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RESUMEN

Una vez que las histonas son traducidas en los ribosomas, estas sufren una
serie de modificaciones post-traduccionales antes de entrar al ndcleo. En particular, se
han descrito las modificaciones y los complejos que forman las histonas H3 y H4 con
distintas chaperonas. En esta cascada de maduracién, la primera modificacién que se
establece es H3K9mel, la cual se genera de manera cotraduccional mediante la
metiltransferasa SetDB1 asociada al ribosoma. Sin embargo, sélo el 36% de H3
soluble presenta esta modificacion, lo que sugiere la existencia de un mecanismo de
regulacion, el cual no ha sido descrito hasta la fecha. Utilizando células sincronizadas
realizamos un analisis mediante Western Blot para evaluar la presencia de SetDB1, H3
y H3K9mel en ribosomas provenientes de células enriquecidas en distintas fases del
ciclo celular. Logramos determinar que hacia el final de la fase S, hay una mayor
presencia de SetDB1 en los ribosomas. En cuanto a H3 y H3K9me1, observamos una
acumulacién de la proteina y la marca tanto al inicio como al final de la fase S. Por lo
tanto, se concluye que existiria un mecanismo de regulacién dependiente del ciclo
celular para la generacion de la marca H3K9mel. Futuros estudios se requeriran para

identificar las bases moleculares y el mecanismo de regulacién de este proceso.



ABSTRACT

Once histones are translated in the ribosomes, they are post-translationally
modified before entering in the nucleus. Previous studies characterized the maturation
cascade involved in the establishment of modifications and folding of histones H3 and
H4. On this maturation cascade, the first modification imposed is H3K9mel, which
occurs cotranslationally by SetDB1, a methyltransferase associated to the ribosome.
However, only 36% of the soluble H3 carries this modification, which suggests the
existence of a regulation mechanism for the generation of this mark. Using
synchronized cells, we performed a Western Blot analysis to assess the presence of
SetDB1, H3, and H3K9mel on ribosomes obtained from cells enriched in different
phases of the cell cycle. We found that SetDB1 is enriched on ribosomes at late S
phase. We observed an accumulation of H3 and H3K9mel at early and late S phase.
We concluded that there is a cell cycle dependent regulatory mechanism for the
generation of H3K9mel. Future studies will be required to identify the molecular basis

of this process.



INTRODUCCION
El material genético de los organismos eucariontes se presenta compactado en forma
de cromatina, cuya unidad fundamental es el nucleosoma. Este estd compuesto por
147 pares de bases de acido desoxirribonucleico (DNA por sus siglas en inglés), los
cuales dan 1,65 vueltas alrededor de un octdmero de proteinas formado por un
tetrAmero de las histonas H3 y H4 flanqueado por dos dimeros de las histonas H2A y

H2B (Lugery col., 1997; Andrews & Luger, 2011).

Las histonas son proteinas de bajo peso molecular, entre 10 y 16 kDa, con una
alta proporcion de aminoacidos basicos, en particular lisinas y argininas (Daly y col.,
1951). Poseen un punto isoeléctrico entre pH 10,4 y 10,8 (Mirsky & Pollister, 1946), lo
gue genera que tengan una carga neta positiva, altamente afin al DNA. Estas proteinas
se caracterizan por tener distintas modificaciones post-traduccionales (PTMs)
principalmente en sus extremos N-terminales. Dichas marcas generan cambios en la
interaccion entre el DNA y proteinas y/o forman puntos de anclaje para el
reconocimiento de diversos factores que modulan la estructura de la cromatina
(Kouzarides, 2007). Esto origina que distintas zonas del genoma posean diferentes

niveles de compactacion (Lennartsson & Ekwall, 2009).

A pesar de que la funcién de las histonas dentro de la célula se ejecuta cuando
éstas estan asociadas al DNA, también es posible encontrarlas separadas de éste,
reservorio que se denomina histonas solubles. Como ejemplos de dicho reservorio
estan aquellas histonas que han sido escindidas del nucleosoma como parte normal de

los procesos que ocurren sobre el DNA, asi como histonas recientemente



sintetizadas que adn no han sido incorporadas a la cromatina (Gunjan & Verreault,
2003). Estudios bioquimicos han demostrado que en células humanas asincrénicas el
1% de las histonas totales corresponde a histonas solubles, siendo alrededor de la

mitad de ellas, histonas que se encuentran en el citoplasma (Loyola y col., 2006).

Luego de que las histonas H3 y H4 son traducidas en los ribosomas libres del
citoplasma, éstas son procesadas a través de una “cascada de maduracion” que
involucra distintos tipos de complejos proteicos de histonas, chaperonas y enzimas
(Figura 1). En esta via las histonas adquieren su correcto plegamiento y algunas de
sus PTMs (Campos y col., 2010; Alvarez y col., 2011; Gurard-Levin y col., 2014; ). En
el caso de la histona H3, la primera metilacion en aparecer en esta via de maduracién
corresponde a la monometilacion de la lisina 9 (H3K9mel), modificacion que se genera
de manera cotraduccional (Rivera y col., 2015). Estudios realizados en histonas
solubles indicaron que sélo un 36% de la histona H3 presenta la marca H3K9mel
(Loyola y col., 2006). Esta monometilacion en H3K9 por si sola se ha relacionado con
activacion génica (Barski y col., 2007), sin embargo su principal rol descrito dentro del
ndcleo es ser sustrato de las metiltransferasas Suv39hl y Suv39H2 para generar
H3K9me3. Esto se lograria mediante un mecanismo en el cual el complejo HP1a-
CAF1-SetDB1 monometila H3 soluble que serd incorporada en la heterocromatina
durante la replicacion del DNA (Loyola y col., 2009). Posteriormente HP1a-CAF1 se
encargaria de, por una parte ensamblar el tetramero H3-H4 en el DNA recientemente
sintetizado, y por otra, entregar la proteina HP1a en los sitios de heterocromatina que
se estan replicando (Quivy y col.,, 2004). Luego H3K9mel seria sustrato de

Suv39H1/H2, generandose H3K9me3 en estos sitios (Loyola y col., 2006). Dicha



trimetilacion es necesaria para reclutar mas HP1a, generando la formaciéon de

dominios de heterocromatina (Stewart y col., 2005).
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Figura 1. Cascada de maduracion de H3 y H4 recientemente sintetizadas. Se muestra la via por la

cual las histonas H3 y H4, una vez que son sintetizadas en los ribosomas, forman una serie de complejos
gue van a guiarlas hacia su ingreso al nucleo, ademas de generar el heterodimero H3-H4 y establecer las

distinas PTMs.

Sin embargo, H3K9me3 no solamente se encuentra en regiones de
heterocromatina. También es posible encontrarla en regiones génicas, participando de
un mecanismo de regulacion transcripcional (Schultz y col., 2002). Un ejemplo es la
regulacion de la expresion de histonas. En Drosophila existe un mecanismo de
inactivacion de estos genes hacia el final de fase S, en donde el interruptor molecular
HERS, al ser fosforilado en esta etapa del ciclo, se une a regiones reguladoras de la
expresion de histonas y ancla HP1 y Suv39 a estas zonas. De esta manera se genera
H3K9me3 induciendo la compactacion de la cromatina y la inactivacién de estos genes

(Itoy col., 2012).



Existe una gran variedad de metiltransferasas de histonas, habiendo en
mamiferos 6 enzimas capaces de metilar la H3K9, las cuales corresponden a Suv39hi,
Suv39h2, EuHMTase, G9a, SetDB1 y SetDB2 (Kouzarides, 2007). La caracteristica
comun de estas proteinas es la presencia de un dominio SET, el cual es especifico
para la metilacién de H3K9 utilizando S-adenosil-metionina como cofactor (Dillon y col.,
2005). Se ha reportado que algunas de estas enzimas presentan una localizacion
subcelular predominante, encontrdndose G9a y EuHMTasa principalmente en el ndcleo
y asociadas a la cromatina, Suv39H1/H2 principalmente asociadas a la cromatina,
mientras que SetDB1 presenta una localizacion tanto nuclear como citosélica (Loyola y

col., 2006).

SetDB1 ((Suppressor of variegation (Su(var)3-9), Enhancer of zeste(E(z)) and
Trithorax) domain, bifurcated 1) es una enzima que posee 1291 aminoacidos de largo y
un peso molecular de 143 kDa. Esta proteina, como su nombre lo indica, se caracteriza
principalmente por poseer un dominio SET que le permite catalizar la reaccién de
metilacién utilizando L-lisina como sustrato y SAM como cofactor, generando asi S-
adenosil-L-cisteina y N(6)-metil-L-Lisina en la histona H3. La actividad catalitica de esta
proteina requiere de la presencia de dos dominios adyacentes ricos en cisteinas, Pre-
SET y Post-SET (Harte y col., 1999). Ademas, el dominio SET presente en SetDB1
contiene una insercion de 347 aminoacidos conservada entre diversos organismos
(Schultz y col., 2002), la cual, para que SetDB1 presente actividad catalitica, debe ser
monoubiquitinada en la lisina 867 mediante la familia UBE2E de enzimas E2, de
manera independiente de ligasas E3 (Sun & Fang, 2016). Esta proteina también posee
un dominio MBD que se une a CpG metilados y dos dominios TUDOR, que en general

actian como adaptadores moleculares, uniéndose a lisinas metiladas y permitiendo el



ensamblaje de complejos macromoleculares (Schultz y col., 2002; Yang y col., 2002;

Clough y col., 2007; Pek y col., 2012), (Figura 2).

NH3—- I Is Insereién  ET COOH

Tudaor MBD  Pre-SET Post-SET

Figura 2. Esquema de la proteina SetDB1. Se muestra la posicion de los dos dominios Tudor, el dominio
de unién a DNA metilado (MBD), los dominios Pre y Post-SET, y el dominio SET. La insercion de 347

aminoacidos se indica mediante la caja gris.

SetDB1 estd implicado en varios procesos bioldgicos. Durante el desarrollo
embrionario, ratones nulos para ESET, el ortélogo de SetDB1 en esta especie,
presentan una alta tasa de mortalidad peri-implantacion. Se ha especulado que esto se
deberia a que participa en la formacion de patrones epigenéticos durante el desarrollo
temprano (Dodge y col., 2004). Ademas, SetDB1 contribuye a la represion de genes
que codifican para reguladores del desarrollo y a la mantencién del estado troncal de
las células embrionarias, por lo que la depleciéon de esta proteina puede llevar a la
desestabilizacion del estado de troncalidad de las células embrionarias (Bilodeau y col.,
2009). El silenciamiento de ESET en ratones también puede llevar a la diferenciacion
de estas células hacia células tipo trofoblasto, y a la induccién de genes asociados con
este tipo celular. Esto ocurriria debido a que ESET estaria interactuando con el factor
de transcripcion Oct4, el cual a su vez recluta a ESET hacia genes asociados a
trofoblasto para silenciarlos. De esta forma ESET estaria restringiendo la

pluripotencialidad celular en células embrionarias (Yuan y col., 2009).



Por otro lado, SetDB1 se ha visto involucrado en el silenciamiento de retrovirus
endogenos en primordios de la linea germinal de embriones. En estas células la
transcripcién de los retrovirus esta inhibida por la metilacion del DNA, sin embargo, al
evitar la expresion de SetDB1 en estas células, se observa una disminucion de la
represion de los retrovirus enddgenos, revelando que SetDB1 es esencial como
guardian de la expresion proviral, previo a la metilacién del DNA de la linea germinal
(Liu y col., 2014). Esto también se ha visto a nivel global, en donde SetDB1 estaria
generando un silenciamiento proviral a través de modificaciones de histonas (Matsui y
col., 2010). Adicionalmente, SetDB1 se ha asociado a enfermedades neuronales como
la enfermedad de Huntington, en donde ocurre una sobreexpresién de esta proteina en
pacientes con dicha enfermedad generando un aumento de los niveles de H3K9me3
(Ryu y col., 2006). EI mecanismo de esta sobreexpresion estaria mediado por la
proteina mutada huntingtina, la cual induce el factor de transcripcién Spl, el cual a su

vez activa la transcripcion del gen que codifica para SetDB1 (Qiu y col., 2006).

Esta proteina también tendria un rol asociado a cancer de higado y melanoma.
En el caso del cancer de higado, se ha observado que hay una sobreexpresion de
SetDB1, y que ademas la inactivacion de esta enzima disminuye el crecimiento celular.
Esto ocurriria debido a que en células tumorales, p53, factor de transcripcion que
favorece el crecimiento celular, interactia con SetDBL1, lo cual genera la dimetilacion
de p53 en la lisina 370, aumentando la estabilidad de este factor (Fei y col., 2015). En
melanoma, los niveles de SetDB1 también estarian aumentados, lo cual estaria
acelerando la formacién de melanomas y generando la desregulacion de diversos
genes (Ceol y col.,, 2011).SetDB1 tanto purificada desde células como la proteina

recombinante genera las marcas H3K9mel, H3K9me2 y H3K9me3 en ensayos in vitro



(Schultz y col., 2002; Rivera y col., 2015). Sin embargo, la actividad de esta proteina
puede variar al asociarse a otras proteinas, como por ejemplo, al unirse al co-represor

MAM con el cual es capaz de trimetilar H3K9 (Yang y col., 2002).

En cuanto a su rol sobre H3K9mel citosodlico, en células HelLa se observé que
una disminucién de la expresion de SetDB1 conlleva a una baja en los niveles de esta
marca (Loyola y col., 2009). Posteriormente se descubrié que SetDB1 es capaz de
asociarse a los ribosomas, en donde cataliza de manera cotraduccional la reaccion de
monometilacion de H3K9 (Rivera y col., 2015). Por lo tanto, SetDB1 seria capaz de
generar un reservorio de H3K9mel tanto en el citosol, acoplado a los ribosomas, como

en el ndcleo.

De acuerdo con los antecedentes expuestos, la actividad cotraduccional de
SetDB1 sugiere que la presencia de la marca de monometilacion sobre H3K9 debe
tener una gran importancia para la célula dado que debe generarse en el momento en
que la proteina es sintetizada, sin embargo, el hecho de que no todo el reservorio de
H3 presente esta modificacion apunta a que debe existir un mecanismo por el cual los
niveles de H3K9mel son regulados. Dado que H3 se expresa principalmente de
manera acoplada a la fase S del ciclo celular (Marzluff & Duronio, 2002), una
posibilidad es que la regulacion de la generacién de la marca esté ligada al ciclo,

principalmente a dicha fase.

Por lo tanto, el presente proyecto propone estudiar la asociacion de SetDB1 a
los ribosomas en las distintas fases del ciclo celular y determinar su impacto sobre el
establecimiento de H3K9me1, de manera de dar luces acerca de la forma en la que los

niveles de H3K9me1l son regulados en la célula.



Hipotesis
e El avance de la fase S del ciclo celular se correlaciona con un aumento de la
asociacion de SetDB1 a los ribosomas, aumentando a su vez los niveles de

H3K9me1l.

Objetivo General
e Estudiar la asociacion de SetDB1 a los ribosomas en las distintas fases del ciclo
celular y correlacionar tal asociacion con los niveles de H3K9mel presentes en la

histona H3 citosodlica asociada a los ribosomas.

Objetivos Especificos

e Obtener cultivos sincronicos de células HeLa mediante el doble bloqueo con
timidina.

e Purificar polisomas desde células en distintas fases del ciclo celular y analizar los

niveles de SetDB1, H3 y H3K9mel.



MATERIALES Y METODOS

1. Materiales y Soluciones

a. Material Bioldgico y Cultivo Celular

Se utilizo la linea celular HeLa, proveniente de un carcinoma cervical humano,
las que se mantuvieron a 37°C y 5% de CO, en medio de cultivo DMEM HIGH
GLUCOSE, suplementado con suero fetal bovino al 10%, L-Glutamina (0,2 mM),
Penicilina (10 U/mL) y Estreptomicina (10 pg/mL), adquiridos en Hyclone. La Tripsina
5x se adquirié en GE Healthcare Life Science (Estados unidos). EI PBS pH 7,4 10x se

adquirié en Thermo Fisher (Estados Unidos).

b. Sincronizacién celular, extraccidon de proteinas y cuantificacion.

Los reactivos, Tris-HCI, SDS, EDTA, se adquirieron en Invitrogen (Estados
Unidos). El cloruro de sodio se adquiri6 en Merck (Alemania). El cloruro de potasio, el
DTT, el NP-40, el Triton X-100, la leupeptina, la aprotinina, la cicloheximida y la
timidina, se adquirieron en Sigma-Aldrich (Estados Unidos). EI PMSF se adquirié en
AppliChem (Alemania). La proteina estdndar seroalbumina bovina, a concentracién 2,0
mg/ml, y el reactivo de Bradford "Coomassie PlusTM Protein Assay Reagent" se

adquirieron en Thermo Scientific (Estados Unidos).

c. Western Blot
El Tris, acrilamida y bis-acrilamida se adquirieron en Invitrogen (Estados
Unidos). El Azul de Bromofenol se adquirio en Merck (Alemania). EI BSA en polvo
liofilizado se adquiri6 en Sigma-Aldrich (Estados Unidos). Los compuestos Rojo

Ponceau S, TEMED, Tween 20 y B-mercaptoetanol y se adquirieron en Winkler
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(México). El glicerol de grado analitico se adquiri6 en Calbiochem (Alemania). El APS
se adquirid en AppliChem (Alemania). Las membranas de PVDF de 0,45 uym y el
estdndar de peso molecular para SDS-PAGE "PageRulerTM Prestained Protein
Ladder" se adquirieron en Thermo Scientific (Estados Unidos). Los kits de quimio-
luminiscencia “SuperSignal® West ECL Chemiluminescent Substrate", "SuperSignal®
West Pico Chemiluminescent Substrate" y "SuperSignal® West Dura Extended
Duration Substrate" se adquirieron en Thermo Scientific (Estados Unidos). Las
soluciones de revelado y fijacion, asi como las peliculas radiogréficas, se
adquirieron en AGFA (Argentina).

Los geles separadores de poliacrilamida empleados en SDS-PAGE se
prepararon a la concentracion requerida de acrilamida segun las muestras a analizar,
con una proporcion de acrilamida-bisacrilamida de 30:0,8. Cada gel tuvo una
concentracion final de 36,6 mM Tris (pH 8,8) y 0,1% (p/v) SDS. Para su polimerizacion,
se afiadieron APS y TEMED a concentraciones finales de 0,6% (p/v) y 0,2% (v/v),
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-HCI (pH 6,8) y 0,1% (p/v) SDS. Para su polimerizacion, se afiadi6 APS y TEMED a
concentraciones finales de 0,6% (p/v) y 0,2% (v/v), respectivamente.

Los anticuerpos primarios anti Histona H3 (N° de catalogo: ab1791), anti
H3K9mel (N° de catalogo: ab9045), anti RPL5 (N° de catalogo: ab74744), anti RPS3A
(N° de catélogo: ab171742), anti SetDB1 (N° de catalogo: ab9045) y anti 3-Actina (N°
de catalogo: ab3280) se adquirieron en Abcam (Reino Unido). Los anticuerpos anti
ciclina B1 (N° de catalogo: 4138) y anti Ciclina E1 (N° de catalogo: 4129) se

adquirieron en Cell Signaling (Estados Unidos). Los anticuerpos secundarios anti 1gG
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de conejo acoplado a peroxidasa de rabanito (N° de catalogo: 611-7302) y anti IgG de
ratén conjugado a peroxidasa de rabanito (N° de catdlogo: 610-1302), se adquirieron

en Rockland (Estados Unidos).

d. Citometria de Flujo

La RNAsa se adquirié en Invitrogen (Estados Unidos). El Yoduro de Propidio se

adquirié en Life Technologies (Estados Unidos).

e. Oftros reactivos

El etanol, isopropanol, &cido clorhidrico fumante (37%), acetona y metanol se
adquirieron en Merck (Alemania). El acido tricloroacético y el Azul de Coomassie

"Brilliant Blue G-250", se adquirieron en Sigma-Aldrich (Estados Unidos).

f. Equipos
Las centrifugaciones para colectar las células se realizaron en una centrifuga
“Eppendorf® Centrifuge 5702” de Sigma-Aldrich (Estados Unidos). Las
centrifugaciones a 4°C se realizaron en una centrifuga "Heraeus FrescoTM 17
Microcentrifuge W", modelo 75002420 de Thermo Scientific (Estados Unidos) o en una
Ultracentrifuga "Beckman OptimaTM XL-100K Ultra centrifugue" de Beckman-Coulter

(Estados Unidos), empleando el rotor SW 55 del mismo fabricante.

2. Soluciones y Tampones.
Se utilizé agua destilada para completar los volimenes de aquellas soluciones

gue presentan sus concentraciones en porcentaje (p/v) o (V/v).
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a. Tampoén de Laemmli 5X

Se prepar6 con una concentracion final de 10% (p/v) SDS, 25% (v/v) gliceroal,
5% (v/v) B-mercaptoetanol y 312,5 mM Tris-HCI, agregando 50 mg/ml de Azul de
Bromofenol para colorear. Para la preparacion de las muestras destinadas a SDS-

PAGE, se diluy6 este tampo6n en la muestra hasta una concentracion 1X.

b. Tampdn de corrida 10X

Se prepar6 con concentraciones de 250 mM Tris, 2 M Glicina y 1% (p/v) SDS

Para realizar el SDS-Page se llevé a 1X diluyéndolo con agua destilada.

c. Tampon de transferencia
Se utilizé para transferir las proteinas desde los geles de poliacrilamida hacia
las membranas de PVDF, se prepar6 con tampon de corrida 10X, metanol y agua

destilada en proporciones 1:2:7, respectivamente.

d. Solucién de bloqueo

Se empled para el bloqueo de las membranas de PVDF una vez terminada la
transferencia, se prepard con leche descremada al 5% (p/v) o BSA liofilizada al 1%
(p/v) en T-TBS 1X, formulado con concentraciones de 20 mM Tris (pH 7,5), 150 mM

NaCly 0,1% (v/v) Tween-20.

e. Rojo Ponceau

Se utilizé para la tincion de las membranas de PVDF. Se prepar6 con una

soluciéon de 0,1% (p/v) Rojo Ponceau y 5% (v/v) acido acético.
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f. Tampdn RIPA

Se usOd para realizar extracto total de proteinas. Se prepardé con
concentraciones de 20 mM Tris pH 8, 150 mM NaCl, 1% (p/v) NP-40, 1% (v/v)

Desoxicolato de sodio, 0,1% (v/v) SDSy 1 mM EDTA.

g. Tampon de lisis celular

Se empled para romper las células de las cuales se obtuvieron los polisomas.
Se prepar6 con una composicion de 100 mM Tris (pH 7,4), 50 mM KCI, 25 mM MgCls,
100 pg/ml cicloheximida, 1 mM DTT, 100 uM PMSF, 4 uM Leupeptina, 0,3 uM

aprotitina 'y 1% Triton X-100.

h. Colchén de sacarosa

En esta solucion se centrifugaron los extractos celulares desde donde se
obtuvieron los polisomas. Consistia en 35% (p/v) sacarosa, 10 mM Tris (pH 7,4), 85

mM KCl y 5 mM MgCl.,.

i. Tampdn de resuspension

Utilizado para resuspender los polisomas. Estaba compuesto de 10 mM Tris

(pH 7,4), 10 mM NaCl, 3 mM MgCl, y 0,2 mM DTT.

3. Métodos

a. Cultivo v sincronizacion del ciclo celular:

Células HelLa se cultivaron en monocapas para realizar un bloqueo doble con
timidina segun lo descrito (Xeros, 1962). Brevemente, se sembraron células a un 30%
de confluencia y se afiadié 2 mM de timidina durante 16 h. Posteriormente las células
se lavaron dos veces con PBS y se liberaron en medio libre de timidina por 9 h. Luego

se repitid el bloqgueo con 2 mM de timidina durante 16 h para finalmente liberar las
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células hacia el avance del ciclo celular. Luego se tripsinizaron y colectaron a distintos
tiempos post-desbloqueo de manera de obtener células sincronizadas en distintos

puntos del ciclo celular.

b. Andlisis del ciclo celular mediante citometria de flujo:

Posterior a la sincronizacion, y para verificar el proceso, se colectaron 2x10°
células, las que se lavaron con PBS y se resuspendieron en 1 mL de PBS. Luego se
fijaron agregando gota a gota, en baja agitacion, etanol frio hasta llegar a una
concentracion de 70% (v/v). Las células se mantuvieron durante toda la noche a -20°C.
Posteriormente, se lavaron con PBS e incubaron con 300 pL de 20 pg/mL RNAsa A en
PBS durante toda la noche, a 4°C. Finalmente, las células se diluyeron hasta una
concentracion de 2x10° células/mL y a 500 pL se le agregé 2 pL de 10 mg/mL Pl para

luego ser analizadas a través del citometria de flujo.

c. Extracto total:
Las células se lavaron con PBS y se centrifugaron a temperatura ambiente a
800 g por 5 min. Las células sedimentadas se trataron con un volumen igual al
volumen de células utilizando el buffer RIPA. Se resuspendieron en el buffer y se
dejaron en rotacién a 4°C por 20 min, para luego ser centrifugadas a 13.300 x g por 20
min. Finalmente el sobrenadante se recuperd y se midié su concentraciéon mediante el
método de Bradford. Se prepararon alicuotas a una concentracion de 1 pg/uL de

proteinas y se almacenaron a -80°C.

d. Obtencién de polisomas:

Los polisomas se obtuvieron a partir de 25x10° células para cada punto a

analizar, tanto para células sincronizadas como células asincronicas, segun lo descrito
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por Rivera y col. (2015). Brevemente, las células HelLa se incubaron con 100 pg/mL de
cicloheximida durante 1 h previo a su recoleccion. Luego de tripsinizarlas y lavarlas con
PBS, se incubaron en rotacién durante 20 min a 4°C en el tampdn de lisis celular.
Finalizada la incubacion, las células se centrifugaron en frio (4°C) a 13300 x g durante
20 min, siendo luego el sobrenadante cargado sobre un colchén de sacarosa
completando un volumen final de 5 mL en tubos Thinwall, Ultra-Clear™ 5 mL
(Beckman). El colchén se ultracentrifugé en frio (4°C) en un rotor SW55 (Beckman)
durante 16 h a 116000 x g, para luego resuspender el pellet generado, enriquecido en
ribosomas, en el tampon de resuspension. Se midio la concentracion de RNA utilizando
un Nanodrop 2000 (Thermo Scientific). Se prepararon alicuotas con una concentracion
de 600 ng/uL y se almacenaron a -80°C. Las proteinas asociadas a los ribosomas

purificados se analizaron a través de Western blot.

e. Western Blot:

Se separaron las proteinas mediante SDS-PAGE. Luego de transferir las
proteinas desde los geles de poliacrilamida a las membranas de PVDF, a una corriente
de 400 mA por 90 min, éstas se tifieron usando la solucién de Rojo Ponceau, durante
10 min, y se destifieron con metanol al 100%. El bloqueo de las membranas se realizd
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 T-TBS 1X. Luego de la
incubacién 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 rabanito, durante 1h, a temperatura ambiente. El anticuerpo

secundario se prepar6 en T-TBS 1X en proporcion de 1:5000, excepto cuando se usé
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como anticuerpo primario anti Histona H3, usandose en ese caso el anticuerpo
secundario en proporcion 1:10000. Posteriormente, las membranas se lavaron 3 veces
con T-TBS 1X, durante 5 min cada vez, y se revelaron utilizando los distintos reactivos

de quimioluminiscencia.

f. Programas y Andlisis Informaticos:

La citometria de flujo se realiz6 utilizando el programa “BD FACSDIVA™
Software” (BD Biosciences). Los analisis de ciclo celular se realizaron en el programa
“FlowJo vX.0.7” (Tree Star). Los andlisis de densitometria se efectuaron con el
programa “ImageJ 1.43m” (National Institute of Health). Los gréaficos se realizaron con
el programa GraphPad Prism 5 (GraphPad). Este programa también se utilizé para los
analisis estadisticos, realizando un test de ANOVA y posteriormente un test de Tukey
entre todos los pares de columnas. Valores de p < 0,05 se consideraron como
significativos. La edicién de imagenes y figuras se realiz6 con los Programas Adobe

Photoshop CS3 Extended y Adobe lllustrator CC2014 (Adobe Systems).



RESULTADOS

1. Sincronizacion de células Hela.

Para poder estudiar la asociacion de SetDB1 a los ribosomas y los niveles de
H3K9mel durante las distintas etapas del ciclo celular, se obtuvo en primera instancia
células sincronizadas y se determinaron los tiempos a analizar dentro del ciclo celular.

a. Obtencion de células sincronizadas mediante el doble blogueo con

timidina.
Para sincronizar las células se utilizo la técnica de doble bloqueo con timidina

esquematizada en la Figura 3, siguiendo el protocolo descrito en Materiales y Métodos.
Luego se colectaron las células entre 0 y 345 min una vez finalizado el segundo

bloqueo.

Timidina Liberacion Timidina Liberacion Coleccion

Figura 3. Esquema de sincronizacién celular mediante doble bloqueo con timidina. Se indican los
puntos en donde se adiciona timidina 2 mM y donde se liberan las células para continuar con el ciclo
celular. Los pasos de liberacion implican el lavado de las células y cambio de medio de modo de retirar el
exceso de timidina. Finalmente las células son colectadas, lo que se indica con las lineas segmentadas

que representan una cinética de tiempo variable, posterior al doble bloqueo con timidina.

17
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Como control se utilizaron células que se sometieron a los mismos cambios de
medio, pero sin la adicién de timidina. Las células colectadas se analizaron mediante
citometria de flujo utilizando PI para determinar la cantidad de DNA en cada célula.
Aquellas que se encuentran en la fase G1/GO del ciclo, presentan una cantidad de
DNA equivalente a 2C. Las que se encuentran en G2 0 en mitosis, tienen una cantidad
de DNA correspondiente a 4C. Aquellas que poseen una cantidad intermedia, entre 2C

y 4C, son las células que se encuentran en la fase S del ciclo celular (Figura 4A).

Se colectaron muestras cada 45 min hasta los 225 min de manera de analizar
con mayor detalle o que corresponde a la fase S del ciclo celular, y luego cada 60 min
hasta llegar a los 345 min, en donde se espera encontrar las células sincronizadas en
G2 o M. En los histogramas obtenidos (Figura 4B) se observé una distribucién que
corresponde a lo esperado en la condicion control, es decir, una alta cantidad de
células formando un pico en 50K en el canal PE-A, una poblacion distribuida
uniformemente entre 50K y 100K, y una segunda acumulacion de células en el valor
100K en el canal PE-A, pero compuesta de menos células que la poblacion
correspondiente a 50K. En las células obtenidas a 0 min posterior al segundo bloqueo,
se observl un primer pico, correspondiente a células en G1/G0, y luego un segundo
pico correspondiente a células sincronizadas en un punto de la fase S. Este segundo
pico se desplaz6 hacia la derecha a medida el tiempo transcurrié hasta los 285 min,
indicando que habia una poblacion sincronizada en la fase S que luego paso a estar en
G2/M. Transcurridos 345 min post segundo bloqueo, la altura del segundo pico
disminuy6, mientras que la del primer pico aumentd, indicando que las células

volvieron a fase G1/G0.
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La cuantificacién de cada una de las poblaciones se muestra en la Figura 4C.
En la condicién control un 55,9% de las células se encuentran en G1/G0, mientras que
un 23,6% de las células se encuentran en la fase S y un 20,5% en G2/M. En el caso de
las células sincronizadas, a los 0 min 15,4% se encontraban en G1/GO0, poblaciéon que
se mantuvo relativamente constante, sin sobrepasar el 20% del total de células hasta
los 285 min, y s6lo aumentando hasta el 35% a los 345 min. En cuanto a las células en
S, alos 0 min el 60,6% se encontraba en esta fase, porcentaje que disminuy6 casi a la
mitad a los 135 min, alcanzando el 32,4%, y a un tercio a los 285 min, llegando so6lo al
20%. Por otro lado, la poblacién de células en G2/M aumenté a medida disminuy6 la
poblacion en S, como era de esperar. A 0 min, el 24% de las células estaban en G2/M,
pero esto aument6 hasta llegar al 62,9% de la poblacion a los 225 min, valor que se
mantuvo constante hasta los 345 min, donde disminuy6 hasta el 51,6%, indicando que

a este tiempo las células ya comenzaron a salir de G2/M y a entrar en G1/GO.

Considerando lo anterior, se determin6 que entre los 0 y los 90 min las células
estan predominantemente en fase S, entre los 135 y 345 min estan principalmente en
G2/M, y que a los 345 min era posible encontrar células que terminaron una ronda de
division, por lo que se considerd este tiempo como el limite para observar células en
G2/M. Ademas, como se esperaba, se determiné que el protocolo de sincronizacion

estaba funcionando.
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Figura 4. Sincronizacién de células HelLa. (A) Histograma modelo de células asincrénicas. Se
muestra un histograma representativo de células sin sincronizar. En el eje Y se presenta el niumero de
células para cada valor en el eje X. El canal PE-A se presenta en el eje X y corresponde a una
cuantificacion de la sefial proveniente de la fluorescencia del Pl, la cual es directamente proporcional a la
cantidad de DNA en cada célula. Se identifican las poblaciones con una cantidad de DNA equivalente a
2C, 2C-4C y 4C, correspondientes a células en las fases del ciclo celular G1/GO, S y G2/M,
respectivamente. (B) Histograma de células sincronizadas. Se muestra un experimento representativo
de células sincronizadas mediante un doble bloqueo con timidina y liberadas durante diferentes tiempos.
Se sobrepusieron en el eje Z los histogramas obtenidos para el grupo control, y las células sincronizadas a
distintos tiempos, indicados a la derecha de cada histograma. (C) Porcentaje de células en las fases
G1/G0, Sy G2/M a los distintos tiempos post-sincronizacidon. Se indica el porcentaje de células en las
fases del ciclo celular G1/GO (izquierda), S (medio) y G2/M (derecha), obtenidos para las células

sincronizadas colectadas a los distintos tiempos. n=3, ( * p < 0,05).
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b. Obtencién de células sincronizadas en presencia de cicloheximida.

Debido a que el protocolo de obtencion de polisomas incluye el uso de
cicloheximida, un inhibidor de la sintesis de proteinas que impide la separacién de las
subunidades de los ribosomas que estan traduciendo, era necesario investigar si esta
molécula altera el avance del ciclo celular. Para determinar esto, se utilizé6 el mismo
protocolo de sincronizacién, pero agregando cicloheximida 1h previo a la coleccion de
las células. Al igual que en el caso anterior, las células sincronizadas se analizaron
mediante citometria de flujo. Los resultados se muestran en la Figura 5A. Como era de
esperar, se observd el desplazamiento a lo largo del tiempo de una poblacion de
células en la fase S, que aumentd de manera conjunta la cantidad de DNA en su
interior. Sin embargo, se obtuvo una cinética del ciclo celular diferente con respecto a
la sincronizacion realizada sin cicloheximida (comparar Figura 5A y Figura 4A). El
avance del ciclo se retraso por la presencia de cicloheximida, lo que se vio reflejado en
que recién a los 300 min la cantidad de células en la fase S empezé a disminuir,
alcanzando un 56,6% de células en esta fase, y disminuyendo a un 29,7% a los 400
min (Figura 5B), a diferencia de lo que ocurrié con el experimento mostrado en la
Figura 4B, en donde a los 285 y 345 min aproximadamente un 15% de las células
estaban en fase S. De esto se concluye que a los 0 min la mayoria de las células se
encuentran en G1/GO0, entre los 90 y 300 min la mayor parte de las células se
encontraban en fase S, y a los 400 min la poblacion predominante pertenece a la fase

G2/M.

Para corroborar la sincronizacion celular a nivel de proteinas, se realizaron
extractos de proteinas totales desde células sincronizadas en presencia de

cicloheximida y se analizaron los niveles de ciclinas E1 y B1 mediante Western Blot,
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utilizando B-actina como control de carga (Figura 5C). La ciclina E1 tiene su pico de
expresion al final de la fase G1, mientras que la ciclina B1 lo presenta en mitosis
(Truman y col., 2001). Las células obtenidas a los 0 min post bloqueo presentaron el
pico de la expresion de ciclina E1, expresion que disminuy6 con el avance del tiempo.
Por otro lado, en cuanto a la ciclina B1, se observé una baja expresion a lo largo del
tiempo, presentando un pico de expresion a los 400 min. Estos resultados indicaron
que a los 0 min, las células se encontraban en la transicion desde G1 hacia S, que
entre los 90 y 300 min las células estaban principalmente en la fase S del ciclo celular,
y que a los 400 min las células estaban entre G2 y M. Ademas se evidencié que el

avance del ciclo se produjo de manera normal en las células sincronizadas.
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Figura 5. Desarrollo del ciclo celular en presencia de cicloheximida. (A) Histograma de ciclo celular
mediante citometria de flujo en presencia de cicloheximida. Se sobrepusieron los histogramas de
células sincronizadas en distintos puntos del ciclo celular, cultivadas presencia de cicloheximida durante 1
hora previo a la coleccion de las células. (B) Porcentaje de células en cada fase del ciclo a los
distintos tiempos post-sincronizacion. Se indica el porcentaje de células en las fases del ciclo celular
G1/GO (izquierda), S (medio) y G2/M (derecha), obtenidos para las células sincronizadas colectadas a los
distintos tiempos. (C) Determinacion de los niveles de ciclinas en células sincronizadas mediante
Western Blot. Para cada muestra, se cargaron 5y 15 ug de proteinas proveniente de extractos totales en
geles al 8% (p/V) de acrilamida. Los anticuerpos anti Ciclina E1, anti Ciclina B1 y anti B-Actina se usaron a

una dilucién 1:1000. n=3 (Ver Anexo 1), ( * p £0,05).
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Recopilando todos los resultados anteriores, se les asigné un nombre a las
poblaciones de células obtenidas en los distintos tiempos, de acuerdo al momento del
ciclo al que corresponden. Cero min correspondié a células en la interfase G1/S (G1);
90 min se considerd como el inicio de la fase S (IS); 165 min como el medio de la fase
S (MS); 240 min como un momento intermedio entre la mitad y el final de la fase S
(MFES); 300 min como el final de la fase S (FS); y 400 min como un momento en el cual
las células estarian entre G2 y la fase M del ciclo celular (G2/M). Por lo tanto, se logré

establecer las condiciones para la sincronizacién de las células HelLa.

2. Determinacion de los niveles de SetDB1 en polisomas aislados desde células en
distintas fases del ciclo celular.
Con el objetivo de estudiar si la asociacién de SetDB1 a los ribosomas se
regula de manera dependiente del ciclo celular, se estudiaron polisomas aislados

desde células sincronizadas en las distintas fases del ciclo celular.

Se corroboré la sincronizaciéon mediante citometria de flujo analizando una
muestra al momento de la coleccién de las células (Figura 6A). Se observo que el pico
de células en fase S se desplazaba hacia la derecha a lo largo del tiempo de acuerdo a
lo esperado, hasta llegar hacia la zona del histograma correspondiente a la fase G2/M,
de manera similar a lo visto en la Figura 5A, indicando que las células estaban
sincronizadas en distintas etapas del ciclo celular. Una vez obtenidos los polisomas, se
analizaron mediante Western Blot (Figura 6B). Dado que la concentracion de las
muestras obtenidas se midié en funcion de RNA, se utilizaron como control de carga
las proteinas ribosomales RPL5 y RPS3, cuya cantidad debiese ser directamente
proporcional a la cantidad de RNA. Se observaron niveles constantes de RPL5 y

RPS3, indicando que se carg6 la misma cantidad de polisomas para cada punto. Al



27

observar los niveles de SetDB1 en los polisomas, se pudo apreciar que una vez
iniciada la fase S estos niveles se mantuvieron constantes entre G1 y S, aumentando
en MS y alcanzando un pico en MFS, para luego disminuir levemente en FS, y de
manera mucho mas dréstica en G2/M. Esto nos indicaria que SetDB1 se acumula en

los polisomas en la mitad de la fase S.
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Figura 6. Determinacion de los niveles de SetDB1 en polisomas de células sincronizadas. (A)
Histograma de células sincronizas utilizadas para la obtencién de polisomas. Se muestra la
sopreposicion de los histogramas de células sincronizadas para la purificacion de polisomas. La figura
corresponde a una imagen representativa de tres réplicas de purificacion. (B) Analisis mediante Western
Blot de los niveles de SetDB1 presentes en polisomas. Se utilizaron geles al 8% (p/V) de acrilamida y
se cargaron 3y 9 ug de RNA para cada muestra. El anticuerpo anti SetDB1 se utilizé a una dilucion 1:1000
mientras que los anticuerpos anti RPL5 y anti RPS3 se utilizaron en una mezcla de ambos a una dilucion
1:64000 y 1:160000, respectivamente. Los geles mostrados son representativos de 3 réplicas bioldgicas

(Ver Anexo 2).
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3. Determinacion de los niveles de H3K9mel en polisomas aislados desde células en
distintas fases del ciclo celular.

Utilizando los mismos polisomas obtenidos para analizar la presencia de
SetDB1 a lo largo del ciclo celular, se examiné la presencia de H3 y H3K9mel,
utilizando nuevamente RPL5 y RPS3 como control de carga. Los resultados obtenidos
de los Western Blots de H3 (Figura 7A) mostraron que esta proteina se acumulé
principalmente en el punto correspondiente a G1, para luego decaer levemente en IS y

aun mas en MS. Posteriormente, se observé una acumulacion en FS.

Al analizar los niveles de H3K9mel (Figura 7B), se observd, al igual que para
H3, una acumulacién en G1, para luego disminuir al avanzar el ciclo, como se
evidencié para IS y MS. Posteriormente se observd un aumento de H3K9me1l hacia el

final del ciclo celular, con un pico en MFS.

Finalmente, del andlisis de los polisomas se desprende que SetDBl y

H3K9mel se acumulan al final de la fase S del ciclo celular.
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Figura 7. Determinacion de los niveles de H3 y H3K9mel en polisomas de células sincronizadas.
(A) Analisis mediante Western Blot de los niveles de H3 presentes en polisomas. Se utilizaron geles
al 12,5% (p/V) de acrilamida y se cargaron 250 y 750 ng de RNA para cada muestra. El anticuerpo anti H3
se utiliz6 a una dilucién 1:10000 mientras que los anticuerpos anti RPL5 y anti RPS3 se utilizaron en una
mezcla de ambos a una dilucién 1:16000 y 1:40000, respectivamente. Los geles mostrados son
representativos de 3 réplicas biologicas. (B) Analisis mediante Western Blot de los niveles de
H3K9mel presentes en polisomas. Se utilizaron geles al 12,5% (p/V) de acrilamida y se cargaron 1y 3
Hg de RNA para cada muestra. El anticuerpo anti H3K9me1l se utiliz6 a una dilucién 1:1000 mientras que
los anticuerpos anti RPL5 y anti RPS3 se utilizaron en una mezcla de ambos a una dilucién 1:16000 y
1:40000, respectivamente. Los geles mostrados son representativos de 3 réplicas biologicas (Ver Anexo

3).



DISCUSION

1. Sincronizacion de Células Hela.

Debido a que deseabamos estudiar la presencia de SetDB1 y el estado de la
marca H3K9me1l en los polisomas en distintas etapas del ciclo celular, era necesario
en primera instancia generar células sincronizadas. Dado que H3 se expresa asociada
a la fase S del ciclo celular (Marzluff & Duronio, 2002), y a que la marca H3K9mel esta
involucrada en la generacion de heterocromatina, evento que se desarrolla al final de S
(Cowell y col., 2002), decidimos usar un método que nos permitiera obtener células
sincronizadas en distintas etapas de esta fase. El doble bloqueo con timidina permite
detener el avance del ciclo celular durante la transicién entre G1 y S (Xeros, 1962).
Esto ocurriria presumiblemente debido a una disminucion del reservorio de dCTP,

desoxinucledtido necesario para la sintesis de DNA (Bjursell & Reichard, 1973).

En células HelLa asincronicas, la duracion de la fase S del ciclo celular es de
500 min, mientras que la duracion del ciclo completo es de alrededor de 20 horas
(Hahn y col., 2009). Sin embargo, en células sincrénicas, la duracién de la fase S es
menor, entre 200 y 260 min (Whitfield y col., 2002). Esto se condice con nuestros
resultados de sincronizacién, ya que a los 285 min se logr6 obtener células que

estaban reingresando a G1.

Una vez que se obtuvieron células en distintos puntos del ciclo celular y dentro
de la fase S, se procedié a sincronizar células en presencia de cicloheximida. Esta
molécula bloquea la elongacion traduccional y no altera el perfil de purificacion de

polisomas (Schneider-poetsch y col., 2010). Estas caracteristicas hacen idénea a la

31
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cicloheximida para purificar ribosomas que se encuentran en estado de traduccion,
pero dado que es un inhibidor de la sintesis de proteinas podria retrasar el avance del
ciclo celular. De hecho, se ha reportado que la cicloheximida es capaz de detener el
avance del ciclo celular en distintas fases (Verbin & Farber, 1967; Ranning y col., 1981,
Liu y col., 2010). Se observé que efectivamente hubo un retraso en el avance del ciclo,
y que ademas las células estaban en mayor sincronia dado que la forma de los picos
era mas angosta. Ademas la cantidad de células que se encontraban en fase S
aumento, llegando hasta aproximadamente un 80%, en comparacion al 60% obtenido
en ausencia de cicloheximida (Figura 4C), y el cambio de fase entre S y G2/M fue mas
notorio que en la sincronizacién sin cicloheximida. Probablemente esto se deba a que
al inhibir la sintesis de proteinas, el avance del ciclo se ralentice por el alto

requerimiento de nuevas proteinas que tiene la célula en ese momento.

Dado que la expresién de ciclinas controla el avance del ciclo celular (Truman y
col., 2001), consideramos que el flujo normal de estas proteinas debiese mostrar que el
ciclo celular se estaba desarrollando de manera habitual. Ciclina E1 tiene su mayor
expresion hacia el final de G1, mientras que ciclina B1 tiene una maxima expresion en
mitosis (Truman y col., 2001). De acuerdo a nuestros resultados, se nombré a las
distintas muestras de células sincronizadas segun su posicion en el ciclo. Las células
gue presentaban la mayor expresion de E1 se consideraron como G1, tomando en
cuenta ademas el efecto de la sincronizacion y de la cicloheximida. Aquellas células
obtenidas a 400 min post sincronizaciébn se denominaron como G2/M (es decir, que
pueden pertenecer a G2 o a mitosis). El resto de las muestras de células sincronizadas
a los distintos tiempos se nombraron de acuerdo al avance de la fase S. Una limitacion

de este experimento es que no logramos discernir entre células en G2 y M, ya que no
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analizamos la presencia de ciclina A, que tiene su méxima expresion en G2,

decayendo rapidamente en mitosis.

2. Determinacion de los niveles de SetDB1 en polisomas aislados desde células en
distintas fases del ciclo celular.

Observamos que SetDB1 se encuentra unida a los ribosomas durante todas las
etapas del ciclo celular analizadas. Sin embargo, se observa una acumulacién de
SetDBL1 en los ribosomas hacia el final de la fase S del ciclo celular, en particular en
MFS (Figura 6B). Esto podria deberse a que al final de la fase S, el requerimiento
celular de H3K9mel seria mayor, dado que como ya se menciond, es una marca
necesaria para la generacion de dominios de heterocromatina (Rivera y col., 2014).
Ademas, la incorporaciéon de H3K9mel a la cromatina conllevaria, entre varios otros
sucesos, la represion estable de la expresion de mRNAs de histonas mediante el
mecanismo de represion de genes de Histonas, el cual es dirigido en Drosophila por la
proteina HERS. Se ha observado que la expresion de este interruptor molecular en
células humanas y de ratdn, genera una detencion del ciclo celular en G2/M, sugiriendo
la presencia de homoélogos de esta proteina en mamiferos. Sin embargo, su rol en
estos animales aun debe ser investigado (Ito y col., 2012). De existir un mecanismo
similar en mamiferos, se estaria generando un sistema de retroalimentacion negativo
en donde el aumento de H3K9me1l hacia el final de la fase S se traduciria en mayores
niveles de H3K9me3 conllevando a mayor compactacion de la cromatina, e impidiendo

asi la transcripcién de genes de Histonas.

En cuanto a la forma en que se regula la unién entre SetDB1 y el ribosoma, no
hay respuestas claras hasta la fecha. Una posibilidad es que sea a través de uno de

los dos dominios Tudor presentes en SetDB1. Se ha visto que estos dominios, que son
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capaces de reconocer lisinas metiladas (Pek y col., 2012), también estan presentes en
una variedad de proteinas que interactian con RNA (Ponting, 1997). Por lo tanto, es
posible que la interaccion de SetDB1 con el ribosoma ocurra a través de la unién de
uno de sus dominios Tudor al RNA ribosomal. EI mecanismo de interaccién entre
SetDB1 vy los ribosomas se espera analizar en el futuro, enfocando los estudios hacia
la interaccibn de estos dominios con el RNA, o en su defecto, con proteinas

ribosomales.

3. Determinacién de los niveles de H3K9mel en polisomas aislados desde células en
distintas fases del ciclo celular.

Al estudiar la presencia de H3 y H3K9mel lo primero que notamos fue la
acumulacién de ambas en la fase mediaffinal de S (Figura 7A-B). Debido a la
especificidad del anticuerpo contra H3K9mel, es de esperar que al aumentar la
presencia de H3, H3K9mel también aumente. Sin embargo los analisis de
densitometria mostraron que el aumento ocurria independientemente de los niveles de
H3, particularmente en G1, MFS y G2/M. La acumulacion de esta marca en momentos
distintos del ciclo, podria indicar roles distintos. En primera instancia, hacia el final de
Gly el inicio de S, habria un aumento de H3 dedicado a la mantencion del reservorio
de histonas para su uso en la estructuracion de nueva cromatina debido al proceso de
replicacion del DNA. Por lo tanto, la generacion de H3K9mel en esta fase estaria
principalmente dedicada a la cascada de maduracién de H3, generando el correcto
plegamiento y preparacion de las histonas para su entrada al ndcleo y posterior
incorporacién a la cromatina. Aqui, posiblemente H3K9mel no tendria un rol para

generar dominios de heterocromatina, sino que cumpliria una funcién ain no descrita
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dentro del correcto procesamiento de las histonas recientemente sintetizas, funcion

gue esta siendo investigada en nuestro laboratorio.

Dado que, como se menciond previamente, una fracciébn de las histonas no
nucleosomales se encuentran metiladas (Loyola y col., 2006), es probable que haya un
mecanismo de incorporacion de histonas a la cromatina que no incluya H3K9mel.
Prueba de esto es que se ha visto que los niveles de H3K9mel aumentan al comparar
cromatina naciente con cromatina madura, es decir post proceso de replicacion

(Alabert y col., 2014).

En cuanto al siguiente aumento de H3 y H3K9mel en MFS, este podria
relacionarse a que las histonas recientemente sintetizadas estarian dirigidas a la
generacién de dominios de heterocromatina al generarse un reservorio de uso directo

de histona H3K9 metilada para ser incorporada en la cromatina.

Considerando todo lo anteriormente expuesto, y a modo de resumen de lo
discutido, postulamos que SetDB1 y H3K9mel tendrian funciones distintas al inicio y
término de la fase S del ciclo celular. En el primer caso, se generaria la marca
necesaria para el correcto procesamiento de la histona H3, pasando a través a la
cascada de maduracion e ingresando al nucleo, perdiendo la marca de monometilacion
en algun momento previo a la formacion de nuevos nucleosomas, permitiendo que se
estructure cromatina que no necesariamente sera compactada de manera inmediata.
De esta forma, H3K9mel recientemente sintetizado no tendria un uso directo en la
formacion de dominios de heterocromatina. Posteriormente, hacia el final de S, se
produciria el reservorio de H3K9mel que serd usado como sustrato para generar

dominios de heterocromatina, es decir, la histona H3 mantendria la marca de
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monometilacion después de la cascada de maduracion y se incorporaria a la
cromatina, pudiendo ser entonces usada de manera directa para la formacién de

dominios de Heterocromatina (Figura 8).

En cuanto a las proyecciones de este trabajo, como se menciono,
consideramos necesario evaluar la actividad metiltransferasa de los polisomas
provenientes de células sincronizadas mediante ensayos in vitro. Ademas, estudiar la
presencia de desmetilasas y otras proteinas asociadas a la mantencién del reservorio
de H3 citosdlico, e investigar cdmo se regula la asociacion diferencial de SetDB1 a los

polisomas durante las distintas etapas del ciclo celular.
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Figura 8. Modelo explicativo de la doble funcionalidad de H3K9mel. Al inicio de fase S, SetDB1
estaria monometilando la lisina 9 de H3 de manera cotraduccional. H3 pasaria a la cascada de
maduracion, eventualmente perdiendo la marca de monometilaciéon antes de incorporarse a la cromatina.
Al final de fase S, H3K9mel tendria un uso directo desde su aparicion cotraduccional, manteniendo la

marca antes de incorporase a la cromatina, para conformar heterocromatina.



RESUMEN DE RESULTADOS
Se logré obtener células sincronizadas en distintos puntos del ciclo celular.
SetDB1 se acumula en los polisomas en un punto intermedio entre el medio y el
final de la fase S del ciclo celular.
H3 se acumula al inicio y al final de S.
H3K9mel tendria una mayor presencia en los polisomas al final de G1, en una

etapa intermedia entre el medio y el final de S, y en G2/M.

CONCLUSION
Los niveles de SetDB1 en los ribosomas se correlacionan con el avance de la
fase S el ciclo celular, particularmente aumentando desde la mitad hasta el final de
dicha fase. A su vez, H3K9mel también aumenta, manteniendo altos niveles en los

ribosomas desde la etapa media/final de S hasta G2/M.
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Anexo 1: Determinacién de los niveles de ciclinas en células sincronizadas mediante Western Blot.

Se muestras los analisis mediante Western Blot de las 3 réplicas biolégicas. Para cada muestra, se

cargaron 5y 15 pg de proteinas proveniente de extractos totales en geles al 8% (p/V) de acrilamida. Los

anticuerpos anti Ciclina E1, anti Ciclina B1 y anti -Actina se usaron a una dilucién 1:1000.
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Anexo 2: Andlisis mediante Western Blot de los niveles de SetDB1 presentes en polisomas. Se
utilizaron geles al 8% (p/V) de acrilamida y se cargaron 3 y 9 ug de RNA para cada muestra. El anticuerpo
anti SetDB1 se utilizé a una dilucién 1:1000 mientras que los anticuerpos anti RPL5 y anti RPS3 se

utilizaron en una mezcla de ambos a una dilucién 1:64000 y 1:160000, respectivamente.
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Anexo 3: Andlisis mediante Western Blot de los niveles de H3K9mel presentes en polisomas. Se
utilizaron geles al 12,5% (p/V) de acrilamida y se cargaron 1 y 3 ug de RNA para cada muestra. El
anticuerpo anti H3K9mel se utiliz6 a una dilucion 1:1000 mientras que los anticuerpos anti RPL5 y anti

RPS3 se utilizaron en una mezcla de ambos a una dilucion 1:16000 y 1:40000, respectivamente
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