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RESUMEN

Las histonas H3 y H4 son proteinas basicas, de bajo peso molecular, cuya
funcion es compactar el DNA en la cromatina. Un trabajo previo de nuestro laboratorio
indicd que, una vez que los mRNA de las histonas H3 y H4 son traducidos, los
polipéptidos entran en una “cascada de eventos de maduracién" que involucra al
menos cuatro complejos proteicos. En uno de estos complejos, en el denominado
"complejo IV", las histonas se encuentran asociadas a Importina-4, la cual es la
responsable de mediar su translocacion nuclear. El objetivo de este trabajo es
caracterizar este complejo proteico. Para esto, hemos purificado al complejo IV a
través de mdltiples pasos de purificacion bioquimica, empleando extractos citosélicos
S100 derivados de cultivos asincronicos de células humanas Hel.a. En cada paso de
purificacion, monitoreamos la presencia de la histona H3 por medio de Western blat,
Aqui, presentaremos evidencias acerca de la existencia de dos tipos de complejo IV,
ambos asociados a Importina-4, pero a diferentes isoformas de la chaperona
especifica de histonas Asfl. Ademas, mostraremos que la histona H3 presenta
distintas modificaciones posttraduccionales dependiendo del tipo de complejo 1V a la

cual encuentre asociada.




ABSTRACT

Histones H3 and H4 are basic proteins of low molecular weight whose function
is to package the DNA into chromatin. Qur previous work showed that once H3 and H4
mRNAs are translated, the histone polypeptides go through a successive "cascade of
maturation events" that comprises at |east four protein complexes. One of these
complexes is the so called "complex IV", in which the histones H3 and H4 are
associated to Importin-4, the protein that is the responsible of mediating the
translocation of the histones H3 and H4 into the nucleus. The aim of this work is to
characterize this protein complex. Toward this, we have purified the complex IV
through multistep biochemical fractionation of $100 extracts derived from human HelLa
cells in asynchronous cuitures. We followed each of the purification steps by Western
blot against histone H3. We will present evidences of the existence of two types of
complex IV, both associated to Importind, but to different isoforms of the histone
chaperone Asfi. In addition, we will show that the histone H3 has different patterns of
postiranslational modifications depending of the type of complex IV which is found

associated.




1. INTRODUCCION

La informacion genética de los organismos eucariontes esta codificada en el
DNA, el cual es un biopolimero de nucledtidos con una longitud que excede el
diametro celular, Debido a esto, el DNA se asocia a multiples factores que le permiten
ser empacado al interior del nicleo, originando la cromatina (Kornberg, 1977). La
unidad basica estructural de la cromatina es el nucleosoma, el cual esta formado por
dos copias de cada una de las histonas “core" (histonas H2A, H2B, H3 y H4), las que
forman un octamero sobre el cual se enrollan, en 1,65 vueltas, 147 pares de bases de
DNA (Luger y col., 1997; Andrews & Luger, 2011). Las histonas son proteinas de bajo
peso molecular, entre 10 y 16 kDa, con una alta proporcion de aminocacidos basicos,
especificamente lisinas y argininas (Daly y col., 1951). Dada su composicion, su punto
isoeléctrico esta entre 10,4 y 10,8 unidades de pH (Mirsky & Pollister, 1946), por lo que

bajo condiciones fisioldgicas poseen carga neta positiva.

Con la excepcion de la histona H4, todas las histonas poseen isoformas no
alélicas que se denominan "variantes de histonas” (Sarma & Reinberg, 2005). Estas,
aunque poseen distintos grados de homologia con la secuencia amincacidica de las
histonas canonicas (aquellas que son ensambladas en los nucleosomas durante la
replicacion del DNA (Kusch & Workman, 2007)), difieren tanto en la etapa del ciclo
celular en la que se expresan como en el procesamiento de sus RNA mensajeros. Asi,
mientras que las histonas candnicas se expresan en altos niveles solo durante la fase

S del ciclo celular y sus RNA mensajeros no poseen intrones ni son poli-adenilados,




las variantes de histonas se expresan a lo largo de todo el ciclo celular Yy sus
mensajeros presentan tanto intrones como poli-adenilacién (Marzluff y col., 2008). Las
histonas candnicas y las variantes de histonas difieren en cuanto a su impacto en la

regulacion de la estructura y funcién de la cromatina (Sarma & Reinberg, 2005).

En el caso de la histona H3 de mamiferos, las proteinas H3.1, H3.2 y H3.3 han
sido extensamente estudiadas. Mientras que H3.1 y H3.2 constituyen a las histonas
candnicas, H3.3 es la variante y, como tal, se expresa a lo largo de todo el ciclo
celular. H3.1 y H3.3 comparten un 96,3% de su secuencia aminodcidica,
diferenciandose en tan solo 5 aminoacidos, sin embargo, difieren en muchos aspectos.
Por ejemplo, H3.1 es suministrada a la cromatina a través de la chaperona CAF-1 (Del
inglés "Chromatin Assembly Factor 1"), mientras que H3.3 es entregada a la cromatina
por las chaperonas HIRA ("Histone Regulation A" (Tagami y col., 2004)) y Daxx
("Death-Associated protein” (Drane y col., 2010)). Ademas, H3.3 esta enriquecida en
los promotores y en el cuerpo de los genes transcripcionalmente activos, lo cual
sugiere que posee una funcion relacionada con la activacion de la transcripcion (Chow
y col., 2005; Jin y col., 2008). A pesar de esto, también se ha observado que Daxx
deposita H3.3 en las regiones silentes del DNA, tales como la heterocromatina

pericéntrica y los telémeros (Drane y col., 2010).

Ademas de la existencia de variantes, existe otro nivel de complejidad y
regulacion asociado a las histonas que esta dado por la incorporacion de numerosas
modificaciones post-traducionales (PTMs, del inglés Post-Translational Modifications).
Las PTMs son de diversa naturaleza y comprenden, entre ofras, acetilaciones,
metilaciones, fosforilaciones y ubiquitinaciones. En la cromatina, dependiendo de ia

histona, del residuo aminoacidico modificado, del grado de modificacién (por ejemplo,




mono-, di- o fri- metilacion) y de su naturaleza quimica, las PTMs impactan tanto en {a
estructura de la cromatina como en la expresién genética (Peterson & Laniel, 2004).
Consistente con la observacién de que H3.3 estd enriquecida en los genes
transcripcionalmente activos, analisis de sus PTMs han demostrado que esta
enriquecida en aquellas asociadas a la activacion de la transcripcién (Loyola y col.,

2006; Loyola y col, 2007).

No todas las histonas presentes en la célula forman parte de la cromatina. En
efecto, las histonas son traducidas en los ribosomas libres del citoplasma, motivo por
el cual deben ser translocadas al interior del nucleo antes de cumplir con la funcion de
compactar al DNA. La translocacidn nuclear no es un proceso trivial, pues la mayoria
de las macromoléculas, incluyendo proteinas y distinios tipos de RNA, no pueden
difundir pasivamente a través del poro nuclear. Para realizar este transporte activo se
requiere de la presencia de carioferinas (Freitas & Cunha, 2009), las cuales son
proteinas que estan especializadas en mediar la translocacion de distintas
macromoléculas hacia el interior del nicleo, hacia fuera de este o en ambos sentidos
(Mingot y col., 2001, Fiserova & Goldberg, 2010). E|l proceso mayoritariamente descrito
para la translocacion de proteinas hacia el interior del nicleo esta dado por un sistema
dependiente de las carioferinas "Importina a" e "Impartina B", en donde Importina «
reconoce a la proteina a translocar (o proteina "cargo") a través de una secuencia de
amincacidos conocida como NLS (por sus siglas en inglés "Nuclear Localization
Signal”), la cual esta compuesta por una secuencia de aminoécidos del tipo K-K/R-X-
K/R (donde X puede ser cualquier aminoacido) o bien puede consistir en dos regiones
de aminoéacidos basicos unidas por un péptido "linker” (Lange y col., 2007). Una vez

que Importina a reconoce a la proteina cargo, Importina B se une a Importina para




formar un trimero que sera translocado al interior del nicleo celular (Gérlich v col.,
1993). La translocacion nuclear de las histonas H3 y H4 esta a cargo de Importina-4, la
cual pertenece a un grupo de carioferinas relacionadas con la familia de las Importinas
B, pero con la capacidad de unirse directamente a la secuencia NLS de las proteinas
sin necesidad de un adaptador (Pradeepa y col., 2008). La secuencia NLS de las

histonas se encuentra en su extremo amino-terminal.

Dado que las histonas son sintetizadas en los ribosomas libres del citoplasma y
que primero deben ser incorporadas al interior del nicleo antes de ser depositadas en
la cromatina, es posible identificar tres poblaciones de histonas conforme a su
distribucion sub-celular. Por medio de técnicas bioquimicas de fraccionamiento sub-
celular, basadas en lisis hipotonica y ruptura mecanica (Dignam y col., 1983), es
posible estudiar estas tres poblaciones de histonas: las histonas nucleosomales, que
representan alrededor del 99% del total de las histonas y se encuentran en Ia
cromatina; las histonas nucleares no-nucleosomales, que representan al 0,6% del
total de las histonas y se encuentran en los extractos nucleares; y las histonas
citosdlicas, que representan cerca del 0,4% del total de las histonas y se encuentran
en los extractos citosdlicos (Loyola y col.,, 2006). Cabe destacar que se habla de
"extractos citosélicos” o “citosol” y no de "citoplasma" porque el citoplasma es un
compartimento sub-celular con una composicion bioquimica distinta a la del extracto
soluble conocido como citosol, en el cual es posible encontrar algunos de los
componentes nucleares solubles como consecuencia de la metodologia empleada
durante el proceso de extraccion. En su conjunto, las histonas citosélicas y nucleares
no-nucleosomales se conocen como histonas solubles (Gunjan & Verreault, 2003} y

corresponden tanto a las histonas recientemente sintetizadas, que estan en transito




para ser depositadas en la cromatina, como a las removidas de ella durante los
procesos que tienen fugar en el DNA, como la reparacion, la replicacion y la
transcripcion. Una particularidad de las histonas solubles es que poseen solo unas
pocas modificaciones, a diferencia de las histonas nucleosomales que presentan una
amplia gama de PTMs. Actualmente, uno de los desafios que existen en torno al
estudio de las histonas solubles es comprender cudl es la funcion de sus PTMs vy si
éstas tienen influencia en el establecimiento de las PTMs de las histonas
nucleosomales y/o en el trafico de las histonas desde que son sintetizadas hasta que
se incorporan a la cromatina. Respecto a esto, por ejemplo, se ha descrito que la PTM
mas abundante de la histona H3 citosdlica, la monometilacion de la lisina 9 (H3K9me1)
(Loyola y col., 2006), promueve la trimetilacion en la misma lisina (H3K9me3) una vez
que la histona es depositada en les nucleosomas (Loyola y col., 2006; Loyola y col.,
2009). Asimismo, se ha descrito que la marca de acetilacién en las lisinas 5y 12 de la

histona H4 promueve la translocacion nuclear (Alvarez y col., 2011).

Debidoc a su carga neta positiva, las histonas pueden interactuar
inespecificamente con moléculas cargadas negativamente, fales como &cidos
nucleicos y otras proteinas (Maya y col., 2011), impidiendo el correcto funcionamisnto
celular. Estas interacciones inespecificas se evitan gracias a la accion de las
chaperonas de histonas, las cuales son proteinas que se asocian a las histonas para
asistilas en su camino desde que se sintetizan hasta que se incorporan a la
cromatina, velando por su correcta entrega en los puntos de ensamblaje de los
nucleosomas y evitando la formacion de agregados inespecificos (Loyola & Almouzni,

2004). Asi, histonas y chaperonas de histonas dan lugar a distintos complejos

proteicos,




Uno de los primeros trabajos desarrollados en el estudio de las histonas
citosdlicas, en células humanas Hela, describid un Unico complejo que contenia a las
histonas H3 y H4 recientemente sintetizadas (Perry y col., 1993). Un trabajo posterior,
realizado también con extractos citosdlicos de células Hela, identificd nuevamente un
complejo de las histonas H3 y H4 sefalando, ademas, a la holoenzima HAT-B (del
inglés "histone acetyl transferase type B") como la responsable de acetilar a la histona
H4 en su patron de PTMs clasico de pre-incorporacion a la cromatina (lisinas 5y 12
acetiladas) (Chang y col., 1997). Sin embargo, dos estudios posteriores, realizados
independientemente y con distintas metodologias, postularon la existencia de una
cascada de maduracion de las histonas H3 y H4 citosélicas (Campos y col., 2010;
Alvarez y col, 2011), la cual ocurriria a través del paso secuencial de las histonas a

través de distintos complejos proteicos (Figura 1).

® f(la'nportmé> ~{§sf1ai : :gﬁ?g:g
Hscwﬁ{\ * o0 bY & HaKoK12ac
Complejo la Hspgwg i H AT %i 3 Complejo Va =, PAR
l;lssp:;:k Complejo Ii Comple;o i 5 lmpomnl*—asﬁb
Compilejo Ib Comglelo Vb
Adaptado de Alvarez y col., 2011

Figura 1. Cascada de procesamiento posttraduccional de las histonas H3 y H4.
En la figura, H3K9me1 = monometilaciéon de la lisina 9 de la histona H3, H3K14ac =
acetilacion de la lisina 14 de la histona H3, H4K5K12ac = acetilacion en lisinas 5y 12

de la histona H4 y PAR = poli-ADP-ribosilacion. Adaptado de Alvarez y col., 2011.




En una primera instancia, las histonas H3 y H4 recientemente sintetizadas se
encuentran en complejos proteicos distintos, en donde la histona H3 se encuentra
asociada a la chaperona HSC70 (complejo 12), mientras que la histona H4 se asocia
con las chaperonas HSP70 y HSP90 (complejo Ib). En el segundo paso de
procesamiento (complejo I1), la histona H3 se asociaria con las chaperonas tNASP y
HSP90 y aqui, por primera vez, se encuentra con la histona H4. Interesantemente, en
este complejo ya es posible observar la acetilacién de la histona H3 (H3K14ac). En el
tercer paso de procesamiento (complejo lll), las histonas H3 y H4 forman un complejo
que involucra a la chaperona sNASP y a la holoenzima HAT-B (HAT1 + RbAP46),
junto con la isoforma B de la chaperona especifica de histonas Asf1 (del inglés "Anti-
Silencing Function 1), siendo aqui en donde la histona H4 citosolica adquiere la
acetilacion de las lisinas 5 y 12. Finalmente, las histonas H3 y H4 interactian con
Importina-4 y con Asf1, formando un nuevo complejo que es el responsable de mediar
su translocacion nuclear (complejo V). Esta cascada de maduracion esta conservada
en levaduras {Campos y col., 2010). Todos los complejos detectados tienen un peso
molecular cercano a los 250 kDa y en todos ellos se observd la marca H3K9me1.
Interesantemente, el trabajo de Alvarez (Alvarez y col., 2011) sugirié la existencia de
dos tipos de complejo IV, en donde el primero de ellos (complejo IVa) estaria formado
por Importina-4, las histonas H3 y H4 vy la isoforma A de la chaperona Asf1 (Asfia),
mientras que el segundo estaria formado por Importina-4, las histonas H3 y H4 y por
Asf1b (complejo 1Vb). Ademas, los distintos complejos IV poseerian distintas PTMs en
la histona H3, en donde el complejo IVa estarla enriquecido en las marcas H3K14ac y
H3K9mef1, y el complejo Vb estaria enriquecido en la marca H3K9me1. La posible
existencia de dos tipos de complejos de translocacion nuclear de las histonas H3 y H4,

asociados a distintas chaperonas y a distintas PTMs, podria implicar la existencia de




dos vias de suministro de histonas al interior del nicleo, cada una con distintos
impactos en la estructura de la cromatina y en la expresion genética. Asi, el objetivo
del presente trabajo es recopilar evidencias que corroboren la existencia de estos dos
complejos de translocacion nuclear de las histonas H3 y H4, realizando la purificacion

de estos complejos desde extractos citosdlicos de células Hel a.




Hipdtesis

s Existen diferentes complejos de translocacién nuclear de las histonas H3 y H4
(complejos [Va y IVb), los cuales se diferencian entre si en las chaperonas
asociadas y en los patrones de modificaciones postiraduccionales en la histona

H3,

Objetivo general

e Aislar los complejos 1Va y IVb para su caracterizacion bioguimica,
determinando las chaperonas asociadas, las modificaciones posttraduccionales
de la histona H3 y la proporcion de las variantes de la histona H3 (H3.1 y H3.3)

presente en cada unc de ellos.

Objetivos Especificos

1. Purificar los complejos IVa y IVb de translocacion nuclear de las histonas H3 y
H4 desde extracios citosdlicos $100 provenientes de cultivos asincrénicos de
células Hela.

2. Analizar, caracterizar y comparar los complejos IVa y IVb en cuanto a:

A. Composicion protieica,
B. Modificaciones postiraduccionales presentes en la histona H3.

C. Variantes de la histona H3 (H3.1 y H3.3) asociadas a cada complejo.




2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Materiales y Reactivos.

Los reactivos Tris, Tris-HCIl, SDS, EDTA, acrilamida y bis-acrilamida se
adgquirieron en Invitrogen (Estados Unidos). El cloruro de sodio vy los compuestos de
grado analitico Azul de Bromofenol, acido acético, etanol, isopropanol, acido
clorhidrico fumante (37%), acetona y metano! se adquirieron en Merck {Estados
Unidos). El cloruro de potasio, el sulfato de amonio, la seroalbiimina bovina en polvo
liofilizado, el acido tricloroacético v el Azul de Coomassie "Brilliant Blue G-250" se
adquirieron en Sigma-Aldrich (Estados Unidos). Los compuestos Rojo Ponceau S,
Tween 20, NP40, B-mercaptoetanol y TEMED se adquirieron en Winkler (México). El
glicerol de grado analitico se adquirié en Calbiochem (Alemania). Los reactivos PMSF

y APS se adquirieron en AppliChem (Alemania).

Para la realizacion de las cromatografias se empled un equipo AKTA Explorer
100 FPLC de GE Healthcare, Amersham (Estados Unidos). Las columnas de
cromatografia de intercambio idnico DEAE-5PW y CM-celulosa se adquirieron en
Tosoh Bioscience (Japon) y GE Healthcare (Estados Unidos), respectivamente. Las
membranas de PVDF de 0,45 um y el estandar de peso molecular para SDS-PAGE
"PageRuler™ Prestained Protein Ladder" se adquirieron en Thermo Scientific (Estados
Unidos). Las membranas de didlisis "Spectra/Por" se adquirieron en Thomas Scientific

(Estados Unidos) y los filtros "S-Pak", tamafic de poro 0,22 um con superficie
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cuadriculada y 47 mm de diametro (Nimero de catalogo: GSWG047S6) se adquirieron

en Millipore (Estados Unidos),

Los anticuerpos primarios anti Importina-4 (N° de catalogo: ab28387), anti
Histona H3 (N° de catélogo: ab1731), anti Histona H4 (N° de catalogo: ab10158) y anti
HAT1 (N° de catélogo: ab12164) se adquirieron en Abcam (Estados Unidos). Los
anticuerpos anti H3K9me1 (N° de catdlogo: 07-450) y anti H3K9K14ac (N° de
catalogo: 06-599) se adquirieron en Upstate, Millipore (Estados Unidos). El anticuerpo
antt Asf1a/b se facilitd por la Dra. Geneviéve Almouzni del Instituto Curie (Francia). El
anticuerpo secundario anti rabbit I[gG acoplado a peroxidasa de rabano (N° de

catalogo: 611-7302) se adquirid en Rockland (Estados Unidos).

Los kits de quimio-luminiscencia "SuperSignal® West Pico Chemiluminescent
Substrate”, "SuperSignal® West Dura Extended Duration Substrate" y "SuperSignal®
West Femto Maximum Sensitivity Substrate” se adquirieron en Thermo Scientific
{Estados Unidos). Las soluciones de revelado y fijacién, asi como las peliculas

radiograficas, se adquirieron en AGFA {Argentina).

La proteina estandar sercalblimina bovina, a concentracion 2,0 mg/ml, y el
reactivo de Bradford "Coomassie Plus™ Protein Assay Reagent” se adquirieron en

Thermo Scientific (Estados Unidos).

Los geles de poliacrilamida en gradiente, desde el 4% al 15%, en Tris-HCI
"Ready Gel® Precast Gels" (N° de catalogo: 161-1122), empleados en el SDS-PAGE

de las proteinas con destino a espectrometria de masas, se adquirieron en BIO-RAD

{Estados Unidos).
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Tedas las centrifugaciones se realizaron a 4°C en una centrifuga "Heraeus
Fresco™ 17 Microcentrifuge W", modelo 75002420 de Thermo Scientific (Estados
Unidos) o en una Ultracentrifuga "Beckman Optima™ XL-100K Ultra centrifugue” de

Beckman-Coulter (Estados Unidos), empleando el rotor SW 41 del mismo fabricante.

2.2, Soluciones y Buffer.

Todas las soluciones con concentraciones en porcentaje (p/v) o (viv) se

prepararon completando el volumen final con agua destilada.

Los Buffer "BC", empleados para la elucidn de las proteinas en las columnas
cromatograficas y las dialisis, se prepararon a la concentracion final de: 20 mM Tris-
HCI {pH 7,9), 10% {v/v) glicerol, 0,2 mM EDTA, 10 mM B-mercaptoetanol y 0,2 mM
PMSF. La concentracion de KCI presente en cada Buffer BC es variable y determina el
numero que acomparia a "BC" en su nomenclatura (Ej.: Buffer "BC 50" corresponde a
un Buffer BC cuya concentracién final de KCI es de 50 mM, mientras que un Buffer
"BC 500" corresponde a un Buffer BC con 500 mM de KCI). Tanto el B-mercaptoetanol

como el PMSF se incorporaron al memento de su use, previo a la filtracion del Buffer.

El Buffer de Laemmli 5X se prepard con una concentracion final de 10% (p/v)
SDS, 25% (viv) glicerol, 5% (viv) B-mercaptoetanol y 312,5 mM Tris-HCI, agregando
50 mg/ml de Azul de Bromofenol para colorear. Para la preparacién de las muestras

destinadas a SD3-PAGE, se diluy6 este Buffer en la muestra hasta una concentracion

1X.
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Para realizar el SDS-PAGE se ulilizd Buffer de corrida 10X (con
concentraciones de 250 mM Tris, 2 M Glicina v 1% (p/v) SDS), diluido 10 veces en
agua destilada. El Buffer de transferencia, empleado para la transferencia de las
proteinas desde los geles de poliacrilamida hacia las membranas de PVDF, se preparé
con Buffer de corrida 10X, metanol y agua destilada en proporciones 1:2:7,

respectivamente.

La solucion de Blogueo, empleada para el bloqueo de las membranas de PVDF
una vez terminada la transferencia, se prepar6 con leche descremada al 5% (p/v) o
BSA liofilizada al 1% (pfv) en T-TBS 1X, formulado con concentraciones de 20 mM Tris

(pH 7,5), 150 mM NaCl y 0.1% (v/v) Tween-20.

Para la tincion de los geles de poliacrilamida con Azul de Coomassie, se
empled una solucion compuesta por 0,2% (p/v) Azul de Coomassie, 20% (v/v) metanol
y 5% (v/v) acido acético. l.a solucion empleada para el destefiido de los geles tuvo una

composicién de 20% (viv) metanol y 7,5% (v/v) acido acético.,

La tincién de las membranas de PVDF se realizd con una solucion de 0,1%

(p/v) Rojo Ponceau y 5% (v/v) acido acético.

2.3. Geles.

Los geles separadores de poliacrilamida empleados en SDS-PAGE se
prepararon a la concentracion requerida de acrilamida, con una proporcion de

acrilamida-bisacrilamida de 30:0,8. Cada gel tuvo una concentracion final de 36,6 mM
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Tris (pH 8,8) y 0,1% (p/v) SDS. Para su polimerizacion, se afiadieron APS y TEMED a

concentraciones finales de 0,07% (p/v) y 0,24% (viv), respectivamente,

Los geles concentradores empleados en SDS-PAGE se prepararon a la
concentracion final de 4% (p/v) acrilamida, con una proporcién de acrilamida-
bisacrilamida de 30:0,8. Cada gel tuvo concentraciones finales de 12,2 mM Tris-HCl
(pH 6,8) vy 0,1% (p/v) SDS. Para su polimerizacién, se afiadieron APS y TEMED a

concentraciones finales de 0,12% (p/v) y 0,6% (v/v), respectivamente.

2.4. Extractos citosodlicos $100 de células HeLa.

Los extractos citosolicos S100, utilizados para la purificacion de los complejos
citosdlicos de las histonas H3 y H4, se facilitaron por el laboratorio del Dr. Danny
Reinberg {NYU, Estados Unidos) y se prepararon en base al protocolo descrito por

Dignam (Dignam y cols, 1983), almacenandose a -80°C hasta el momento de su uso.

Brevemente, se cultivaron en suspension células Hela, se removid el medio de
cultivo (centrifugando a 3000 r.p.m. durante 8 min) y el pellet de células se lavo dos
veces con PBS, resuspendiendo en este Buffer. Se tomd una alicuota de la
suspension celular, se afiadidé un volumen de Azul de Tripan 2X (Sigma-Aldrich,

Estados Unidos) y se realizd el conteo celular.

Luego, las células se centrifugaron por 10 minutos a 3000 r.p.m., se descarto el
sobrenadante y se resuspendio el pefflef en 5 volimenes de Buffer A (Buffer

hipoténico, con concentraciones finales de 10 mM Tris (pH 7,9), 1,5 mM MgCl;, 10 mM

KCI, 0,5 mM DTT y 0,2 mM PMSF), dejandolas reposar por 10 min a 4°C. Se
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centrifugaron [as células durante 10 minutos, a 10000 r.p.m., se elimind el
sobrenadante y se afiadieron 2 volimenes de Buffer A, para luego homogenizar las
células con un homogenizador de vidrio con mano de mortero B, a 4°C. Se centrifugo
el homogenizado por 10 minutos, a 10000 r.p.m., se recuperd el sobrenadante y se
afadieron 0,1 volumenes de Buffer B 10x (Buffer de extraccion citoplasmatica,
formulado con concentraciones de 300 mM Tris (pH 7.98), 1,4 M KCI y 30 mM MgCl,),
mezclando vigorosamente. Se centrifugd durante 1 hora, a 30000 r.p.m. (100000 x g),
y se recuperd el sobrenadante {que corresponde al extracto $100) para realizar su
didlisis contra 4 L. de Buffer BC 50 durante 4 horas, a 4°C. Se centrifugo el dializado
por 20 minutos, a 12000 r.p.m., para eliminar materiales precipitados y se recuperd el

sobrenadante, midiéndose la concentracion de proteinas.

2.5. Medicién de proteinas.

Todas las mediciones de proteinas se realizaron por medio del méiodo de

Bradford.

2.6. Precipitacién de proteinas con sulfato de amonio.

La precipitacién de proteinas con sulfato de amonio se realizd por el Dr. César
Diaz, en nuestro [aboratorio. Brevemente, se descongelaron 720 ml de los extracios
citosdlicos 8100 y se centrifugaron a 20000 x g durante 25 minutos, rescatandose el
sobrenadante y descartdndose el pellet. Al sobrenadante recuperado, se le afiadieron

poce a poco ¥y en constante agitacion 78,48 g de (NH,).80, para alcanzar un 20% de
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saturacién de (NH,),SQOy4, luego, se dejd agitando durante 1 hora a 4°C. Se centrifugd
la mezcla a 20000 x g, durante 25 min, y se recuperd el sobrenadante, en el cual se
encontraron las histonas citosodlicas conforme a los resultados de los ensayos de
Western blot realizados. A este sobrenadante, se les afadieron lentamente 86,75 g
adicionales de (NH,).S0,, también en constante agitacion, hasta alcanzar un 40% de
saturacion. Se agité la mezcla durante 1 hora a 4°C y luego se centrifugd por 25 min a
20000 x g, recuperandose el sobrenadante, en el cual se encontrd a las histonas

citosdlicas, conforme a los resultados obtenidos a traves de Western blot.

2.7. Dialisis

Las dialisis se realizaron a 4°C durante 4 horas confra Buffer BC, a la

concentracion de KCI y giicerol requerida.

2.8. Cromatografia de Intercambio ldnico.

Se realizaron tres pasos de cromatografia de intercambio anidnico empleando
la columna DEAE-5PW de 20 ml, cuya capacidad maxima de unién a proteinas, seguin

las especificaciones del fabricante, es igual a 600 mg de BSA.

Durante el primer paso de cromatografia de intercambio aniénico se purificaron
980 mg de proteina, equilibrando previamente la colurnna con 3 voliimenes de Buffer
BC 50. Cabe destacar que este proceso se repitid 7 veces debide a la capacidad

méaxima de la columna. La elusién se realizé con Buffer BC en una gradiente salina

lineal de 200 ml, desde los 50 mM hasta los 500 mM de KCl. Se recolectaron
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fracciones de 3,5 ml v el peak de elusidn de las histonas se determind a través de
Western blot. A partir de estos resultados, se juntaron las fracciones correspondientes
a los peaks de H3 y se formd un "pool* de proteinas, las cuales se dializaron contra
Buffer BC 50. Con ellas, se continudé la purificacién en un segundo paso de

cromatografia de intercambio anidnico.

La segunda cromatografia de intercambio anidnico se realizd de manera similar
a la primera, equilibrando la columna DEAE-S5PW con 3 volimenes de Buffer BC 50
antes de ser cargada con los 406 mg de proteinas recuperadas en el paso anterior.
Cabe destacar que este proceso se repitié 3 veces debido a la capacidad maxima de
la columna. Se realizd la elusion de las proteinas con Buffer BC, en una gradiente
salina lineal de 200 ml desde los 50 mM hasta los 350 mM de KCl vy se recolectaron
fracciones de 3,5 m!, determinando el peak de elusion de las histonas por medio de
Western blot. Una vez determinado el peak, se juniaron las fracciones
correspondientes para formar un nuevo poo/ de proteinas, dializarlas contra Buffer BC
50 y continuar su purificacién en un nueve paso de cromatografia de intercambio

aniénico.

El tercer paso de cromatografia de intercambio aniénico se realtzé nuevamente
en la columna DEAE-5PW, siguiendo la misma metodologia antes sefialada. En esta
oportunidad, la columna se equilibré con Buffer BC 110 antes de cargar en ella 140 mg
de proteinas. La slusion de la columna se realizé con 180 ml de Buffer BC en una
gradiente salina lineal de 110 mM hasta 250 mM de KCI. Se recolectaron fracciones de
3,5 ml y el peak de elusion de las histonas se determiné mediante Western blot, para

luego formar el pool de proteinas correspondiente y continuar su purificacion a través

de cromatografia de intercambio catinico
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La cromatografia de intercambio cationico se realizd empleando dos columnas
CM-celulosa conectadas en serie, cada una con un volumen de 1 ml y una capacidad
méxima de unién a proteinas equivalente a 50 mg de Ribonucleasa A, segin las
especificaciones del fabricante. Para la purificacidn del complejo 1Va, se cargaron en
las columnas 21,6 mg de las proteinas recuperadas desde el ultimo paso de
cromatografia de intercambio aniénico. Para la purificacion del complejo Vb, se
cargaron en las columnas 22,1 mg de proteinas. Previo a la carga de las proteinas, en
ambos casos, las columnas se equilibraron con 3 volimenes de Buffer BC 50. La
elucion de los complejos 1Va y IVb se realizd con 5 ml de Buffer BC en una gradiente
salina lineal desde los 50 mM hasta los 600 mM de KCI y se recolectaron fracciones

de 0,1 ml. El peak de elusion de las histonas se determindé mediante Western blot.

2.9. Sedimentacion al equilibrio en gradientes de glicerol.

Se prepard una primera gradiente lineal de glicerol desde el 5% hasta el 30%
(v/v). Para la confeccion de esta gradiente, se prepararon 6 soluciones con
concentraciones finales de 10 mM Tris (pH 7,5), 0,4 mM EDTA, 150 mM NaCl, 0,01%
(viv) NP40, 0,2 mM PMSF y 10 mM B-mercaptoetanol. Las concentraciones de glicero!
en cada solucion fueron de 5%, 10%, 156%, 20%, 25% y 30% (v/v). De cada una de las
soluciones preparadas, se tomaron 1,6 ml y se dispusieron por capas en un tubo apto
para ultracentrifugacion (Beckman-Coulter, Estados Unidos) de forma tal que la capa
inferior tuviera la mayor concentracién de glicerol y las subsecuentes superiores

tuvieran concentraciones decrecientes. Una vez formada la gradiente, se dej reposar

durante 4 horas a 4°C. Dado que las proteinas a cargar en esta primera gradiente de
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glicerol provenian de la columna CM-celulosa eluida con Buffer BC al 10% (viv)
glicerol, la muestra se diluyd en Buffer BC 50 0% (v/v) glicerol. Una vez dispuesta la
muesira sobre la gradiente, [a centrifugacion se realizé a 27000 r.p.m. durante 16 hrs,
a 4°C. Luego, se procedit a cortar las gradientes tomando sucesivamente, y desde [a

superficie, 300 pl que se dispusieron en distinios tubos.

Para los siguientes dos pasos de purificacién en gradiente de glicerol, las
gradientes se confeccionaron con rangos de concentracion desde el 0% al 20% (viv) y
desde el 0% al 8% (v/v). Las condiciones de centrifugacion y corte para estas dos

gradientes se realizaron como la primera gradiente.

2.10. Western blot.

Luego de ftransferir las proteinas desde los geles de poliacrilamida a las
membranas de PVYDF, a una corriente de 300 mA por 80 min, éstas se tifieron usando
la solucion de Rojo Ponceau, durante 5 min, y se destifieron con metanol al 100%. El
blogueo de las membranas se realizé utilizando la solucién de bloqueo descrita,
durante 1 hora a temperatura ambiente. Se incubaron las membranas con anticuerpo
primario a la dilucién requerida, durante 16 horas, a 4°C. Los anticuerpos primarios se
prepararon en solucion de bloqueo 1X. Luego de la incubacidn con anticuerpo
primario, se lavaron las membranas 3 veces con T-TBS 1X, durante 5 min cada vez, y
se incubaron las membranas con anticuerpo secundario acoplado a peroxidasa de
rabano, durante 45 min, a temperatura ambiente. El anticuerpo secundario se preparo

en T-TBS 1X en proporcidn de 1:5000. Posteriormente, las membranas se lavaron 3
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veces con T-TBS 1X, durante 5 min cada vez, y se revelaron utilizando los distintos

reactivos de quimioluminiscencia.

2.11. Precipitacion de proteinas con TCA.

Para la precipitacion de proteinas con TCA, éste se agregd a las muesiras
hasta alcanzar una concentracion de 10% (v/v), mezclando vigorosamente. Las
muesiras se dejaron reposar durante toda la noche, a 4°C, y finalizado este lapso se
centrifugaron a 12000 r.p.m., durante 15 min, a 4°C. Se elimino el sobrenadante y se
lavd el pellef dos veces con acetona a -20°C. Las muestras se centrifugaron a 12000
r.p.m, durante 15 min, a 4°C, y se eliminé la acetona. El peflet se dej6 secar a
temperatura ambiente, durante 15 min, y las proteinas se resuspendieron en Buffer

Laemmli 1X.,

212, Espectrometria de masas MALDI-TOF.

Una vez purificados los complefos de translocacion nuclear de las histonas H3
y H4, las proteinas se sometieron a SDS-PAGE, los geles de poliacrilamida se tifieron
con la tincién de Azul de Coomasie descrita y se cortaron los trozos de gel que
contenian las bandas, las cuales se enviaron al laboratorio del Dr. Axel Imhof (LMU,
Munich), para la identificacion de proteinas y analisis de PTMs de las histonas a través

de espectrometria de masas.

Brevemenite, los trozos de gel se destifileron, lavandolos con 200 yl de agua

grado HPLC y agitandolos por 1 minuto a 37°C, para luego eliminar el sobrenadante y
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agregar una mezcla de 50% (v/v) acetonitrilo y 50 mM bicarbonato de amonio. Los
trozos de gel se agitaron a 37°C, durante 30 min, hasta que la tincién desapareci6.
Posteriormente, se lavaron con 200 pl de agua grado HPLC y se removio el
sobrenadante. Para la identificacién de las proteinas presentes en cada banda, los
trozos de gel se trataron con 200 ng de ftripsina grado secuenciacién (Promega,
Estados Unidos) y la digestién se llevé a cabo durante toda la noche, a 37°C. Los
productos de digestion se colectaron desde el sobrenadante y los péptidos
remanentes en los trozos de gel se extrajeron por medio de tratamiento acido,
afadiendo primero 25 mM bicarbonato de amonio y luego 5% (viv) acido férmico. Los
péptidos colectados del sobrenadante y los extraidos desde los geles se concentraron,
utilizande una Speed Vac, resuspendiéndolos en 0,1% {v/v) TFA. Las muestras se
desalinizaron, empleando puntas de pipeta ZipTip pC18 (Millipore, Estados Unidos) de
acuerdo a las instrucciones del fabricante, y se eluyeron directamente en la placa
blanco del espectrometro de masas (modelo Voyager DE STR de Applied Biosystems,
Estados Unidos) empleando una solucion saturada de acido a-cinamico en 0,3% (viv)
TFA y 60% (v/v) Acetonitrilo. Los péptidos obienidos se identificaron por medio del
método "Peptide Mass Fingerprint", comparandolos con la informacién presente en la
base de datos NCBInr del NCBI {Por sus siglas, en Inglés, de National Center for
Biotechnology Information) y que compila las secuencias aminoacidicas no-
redundantes de las proteinas ingresadas en las bases de datos SWISS-PROT,
GenBank, EMBL, DDBJ, PIR, PRF y PDB. Para tal comparacion, se uso el software
"Mascot™" de Matrix Science. Para los analisis de las PTMs presentes en los
extremos amino-terminales de las histonas, los trozos de gel que las conlenian se
destifieron bajo el mismo procedimiento antes mencionado, pero se sometieron a un

tratamiento con 2 ul de anhidrido propidnico (Sigma-Aldrich, Estados Unidos) y 48 pl
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de 1M bicarbonate de amonio, para bloguear los residuos de lisina que se encueniren
mono-metilados o sin PTMs. Luego de 1 hora, los trozos de gel con las histonas
blogueadas se lavaron con agua grado HPLC y se digirieron con 200 ng de tripsina, a
37°C, durante toda la noche. Las histonas con los residuos de lisina bloqueados solo
son proteolizadas en residuos de arginina, generandose péptidos aptos para su
caracterizacion por medic de espectrometria de masas bajo los mismos
procedimientos descritos en el parrafo anterior. Todas las modificaciones que ocurren
en los exiremos amino-terminales de las histonas se cuantificaron utilizando el
software "Manuelite", desarrcllado por el Departamento de Biologia Molecular del
Instituto Adolf-Butenandt (LMU, Munich), integrandose el area bajo la curva de la sefial
obtenida en el espectrometro de masas y realizando la razdn entre este valor y el de la
sefial obtenida para un péptido "R10", los cuales corresponden a péptidos de histonas
con toda la gama de PTMs conocidas y que estan marcados con "argininas pesadas”,
lo que les confiere un peso molecular de 10 Da mayor al de los péptidos no marcados.
La incorporacién de los péptidos R10 se realiza al momento de la digestion con
tripsina, consolidandose, ademas, como un control interno de digestion. Una vez

realizadas las cuantificaciones, los graficos se realizaron en el programa Excel.




3. RESULTADOS

3.1. Aislamiento de los complejos de translocacion nuclear de las histonas H3

y H4.

Para realizar el aislamiento de los complejos de translocacion nuclear de las
histonas H3 y H4 se emplearon distintos pasos de purificacion bioquimica, los cuales

se presentan en el esquema de purificacion de la Figura 2.

3.1.1. Precipitacién con sulfato de amonio v primera cromatografia de intercambio

anidnico.

La purificacion comenzé con 8,0 g de proteina total, provenientes de extractos
citosodlicos 5100 derivados de células Hela crecidas asincrénicamente, de acuerdo al
protocolo descrito por Dignam (Dignam y col., 1983). Se realiz6 un primer
fraccionamiento de los extractos S100 por medio de precipitacion con sulfato de
amonio, al 20% de saturacion, originandose 2 fracciones: la fraccion "sobrenadante”,
con las proteinas que a esta concentracion de sal se mantuvieron solubles, v la
fraccion "peffet”, con las proteinas precipitadas. Por medio de Western blot (Figura
3A), se determiné que la histona H3 se encontraba en la fraccion sobrenadante, desde
la cual se recuperaron los 8,0 g de proteina. Entonces, [as proteinas se sometieron a

una segunda precipitacion con sulfato de amonio, al 40% de saturacion. A través del

23
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Figura 2. Esquema de purificacion de los complejos de translocacion nuclear de

las histonas citosdlicas H3 y H4. S.N.= Sobrenadante
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Figura 3. Precipitacion con sulfato de amonio y primera cromatografia de
intercambio anionico. (A) Analisis de Western blot. Se analizaron 40 pg de las
fracciones "sobrenadante" y "pellet” de las precipitaciones realizadas con 20% y 40%
de saturacion de sulfato de amonio, tal como se indica. S100=Extractos S100,
S=Sobrenadante, P=Pellet. (B) Cromatograma de elucion de la primera columna
DEAE-5PW. La linea azul corresponde a la absorbancia de las eluciones, medida a
una longitud de onda de 215 nm. La linea café corresponde a la conductividad de las
eluciones. Las lineas rojas verticales presentes en el eje horizontal representan las
fracciones colectadas. La imagen corresponde a un cromatograma representativo de
las siete columnas corridas con el sobrenadante de la precipitacion al 40% de
saturacion de sulfato de amonio. (C) Analisis de Western blot. En los geles de
acrilamida se cargaron alicuotas de igual volumen de la muestra "Input" (carril 1),
correspondiente al sobrenadante de la precipitacion al 40% de saturacion de sulfato de

amonio, y de las fracciones pares colectadas en la columna DEAE-5PW.
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Western bloi, se determind que la histona H3 se encontraba en la fraccion
sobrenadante, recuperandose 5,2 g de proteina total. De las proteinas recuperadas,
980 myg se cargaron en la columna DEAE-5PW, la cual se eluyd con una gradiente de
sal de 50 mM a 500 mM de KCI obteniéndose los distintos peaks de proteinas que se
muestran en el cromatograma de la Figura 3B. Por medio de Western blof, se
observaron distintos peaks de elucién de la histona H3, correspondientes a las
fracciones 18, 24 y 42 (Figura 3C). Segun resultados previos del laboratorio (Alvarez y
col., 2011), bajo estas condiciones de elucioén de la columna DEAE-5PW, el peak de Ia
histona H3 que se observa en la fraccion 18 corresponderfa a los complejos de
translocacion nuclear IVa y IVb, el peak de la fraccién 24 corresponderia al complejo 111
y finalmente, el peak de la fraccion 42 corresponderia al complejo Il. Asi, se reunieron
las fracciones de la 12 a la 27, formandose un pool de proteinas en el que se

recuperaron 406 mg.

3.1.2. Seqgunda cromatografia de intercambio aniénico.

Se continud la purificacion de los complejos en una segunda cromatografia,
empleando la columna DEAE-5PW. La elusion se realizé con una gradiente salina
lineal de 50 mM hasta 350 mM de KCI. La Figura 4A muestra el cromatograma
obtenido, en donde se aprecian los distintos peaks de proteinas. Los analisis de
Western blot sobre las fracciones colectadas, presentados en la Figura 4B, muestran
la presencia de Importina-4, con peaks en las fracciones 16, 26 y 42. Al analizar la
presencia de HAT1, se observdé un peak en la fraccion 20. Con respecto a H3, se
observaron peaks en las fracciones 18 y 22, asi como un peak tardio en la fraccién 38.

Con esto y en base a los resultados previos de nuestro laboratorio, se determind que
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Figura 4. Perfil de elucion de la segunda columna DEAE-5PW. (A) Cromatograma
de elucion. La linea azul corresponde a la absorbancia de las eluciones, medida a
una longitud de onda de 215 nm. La linea café corresponde a la conductividad de las
eluciones. Las lineas verticales de color rojo, presentes en el eje horizontal, indican las
fracciones colectadas. La Figura corresponde a un cromatograma representativo de
las tres columnas corridas. (B) Analisis de Western blot. En los geles de acrilamida
se cargaron alicuotas de igual volumen de la muestra "Input" (carril "I') y de las
fracciones pares colectadas. Se analiz6 la presencia de Importina-4, HAT1 y H3, como

se indica.
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los complejos 1Va y IVb estaban entre las fracciones 18 y 28, en donde también esta el
complejo Il segfin la presencia de HAT1. Se formd entonces un poof con estas

fracciones y se recuperd un total de 140 mg de proteina total.

3.1.3. Tercera crematografia de intercambio aniénico.

Se continud la separacion de los complejos 1Va y IVb por medio de una tercera
cromatografia en la columna DEAE-5PW, empleande una gradiente salina lineal de
110 mM a 250 mM de KCI. En la Figura 5A se presenta el cromatograma obtenido, en
donde se aprecian los distintos peaks de proteinas. Para monitorear la presencia de
los complejos |Va y Vb en la elucion de la columna se analizaron, por medio de
Western blot, las fracciones pares colectadas (Figura 5B). Los resultados indicaron la
presencia de peaks de histona H3 en las fracciones 22, 26 y 38. Para analizar en
mayor detalle los dos primeros peaks de histona H3 que corresponderian a los
complejos de translocacion nuclear, se analizaron las fracciones 19 a la 29. En ellas,
se observo la presencia de Asf1b en las fracciones 19 a la 23, mientras que Asfla se
observd en las fracciones 25 a la 29. H4 se observo en todas las fracciones, La marca
de H3K9me1 se detectd en las fracciones 19 a la 21 y 24 a la 29, con un peak en la
fraccion 27, Por otra parte, se observd un peak de H3ac en la fraccién 27. Por lo tanto,
el complejo IVa se encontré enriquecido en las fracciones 25 a ia 28, mientras que el
complejo |Vb se encontrd en las fracciones 19 a la 22. En consecuencia, se formaron

los pools de proteinas 1Va y IVb correspondientes, recuperandose 21,6 mg de proteina

en el poof IVa y 22,1 mg en el pool iVh.
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Figura 5. Perfil de elucion de la tercera columna DEAE-5PW. (A) Cromatograma
de elucion. La linea azul corresponde a la absorbancia de las eluciones, medida a la
longitud de onda de 215 nm. La linea café corresponde a la conductividad de cada
volumen de elucién. Las lineas verticales de color rojo indican las fracciones
colectadas. (B) Analisis de Western blot. En los geles de acrilamida se cargaron
alicuotas de la muestra Input (carril "I'), y de las fracciones colectadas de la columna.
Se monitore6 la presencia de la histona H3, Asfia/b, histona H4, H3ac y H3K9me1,

como se indica.
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3.1.4. Comparacion de las fracciones enriquecidas en los compleios |Va y Ivb.

Una vez separados los complejos [Va y Vb, se realizé un Western blot con
alicuotas derivadas de los respectivos pools. En la Figura 6 se muestra que tanto el
pool IVa como el poof Vb contienen Importina-4, histona H3, histona H4 y HAT1.
Como se esperaba, al analizar la chaperona Asf1 se cbservd que el pool 1Va estaba
enriquecido en la isoforma A, mientras que el pool IvVb en la isoforma B. Al analizar las
modificaciones postiraduccionales de la histona H3, se observd el complejo [Va estaba
enriquecido en H3ac, mientras que el complejo IVb estaba enriquecido en H3KSme1.
Curiosamente, las bandas correspondientes a Ias histonas del complejo IVb
presentaron un peso molecular aparentemente mayor al de las bandas de las histonas

del complejo IVa.

3.1.5. Cromatografia de intercambic catiénico del compleijo [Va.

Para lograr una mayor purificaciéon del complejo IVa, se continué con una
cromatografia de intercambio catiénico. El pool [Va de proteinas se cargd en la
columna CM-celulosa y se eluyé con una gradiente salina de 50 mM a 600 mM de KCI.
En la Figura 7A se muestra el cromatograma obtenido, en donde se aprecia la elucién
de las proteinas de acuerdo a [a concentracion de sal. Las fracciones pares colectadas
se analizaron por medic de Western blot, el cual se presenta en la Figura 7B. Se
observé que la histona H3 eluyd en las fracciones 16 a la 30, con un peak de elucién
en la fraccion 20. Concordantemente, en esta fraccion se observd el peak de elucion
de Importina-4. Respecto a Asf1, se observé que la isoforma a se distribuyé en todas

las fracciones colectadas de la columna, con un peak de elucién en las fracciones 18 a
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Figura 6. Analisis de Western blot de las fracciones enriquecidas en los
complejos IVa y IVb. Los dos primeros carriles corresponden a la fraccion de
proteinas enriquecidas en el complejo IVa (pool 1Va), mientras que los dos Gltimos
carriles corresponden a la fraccion de proteinas enriquecidas en el complejo Vb

(poolVb), como se indica.
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Figura 7. Perfil de elucion del complejo IVa en la columna CM-celulosa. (A)
Cromatograma de elucién. La linea azul corresponde a la absorbancia de las
eluciones, medida a la longitud de onda de 215 nm. La linea café corresponde a la
conductividad de cada volumen de elucion. Las lineas verticales de color rojo indican
las distintas fracciones colectadas. Los quiebres que se observan en las curvas de
conductividad y de absorbancia se deben a la presencia de burbujas en la columna.
(B) Analisis de Western blot. En los geles de acrilamida se cargaron alicuotas de la
muestra "Input" (carril "I"), de las fracciones de proteinas no retenidas en la columna

(carriles "FT1"y "FT2") y de las fracciones pares colectadas, tal como se indica.
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la 24. La isoforma b, en tanto, tuvo su peak de elucion en las fracciones 42 a la 52.
Finalmente, se encontré que HAT1 eluyd en las fracciones 4 a la 32, con un peak entre
las fracciones 10 a la 16. Con estos resuitados, se decidié formar un nuevo pool de
proteinas con las fracciones 18 a la 28, recuperandose un total de 1,78 mg de

proteina.

3.1.6. Cromatografia de intercambio catidnico del complejo IVb.

Para lograr una mayor pureza del complejo Vb, se continué con la purificacién
a través de una cromatografia de intercambio catidnico. El poo!/ IVb de proteinas se
cargd en [a columna CM-celulosa y se eluyd con una gradiente salina de 50 mM a 600
mM de KCI. La Figura 8A muestra el cromatograma obtenido con los distintos peaks
de proteinas eluidas de acuerdo a la concentracion de sal. Las fracciones pares
colectadas se analizaron por medio de Western blot, el cual se presenta en la Figura
8B. Se observé la elucion de la histona H3 entre las fracciones 28 y 36, con un peak
en las fracciones 28 a la 30. Concordantemente, Importina-4 se detecté en las
fracciones 26 a la 36 y presento un peak de elucion en las fracciones 28 a la 30. Asf1b
se detectd en varias fracciones, con peaks en las fracciones 12 ala 14 y 48 a la 52.
Asfla se encontrd entre las fracciones de la 28 a la 52, con peaks en las fracciones 30
a la 32 y 50. Al analizar HAT1, ésta se observo distribuida en todas las fracciones
colectadas de la columna, con peaks en las fracciones 8, 12 y 18. Con estos
resultados, se determind que el complejo 1Vb eluyt entre las fracciones 28 a la 36 y,
luego de formar el pool de proteinas correspondiente, se recuperaron 0,22 mg de

proteina total.



34

T ] il
520 525

¥ J——\Waste >

| FT1FT2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30 32 34 36 38 40 42 44 4648 50 52

Western blot

Figura 8. Perfil de elucion del complejo IVb en la columna CM-celulosa. (A)
Cromatograma de elucion. La linea azul corresponde a la absorbancia de las
eluciones, medida a la longitud de onda de 215 nm. La linea café corresponde a la
conductividad de cada volumen de elucion. Las lineas verticales en color rojo indican
las fracciones colectadas. Los quiebres que se observan en las curvas de absorbancia
y conductividad se deben a la presencia de burbujas en la columna. (B) Analisis de
Western blot. En los geles de acrilamida se cargaron alicuotas de la muestra "Input"
(carril "I"), de las fracciones de proteina no retenida en la columna (carriles "FT1" y

"FT2") y de las fracciones pares colectadas, tal como se indica.
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3.1.7. Analisis del grado de purificacién logrado para los complejos Va v IVb.

Para comprobar el grado de purificacion logrado sobre ambos complejos
tras finalizar las etapas de cromatografia, se realizé una fincion con Rojo Ponceau de
las proteinas purificadas. Para ello, se cargaron alicuotas de las fracciones
enriquecidas en los complejos en los geles de acrilamida, detectandose bandas con
distintos pesos moleculares en ambos complejos (Figura 9A). Los analisis de Western
blot (Figura 9B), corroboraron la presencia de la histona H3 en ambos complejos. En
base a estos resultados, se decidi6é continuar la purificacion del complejo IVa, debido a
la presencia abundante de una proteina de un tamafio molecular similar al de la

histona H3, que podria afectar los analisis de espectrometria de masas,

3.1.8. Primera sedimentacion al equilibrio para el complejo IVa,

Para continuar la purificacion del complejo 1Va, se emplearon tres
sedimentaciones al equilibrio en gradientes de glicerol. La primera gradiente se realizo
con un rango de concentraciones de 5% al 30% (v/v). Una vez cortada, las fracciones
obtenidas se analizaron a través de Western blot, sl cual se presenta en la Figura 10.
Los andlisis realizados sefalaron que la histona H3 llegd al equilibrio con un peak
entre las fracciones 3 a la 6. Dicho peak concordd con el peak de Importina-4. Por su
parte, el peak de HAT1 se encontrd entre las fracciones 5 a la 8, ligeramente
desplazado del peak de H3. Con estos resultados, se determind que la histona H3
logré el equilibrio dentro de la gradiente en una concentracién de glicerol estimada de

entre 5% y 7,3% (v/v). En consecuencia, se tomaron las fracciones 3 a [a 6 y se formo

un nuevo pool de proteinas, en el cual se recuperaron 0,48 mg de proteina total.
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Figura 9. Analisis del grado de purificacién de los complejos IVa y IVb. (A)

Tincién con Rojo Ponceau. En los geles de acrilamida se cargaron 10 ug y 20 ug de

la fraccion enriquecida en complejo IVa, y 5 pug y 10 ug de la fraccion enriquecida en

complejo Vb, tal como se indica. PM=Marcador de peso molecular. (B) Analisis de

Western blot. La misma membrana empleada en la tincién con Rojo Ponceau se

incubo con el anticuerpo anti histona H3.
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Figura 10. Primera sedimentacion al equilibrio de la fraccién enriquecida en el
complejo IVa. Se analizaron, por medio de Western blot, alicuotas tanto de la fraccion
“Input” (carril "I"), como de cada una de las fracciones obtenidas al finalizar la

gradiente, tal como se indica.
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3.1.9. Sequnda sedimentacion al equilibrio para el complejo 1Va.

La segunda gradiente de glicerol se realizé con un rango de concentraciones
mas acotado, de 0% al 20% (v/v). Una vez cargadas las proteinas, se centrifugé bajo
el mismo protocolo que para la primera gradiente. Una vez cortada y recuperadas las
fracciones, éstas se analizaron a través de Western blot, el cual se presenta en Ia
Figura 11. Al realizar los analisis, la histona H3 se encontré entre las fraccicnes 2 y 8,
con un peak en las fracciones 4 a la 6. Por su parte, el peak de HAT1 se encontrd en
la fraccion 8. No se detectd Importina-4 en las fracciones. Con estos resultados, se
determind que la histona H3 logré el equilibrio entre 0% y 3,0% (viv) de glicerol. En
consecuencia, se tomaron las fracciones 2 a la 8 y se formé un nuevo poof de

proteinas, en el cual se recuperaron 0,14 mg.

3.1.10. Tercera sedimentacion al equilibrio para el complejo [Va.

La tercera gradiente de glicerol se confecciond con un rango de
concentraciones de 0% al 8% (viv) y, una vez terminada la centrifugacion, se analizé
por medio de Western blot, el cual se presenta en la Figura 12. Al realizar el analisis,
se observo que la histona H3 encontré el equilibrio en la fraccién 6, junto con HAT1, en
una concentracion de glicerol estimada de entre 0,2% y 1,5% (v/v). En consecuencia,
se tomaron las fracciones 4 a la 8 y se formd un nuevo pool de proteinas, en el cual se

recuperaron 0,09 mg.

3.1.11. Tablas de purificacion.

Se confeccionaron las tablas de purificacion para los complejos IVa (Tabla 1) y
IVb (Tabla 2). El rendimiento se calculé en base a la cantidad de proteina total cargada

en la primera columna DEAE-5PW.
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Figura 11. Segunda sedimentacion al equilibrio del complejo IVa. Se analizaron,
por medio de Western blot, alicuotas tanto de la fraccion "Input" (carril "I"), como de

cada una de las fracciones pares obtenidas al finalizar la gradiente, tal como se indica.
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Figura 12. Tercera sedimentacion al equilibrio del complejo IVa. Se analizaron, por
medio de Western blot, alicuotas tanto de la fraccion "Input” (carril "I"), como de cada

una de las fracciones pares obtenidas al finalizar la gradiente, tal como se indica.
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Paso de Purificacion Volumen {ml} | [Proteina] (mg/mlj | Proteina Total {mg) | Purificacion {veces)| Rendimiento (%)

- s00 7;{7 720,00 11,11 000,00 1.0 ’\ ) -

S.N. 20% [NH,),S0, ” 750,00 I 10,67 ] 8000,00 ” 1,0 -

| SN.AOK(NHJSO, | 77000 670 | smseoe Y a1e | .
Pasl 17 DEAE-SPW 290,00 H 1,40 | 406,00 || 19,7 | 41,43

 Pool 2° DEAE-SPW ! 140,00 w00 . 140,00 -‘ 57,1 ? 14,29
Poal 3** DEAE-SPW | 13,50 E] 1,60 [ 21,60 H 3704 | 2,20

) Pool CM i 1,00 § 178 : 178 i assa | o

1°* Gradlente de Glicerol I 2,66 [ 0,18 | 0,48 H 16708,4 0,05

2% Gradiente de Glicera] i 4,00 'j.l' 0,04 5 0,14 ; 57142,9 0,01

3°™ Gradiente de Glicerol | 6,00 ” 0,02 [ 0,09 ” 88283.9 0,01 l

Tabla 1. Tabla de Purificacion del complejo IVa. Se presentan los distintos pasos de
purificacion empleados en la purificacion del complejo [Va y los volimenes,
concentraciones de proteina, proteina total, veces de purificacién y rendimientos
logrados en cada uno de ellos. El rendimiento se calculd en base a la cantidad de

proteina total cargada en la primera columna DEAE-5PW (980 mg).




a2

Paso de Purificacién Volumen (ml) | {Protelna] (mg/ml} | Proteina Total {mg} | Purificacidn (veces)

endimiento (%}

s100 % 72000 11,11 ;’ 8000,00 10 i! - E
5.N.20% | 750,00 H 10,67 | 000,00 H 10 || . ‘
7 5.N. 40% I 77000 6,70 | see0 16 i .
Pool I*DEAESPW || 290,00 " 1,30 ” 406,00 H 19,7 41,43
" pool2® peAESPW | 1000 200 | 14000 74 0 129
Pool 3™ DEAE SPW 13,00 || 1,70 " 22,10 | 362,0 I 2,26
"~ Poolem b g0 - 0,24 0,22 " 370370 ;} 002

Tabla 2. Tabla de Purificacion del complejo IVb. Se presentan los distintos pasos de

purificacién empleados en el complejo Vb y los volimenes, concentraciones de

proteina, proteina total, veces de purificacion y rendimientos logrados en cada uno de

ellos. El rendimiente se calculé en base a la cantidad de proteina total cargada en [a

primera columna DEAE-5PW (980 mg).
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3.2 Analisis y caracterizacién de las proteinas asociadas al complejo IVa.

3.2.7. Proteinas asociadas al complejo IVa.

Para identificar las proteinas asociadas al complejo |Va y para caracterizar
las PTMs de las histonas H3 y H4, Ia fraccién enriguecida en este complejo se sometié
a un analisis de espectrometria de masas. La Figura 13 muestra el gel de acrilamida
tefiido con Azul de Coomasie, desde el cual se realizaron los analisis. Se identificaron
alrededor de 120 proteinas, incluyendo a las histonas H3 y H4. Con estos datos, se
realizé una seleccién bajo los criterios de numero de péptidos tnicos detectados,
porcentaje de cobertura y/o funcion descrita. Dicha seleccion de proteinas se presenta

rotulada en la Figura 13,

3.2.2. PTMs en el extremo amino-terminal de la histona H3 del complejo Va.,

Las PTMs del extremo amino-terminal de [a histona H3 de la fraccion
enriquecida se caracterizaron analizando los péptidos (9-17), (18-26) y (27-40),
generados por digestion con tripsina, segln lo descrito en materiales y métodos. Los
analisis se enfocaron en metilaciones y acetilaciones en residuos de lisina. La Figura
14 muestra la abundancia relativa de los péptidos y los porcentajes que presentaron
PTMs. Como se aprecia en la Figura 13A, los 3 péptidos presentaron abundancias
relativas diferentes entre si, siendo el péptido (18-26) el mas abundante, seguido por
el (27-40) y finalmente por el (9-17). Las PTMs analizadas se muestran en las Figuras

14B, 14C y 14D.
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Figura 13. Proteinas presentes en la fraccion enriquecida en el complejo IVa. Gel
de acrilamida, tefido con Azul de Coomasie, de la fraccion de proteinas enriquecidas
en el complejo IVa. A la izquierda, se indica el marcador de peso molecular, a la
derecha, se sefala una seleccién de las proteinas identificadas por espectrometria de

masas. El nimero de péptidos Unicos detectados para cada proteina se indica entre

COMPLEJO
IVa

Subunidad alfa del complejo asociado al polipéptido naciente, isoforma a [14]
Factor 1 de union al DNA del receptor de glucocorticoides, isoforma CRA_b [37)

Proteina de union a lipoproteina de alta densidad [76]
Proteina 2 de interaccion a Rab6 [45]
Subunidad MDM20 del complejo N-acetil transferasa B [4]
Kinasa tipo STE20 [11]
Proteina 1 regulada por el receptor de NMDA [23]
Ligasa |, dependiente de DNA y ATP, isoforma CRA_b [25]
}—!Miembm1 de la subfamilia F del cassette de union a ATP, isoforma a [25]
Proteina 4, de la familia Heat shock 70 kDa [12]
— Subunidad 1 de la helicasa 2 de DNA dependiente de ATP [31]

Subunidad ERF3A del complejo eucarionte de fiberacion de la cadena peptidica, isoforma 1 35
Subunidad ASH2 del complejo histona metiltransferasa Set1/Ash2, isoformaa [18]

Proteina 3 de interaccion con HIRA (HIRIP3) [4]

}—| Proteina 3 con dominio Set, isoform a [2]
_—

Subunidad 4 (defta) del complejo que contiene chaperonina TCP1, isoforma CRA_d [15]

DEK [2]
Subunidad 26S del proteosoma, sin actividad ATPasa [12]
Factor de crecimiento derivado de Hepatoma, isoforma a [20]

I.——. Proteina “High mobility group™ B2 [7]
}— Factor de transcripcion BTF3, isoforma B [9]

Cadena a de Mrp14 [2]

Histona H3
Factor de inicio de |a traduccion eucarionte 5A-1, isoforma B [13]
Histona H4

.— N miristoil fransferasa 1 [15]
] Proteina asociada a proliferacion 2G4 [26]

Coomassie

paréntesis cuadrado.
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Figura 14. PTMs presentes en el extremo amino-terminal de la histona H3 del

complejo IVa. (A) Abundancia relativa de los péptidos estudiados por espectrometria

de masas, tal como se indica. La abundancia relativa se determiné como la intensidad

de la sefal dada por cada peéptido, normalizada contra la sefial dada por un péptido

estandar "R10", empleado como referencia externa. (B) Analisis de PTMs por

espectrometria de masas del péptido (9-17) de la histona H3. (C) Analisis de PTMs por

espectrometria de masas del péptido (18-26) de la histona H3. (D) Analisis de PTMs

por espectrometria de masas del péptido (27-40) de la histona H3.
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De los péptidos (9-17), el 55,9% se encontrd sin PTMs, el 25,2% presento
H3K9me1, el 6,3% presentd H3K9me2 y el 4,7% presentdé H3K9me3. Se detectaron
también acetilaciones en las lisinas 9 y 14, en donde el 7,5% de los péptidos mostrd
H3K9%ac y el 0,5% H3K14ac. No se observaron acetilaciones simultaneas de las lisinas
9y 14, De los péptidos (18-26), el 81,1% no presentdé PTMs, mientras que el 12,0%
presentd la marca H3K18ac, el 6,4% presenté H3K23ac y el 0,5% presentd
H3K18acK23ac. De los péptidos (27-40), solo el 1,5% no presentd PTMs. La
modificacion mas abundante correspondi6é a H3K27me2, con un 38,2%, seguida por la
H3K27me3 con un 32,3%. La H3K27me1 solo se presentd en un 0,3%. Ofras
modificaciones comprendieron a H3K36me1, con un 1,5%, H3K36me2, con un 8,5%,
H3K27me1K36me1, con un 1,1% y H3K27me2K36me1, con un 16,7%. La tri
metilacion de la lisina 36 no se estudid, y la marca de H3K27me1K36me2 no se

detectd.

3.2.3. PTMs en el extremo amino-terminal de la histona H4 del complejo IVa.

Las PTMs del extremo amino-terminal de la histona H4 del complejo
purificado se caracterizaron por espectrometria de masas. Se analizé el péptido (4-17),
el cual contiene cuatro lisinas acetilables (Lisinas 5, 8, 12 y 16). Los analisis se
enfocaron en los distintos grados. de acetilacion de este péptido, sin discriminar el sitio
de la modificacion. La Figura 15 muestra los porcentajes de los péptidos. Como se
observa, el 98,1% de los péptidos no tuvo PTMs. EI 1,6% de los péptidos presenté
acetilacion simple y el 0,2% de los péptidos presenté di acetilacién. La tetra acetilacién

se presantd en el 0,1% de los casos y no se detectd tri acetilacion.
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Figura 15. PTMs presentes en el extremo amino-terminal de la histona H4 del
complejo IVa. Se analizo el grado de acetilacion del péptido (4-17) de la histona H4,
tal como se indica. Se consideré al total de péptidos (4-17), modificados y sin PTMs,

como el 100%.
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3.3. Analisis y caracterizacién de las proteinas asociadas al complejo IVb.

3.3.1. Proteinas asociadas al complejo IVb.

Para identificar las proteinas asociadas al complejo Vb y las PTMs de las
histonas H3 y H4, se realizé un analisis de espectrometria de masas. La Figura 16
muestra el gel de acrilamida de la muesira analizada, tefiido con Azul de Coomasie.
Se identificaron alrededor de 600 proteinas, incluyendo a Importina-4 y a las histonas
H3 y H4. Se realiz6 una seleccion de las mismas bajo los criterios de nimero de
péptidos Unicos detectados, porcentaje de cobertura y/o funcion descrita. Dicha

seleccién de proteinas se presenta rotulada en la Figura 16.

3.3.2, PTMs en el extremo amino-terminal de la histona H3 del complejo 1Vb.

Las PTMs del extremo amino-terminal de la histona H3 del complejo
purificado se caracterizaron por espectrometria de masas, analizando los péptidos (9-
17), (18-26) y (27-40), generados por digestion con tripsina segun lo descrito en
materiales y métodos. Los andlisis se enfocaron en metilaciones y acetilaciones en los
residuos de lisinas. La Figura 17 muestra la abundancia relativa de los péptidos y los
porcentajes de PTMs. Como se aprecia en la Figura 17A, los 3 péptidos presentaron
abundancias relativas diferentes entre si, siendo el péptido (18-26) mas abundante,
seguido por el (9-17) y finalmente por el {27-40). Las PTMs analizadas se muestran en
las Figuras 17B, 17C y 17D. De los péptidos (9-17), el 71,8% se encontrd sin PTMs, el
21,5% presento [a marca de H3K9mef, el 5,0% presentd H3K9me2 y el 1,8% presentd
H3K9me3. No se observaron acetilaciones en ninguno de los residuos. De los péptidos

(18-26), el 98,4% no presentd PTMs, mientras que el 1,6% presentd la marca
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Probable ubiquitina hidrolasa carboxilo terminal, FAF-Y [1]

DNA (citosina-5) metiltransferasa 1 [5]

Proteina asociada a culina, disociada de NEDDS [27]

Importina-4 [15]

Importina-a [1]

Enzima activadora-modificadora tipo ubiquitina [5]

Poli (ADP-ribosa) polimerasa 1 [29]

N-alfa-acetiltransferasa 25, subunidad awiliar del complejo NatB [4]
Poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa [6]

N-alfa-acetiltransferasa 15, subunidad auxiliar del complejo NatA [34]
Proteina 4, de la familia Heat shock 70 kDa [12]

Ubiquitina hidrolasa carboxilo terminal 16 [14]

Factor facilitador de la replicacion del DNA MCM3 [18]

Culina 4A [8)

tRNA (citosina 5) metiltransferasa NSUN2 [28]

N alfa acetiitmasferasa 35, subunidad auxiliar del complejo NatC [5)
Factor facilitador de Ia replicacion del DNA MCMS5 [10]

Proteina relacionada al Factor de crecimiento derivado de Hepatoma 30
Helicasa de RNA ATP dependiente DDX3X [17]

Subunidad 2 de la enzima activadora de SUMO [7]

Proteina “Heat shock cognate 71 kDa" [18)

Helicasa 2 de DNA ATP dependiente, subunidad 1 [9]

Subunidad ASH2 del complejo histona metiltranferasa Set1/Ash2 [6]
Proteina 3 con dominio SET [19)

Homologo de DnaJ, subfamilia C, miembro 9 [5]

Proteina 3 de interaccion con HIRA (HIRIP3) [8]

Histona acetiltransferasa tipo B, subunidad catalitica [2)

Proteina 3 con dominios SET y MYND [5]

Proteina 1 con dominios “Basic leucine zipper® y W2 [22]

Caseina quinasa |, isoforma alfa [7]

DEK [3]

Poli (ADP-ribosa) glicohidrolasa ARH3 [2]

Sustrato de la quinasa C, Miristoilado, rico en alanina [17]

Proteina SUMO ligasa de E3 NSE2 [1]

N alfa acetiltransferasa 10, subunidad catalitica del complejo NatA [19]
Proteina “High mobility group” B3 [27]

Proteina Dr1 [2]

Factor de Transcripcion BTF3, homélogo 4 [6]

Histona H3 [2)

Proteina “High mobility group” HMG-VHMG-Y [7]

Histona H4 [7]

Proteina cromosomal no-histonica HMG-14 [17]

Coomasie

Figura 16. Proteinas presentes en la fraccion enriquecida en el complejo IVb. Gel
de acrilamida, tefiido con Azul de Coomasie, de la fraccion de proteinas enriquecidas
en el complejo IVb. A la izquierda, se indica el marcador de peso molecular, a la
derecha, se sefala una seleccion de algunas de las proteinas identificadas por
espectrometria de masas. El nimero de péptidos Unicos detectados para cada

proteina se indica entre paréntesis cuadrado.
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Figura 17. PTMs presentes en el extremo amino-terminal de la histona H3 del
complejo IVb. (A) Abundancia relativa de los péptidos estudiados por espectrometria
de masas, tal como se indica. La abundancia relativa se determiné como la intensidad
de la senal dada por cada péptido, normalizada contra la sefial dada por un péptido
estandar "R10", empleado como referencia externa. (B) Analisis de PTMs por
espectrometria de masas del péptido (9-17) de la histona H3. (C) Analisis de PTMs por
espectrometria de masas del péptido (18-26) de la histona H3. (D) Analisis de PTMs

por espectrometria de masas del péptido (27-40) de la histona H3.
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de H3K18ac. De los péptidos (27-40), el 85,2% no presentd PTMs. El resto de estos
péptidos presentd H3K27me1, en un 3,4%, H3K27me2, en un 3,2%, H3K27me3, en un
0,5%, H3K36me2, en un 0,5%, H3K27me1K36me2, en un 2,5% y H3K27me2K36me1
en un 2,9%. No se observd H3K36mel ni H3K27me1K36me1. H3K36me3 no se

estudio.

3.3.3. PTMs en el exiremo amino-terminal de la histona H4 del complejo Ivb.

Las PTMs sobre el extremo amino-terminal de la histona H4 del complejo
purificado se caracterizaron por espectrometria de masas, bajo el mismo método
empleado para determinar las PTMs de la histona H4 del complejo 1Va. Se analizo el
péptido (4-17), el cual contiene cuatro lisinas acetilables (lisinas 5, 8, 12 y 16), y se
determind el grado de acetilacién de los péptidos, no asi la posicion de la acetilacion
sobre los mismos. La Figura 18 muesira los porcentajes de acelilacion del péptido,
respecto del total de péptidos (4-17) de la histona H4. Como se observa, tan solo el
15,7% de los péptidos no se presenté modificado. El péptido mas abundante que se
detectd consistié en el di acetilado, con un 42,4%. El 38,0% de los péptidos se
encontrd mono acetilado, mientras que la tri acetilacion se encontro en el 3,7% de los

casos. La tetra acetilacién se observo solo en el 0,2% de los péptidos.

3.4. Andlisis de las variantes de la histona H3, H3.1 y H3.3, asociadas a los

complejos IVa y IVb.

Se empled espectrometria de masas para identificar la proporcion de las

variantes de la histona H3 asociadas a cada complejo. En humanos, la secuencia de
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Figura 18. PTMs presentes en el extremo amino-terminal de la histona H4 del

complejo IVb. Se analiz6 el grado de acetilacion del péptido (4-17) de la histona H4,

tal como se indica. Se considero al total de péptidos (4-17), modificados y sin PTMs,

como el 100%.
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aminoacidos de la variante H3.3 posee una serina en la posicion 31, la cual esta
sustituida por una alanina en la variante H3.1. Esfa sustitucion se traduce en una
diferencia de 16 Da entre H3.1 y H3.3 en el péptido (27-40), generado luego de la
digestion con tripsina descrita para histonas en materiales y métodos (1601,95 u.m.a.
para el péptido correspondiente a H3.1 y 1617,83 u.m.a. para el péptido
correspondiente a H3.3). Los analisis realizados, presentados en la Figura 19,
indicaron que el 100% de los péptidos (27-40) de la histona H3 asociada al complejo
IVa correspondian a la variante H3.1. En cuanto a la histona H3 asociada al complejo
IVb, el 50% de los péptidos (27-40) correspondioé a la variante H3.1y el 50% restante a

H3.3.
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Figura 19. Analisis de variantes de la histona H3 presentes en cada complejo. Se
analizé al péptido (27-40) de la histona H3 de los complejos IVa y IVb y se determiné,
por su diferencia de masas, la proporcién de las variantes H3.1 y H3.3 presente en

ellos.




4, DISCUSION

41. Aislamiento y purificacion de los complejos IVa y IVb de translocacién

nuclear de las histonas H3 y H4.

Para aislar los complejos de translocacion nuclear de las histonas H3 y H4 se
empleé como estrategia la purificacion, a través de distintas técnicas bioquimicas, de
extractos citosdlicos S100 derivados de células Hela cultivadas asincrénicamente. De
las tecnicas empleadas, el usec de la columna de intercambio anionico DEAE-5PW nos
permilid separar los distintos complejos citosdlicos de la histona H3, tal como se habia

logrado en trabajos previos del laboratorio (Alvarez y col., 2011).

Durante el proceso de purificacion, la separacion de los complejos [Va y IVb se
logré en el tercer paso de cromatografia de intercambio aniénico, en donde se
obtuvieron tres peaks de histona H3 que eluyeron a distintas conductividades (Figura
5). Basados en los resultados previos del laboratorio y en el analisis de Western blot
realizado, se determind que los dos primeros peaks de la histona H3 correspondian a
los complejos 1V, mientras que el tercero correspondia al complejo lIl. De los dos
peaks correspondientes a los complejos IV, el primero se encontré asociado a
Importina-4, a la histona H4, a la isoforma B de la chaperona especifica de histonas
Asfl y ala PTM H3KSme1, mientras que el segundo estaba asociado a Importina-4, a
la histona H4, a la isoforma A de la chaperona Asf1 y a las PTMs H3K9me1 y H3ac
(H3K14ac) (Figura 6). Estos resuitados son consistentes con las descripciones previas

de los complejos IVb y [Va, respectivamente, que se publicaron por nuestro laboratorio
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(Alvarez y col, 2011), corroborandose la existencia de los complejos IVa y Vb, esta
vez a través de una purificacion realizada a gran escala (empleando altas cantidades

de proteina proveniente de extractos citosélicos $100).

Aunque por medio de cromatografia de intercambio anidnico se logré separar a
los complejos IVa y Vb, se determiné que las fracciones proteicas que los contenian
eran mas complejas que lo conveniente para un correcto analisis de espectrometria de
masas. Una vez terminadas las nuevas purificaciones, el complejo Vb se analizé por
espectrometria de masas, pero no asi el complejo IVa, ya que presentaba una
abundante proteina "contaminante”, de identidad desconocida, que en SDS-PAGE
tenia una movilidad electroforética similar a [a de la histona H3 (Figura 9). Debido a su
abundancia, el espectro de la proteina contaminante podria haber sido mas intenso
que el de la histona, enmascarando a esta Gltima y dificultando su analisis. Luego de
tres pasos de purificacion en gradientes de glicerol, la proteina contaminante no pudo
ser eliminada, motivo por el cual se decidié continuar con el andlisis por
espectrometria de masas, Luego del analisis, se determind que la proteina
contaminante correspondia a Mrp-14, una proteina de unioén a calclo y zinc involucrada
en procesos inflamatorios y de respuesta inmune (Kolke y col., 2012). Hasta la fecha,
su interaccion con las histonas H3 y H4 o con algunas de sus chaperonas no ha sido

reportada, lo cual sugiere que no est& asociada al complejo IVa.

En todos los pasos de purificacion, las proteinas Importina-4, Asfla/b y H3
presentaron peaks que co-eluyeron entre si, lo cual es indicativo de que estan
formando parte de un complejo proteico. A pesar de esta evidencia, experimentos
adicionales, como ensayos tipo pull-down, seran necesarios para confirmar los

resultados.
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Interesantemente, aunque en las distintas cromatografias no se observéd que un
peak de HAT1 co-eluyera con los peaks de los complejos 1V, siempre se observaron
remanentes de esta enzima en esas fracciones. Se ha descrito que Importina-4 es un
componente abundante de los complejos que contienen HAT1 (Tagami v col,, 2004;
Jasencakiva y col., 2010) y también se ha descrito que, en S. cerevisiae, HAT-B (la
holoenzima que acetila a [a histona H4 citosdlica en levaduras) forma un complejo con
las proteinas Asf1p (homoélogo de Asfla/b), Kap123p (homdlogo de Importina-4) y las
histonas H3 y H4 (Blackwell y col., 2007). A pesar de esto, la evidencia recopilada en
e! presente trabajo no es suficiente para respaldar la presencia de HAT1 en los
complejos que contienen Importina, lo cual es consistente con los trabajos de Campos
y Alvarez (Campos y col., 2010; Alvarez y col, 2011). Una posible explicacién a esta
discrepancia entre lo descrito en ia literatura y los resultados de este trabajo esta en la
metodologia empleada, pues en los frabajos que describieron una asociacion entre
Importina-4 y HAT se emplet como estrategia la inmunoprecipitacion de la histona H3
desde los extractos citosélicos y se analizé todo aquello que co-inmunoprecipitara,

obieniéndose una mezcla de todos los complejos citosolicos de la histona.

Al realizar la comparacién de las fracciones enriquecidas en los complejos IVa
y IVb, por medio de Western blot (Figura 6}, se observé una diferencia en la migracion
electroforética de la histona H3, en donde la del complejo Vb presentd un retardo en
comparacion a la del complejo [Va. Este resultado, observado en 6 ensayos de
Western blof distintos {lo cual descarta un problema técnico asociado la electroforesis
de la muestra), sugiere que la histona H3 asociada al complejo IVb tiene un peso
molecular ligeramente mayor que en el complejo IVa. Una posible explicacién podria

radicar en las PTMs presentes en las histonas, pues se ha reportado gue algunas
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PTMs, como poli-ADP-ribosilacién, pueden afectar la migracién de las proteinas
citosdlicas en un SDS-PAGE (Shi y col., 2012), Sera interesante investigar si existe

alguna PTM fuera de Ia region amino-terminal que pueda causar este fenémeno.

4.2. Identificacion de las proteinas asociadas a los complejos de
translocacion nuclear de las histonas H3 y H4, analisis del patrén de

modificaciones posttraduccionales de sus histonas y analisis de variantes.

4.2.1. Complejo IVa.

Se detectaron alrededor de 120 proteinas, lo cual es esperado dada la
complejidad de la muestra y la alta sensibilidad de la técnica. Respecto a esto, un
anico péptide es suficiente para la identificacién de una proteina por medio de
especiromeiria de masas, alin cuando su concentracién bordee los niveles
attomolares (Valaskovic vy col., 1995). Para muestras de alta complejidad, como las
analizadas en este trabajo, un péptido puede ser identificado afin cuando su

concentracion sea picomolar.

Entre las proteinas detectadas que podrian tener alguna funcién relacionada
con este complejo, se identificd a la chaperona nuclear de histonas DEK, capaz de
depositar histonas en las secuencias reguladoras del DNA (Sawatsubashi y col.,
2010), y HIRIP3, que interacttia con la chaperona HIRA y las histonas H3 y H4 (Lorain
y col.,, 1998). También se enconird6 MCM3, una proteina nuclear esencial para la
replicacion del DNA y que forma parte del complejo helicasa MCM2-7 (Young & Tye,
1997}, el cual entrega las histonas removidas de los nucleosomas a la chaperona Asf1

(isoformas A y B) durante los procesos de replicacion, reparacién y transcripcion del
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DNA (Groth y col., 2007). Sin embargo, no fue posible detectar Asf1a, lo cual es
inconsistente con los analisis de Western blot que indicaron que esta proteina es
constituyente del complejo (Figura 6). Tampoco pudo observarse Importina-4,

componente esencial de los complejos de translocacion nuclear.

Tanto DEK como HIRA depaositan la variante H3.3 de la histona H3 en el DNA,
lo cual podria haber tenido alguna correlacién con las caracteristicas del complejo IVa.
Nuestra hipdtesis es que este complejo podria estar enriquecido en la variante H3.3,
pues se ha descrito que H3.3 esta enriquecida en la marca de acetilacion (Loyola y
col., 2006) y que Asfla tiene preferencia por entregar histonas H3 a HIRA (Abascal y
col, 2013). Para realizar el analisis de las variantes, nos valimos del hecho de que
H3.1 y H3.3 son diferenciables entre si a través del péptido (27-40), ya que H3.1
posee una alanina en la posicion 31 que en H3.3 esta reemplazada por una serina.
Asi, entre los peptidos (27-40) de ambas variantes existe una diferencia de peso
molecular de 16 Da, siendo el péptido (27-40) de la histona H3.3 el mas pesado.
Interesantemente, el 100% de los péptidos (27-40) de |la histona H3 asociada al
compiejo 1Va correspondieron a la variante H3.1 (Figura 19), lo cual no era lo

esperado.

A pesar del inesperado resulitado del andlisis de las variantes de H3 asociadas
al complejo IVa, el hecho de haber observado tinicamente a H3.1 es congruente con el
patron de PTMs detectado (Figura 14} Se ha descritc que H3.1 estd asociado
mayoritariamente, pero no exclusivamente, a marcas de represién de la transcripcién
tales como H3K27me2 (Loyola y cal, 2006), la cual se detecto en el 38,2% del total de
péptidos analizados. Asimismo, se observé un 25% de monometilacién en la lisina 9,

junto con un 40% de dimetilacion en la lisina @ y un 33% de trimetilacion en la lisina 27.
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Estas dos ultimas marcas son propias de las histonas nucleosomales (Justin y col.,
2010). Al analizar ias modificaciones de la histona H4 (Figura 15), no se detectaron
peptidos (4-17) diacetilados, lo cual tamblén era inesperado, pues un patrén tipico de
PTMs de la histona H4 citosélica recientemente sintetizada es la acetilacién de las

lisinas 5y 12 (Perry y col., 1993).

Con estas evidencias de PTMs y de proteinas asociadas al complejo IVa, se
concluyd que el complejo analizado por espectrometria de masas no corresponderia al
complejo 1Va, sinc que probablemente a un complejo de histonas desensambladas de
la cromatina. Posiblemente, el complejo Va se perdié en algin paso de purificacién
posterior a la ltima cromatografia de intercambio anidnico, y también es muy probable
que, junto con el complejo IVa aislade en el tercer paso de cromatografia de
intercambio anidnico, hayan habido remanentes de complejos nucleares no-
nucleosomales de [as histonas H3 y H4, los cuales se enriquecieron al someter la
muestra a una purificacién en la columna CM-celulosa. Para analizar al complejo IVa
por medio de espectrometria de masas sera necesario realizar su purificacion solo
hasta el paso de cromatografia en la columna DEAE-5PW, evitando el uso de la

columna CM-celulosa y de ias gradientes de glicerol.

4,22, Complejo IVh.

En la fraccién proteica correspondiente al complejo 1Vb se detectd Importina-4
y otras carioferinas, como Importina-B e Importina-9, las cuales también se han
involucrado en la translocacion de histonas al interior del ntcleo. En efecto, trabajos
anteriores describieron que, en células Hela, Importina-4, Transportina, Importina-5,

Importina-7 e Importina-9 serian responsables de mediar la translocacion nuclear de




61

las histonas H3, H4, H2A y H2B (Muhlhausser y col., 2001; Baake y col., 2001),
aungue con diferentes especificidades. Por ejemplo, Importina-9 tendria mayor
importancia en mediar la translocacién de las histonas H2A y H2B, mientras que
mportina-4 e Importina-5 en mediar la translocacion de las histonas H3 y H4. También
se detectaron las histonas H3 y H4, pero no se detecté Asf1. Esto puede deberse a
que, para el analisis de espectrometria de masas, solo se analizaron las bandas con
proteinas que fueran mas abundantes, cortandolas desde los geles de poliacrilamida
tefiidos con Azul de Coomassie. Asi, cabe la posibilidad de haber perdido a Asf1

durante este proceso.

Ademas, se detectaron multiples proteinas ribosomales, factores de iniciacién y
elongacion de la transcripcion, factores remodeladores de la cromatina y componentes
de la maquinaria de reparacion del DNA. También se detecto a la proteina DNA metil
transferasa 1 (DNMT1), la cual es responsable de mantener los patrones de metilacion
del DNA, la cual es una marca involucrada en el silenciamiento de genes (Kar y col.,
2012). La deteccion de todas estas proteinas tiene sentido dada la presencia de las
distintas Importinas en la muestra, las cuales median la translocacién nuclear de todos
estos factores. Por ejemplo, se ha descrito que importina-4 e Importina-9 median la
translocacion nuclear tanto de las proteinas ribosomales como de otras proteinas
nucleares (para mayor detalle revisar Chook & Stiel, 2011). Dado que las carioferinas
B (familia a la que pertenecen las Importinas detectadas) son proteinas de gran
tamafio y con multiples sitios de union a proteinas cargo (Conti y col., 2006; Cook y
col., 2007), se puede especular que median la translocacion simultanea de muchas de

las proteinas detectadas junto con el complejo IVa. Sera necesario comprabar esto en

el futuro.
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Respecto de las PTMs asociadas a la histona H3 de este complejo, se detecto
la monometilacién de la lisina 9 en el 20% de los péptidos analizados, lo cual es
concordante con lo descrito para las histonas H3 citosolicas (Loyola y col., 2006). Si
bien también se detectd dimetilacion y trimetilacion de Ia lisina 9, los porcentajes no
sobrepasaron el 5% y el 2% respeciivamente. En cuanto a H4, mas del 40% de los
péptidos (4-17) se encontraron diacetilados, concordante con las acetilaciones en las

lisinas 5 y 12 esperadas para una histona H4 recientemente sintetizada.

Al analizar las variantes de H3 asociadas a este complejo, los antecedentes
descritos en la literatura nos indicaban dos posibles escenarios: que el complejo Vb
estuviera asociado tanto a H3.1 como a H3.3, o que estuviera asociado,
preferentemente, a H3.1. Esito, pues se ha descrito que tanto Asfla como Asflb
poseen afinidades similares hacia H3.1 y H3.3 in vitro (Tagami y col., 2004), pero
también se ha descrito, en un trabajo reciente, que Asflb, in vivo, interactia
preferentemente con CAF-p60, Ja sub-unidad central del complejo CAF que media la
deposicion de la variante H3.1 en la cromatina durante la fase S del ciclo celular
(Abascal y col., 2013). La espectrometria de masas reveld que el complejo IVb estaba
asociado a ambas variantes por igual, con un 50% de los péptidos (27-40) de H3
correspondiendo a la variante H3.1 y el otro 50% a H3.3 (Figura 19). Asi, con las
evidencias recopiladas, se puede determinar que efectivamente el complejo IVb
purificado y analizado por espectrometria de masas correspondia a un complejo
citosdlico de las histonas H3 y H4, enriquecido en monometilacién de la lisina 9 de Ia

histona H3.
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4.3. Implicancias de la existencia de los complejos IVa y IVb de translocacién

nuclear de las histonas H3 y H4.

En base a los resultados de Western blot, se puede especular que los
complejos |Va y IVb estarian entregando histonas a distintas magquinarias de
ensamblaje de la cromatina y que tendrian distintos impactos en la expresién genética.
Asi, el complejo IVa se encargaria de translocar histonas enriquecidas en PTMs
asociadas a activacion de ia transcripcion (H3K14ac), mientras que el complejo Vb se
encargaria de translocar histonas enriquecidas en PTMs asociadas a la represidn
transcripcional (H3KS9me1). Esto es interesante, pues podria implicar que existe una
maquinaria que entrega informacion a la cromatina en replicacién, ayudando a
mantener una "memoria” en el pairon de PTMs de las histonas, que ya estaria
operando desde el cifosal. Asi, simplem‘ente al realizar un "switch" en el suministro de
las histonas, prefiriendo una de las dos vias por sobre la otra (complejos IVa o IVb), se
favorecerian distintos estados en la cromatina, segin los distintos requerimientos

celulares. Sera muy interesante explorar esta posibilidad.

En cuanto al hecho de entregar histonas a distintas maquinarias de ensamblaje
de la cromatina, se puede especular que el complejo Vb, enriquecido en la isoforma B
de Asf1, adquiriria una mayor importancia al momento de translocar histonas durante
la fase S del ciclo celular, entregando las histonas preferentemente a la chaperona
CAF-1, mientras que el complejo IVa, enriquecido en la Isoforma A de Asf1, adquiriria
una mayor importancia en el resto del ciclo celular, entregando histonas a Ila
maquinaria de ensamblaje de la cromatina en la que actlia la chaperona HIRA (esto en
base al antecedente de la interaccién preferencial de Asf1b con CAF-1 y de Asf1a con

HIRA) (Abascal y col., 2013).
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Con los resultados de espectrometria de masas, podemos afirmar que el
complejo 1Vb no media la translocacion nuclear exclusiva de alguna de las variantes
de H3, translocando tanto a H3.1 como a H3.3. Sin embargo, debemos tener en
consideracion que los complejos purificados provienen desde extractos S100 de
células Hela asincronicas. Asi, cabe la posibilidad de que, de todas formas, el
complejo IVb esté enriquecido en histonas H3.1 durante la fase S del cicio celular e
incluso que durante esta fase el complejo iVb sea prevalente sobre el complejo Va.
Para comprobar esta hipdtesis sera interesante realizar experimentos con células
Hela sincronizadas y realizar los extractos S100 durante la fase S del ciclo celular,

especificamente en tiempos tempranos de dicha fase.




5. CONCLUSIONES

Se confirmé la existencia de los complejos IVa y Vb de translocacion nuclear
de las histonas H3 y H4,

El analisis comparativo demosfré que el complejo I1Va esta enriquecido en la
marca H3ac y que el complejo IVb esta enriquecido en la marca H3K9me1.
Ambos complejos de translocacién nuclear estan asociados a Importina-4, pero
a diferentes isoformas de Asfl: el complejo Vb esta asociado solo a Asf1b,
mientras que el complejo [Va esta mayoritariamente asociado a Asf1a.

Los resultados espectrometria de masas indicaron que, al finalizar las
purificaciones, no se purificé el complejo IVa, sino que, posiblemente, un
complejo de histonas H3 y H4 nuclecsomales desensambladas de la
cromatina.

Los resultados de espectromeiria de masas del complejo IVb detectaron a
Importina-4 y el patron de PTMs de ia histona H3 revelé que alrededor del 20%
de esta histona presenta H3K8me1. El 40% de la histona H4 present6 la marca
de diacetilacion esperada.

El100% de la histona H3 asociada a lo purificado bajo el nombre de "complejo
IVa" correspondié a H3.1, mientras que en el complejo Vb, el 50%

correspondio a H3.1 y €l otro 50% a H3.3.
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