. Os resultados de
ChIP com o anticorpo anti-CBP80 revelaram que o aumento observado na densidade de
RNAPII em células com niveis diminuidos de SETD2 e células tratadas com TSA é
acompanhado por um aumento na quantidade de RNA nascente (Figura 2C). Pode-se desta
forma concluir que a deplecdo de H3K36me3 desencadeia a iniciacdo de transcricdo

intragénica e que esta € produtiva dando origem a transcritos de RNA.

4.3 A H3K36me3 altera a densidade de nucleossomas ao longo dos genes

Os resultados obtidos demonstram o envolvimento da H3K36me3 na supressao da
iniciacao de transcri¢do intragénica. A observacao de que o tratamento das células com TSA
produz um resultado semelhante levanta a hipotese da H3K36me3 exercer um efeito
repressivo na estrutura da cromatina da mesma forma que as desacetilases das histonas.
Assim, para testar esta hipétese, foi mapeada a localizag&o dos nucleossomas ao longo dos
genes em células cujos niveis de SETD2 eram reduzidos. Para isso, digeriu-se a cromatina
com MNase e quantificou-se o DNA resistente a esta digestdo. Este DNA é precisamente
aquele que esta “protegido” pelos nucleossomas. A MNase tem a capacidade de gerar
guebras de cadeia dupla no DNA que faz a ligacdo entre nucleossomas, sendo que a
digestdo por esta enzima origina fragmentos de DNA com 147 pares de bases (que
correspondem ao DNA incluido num Unico nucleossoma) ou com um tamanho

correspondente a um nimero de pares de bases mdltiplo de 147 (correspondentes a dois;
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trés, ou mais nucleossomas) [44]. Esta distribuicdo em “escada” dos fragmentos de DNA
obtidos apds digestdo com MNase é visivel na Figura 3A. Quantificando o DNA presente
numa amostra enriquecida em mononucleossomas € possivel obter-se a localizagdo exacta
destas estruturas ao longo dos genes. Assim, observou-se que em células com niveis
reduzidos de H3K36me3 (SETD2 RNAI) e em células tratadas com TSA, a densidade de
nucleossomas é muito inferior ao observado em células controlo (Figura 3B). Mais uma vez,
estes dados sugerem que a H3K36me3 desempenha um papel importante na manutencéo
da estrutura da cromatina, ao que tudo indica, numa conformacgédo compacta que impede o

acesso (da RNAPII, por exemplo) ao DNA.
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Figura 3. A H3K36me3 altera a densidade de nucleossomas na cromatina. A. Ensaio realizado com
MNase em células HelLa transfectadas com siRNAs especificos de GL2 e SETD2 e tratadas com
TSA. Os nucleos das células foram incubados com 1 unidade de MNase durante 0, 1, 2.5, 5, 10 e 20
minutos a 28°C. A direita do gel mostra-se o nimero de nucleossomas (1=n; 2=2n; X=Xn). “M” indica
as linhas do gel em que se encontra o marcador de pares de bases de DNA. B. Os graficos
representam a percentagem de DNA presente na amostra apds a digestdo com a MNase. Os pares
de primers usados no qRT-PCR amplificam regides nos genes CD44 (exdes 1, 2, 3, v5, 16, 17 e 18),
CDK2 (exdes 1, 4, 5 e 6) e PCNA (exbes 1, 3 e 5). As caixas numeradas na legenda do eixo
horizontal de cada grafico representam os exdes. Os dados representam a média e desvio padrao de

trés experiéncias independentes.
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4.4 A H3K36me3 é necesséaria para a manutencao dos niveis intragénicos de histona
H2B, mas néo de histona H3, durante a transcri¢éo

Os resultados obtidos nas experiéncias de digestdo do DNA com MNase, mostrando
uma menor densidade de nucleossomas quando ha deplecdo de H3K36me3, permitem
sugerir duas explicacfes alternativas: todas as histonas que compdem 0s nucleossomas
estdo ausentes do DNA; ou, apenas algumas das histonas constituintes dos nucleossomas
estdo em falta ficando estes incompletos (permitindo a digestdo do DNA pela MNase). Para
testar estas hipéteses, os niveis da histona H3 (descrita como formando um complexo com
a histona H4 durante a remodelacdo dos nucleossomas induzida pela RNAPII) e da histona
H2B (forma um dimero com a histona H2A aquando da dissociacdo dos nucleossomas)
foram medidos por ChIP. Os resultados demonstraram que os niveis de histona H3 sdo
semelhantes em células transfectadas com siRNAs especificos de GL2 e SETD2 e em
células tratadas com TSA (Figura 1A e Figura 1C). Em contraste, os niveis de histona H2B
avaliados por ChIP diminuem nos genes de células cuja SETD2 esta reduzida e em células
tratadas com TSA (Figura 4A). Resultados obtidos por western blot mostram que os niveis
totais da histona H2B existentes nas células sdo aproximadamente iguais em todas as
condicbes experimentais (Figura 4B). Assim sendo, as diferencas observadas por ChlIP nos
niveis da histona H2B nos genes de células com deplecdo de SETD2 reflectem um efeito
especifico ao nivel da cromatina. Estes resultados sugerem que a H3K36me3 esta envolvida
na regulacéo dos niveis de histona H2B, mas ndo de histona H3, na cromatina durante a
transcricao.
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Figura 4. A H3K36me3 € necessaria para manter os niveis da histona H2B durante a transcricdo. A.
Ensaios de ChIP realizados em células HelLa transfectadas com siRNAs especificos de GL2 e SETD2
e células tratadas com TSA para os exdes dos genes indicados. A quantidade de DNA recolhida em
cada imunoprecipitacdo foi quantificada por qRT-PCR. O resultado € expresso como percentagem do
DNA total da amostra inicial (input). O gréfico representa a média e desvio padrdo de trés
experiéncias independentes. B. Andlise por western blot dos lisados totais de células HelLa
transfectadas com siRNA de GL2 e SETD2 e tratadas com TSA. As membranas foram incubadas

com anticorpo anti-histona H2B. A esquerda estdo mencionados os pesos moleculares em kD. A
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figura ilustra o resultado de uma experiéncia de um total de duas experiéncias independentes com
resultados semelhantes.

4.5 A H3K36me3 promove o recrutamento de Spt16

Estudos anteriores mostraram que os chaperones de histonas Spté e Sptl6 (uma
das subunidades de FACT) sdo essenciais para a ejec¢do e também para a remontagem
dos nucleossomas durante a transcrigdo [19]. Como se verificou uma reducéo nos niveis de
H2B em células com deplecdo de SETD2, levantou-se a hipotese de que a H3K36me3
poderia participar no recrutamento de um ou mais chaperones de histonas durante a
transcricdo. Para investigar esta hipotese, mediram-se 0s niveis de Spt6 e Sptl6 na
cromatina por ChlP com anticorpos anti-Spt6 e anti-Sptl6. Verificou-se que os niveis de
Spt6 nos genes analisados sdo aproximadamente iguais em células transfectadas com
SsiRNA para GL2, em células com deplecdo de SETD2 e em células tratadas com TSA
(Figura 5A). No entanto, os niveis de Spt16 variaram de acordo com as diferentes condi¢des
experimentais, sendo que em células cuja SETD2 foi reduzida e em células tratadas com
TSA os niveis de Sptl6 sao menores do que em células controlo (Figura 5B), em todos os
genes analisados. Devido ao facto de os niveis totais da Sptl6 obtidos por western blot
(Figura 5C) serem semelhantes em células controlo, com deplecdo de SETD2 e tratadas
com TSA, sendo as diferencas observaveis apenas e s6 ao nivel da cromatina (Figura 5B),
estes resultados indicam que a H3K36me3 estd envolvida no recrutamento de Sptl6, mas
nao Spt6, para a cromatina. De igual forma, a hiperacetilacdo das histonas (apés tratamento
com TSA) também impede o recrutamento de Sptl6.
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, iJW e SETD2 e tratadas com TSA. A quantidade de DNA

PCMA ExL PCNA Ex3 CD44 Exl CD44 Ex3 CDK2 Ex1 CDKZ Ex5 Intergenic

B, Spt16 correspondente a cada uma das regides € apresentada

como percentagem de DNA total (input). O grafico
‘gm seum  1lUStra a média e desvio padrdo de trés experiéncias
{-Eﬂm ;i::'”“‘“ independentes. C. Western blot dos lisados totais das
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0

C PCNAExL PCNA Ex3 CD44 Ex1 CD44Ex3 COKZ Exl CDK2 Ex5 Intergenic inCUbada.S com anticorpo antl_Spt]_G A esquerda
RNAI . .
GL2 SETD2 TSA mostra-se 0 peso molecular em kD. A figura ilustra

- —— uma experiéncia representativa de um total de trés.
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5. Concluséo

Durante a transcricdo 0s nucleossomas formam uma barreira que impede a
passagem da RNAPII. Para que a transcricdo ocorra esta barreira tem de ser evitada. Para
isso, com o auxilio de diferentes factores (ver Introducéo da tese), a RNAPII promove a
ejeccao de dimeros de histonas H2A e H2B que fazem parte do nucleossoma [45]. Apés a
passagem da RNAPII é imperativo que o nucleossoma se reconstitua de novo de modo a
manter a integridade da cromatina. Isso implica a associacdo dos dimeros H2A-H2B que
haviam sido ejectados. Neste contexto, a partir dos resultados desta tese, sugere-se um
modelo em que os dimeros H2A-H2B sédo ejectados da cromatina para permitir a passagem
da RNAPII, permanecendo os tetrAmeros H3-H4 associados a cromatina (Figura 6). A
medida que a RNAPII avanca, a SETD2 é recrutada promovendo a trimetilacdo da H3K36.
Esta modificacdo sinaliza o local de recrutamento da subunidade maior de FACT, Sptl6,
para promover a remontagem dos dimeros H2A-H2B que tinham sido ejectados impedindo
assim o acesso de novas RNAPIlI a cromatina em locais que ndo correspondem aos
promotores dos genes e suprimindo a iniciacdo de transcricdo nessas regides (regibes
intragénicas). Em células cuja SETD2 foi reduzida, os reduzidos niveis da H3K36me3
impedem o recrutamento de Sptl6, ndo se verificando assim a remontagem dos dimeros
H2A-H2B. Neste caso, o0 DNA fica acessivel a RNAPII que iniciam a transcricdo a partir de
regides intragénicas. Uma previsdo que se pode retirar deste modelo é que mutacdes ou a
deplecdo de Sptl6 poderdo causar um fenotipo semelhante ao da perda da H3K36me3. De
facto, estudos anteriores mostraram que a deficiéncia de Sptl6é promove o inicio da
transcricdo intragénica [46].

A relevancia fisioldgica desta descoberta € suportada por resultados recentes que
identificam o SETD2 como um gene supressor de tumores com um papel activo no
surgimento de cancros da mama e rim (cCRCC — Clear cell renal cell carcinoma) [47, 48].
Estudos adicionais irdo certamente ajudar a clarificar o papel desta metiltransferase de

histonas assim como da H3K36me3 nestas doencas.
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Figura 6. Modelo proposto para o papel da H3K36me3 na remontagem do nucleossoma apés a
passagem da RNAPII. A. Ejeccdo do nucleossoma com dissociagdo dos dimeros H2A-H2B;
Recrutamento da SETD2 e deposi¢cdo da modificagdo H3K36me3. B. Recrutamento de Sptl6 para a
cromatina sinalizado pela H3K36me3 (poderdo existir proteinas adicionais a mediar este
recrutamento que, por razbes de simplificacdo, ndo se representam no modelo). Sptl6 promove a
associacdo dos dimeros H2A-H2B aos tetrameros H3-H4 que persistiram ligados ao DNA. C. Os
nucleossomas formam-se de novo ap6s a passagem da RNAPII mantendo a integridade da
cromatina. A area a sombreado representa a repressdo da iniciagdo de transcricdo intragénica
exercida pelos nucleossomas. D. O ciclo de ejeccdo/remontagem dos nucleossomas inicia-se
novamente com a chegada de uma nova molécula de RNAPII. Ver texto para uma descricdo mais

detalhada do modelo.
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Anexo 1. Sequéncia dos siRNAs usados.

SETD?2 oligo 3-antisense

Simbolo do gene | Designacao do siRNA Sequéncia
GL2-sense CGUACGCGGAAUACUUCGA
GL2

GL2-antisense UCGAAGUAUUCCGCGUACG
SETD2 oligo 1-sense GCUCCAUCAAAUCGAUUAA
SETD2 oligo 1-antisense UUAAUCGAUUUGAUGGAGC
SETD2 oligo 2-sense GCAGGACACUAUAUCUAAU
SETD2 AUUAGAUAUAGUGUCCUGC

SETD2 oligo 2-antisense UUAGAUAUAG
SETD2 oligo 3-sense GGUGUAACUUAUGCAUUAA
UUAAUGCAUAAGUUACACC
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Anexo 2. Sequéncia dos primers utilizados neste estudo.

Nome do gene

Designacéo do

Sequénciado primer

primer
Exdol Fw GAAGAAAGCCAGTGCGTCTC
Ex&o0l Rv TGCTCTGCTGAGGCTGTAAAT
Ex&do2_Fw ATCTCTCGGACGGAGGCCGC
Ex&o2_Rv GGTCGGGTGCTGGTCTCTTACCT
Ex&03 Fw TAGAAGGGCACGTGGTGATT
Ex&o3/Intrédo3_Rv CCAACCTGAAGCATTGAAGC

Exdov5 Fw GACAGAAATGGCACCACTGCTTATG
CD44
Exdov5_Rv TGTGCTTGTAGAATGTGGGGTCTCT
Ex&d016_Fw GGTGGAGCAAACACAACCTCTGGT
Ex&016_Rv TGCTGGGACATTCTGAGAAAGCTGC
Exd017_Fw GGCATCCCTCTTGGCCTTGGC
Ex8017_Rv GCCCCCAGGACAGCCCCTTA
Exd018 Fw CCCCAGATCACCTCACAGGGCAG
Exd018 Rv GCTGCCCATGGTGTTGGAATTAGC
Exdol_Fw GTTGCAGGCGTAGCAGAGTG
Exdol_Rv GGTGGCGGAGTGGCAACAAC
Exdo2_Fw GCCGAAGATAACGCGGATAC
PCNA
Intrédo2/Ex&o3_Rv GAAACTTTCTCCTGGTCTACC
Ex&05_Fw GGTTACCATAGAGATGAATGAACCA
Ex&05_Rv TGACTACCTACAAAACAAGGTTCAAA
Exdol_Fw GTCGGGAACTCGGTGGGAG
CDK2 Exdol_Rv AGAAGGCGGACCCTGGCTC
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Ex&o04 Fw

CTCCAGGGCCTAGCTTTCTG

Ex&o04_Rv GTGTAAGTACGAACAGGGACTC
CDK2 Exdo5_Fw CATCTGGAGCCTGGGCTGCA
Exdo5_Rv TGGGGAGGAGAGGGAGGGGG
Ex&do6_Fw CCCTATTCCCTGGAGATTCTG
Ex&do6_Rv CTCCGTCCATCTTCATCCAG
190_Fw GCCGCATCCACGAAACTTT
190_Rv TCCTTGCTCGGGTGTTGTAAG
c-Myc
4828 Fw CCTGAGCAATCACCTATGAACTTG
4828 Rv CAAGGTTGTGAGGTTGCATTTG

Regido Intragénica Humana

Intergenic_Fw

GGCTAATCCTCTATGGGAGTCTGTC

Intergenic_Rv

CCAGGTGCTCAAGGTCAACATC

snRNA U6

U6_Fw

GCTTCGGCAGCACATATACTA

U6_Rv

AAATATGGAACGCTTCACGA
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