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Resumen

Ski es un co-represor transcripcional de la via de senalizacion TGFp, entre
otras. En fibroblastos embrionarios de raton (MEFs), la ausencia de Ski induce a
defectos en la segregacion cromosomica, alteraciones de SAC y aneuploidia.
Recientemente, encontramos que en MEFs, Ski se localiza en la region
pericentromeérica de un nimero limitado de cromosomas mitoticos y esta localizacion
esta relacionada con cambios epigenéticos en la cromatina local. Para evidenciar la
localizacion y potencial funcion de Ski sobre la estructura de los cromosomas en
células humanas, evaluamos la presencia de esta proteina en cromosomas mitéticos
por inmunofluorescencia indirecta (IFI) e inmunoprecipitacién de cromatina (ChlP-
gPCR) en las lineas celulares epiteliales MCF7 y MCF10A. Encontramos que en
células MCF10A no-transformadas, Ski se localiza en la region pericentromérica de
cromosomas acrocéntricos. En cambio, en células MCF7, la localizacion de esta
proteina no es restrictiva a estos cromosomas. Para identificar el DNA satelital
ocupado por Ski, disefiamos partidores cromosoma-especificos para el satélite beta
(BSR) y el satélite humano Il (HSatll) usando la herramienta RepeatMasker (UCSC).
Los ensayos de ChIP-gPCR maostraron un enriquecimiento de la ocupancia de Ski en
BSR en el cromosoma 15, y en HSatll en el cromosoma 22. Una disminucion de los
niveles de Ski a través de un shRNA en células MCF10A provocaron una reduccion
de la tri-metilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3), mientras que la sobre-
expresion de esta proteina en células MCF7 llevd a un incremento de los niveles de
H3K9me3 en estas regiones. La marca de H3K9me3 es una caracteristica de
heterocromatina pericentromérica y es critica para la formacion apropiada del
centrémero. En conjunto, estos resultados sugieren una funcion potencial de Ski sobre
el mantenimiento de la heterocromatina pericentromérica en cromosomas humanos, lo
cual podria tener un impacto importante sobre la segregacién cromosdmica y la

estabilidad del genoma.



Abstract

Ski is a transcriptional co-repressor of TGFf and other signaling pathways.
In mouse embryonic fibroblasts (MEFs), absence of Ski leads to chromosome
segregation defects and aneuploidy. Recently we found that in MEFs, Ski is located at
the pericentromeric region of a limited number of mitotic chromosomes and that
localization is related to epigenetic changes in the local chromatin. To assess the
localization and potential function of Ski on chromosomal structure in human cells, we
evaluated the presence of this protein on mitotic chromosomes by indirect
immunofluorescence (IFI) and chromatin immunoprecipitation assays (ChIP-qPCR) in
MCF7 and MCF10A breast epithelial cell lines. We found that in non-transformed
MCF10A cells, Ski localizes at the pericentromeric region of acrocentric
chromosomes, while in MCF7 cells Ski was not restricted to these chromosomes. To
identify satellite DNA occupied by Ski, we designed chromosome-specific primers for
Beta Satellite (BSR) and Human Satellite 1l (HSatll) sequences, using the
RepeatMasker tool (UCSC). The ChIP-gPCR assays showed a enrichment of Ski
occupancy in BSR at chr 15, and HSatll at chr 22. Decreasing Ski levels by sShRNAs
in MCF10A cells resulted in reduced trimethylation of Lys9 in Histone 3 (H3K9me3),
while overexpression of Ski in MCF7 cells lead to increased H3K9me3 levels in these
satellite regions. H3K9me3 is a feature of pericentromeric heterochromatin and is
critical for proper centromere formation. Altogether, this data suggests a potential
function of Ski on pericentromeric heterochromatin maintenance in human
chromosomes, which could have a significant impact on chromosome segregation and

genome stability.



1. Introduccion

1.1  Epidemiologia e hitos del cancer.

El cancer es una de las principales causas de muerte en el mundo. En el 2012, se
estimaron 14,1 millones de nuevos casos de cancer, de los cuales 7,4 millones (53%)
afectaban a mujeres y 6,7 millones (47%) a hombres!. Dentro de estas cifras, encontramos
que los tipos de cancer que originan una mayor mortalidad en la poblacion son el cancer
de pulmén (hombres) y el cancer de mama (mujeres)'2. En Chile, la incidencia supera los
175,7 casos por cada 100.000 habitantes, con una mortalidad de 103 fallecidos por cada
100.000 personas, posicionandose esta enfermedad como un importante problema de

salud publica®.

Las células cancerigenas poseen diversos genotipos, los cuales son una
manifestacion de los diferentes tipos de alteraciones en vias de sefializacion que
repercuten en la fisiologia celular, las cuales en su conjunto determinan el crecimiento de
las células malignas. Entre estas alteraciones, Hanahan y Weinberg describieron la
autosuficiencia a las sefiales de crecimiento, insensibilidad a las sefiales de anti-
crecimiento, evasion de la muerte programada (Apoptosis), ilimitado potencial
replicativo, angiogénesis sostenida, invasion tisular y metastasis®. La evidencia actual
sugiere la adquisicion directa o indirecta de nuevas caracteristicas, a través de cambios
en el genoma de las células cancerigenas. Estos cambios se ven reflejados en la pérdida
de la expresion de supresores tumorales (ej. p53, PTEN, BRCAL) y aumento en la
expresion de oncogenes, lo que repercute en una evasion de los puntos de control del ciclo
celular y desregulacion de la respuesta al dafio del DNAS8, Este desbalance induce una
presion constante de entrada al ciclo celular, promoviendo un estado de estres replicativo,

lo cual aumenta la tasa de mutacion y consecuente inestabilidad genomica®®.

1.2 El co-represor Ski

Una proteina que se ha relacionado con la mantencion de la estabilidad genémica
es la proteina Ski. En cancer, Ski se describe como una oncoproteina, pero tambien se le
ha descrito como supresor tumoral. Asi, se ha reportado un aumento en la expresion de

Ski en diversos tejidos transformados como melanoma'®!, leucemia®?, colorrectal?,



gastrico**, pancreatico'®, esofagico!’ y glioblastoma®. Sin embargo, también se
encontrd una disminucion en la expresion de Ski de casi un 50% en células de cancer
colorrectal’® y un efecto supresor tumoral en cancer pancreatico'®?°, melanoma? y
mama?>24, Mas aun, resultados de nuestro laboratorio demostraron que la sobre-
expresion de Ski inhibe la transformacion celular producida por el oncogen Aurora
quinasa A (AURKA)?.

Ski fue descrita inicialmente como una proteina viral (v-Ski) en el Sloan Kettering
Institute, la cual es codificada en el genoma del Virus aviario SKV y que presenta
caracteristicas oncogénicas en el hospedero®. Estudios posteriores lograron identificar
ortélogos que corresponden a proteinas de mayor tamafio (Ski/c-Ski) en diversas especies,

incluido humanos?’.

El gen humano de Ski codifica para una proteina de 728 aminoéacidos, la cual
posee dominios conservados entre especies: en el extremo N-terminal se encuentra el
dominio SAND (sp100, AIRE1, NucP41/75 y DEAF1) que interacciona con Smad2-3 y
Smad4. En el extremo N-terminal también presenta un “Dachshund Homology Domain”
(DHD), el cual participa de manera directa en la interaccion con diversos represores y co-
represores transcripcionales®®. Por otra parte, en el extremo C-terminal, se encuentra la
sefial de localizacion nuclear (NLS) que posiciona a esta proteina principalmente en el
nucleo. Finalmente, posee un “Coiled-coil Domain” que le permite formar homodimeros

y heterodimeros con diversos factores de transcripcion (Fig. 1)2°°.

mouse c-ski  — (T —@DD- 727aa
Human c-Ski —__O 2 9 @D~ 728aa
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Figura 1: Representacion de la estructura proteica de Ski. Esquema de los dominios de la proteina
Ski de raton (727 aa) y humana (728 aa). La proteina Ski posee 3 sitios conservados, llamados
Dachshund homology domain, SAND-like domain y Coiled-coil domain. Los sitios de fosforilacién
de la proteina Ski solo se encuentran validados en humanos (Modificado de Bonnon, et al. 2012)3!.



Ski se ha descrito, principalmente, como un potente regulador negativo de la
expresion génica en respuesta al factor de crecimiento tumoral beta (TGF-B)3122. En esta
via de sefializacion, TGF-B se une a su receptor (R-TGF-B), éste dimeriza y activa su
dominio serina/treonina quinasa, el cual es capaz de fosforilar a las proteinas Smad2 y
Smad3 (R-Smad). Las R-Smads fosforiladas pueden unirse al mediador comun Smad4
(Co-Smad) y formar complejos heteroméricos que pueden translocar al ndcleo, donde son
capaces de unirse al DNA y activar la transcripcion de genes blanco que posean en sus
promotores la secuencia “Smad-binding element” (SBE)®. Dentro de esta sefializacion,
Ski es capaz de unirse a Smad4 en el citoplasma, inactivando el complejo Smad 2/3/4, el
cual ingresa al ndcleo para unirse a la secuencia SBE, inhibiendo la unién de nuevos
complejos activos®*+*®. Ademas, la presencia de Ski previene la union de acetilasas de
Histonas (HATSs) como p300/CBP, y permite el reclutamiento de represores, como N-

CoR, favoreciendo el silenciamiento de genes blanco (Fig. 2)%%7,

Ski no posee dominios que presenten actividad enzimatica ni union al DNA. Sin
embargo, sus dominios de interaccion le confieren la funcidn de ser proteina de andamiaje
para diversos factores de transcripcion asociados a maquinarias co-represoras®®>3!. Dentro
de estos complejos co-represores se encuentran MeCP2, HIPK2, N-CoR/SMRT vy
mSin3A, que a su vez reclutan a desacetilasas de histonas (HDAC) y metiltransferasas de

histonas (HMT), silenciando genes blancos no s6lo de la via del TGFp283138-41,



SBE

XBE g/ ;mad [/\[f‘

complex
&Kl and SKID
I\_a SIN3A NCOR
HDAC

Pol li
O complex
(T8P) j
TATA

Nature Reviews | Cancer

Figura 2: Funcidn de Ski en la via de sefializacion de TGF-. La proteina Ski cumple la funcién de
proteina andamio entre la maquinaria represora (N-CoR/SIN3A, HDAC) y los factores de transcripcion
(TFy Complejo Smad) depositados en los elementos SBE y XBE, ubicados en los promotores de genes
de respuesta a TGFP. HDAC: Desacetilasa de histona; NCOR: Co-repressor del receptor nuclear;
SIN3A: Proteina Sin3a; Ski: Sloan Kettering Institute; SKIL: Proteina tipo Ski; TBP: Proteina de union

a TATA; SBE: Elemento de union de Smad; XBE: Elemento de unién de Rex (Ikushima, et al. 2010)32.

1.3 Ski en regiones pericentroméricas y su rol en la inestabilidad cromosémica.
El centromero es un gran complejo de proteina y cromatina que sitta el ensamblaje
del cinetocoro mitético: un complejo proteico que une los microttbulos del huso mitético
para segregar las crométidas durante anafase*. Ademéas de la unién del huso, los
cinetocoros determinan puntos de control (checkpoint mitéticos) y la generaciéon de
fuerzas que segregan los cromosomas durante la division celular®®. Los cinetocoros se
subdividen en una region interna (unida a DNA satélite) y una externa que es ensamblada
s6lo durante la division celular®®. En raton, las regiones centroméricas Y
pericentroméricas (rodeando el centromero) estan compuestas por dos familias de
secuencias altamente conservadas conocidas como repeticiones en tandem: DNA satélite
Menor y Mayor (MiSat y MaSat, respectivamente). EI MiSat consiste en monémeros de
120 pares de bases que ocupan 300-600 kilobases, sitio donde el cinetocoro es formado.
El MaSat es mas abundante y consiste de monomeros de 234 pares de bases que se situan
adyacentes al MiSat, los cuales estan implicados en la formacion de heterocromatina

pericentromérica y en la cohesion de las cromatidas hermanas®®. En humanos, el



centrémero esta constituido por un grupo de DNA satélite Ilamado Satélite Alpha, el cual
estd caracterizado por poseer repeticiones multi-monoméricas, organizadas en tandem
casi idénticos, conocidas como “repeticiones de orden superior” (HOR)***". Los HORs
interacttan directamente con las proteinas implicadas en el montaje del cinetocoro y son

competentes para establecer el centrdmero de novo*.

En centromeros de raton y humano, los nucleosomas presentan la sustitucion de
la histona H3 por una variante que es especifica y conservada en el centromero: la proteina
centromérica A (CENP-A), la cual se encuentra intercalada y bloquea los nucleosomas
que contienen histona H3**°, El tamafio del DNA encapsulado en esta estructura es de
aproximadamente 500-1500 kb en humanos, el cual se encuentra plegado en este tipo de
nucleosomas, posicionando a CENP-A en la superficie, con H3 por debajo, lo que permite
montar el cinetocoro y asociar los microttbulos del huso mitético (Fig. 3A)°*L. Al igual
que en ratén, rodeando la densidad centromérica se encuentra la heterocromatina
pericentromérica, la cual provee una plataforma estructural para la formacion del
centrémero, y es esencial para el mantenimiento de la integridad del genoma, ya que
posee una alta densidad de cohesinas que permiten la cohesion de las cromatidas
hermanas (Fig. 3B)*. Existen diversas marcas epigenéticas que son exclusivas de la
region pericentromérica, region en donde encontramos la metilacion del DNA satélite, la
presencia de la di-metilacion de la Lisina 20 de la Histona H4 (H4K20me2) y la ausencia
de la acetilacion de la Lisina 9 de la Histona H3 (H3K9ac) y la presencia de la tri-
metilacion de la Lisina 9 de la Histona H3 (H3K9me3), siendo ésta Ultima reconocida

como hallmark de heterocromatina®*49°2-34,
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Figura 3: Estructura y organizacion del centrémero. En A) se muestra un modelo en 3D de la
estructura del centrémero mitético, en el cual los nucleosomas son plegados por la modificacion
H3K4me2, permitiendo a los nucleosomas con CENP-A ser presentados en la superficie, permitiendo
el ensamblaje del cinetocoro y la asociacidn con el huso mitético. En B) se muestra la cromatina
centromérica, la cual sustenta el cinetocoro, que contiene una regién interna y una externa con sitios
de unién a microtdbulos. La heterocromatina pericentromérica flanquea la cromatina centromérica, la
cual posee una gran cantidad de cohesinas que permiten la cohesién de las cromatidas hermanas

(Modificado de Allshire y Karpen, 2008)44.

Las funciones co-represoras de Ski han sido descritas para genes codificantes de
proteinas, en nacleos interfasicos. Sin embargo, diversos antecedentes sugieren que esta
proteina ademas tendria un papel importante durante la mitosis. Ski alcanza sus mayores
niveles proteicos en la fase M del ciclo celular, los cuales aumentan gradualmente desde
G2, y disminuyen en las etapas G1/S°>%. Esto se debe a que los niveles de Ski son
controlados post-traduccionalmente por un mecanismo de prote6lisis dependiente del
ciclo celular®. En lineas celulares humanas tumorales, U20S y Hela, Ski es blanco de
diversas quinasas que controlan la progresién de la mitosis, como el complejo
cdk1(p34cdc2)/CyclinB y AURKA, quinasa que fosforila a Ski en los centrosomas®®®’.

Estudios recientes de nuestro laboratorio han mostrado que en fibroblastos
embrionarios de raton (MEFs) mitoticos, Ski se localiza en forma de puntos definidos
sobre las crométidas hermanas, en algunos cromosomas mitéticos, y que su acumulacion

se establece en regiones cercanas al centrdmero (Fig. 4A. Datos no publicados).
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Figura 4: Ski se localiza en el satélite mayor (region pericentromérica) de ratén y favorece la
trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3). A) Inmunofluorescencia sobre placas
metafésicas de MEFs -/-_hSki+ sincronizadas en fase M. La marca de Ski se visualiza en verde y el
DNA en gris (DAPI). La marca de Ski se observa como 2 puntos simétricos cercanos al centromero
(region pericentromérica). B) La presencia de Ski sobre el satélite mayor (MaSat), detectada mediante
inmunoprecipitacion de cromatina (ChlIP) sobre MEF -/-_hSki+ y MEF Ski -/- sincronizadas en fase
M. Se aplico el test de T de Student, con un 95% de confianza (* p< 0,05). C) La presencia de Ski
sobre los niveles de H3K9me3 en regiones satelitales MaSat (Datos no publicados). Se aplicé el test de
T de Student, con un 95% de confianza (*** p< 0,001).

Posteriormente, ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) en MEFs
mitéticos de raton, demostraron que Ski se localiza sobre el Satélite Mayor (MaSat) y que
su sobre-expresion, en las células MEF Ski -/-_hSki+, aumenta la marca de la H3K9me3
en dicha region, respecto a las MEFs que no expresan Ski, MEF Ski-/-(Fig. 4B y 4C.

Datos no publicados).

1.4  Importancia de la H3K9me3 en el establecimiento de la heterocromatina
pericentromérica.

Como se mencion0 anteriormente, la cromatina pericentromérica es fundamental
para una correcta formacion del centromero y la union de éste a los microtdbulos. En
raton, esta heterocromatina es facilmente visible en distintas etapas del ciclo celular. En
nucleos interfasicos constituye regiones altamente compactadas distinguibles bajo la
tincién con DAPI, las cuales son denominadas cromocentros, y en mitosis esta marca se

encuentra alojada en regiones cercanas al centromero en cromosomas metafasicos®®>°,

Las secuencias de DNA en heterocromatina pericentromérica difieren

sustancialmente entre especies®®. En modelo murino, el DNA esta formado por el satélite



mayor y en humanos se constituye por los satélites B, v, I, Il y ITI®!. Mediante FISH se ha
podido determinar la localizacion cromosomica de estos satélites. Asi, el satélite B
(también conocido como “repeticiones satelitales beta”, BSR) se localiza en los
cromosomas 13, 14, 15, 21 y 22 (cromosomas acrocéntricos) y el satélite Il (conocido
como HSatll) en los cromosomas 1, 2, 10, 16 y 22°2-%4, Por otra parte, como se mencion6
previamente, la heterocromatina pericentromérica se caracteriza por poseer DNA
altamente metilado, abundante H4K20me2 y H3K9me3, y unido a esta Ultima marca, se

encuentra la Proteina de Heterocromatina 1 (HP-1)%.

La H3K9 es sustrato especifico de diversas metiltransferasas de histona, como
Suv39h, G9a y ESET®®" Se ha descrito que la pérdida en la expresion de estas
metiltransferasas impide el mantenimiento de la heterocromatina e induce inestabilidad
cromosoOmica en células tumorales, poniendo en evidencia la importancia de la metilacion
de la H3K9 en la mantencion de la integridad cromosémica®®®. En regiones
pericentromeéricas, la HMT responsable de la acumulacion de la H3K9me3 es Suv3%h
(Supressor of variegation 3-9 homolog 1), y su ausencia causa defectos en el crecimiento

y desarrollo, inestabilidad genomica y susceptibilidad al desarrollo de tumores’®7?.

La tri-metilacion de H3K9, catalizada por Suv39h, es reconocida por el motivo
chromodomain (CD) de HP-1, creando una estabilizacion de este complejo y
propagandose al nucleosoma vecino, reclutando nuevos complejos Suv39h/HP-1 que
induciran la formacion de heterocromatina y silenciardn genes albergados en esas

regiones (Figura 5)2"3, Ademas, estudios realizados en levaduras de fisién, encontraron

K9 Me K3 Me
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Figura 5: Formacién de la heterocromatina pericentromérica. A) Se muestra un esquema en
modelo de raton, Suv39h se localiza en regiones pericentroméricas y es responsable de la tri-metilacion
de la H3K9. HP-1 se acumula en dichas regiones y su reclutamiento es dependiente de Suv39h y
H3K9me3. El complejo HP-1/Suv39h se propaga a lo largo de las regiones satélites, silenciando genes

albergados en dichas regiones (cromatina inactiva) (Modificado de Bulut-karslioglu, et al. 2009)87



que H3K9me3, catalizada por Clr4 (analogo a Suv39h), es esencial para el reclutamiento
de Swi6 (analogo a HP-1), y de esta forma favoreceria la cohesion de las cromatidas
hermanas y el centromero, lo cual es un requisito clave para la correcta segregacion

cromosémica en mitosis®88.74,

En ratdn, las regiones pericentroméricas se replican en la fase S del ciclo celular
y en G2 se encuentran enriquecidas en H3K9me3 unida por HP-1 y poseen altos niveles
de metilacion del DNA®, De esta manera, al iniciar la mitosis, la cromatina es condensada
apropiadamente dentro de los cromosomas a través de una acumulacion de la
H3K9me3™ "%, Ademas, HP-1 es desplazado de dichas regiones por un mecanismo
denominado “phospho-methyl switch”, el cual comprende la fosforilacion de la serina 10
de la histona H3 (H3S10ph) por la quinasa Aurora B, desestabilizando la unién de HP-1
ala H3K9me3, que se encuentra en el residuo adyacente. Se desconoce el mecanismo por
el cual al inicio de la fase G1 el “phospho-methyl switch” se interrumpe o por qué HP-1
se vuelve a re-localizar en dichas regiones’’’8, Una vez en la fase S, la maquinaria de
ensamble de cromatina juega un rol central en el establecimiento de la heterocromatina
pericentromérica en la nueva hebra de DNA sintetizada. El factor de ensamble de
cromatina 1 (CAF-1) deposita nuevas histonas H3 y H4 en una forma acoplada a la
sintesis de DNA’®. Las nuevas histonas H3 unidas a CAF-1, son desacetiladas por HDACs
para luego ser son mono-metiladas por la HMT SetDBL1, originando el sustrato para que
Suv39h establezca la H3K9me3 reconocida por HP-18%8%, |a conexién de CAF-1, HP-1
y SetDB1 con la replicacion del DNA sugiere un proceso secuencial y altamente
coordinado para asegurar la propagacién de la H3K9me3 sobre heterocromatina

pericentromérica en la nueva hebra de DNA sintetizada (Fig. 6).

Una vez que HP-1 es reclutado a la nueva hebra sintetizada en la fase S, interactua
con una variedad de proteinas esenciales en el mantenimiento de la heterocromatina hasta
mitosis (histonas metiltransferasas, DNA metiltransferasas, proteinas de unién a metil-
CpG (MeCP2), etc), por lo que HP-1 se convierte en una plataforma estructural para el
reclutamiento de mas mediadores que ayudaran a constituir la heterocromatina®. Mas
aun, se ha reportado que en raton, MeCP2 se localiza principalmente sobre el MaSat
tanto en cromosomas como en ndcleos interfasicos, y que recluta complejos con actividad

histona desacetilasa para actuar de manera sinérgica en dichas regiones*®®3, Como se
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Figura 6: Mantencion de la heterocromatina pericentromérica en ratén. A) La heterocromatina
pericentromérica es replicada en la fase S del ciclo celular. B) En G2 existe un enriquecimiento de
H3K9me3 y HP-1 alojado en heterocromatina pericentromérica. Al entrar a mitosis, se produce la
salida de HP-1 de dichas regiones, la cual se vuelve a depositar en la fase G1. En fase S, iniciada la
replicacion del DNA, el factor CAF-1 recluta nuevas histonas no-nucleosomales a la hebra de DNA
sintetizada. Estas histonas son previamente desacetiladas por HDACs y el DNA es metilado por DNA
metiltransferasas (Dnmtl). La HMT SetDB1 monometila las nuevas histonas H3, lo cual provoca la
tri-metilacion de dicho residuo por Suv39h y posterior unién de HP-1 a dichos nucleosomas

(Modificado de Almouzni G, et al. 2011)°.

menciono, Ski presenta dominios de interaccion con MeCP2 y se ha descrito que forma

complejos proteicos con actividad desacetilasa de histonas.
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Recientemente, se ha encontrado que la sobre-expresion de la desmetilasa de
histona JMJD2B, antagoniza la formacion de heterocromatina a través de la reduccion de
la H3K9me3 en regiones pericentroméricas, induciendo tumorigénesis en células
mamarias®*. Mas aln, se encontré que dicha desmetilasa estd presente en tumores
mamarios y que provoca una reduccion considerable de CENP-A alojado en los
centromeros, lo cual induce un incremento de la inestabilidad cromosémica en dichas
células®. Por otra parte, se ha visto la participacion de algunas maquinarias co-represoras
y factores de transcripcidn alojados en dichas regiones, las cuales poseen actividad
modificadora de histonas y modulan el mantenimiento de la heterocromatina a través de
la H3K9me38887 De esta manera, alteraciones en los niveles de la H3K9me3 afectaran
la mantencion de la heterocromatina pericentromérica, provocando la pérdida del
ambiente represivo y altamente compactado de dichas regiones. Todo esto repercutira en
procesos mitéticos como el acoplamiento de microtibulos al cinetocoro, generando

aberraciones en la segregacion cromosdmica®®.

En resumen, los antecedentes muestran que la H3K9me3 es una marca esencial
para el establecimiento de la heterocromatina pericentromérica, cuyos niveles
disminuidos generan una serie de aberraciones en el curso mitético que repercuten en la
estabilidad gendmica. El co-represor Ski, por su parte, ha sido asociado a diversos sucesos
en mitosis. En modelo murino, Ski se localiza en regiones pericentroméricas,
especificamente en el MaSat, y su marca va acompariada de un aumento de H3K9me3 en
dichas regiones. En células humanas, se ha observado la localizacion de Ski en regiones
pericentroméricas de cromosomas acrocéntricos (Fig. 7). Los cromosomas acrocéntricos
estan compuestos por DNA satelital BSR y HSatll. Sin embargo, la union de esta proteina
al DNA satélite y el efecto de esta localizacion sobre las modificaciones post-
traduccionales de la H3K9, aun no han sido descritos en células humanas. Por lo tanto,
considerando los antecedentes en modelo murino, fue posible plantear que Ski ocupa las
secuencias satelitales de regiones pericentroméricas de cromosomas acrocéntricos y que

participa en el enriquecimiento de la tri-metilacién de la H3K9 sobre dichas regiones.
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Figura 7: Ski se localiza en las regiones pericentroméricas de algunos cromosomas acrocéntricos
de células epitelio mamario humano. Las células humanas de adenocarcinoma mamario MCF7 y
epitelio mamario MCF10A fueron sincronizadas en fase M y se realiz6 IFI sobre placas metafasicas. La
marca de Ski se visualiza en verde y el DNA en gris (DAPI). En MCF7 (A) y en MCF10A (B), la marca
de Ski se observa como 2 puntos simétricos cercanos al centrémero (region pericentromérica) en algunos
cromosomas, incluyendo aquellos con morfologia acrocéntrica (Datos no publicados).
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2. Hipotesis

“Ski se localiza sobre DNA satélite I y B, y Su presencia es necesaria para que exista un
enriquecimiento de la tri-metilacion y péerdida de la acetilacion de la H3K9 en dichas
regiones en células MCF10A y MCF7”.

2.1 Objetivo General

Evaluar la participacién de Ski en el enriquecimiento de las modificaciones post-
traduccionales de H3K9 presentes en heterocromatina de regiones pericentroméricas en
las lineas celulares MCF10A y MCF7.

2.2  Objetivos Especificos

1. Identificar, de manera especifica, secuencias satelitales IT y B en cromosomas
mitéticos de células MCF10A y MCF7.

2. Determinar la presencia de Ski en secuencias satelitales Il y f de cromosomas
mitoticos de células MCF10A y MCF7.

3. Evaluar el efecto de Ski sobre la tri-metilacion y acetilacion de la H3K9 en

secuencias satelitales II y B en células mitoticas MCF10A y MCF7.
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3. Materiales y Métodos

3.1 Materiales

3.1.1 cultivo celular:

Reactivo Marca comercial

DMEM GIBCO, EEUU
DMEM/F12 CORNING, EEUU

Suero fetal bovino GIBCO, EEUU

Suero fetal de caballo GIBCO, EEUU
Penicilina/Estreptomicina GIBCO, EEUU

Factor de crecimiento endotelial (EGF) R&D Systems

Insulina Sigma Aldrich, Alemania
Hidrocortisona Sigma Aldrich, Alemania
Blasticidina GIBCO, EEUU
Puromicina Sigma Aldrich, Alemania

3.1.2 Extraccion de RNA, transcripcion inversa y PCR cuantitativo (QPCR):

Reactivo Marca comercial

Rneasy Plus Mini Kit QIAGEN, Alemania

DNasa | AMBION, EEUU

Affinity Script gRT-PCR Stratagene, EEUU

Brilliant Il SYBR Green Stratagene, EEUU
Gipo | Maracomeraal
Termociclador Eco Realtime lllumina, EEUU

3.1.3 Western Blot:

Reactivo Marca comercial

Cocktail de inhibidores de proteasas Thermo Fisher Scientific, EEUU
Cocktail de inihibidores de fosfatasas Thermo Fisher Scientific, EEUU
Kit de cuantificacion BCA Thermo Fisher Scientific, EEUU

SuperSignal™ West Chemiluminescent Thermo Fisher Scientific, EEUU
Substrate

Fotodocumentador ChemiScope3600 Clinx Science Instruments, China




3.1.4 Inmunoprecipitacion de cromatina:

Reactivo

Formaldehido 37% (Metanol 10%)

RNasa A

Proteinasa K

Agua libre de nucleasas
Etanol absoluto

Buffer TE pH 8,0

Beads de agarosa conjugado a Proteina A

Beads de agarosa conjugado a Proteina G

Glicégeno

Marca comercial

Sigma Aldrich, Alemania
Sigma Aldrich, Alemania
Sigma Aldrich, Alemania
Winkler, EEUU

Merck, Alemania
Winkler, EEUU

Santa Cruz, EEUU

Santa Cruz, EEUU

Roche, Suiza

EpiShear™ Probe Sonicator

Active Motif, EEUU

3.1.5 Anticuerpos:

Anticuerpo m # catdlogo | Marca comercial

Anti-Ski (H-329)
Anti-H3K9me3

Anti-H3K9ac

IgG

1gG

Anti-Actina

Anti-a-Tubulina

Anti-Conejo (Conjugado a HRP)
Anti-Ratén (Conjugado a HRP)

Conejo
Conejo
Ratdn
Conejo
Ratdn
Ratdn
Ratén
Cabra
Cabra

sc-9140 Santa Cruz, EEUU

ab8898 Abcam, Inglaterra
ab12179 Abcam, Inglaterra
12-370 Millipore, Alemania
12-371 Millipore, Alemania

MA1-744 Thermo Fisher Scientific, EEUU
A11126 Thermo Fisher Scientific, EEUU
31460 Thermo Fisher Scientific, EEUU
31430 Thermo Fisher Scientific, EEUU
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3.2 Cultivo Celular.

Las células MCF7 wild-type que se utilizaron en este estudio corresponden a una
linea humana epitelial de adenocarcinoma mamario, subtipo luminal, las cuales poseen
un cariotipo de 82 cromosomas (rango: 66 a 87 cromosomas) y expresan el receptor de
estrdgeno.

Las células MCF10A wild-type corresponden a una linea humana epitelial de
mama, poseen un cariotipo de 47 cromosomas Y responden a insulina, glucocorticoides,
y el factor de crecimiento epidermal (EGF).

Las lineas celulares MCF7 wild-type, MCF7-Mock y MCF7-T7hSki+, se
cultivaron en “Dulbecco’s Modified Eagle Medium” (DMEM) suplementado con suero
fetal de bovino 10%, penicilina/estreptomicina (100 unidades/ml). Los cultivos se
incubaron a 37°C y 5% de CO2 hasta un 70-80% de confluencia. Las células MCF10A
wild-type, MCF10A shc, MCF10A shSki39 y MCF10A shSki48 se cultivaron en
DMEM/F12 (1:1) suplementado con 5% suero fetal de caballo, EGF 10 ng/ml, insulina
10 ng/ml e hidrocortisona 0.5 pg/ml. Fueron incubadas a 37°C y 5% de CO2 hasta un 70-

80% de confluencia.

3.3 Transduccion retroviral y lentiviral.

Para sobre-expresar la proteina Ski en células MCF7 wild-type, se utilizé el vector
retroviral RIGB, el cual fue creado por la insercién del cDNA de la proteina fluorescente
verde (GFP) fusionado al gen de la resistencia a blasticidina, el cual se encuentra rio
debajo del sitio de clonamiento multiple (polylinker site) donde esta incorporado el cDNA
de Ski humano fusionado a un epitope tag (MASMTGGQQMG) llamado T7 (T7hSki) en
el vector REBNA. Ademas, para aumentar la eficiencia del procedimiento, previamente
se transfectaron las células empaquetadoras Phoenix A (Ceélulas HEK 293 modificadas
codificantes para proteinas de la capside viral). La transfeccion se realizd con
Lipofectamine® 3000, incubando las células durante 48 h a 37°C. Luego, fueron
seleccionadas con blasticidina (10 pg/ml) y monitoreadas por fluorescencia. Post-
transfeccion, se colectaron los medios de cultivos enriquecidos en particulas virales
(medio condicionado), los cuales se filtraron a través de un filtro, con un tamafio de poro
de 0,22 um. Para transducir las células MCF7 wild-type, se cultivaron las células hasta un
30-40% de confluencia y se incubaron con los medios condicionados durante 12 h. Este

proceso fue repetido 3 veces, y luego se inicio la seleccion con blasticidina (10 pg/ml) y
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monitoreo por fluorescencia. Seguido de esto, las células se separaron mediante cell-
sorter (FACS) de GFP.

Las células MCF10A wild-type fueron transducidas con un vector lentiviral
comercial pre-empaquetado, que contiene la secuencia codificante para un short hairpin
RNA (shRNA) especifico para hSki. El vector estd clonado dentro del plasmido de
expresion pRedPuro, el cual fue creado por la insercion del cDNA de la proteina
fluorescente roja (RFP) fusionado al gen de la resistencia a Puromicina. La transduccién
se llevo a cabo cultivando 5x10* células en DMEM/F12 con Polybrene (5ug/mL),
utilizando una multiplicidad de infeccién (MOI) igual a 5, acorde a la concentracion de
unidades infecciosas (IFU) otorgadas por el fabricante. A las 48 h post-transduccion, las
células fueron seleccionadas con Puromicina 5 upg/ml, fueron monitoreadas por
fluorescencia y posterior a esto, fueron separadas por medio de un cell-sorter para RFP
(FACS).

3.4  Extraccion de RNA, transcripcion inversa 'y PCR cuantitativo (qPCR).

El RNA total de las células MCF7 y MCF10A se extrajo mediante el sistema
comercial RNeasy Plus Mini Kit, posteriormente se incub6 con DNAsa I. Para la sintesis
de cDNA se utilizd el sistema comercial AffinityScript qRT-PCR, siguiendo las
especificaciones del fabricante. La transcripcion inversa se realiz6 a partir de 1 pg de
RNA y como partidores se usé una mezcla de oligo dT (170 ng) y random primers (30
ng) en un volumen total de 20 pl. La mezcla fue incubada durante 5 min a 25°C, 45 min
a 42 °C y 5 min a 95°C. La reaccién de PCR se realiz6 en un volumen total de 10 pl,
utilizando como templado 1 pl de cDNA previamente diluido 1/5 veces y una mezcla de
0,1 uM de cada partidor, 5 pl Brilliant 1l SYBR Green y 7,5 pL de agua desionizada. Se
utilizaron partidores especificos para el mRNA de hSki (Fw: 5> TGG TGC TTG GTT
GAA CAA GGG A 3’; Rv: 5 GTA CAA GAT GCT GGA AGG CAC AGA 3’; Tamafio
de amplicon: 90 pares de bases) y HPRT (Fw: 5> CAA GCT TGC TGG TGA AAA GGA
C3’; Rv: 5 GTC AAG GGC ATA TCC TAC AAC AAA 3’; Tamafio de amplicon: 101
pares de bases). La cuantificacion de la PCR se llevé a cabo en un termociclador Eco
Realtime, utilizando el siguiente ciclo termal: 10 min a 95°C y 40 ciclos de 15 seg a
95°C, 15 seg a 60°C y 15 seg a 72°C. Se utilizd el gen HPRT fue utilizado como

normalizador de la reaccion.
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3.5  Ensayo de Western Blot.

Las células MCF7 y MCF10A fueron homogeneizadas manualmente en solucién
RIPA (Tris-Cl 10 mM pH 7,4, EDTA 5 mM, NP-40 1%, Deoxicolato de Sodio 1% y
Dodecilsulfato de Sodio (SDS) 1% suplementado con un coctel de inhibidores de
proteasas y tres inhibidores de fosfatasas (NaF 25 mM, NasVOs 100 mM y NasP>O7 30
uM). Las muestras proteicas se centrifugaron a 16000xg a 4°C durante 20 min. La
concentracion de proteinas totales de las muestras se cuantifico utilizando el sistema
comercial BCA. Luego, se separaron 30-40 pg de proteinas de cada muestra mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y posteriormente se transfirieron a
una membrana de PVDF la cual se bloqued con albumina de suero bovino (BSA) 5% en
solucion salina de fosfato (PBS) 1X. Finalmente, la membrana se incub6 durante 16 h a
4°C con el anticuerpo primario disuelto en solucion de blogueo. Luego de tres lavados
con PBS-Tween 0,05%, se incubd con el anticuerpo secundario conjugado con la
peroxidasa de rabano picante (HRP) durante 1 h a temperatura ambiente. El revelado se
realiz6 con el reactivo de quimioluminiscencia SuperSignal™ West Chemiluminescent
Substrate en el equipo para luego lavar nuevamente e incubar con la solucion de revelado.
Los anticuerpos primarios a utilizados fueron Anti-Ski (Dilucion 1:1.000), Anti-p-actina
(Dilucién 1:30.000) y Anti-tubulina (Dilucion 1:4.000) como control de carga. Los
anticuerpos secundarios utilizados fueron Anti-conejo (Dilucion 1:5.000) y Anti-raton
(Dilucion  1:3.000). Las iméagenes se registraron con el fotodocumentador
ChemiScope3600 posteriormente fueron analizadas con el software ImageJ (NIH), donde
la sefial de cada anticuerpo fue normalizada contra la sefial del anticuerpo control de

carga.

3.6 Sincronizacion celular y citometria de flujo.

Las lineas celulares MCF7 wild-type, MCF7-Mock, MCF7-T7hSki+, MCF10A
wild-type, MCF10A shc y MCF10A shSki fueron sincronizadas en fase M usando
colcemid (50 ng/ml por 16 h). Las células que estan en fase M son menos adherentes que
las células no sincronizadas y se desprenden con facilidad al inducir un estrés mecanico
(shake-off). Las células enriquecidas en el sobrenadante fueron colectadas y centrifugadas
a 450 xg durante 5 min. El pellet fue lavado con PBS 1X para eliminar el colcemid y

centrifugado nuevamente a 450 xg durante 5 min.
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La eficiencia de sincronizacion fue monitoreada mediante citometria de flujo. Para
ello, el sedimento celular fue fijado con etanol absoluto frio durante 1 h. Luego de la
fijacion, las células se centrifugaron a 1.400 xg durante 10 min a 4°C. Se descarto el
sobrenadante y se realizé un lavado con PBS 1X frio, para luego centrifugar a 1.400 xg
durante 10 min a 4°C. Descartado el sobrenadante, las células se resuspendieron en 500
I de solucidn de tincion (yoduro de propidio 50 pg/mL, RNasa A 10 pg/mL, citrato de
sodio 1% y NP-40 1% en PBS 1X). Las células control fueron resuspendidas en una
solucion similar que no contiene yoduro de propidio. Las células fueron incubadas
protegidas de la luz a 37°C durante 1 h, para luego traspasarlas a tubos de citometria para

su analisis.

3.7 Obtencidn de coordenadas gendémicas para el disefio de partidores
especificos.

Para el disefio de partidores especificos, que permitieran la amplificacion de las
regiones pericentroméricas del genoma humano, se descargaron los archivos de
coordenadas del genoma humano (version hgl9) desde la base de datos The Genome
Browser database (University of California Santa Cruz, UCSC) con la finalidad de
obtener la secuencia nucleotidica de estas regiones. Brevemente, se utilizaron los archivos
de coordenadas de secuencias repetitivas del genoma humano RepeatMasker (version
hgl19), filtrando y seleccionando aquellas regiones que estuvieran caracterizadas por este
archivo como regiones “BSR” o “HSatIl” los cuales corresponden a regiones beta
satellite region y Human Satellite 11, respectivamente. Posteriormente, se descargaron las
secuencias nucleotidicas consolidadas desde la aplicacion Table Browser (Custom Track,
utilizando las regiones de interés) desde la base de datos The Genome Browser (UCSC).
Finalmente, se disefiaron partidores especificos para dichas regiones, utilizando el
programa Amplifx (versién 1.5.4), los cuales fueron analizados utilizando la aplicacion

Primer-BLAST para verificar su especificidad.

3.8 Inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP).
Las lineas celulares MCF7 wild-type, MCF7-Mock, MCF7-T7hSki+, MCF10A
wild-type, MCF10A shc y MCF10A shSki39 fueron sincronizadas en mitosis,

posteriormente las células se lavaron y fijaron (crosslinking) en formaldehido 1% en PBS

19



1X 10 minutos a temperatura ambiente. La fijacion se detuvo con una solucion de glicina
0,125 M en PBS 1X. Las células fijadas se centrifugaron durante 10 min a 1.400 xg y se
lavaron en PBS 1X, para posteriormente lisarlas en solucion de lisis 1X (Hepes 25 mM
pH 7,8, MgCl2 1,5 mM, KCI 10 mM, Nonidet P-40 0,1% y un cocktail de inhibidores de
proteasas segun instrucciones del fabricante). La muestra enriquecida en cromosomas
mitéticos fue resuspedida en solucidn de sonicacion 1X (Hepes 50 mM pH 7,9, NaCl 140
mM, EDTA 1 mM, Triton X-100 1%, desoxicolato de sodio 0,1%, SDS 0,1% y un
cocktail inhibidores de proteasas segun instrucciones del fabricante), la cual se sometié a
30 pulsos de sonicacion (5 seg On — 5 seg Off, Amplitud 20%). La muestra se sonicé en
el equipo EpiShear™ Probe Sonicator. Para comprobar la efectividad de la sonicacion, se
sometio una alicuota de la cromatina a un reverse crosslinking para separar el DNA de
las proteinas fijadas, y el resto se congeld a -80°C. La alicuota se incubé con 2 ug de
RNasa A a 65°C overnight y 2,5 ug de Proteinasa K durante 2 h a 50 °C en un volumen
final de 100 pl en solucion de Sonicacion 1X. EI DNA se purifico por extraccion fendlica,
se precipitd con etanol absoluto y se eluyd en agua libre de nucleasas. Finalmente, la
muestra se analizd por electroforesis en un gel de agarosa al 1,5% en TBE 1X para
comprobar la presencia de fragmentos de DNA enriquecidos entre 200-400 pares de
bases. Para la inmunoprecipitacion se utilizaron 25 pg de cromatina sonicada y se llevaron
a un volumen final de 450 pl de solucién de sonicacién 1X junto a 4 pg de los siguientes
anticuerpos primarios utilizados: Anti-Ski, Anti-H3K9me3 y Anti-H3K9ac. Como
control negativo se inmunoprecipité un anticuerpo del mismo isotipo que el experimental
pero inespecifico (IgG ratén e 1gG conejo). Los complejos inmunes asociados a la
cromatina se precipitaron utilizando beads de agarosa conjugadas a proteinas A o0 G. La
cromatina precipitada se sometié a reverse crosslinking, con el mismo procedimiento
detallado antes. EI DNA se purifico por extraccion fendlica, se precipitdé con etanol
absoluto. Finalmente, se eluyd en solucion TE pH 8,0 y se utilizé para la reaccion de
gPCR usando partidores especificos para secuencias satelitales (Mostrados en Resultados,
Tabla 1) y el motivo SBE del promotor de SMAD7 (Fw: 5> CGA AAC ACA ATC GCT
TTT TTT TT 3’; Rv: 5> CCC TCT GCT CGG CTG GTT 3’ tamafio del amplicén 112

pares de bases).
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4. Resultados

4.1  Generacion de los modelos celulares de estudio.

En este trabajo se utilizaron las células epiteliales mamarias MCF7 y MCF10A.
Primeramente, las células wild-type fueron caracterizadas respecto a los niveles
enddgenos de Ski que éstas poseen. Mediante RT-PCR cuantitativo (RT-gPCR), se
determiné que las células MCF7 presentan aproximadamente un 50% menos de mRNA
hSki respecto a las células MCF10A (Fig. 8A). Los mismos tipos celulares fueron
sincronizados en mitosis, mediante la incubacion durante 16 h con colcemid y se
evaluaron los niveles proteicos de hSki a través de un ensayo de Western Blot. Con este
ensayo se evidencia la presencia de multiples bandas reconocidas por el anticuerpo anti-
Ski, destacando la banda de 90 kDa que, segun la literatura y tamafio esperado,
corresponderia a Ski. Al comparar la expresion de Ski en células sincronizadas con
células sin sincronizar, se encontré que en células MCF10A la banda de 90 kDa aumenta
en mitosis, sin embargo este aumento no es evidenciado en células MCF7 (Fig. 8B). Por
lo tanto, dado que las células MCF10A presentan mayor expresion de hSki que las células
MCF7, y que en éstas Ultimas no se evidencia un aumento de la proteina en mitosis, la
estrategia que se abordo en este trabajo para investigar la funcién de Ski en mitosis fue
sobre-expresar esta proteina en células MCF7 y silenciar la expresion de la misma en
celulas MCF10A.

La sobreexpresion de Ski en las células MCF7 wild-type se indujo mediante
transduccion retroviral. Para ello, previamente utilizamos las células Phoenix A, las
cuales fueron transfectadas con el vector retroviral RIGB que posee el cDNA de hSki
(RIGB-T7hSki) y el vector vacio (RIGB-Mock). Se generaron las lineas celulares
Phoenix A-T7hSki y Phoenix A-Mock (Fig. 9A'y B).

Luego de la transfeccion, se colectaron los medios de cultivos enriquecidos en
particulas virales que contienen ambos vectores retrovirales (medio condicionado), los
cuales fueron utilizados para transducir las células MCF7 wild-type. Asi, se generaron las
lineas estables MCF7-T7hSki+ y MCF7-Mock (Fig. 9C y D).
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Figura 8: Niveles de expresion de Ski en células MCF10A y en MCF7. En A) se muestra un RT-
gPCR. En células MCF7, los niveles de mRNA hSki corresponden a un 50% menos respecto a
MCF10A. Los valores son expresados como veces de cambio respecto al promedio de los Cq de
MCF10A. El mRNA del gen HPRT fue usado como referencia. Se muestran graficados 3 experimentos
independientes. Se aplicd t-test con un p< 0,01 (**). En B) se muestra un Western Blot de células
MCF10A y MCF7, las cuales fueron sincronizadas (colcemid) para ser comparadas con células sin
sincronizar (Asincronicas). La banda de hSki corresponde a 90 kDa y la de p-actina a 43 kDa. Al
comparar células asincronicas con células tratadas con colcemid, el aumento proteico de Ski descrito
en bibliografia solo se encontré en células MCF10A. B-actina fue usado como control de carga.
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Phoenix A-T7hSki+ Phoenix A-Mock

MCF7-T7hSki+ : " MCF7-Mock

Figura 9: Transduccién retroviral de células MCF7 con el vector RIGB. La células Phoenix A
fueron transfectadas con el vector retroviral RIGB que posee el cDNA de Ski unido a un tag T7
(T7hSki+) y el vector vacio (Mock) como control. La transfeccion fue realizada durante 48 h y
posterior a eso, la seleccion se realizé con blasticidina 10 mg/mL. El vector RIGB expresa la proteina
GFP, la cual fue visualizada por fluorescencia como control de transfeccion. Asi, se generaron las
lineas estables Phoenix A-T7hSki+ (A) y Phoenix-Mock (B). De éstas ultimas se colectaron los medios
de cultivo, los cuales se usaron para transducir las células MCF7 wild-type. Las células transducidas
fueron seleccionadas con blasticidina 10 mg/mL y por cell-sorter a través de GFP. Asi se obtuvieron
las células MCF7-T7-Ski (C) y MCF7-Mock (D).

La eficiencia de la sobreexpresion de Ski se evaluo a traveés de Western Blot.

Concordante con lo esperado, las células MCF7-T7hSki+ presentaron mayores niveles
proteicos de Ski (banda de 90 kDa) que las células MCF7-Mock y que las células MCF7

wild-type. Mas aun, no se encontrd diferencias entre estas Ultimas, validando

efectividad de las células MCF7-Mock como control de transduccion (Fig. 10).

la
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Figura 10: Sobre-expresién de hSki en células MCF7. Las células MCF7 fueron transducidas con
particulas virales provenientes de células Phoenix A-Mock y Phoenix A-T7hSki+. Los lisados proteicos
obtenidos de las células MCF7-Mock y MCF7-T7hSki+ fueron evaluados por Western Blot, utilizando
como control células MCF7 wild-type. La figura muestra un considerable aumento de la banda que
corresponde a hSki (90 kDa) en células MCF7-T7hSki+, no asi en las otras lineas evaluadas. p-actina
se utilizé como control de carga.

Para evaluar el efecto de la disminucion de Ski en células MCF10A, se utilizaron
dos vectores lentivirales que poseen diferentes short hairpin RNA (shRNA) especificos
para hSki, los cuales se denominaron shSki39 y shSki48. Ademas se utilizd un tercer
vector denominado shRNA scrambled (shc) como control de transduccién (Fig. 11A).
Cada vector esta clonado dentro de un plasmido de expresion pRedPuro, el cual expresa
la proteina fluorescente roja RFP fusionado al gen de la resistencia a Puromicina (Fig.
11B). Se generaron las lineas MCF10A shSki39, MCF10A shSki48 y MCF10A shc (Fig.
11C-E). A partir de estas células se sintetizd el cDNA a partir del RNA total y se
obtuvieron sus lisados proteicos para evaluar la eficiencia del silenciamiento de los dos
shRNA a través de RT-qPCR y Western Blot, respectivamente, utilizando como control
las celulas MCF10A wild-type y shc.
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shski_010439 GAATCTGCCACTCTCAGAATA
shski_235448 ACGTCTTACCGTGCCTATTAC

Shc_Neg Control -

MCF10A shSki39 MCF10A shSki48 MCF10A shc

Figura 11: Transduccion lentiviral de células MCF10A. A) Secuencias blanco de dos shRNAs
especificos para hSki, llamados shSki39 y shSki48, y el control de transduccion (shc: scrambled). B)
Esquema de la construccion del lentivirus, el cual se clond dentro de un plasmido de expresion. Se
destaca la presencia de los extremos LTR, el promotor U6 rio arriba de la secuencia blanco (ShRNA) y
las secuencias de la proteina fluorescente roja (RFP) y la resistencia a Puromicina (Puro). Ademas se
muestran células MCF10A transducidas y seleccionadas. En C) células MCF10A shSki39; D) células
MCF10A shSki48 y E) células MCF10A shc.

Mediante RT-gPCR, se determind que en las células MCF10A shSki39 y el
shSki48 se logré aproximadamente un 65,23% y 53,78% de silenciamiento (knockdown),
respectivamente, en comparacion con MCF10A wild-type. Por su parte, la linea MCF10A
shc no presentd variaciones en la expresion de Ski respecto al wild-type (Fig. 12A). Mas
aun, mediante Western Blot, se encontré que la linea MCF10A shSki39 presenta menores
niveles proteicos de la banda de 90 kDa que las lineas MCF10A wild-type, shc y shSki48
(Fig. 12B). Dados estos resultados, los experimentos realizados a continuacién, en los
que se evalua el efecto del silenciamiento de Ski, fueron realizados en la linea MCF10A
shSki39.
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Figura 12: Evaluacién de la eficiencia de los sShRNAs sobre el silenciamiento de Ski en células
MCF10A. Se evalu6 la eficiencia de silenciamiento de hSki en las lineas MCF10A shSki39 y MCF10A
shSki48, utilizando como control las células MCF10A wild-type y shc (scrambled). A) RT-qPCR de los
RNAs extraidos de dichas células. La linea MCF10A shSki39 presentd un 65,23% de knockdown versus
un 53,78% de la linea MCF10A shSki48, respecto a las células MCF10A wild-type. No se encontraron
diferencias significativas entre las lineas MCF10A wild-type y MCF10A shc. EIl mMRNA del gen HPRT
se utilizé como referencia. Se usé one-way ANOVA, con post hoc Bonferroni p<0,05 (**), p<0,001
(***) y ns (no significativo). B) Western Blot de los lisados proteicos extraidos de dichas células. La
linea MCF10A shSki39 posee menores niveles de la banda correspondiente a hSki (90 kDa) respecto a
la linea MCF10A shSki48. Se encontraron pequefias diferencias entre la linea MCF10A shc y la linea
MCF10A wild-type. a-tubulina se us6 como control de carga.
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4.2  Sincronizacion mitética de células MCF7 y MCF10A.

Las lineas celulares MCF7 y MCF10A wild-type fueron sincronizadas en fase M
usando colcemid (50 ng/ml durante 16 h). Las células en fase M son menos adherentes
que las células no sincronizadas y se desprenden con facilidad al inducir un estrés
mecanico (shake-off). Las células desprendidas se enriquecen en el sobrenadante, el cual
fue colectado y centrifugado. La eficiencia de sincronizacion fue monitoreada mediante
citometria de flujo usando yoduro de propidio (PI) como marcador de DNA. Este método
permite separar las células en base a su contenido de DNA, pudiendo distinguir las
poblaciones celulares que se encuentran en las diferentes etapas del ciclo celular. En
células MCF7 se encontrd que luego de la sincronizacion con colcemid, la poblacién
celular G1/GO0 disminuye de 35,1% a 7,9%. La poblacién S disminuye de 44,6% a 0,0%.
Finalmente, la poblacion G2/M, aumenta de 20,3% a 91,3% (Fig. 13A). Por su parte, en
las células MCF10A sincronizadas con colcemid, la poblacion G1/GO disminuy6 de
75,6% a 3,8%. La poblacion S, de 19,8% a 13,2%; y finalmente, la poblacion G2/M
aumentdé de 6,7% a 83,0% (Fig. 13B). Dado estos valores, este protocolo de
sincronizacién (50 ng/mL de colcemid durante 16 h + shake off) se utilizd en los

experimentos siguientes.
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Figura 13: Sincronizacion celular de células MCF7 y MCF10A. Las células MCF7 y MCF10A
fueron tratadas con colcemid a 50 ng/mL durante 16 h, luego fueron sometidas a mitotic shake-off para
enriquecer el medio de cultivo en células mit6ticas. Las células fueron fijadas y tefiidas con yoduro de
propidio para su monitoreo por citometria de flujo. Luego de la sincronizacion un 91,3% de las células
MCF7 (A) y un 83,0% de las células MCF10A (B) se encuentran en G2/M (color rojo).
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4.3  ldentificacion especifica de secuencias satelitales Il y B en cromosomas
mitoticos de células de epitelio mamario humano.

Utilizando la base de datos Genome Browser de la Universidad de California
Santa Cruz (UCSC) y RepeatMasker, se gener6 un nuevo archivo .BED el cual so6lo
contiene repeticiones satelitales, especificamente las repeticiones BSR y HSatll, ubicadas
en regiones pericentroméricas de todos los cromosomas. Teniendo las secuencias, se
disefiaron partidores especificos para dichas regiones utilizando el programa Amplifx
v1.5.4, siguiendo los parametros de un disefio estandar de partidor para gPCR (Tm >58°C,
amplicén maximo 200 pbs, etc) (Fig. 14). Se obtuvieron 2 parejas de partidores para BSR
ubicado en el cromosoma 15, y 7 parejas de partidores para HSatll en el cromosoma 22
(Tabla I). Se utilizaron las 9 parejas de partidores para amplificar DNAS provenientes de
cromatina sonicada de células MCF10A wild-type sincronizadas en mitosis. Finalmente,
se eligieron aquellos partidores que presentaron productos Unicos de gPCR vy eficiencias
de amplificacion entre 80 y 120%. Para BSR, se escogio el partidor “Chr15 _BSR/731”,
el cual genera un amplicén de un tamafio de 88 pares de bases y una eficiencia de 98,4%
(Fig. 15A). Para HSatll, se escogi6 el partidor “Chr22 146/HSatIl” el cual genera un
amplicén de 107 pares de base y posee una eficiencia de 117,6% (Fig. 15B).

TR &

RepeatMasker from UCSC File processing . .
— = : f——————>  ChIP-qPCR primer design
Genome browser (hg19) (filtered .bed file) q P g
[5c0 I [ 5D | - aromosone e

Column filterinR: + Repeat specific primer
*  HSATH * 80-150pbs

* BSR/BETA * Tm56°-62°C

=200kb *  AmplifX v1.5.4/primerblast check

* DNArepeat elements

* Simple repeats (micro-satellites)

*  Low complexity repeats

+ Satellite repeats

*  RNA repeats (tRNAs,rRNA,snRNA,others)
*  Unknown

=490 Mbs

Tandem rep Tandem rep

Figura 14: Diagrama de flujo para el disefio de partidores usando RepeatMasket. La plataforma
Genome browser (hg19) de UCSC que posee diversos tipos de méscaras bioinforméticas. Una de estas
mascaras corresponde a RepeatMasker, la cual alberga diversos grupos de DNA repetitivo, incluidas
las repeticiones satelitales. Esta mascara fue filtrada y se escogieron especificamente los DNA satélite
BSR y HSatll contenidos en regiones pericentroméricas de cromosomas humanos. Luego, utilizando
el software Amplifx se disefiaron partidores con los parametros estandar para gPCR.
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Tabla |

Partidores disefiados para regiones satelitales especificas para los cromosomas 15y

22. Partidores usados para amplificar las secuencias satelitales BSR y HSatll de los

cromosomas 15 y 22, respectivamente.

Nombre Satélite | Cromosoma| Partidor Secuencia (5°-> 3") Amplicn (pb)
Chris._73U/BSR BSR 5 Fw CTCTGC ACC TTGAAGATGTGA CTC o8
Rv TTGGAT GAA AGG CCC AGC CAT A
Chri5._ 967/BSR BSR 5 Fw AGGAAGCAT AAGGAC CTGTCT GTG -
Rv ACCCTT TGT GGCAGGTTT CAGT
Chr22_854/HSatll HSatll 2 Fw ATGGACTCGAAT GGA ACCATC 125
Rv TTCCGT CGA TTCTTT TCGATG
Chr22_170/HSatll HSatll 2 Fw | CAT CGAATGGACTCGAAT GGA AAC 146
Rv GGA TTCCAA TCGAGCCCATTCA
Chr22_233/HSatll Hsatll 2 Fw GAAACCGAA TCGAAT CAT CGA G 177
Rv TTCCAT TCGCTGATGTTT CC
Chr22_650/HSatll HSatll 2 Fw ATCGTT GAA TEGCCT CBA ATG G 11
Rv TTCCGT TCGATGCTGATT CCGT
Chr22_944/HSatll Hsatll 2 Fw TCGGAT GGA ATCATT GAA TGGACT 84
Rv TCC ATT CGA TTC CAT TCGATGACG
Chr22_146/HSatl! HSatll 2 Fw TEGAGT CACCAA ATGGAA CCGA 107
Rv ATGATT CCA TTGGAT TCC ATG CGA
Chr22_752/HSatl HSatll 2 Fw CGA ATGGAA TCA TGGATC GGA GTT 90
Rv CGA TGT TGA TTC CAT TCGAGT CCA
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Figura 15: Localizacion y eficiencia de partidores para amplificar secuencias satelitales. Se
disefiaron 9 parejas de partidores para amplificar las secuencias satelitales ubicadas en las regiones
pericentroméricas de los cromosomas 15 y 22. A) Para el cromosoma 15, se escogid el partidor
“Chrl5_731/BSR”, el cual amplifica un producto unico (flechas rojas) sobre la secuencia BSR a todas
las diluciones probadas en la PCR. Posee una eficiencia de 98,4% y la curva de diluciones present6 una
linealidad de R?= 0,994. B) Para el cromosoma 22, se escogi6 el partidor “Chr22_146/HSatIl”, el cual
amplifica un producto Unico (flechas amarillas) sobre la secuencia HSatll a todas las diluciones
probadas en la PCR. Posee una eficiencia de 117,6% y la curva de diluciones presentd una linealidad

de R2=0,997.



4.4  Determinacion de la presencia de Ski en secuencias satelitales Il y p en
cromosomas mitoticos de células MCF7 y MCF10A.

Resultados previos de nuestro laboratorio (no publicados), mostraron que Ski se
localiza en regiones pericentroméricas de algunos cromosomas mitoticos en MEFs. Por
su parte, en células humanas, los estudios de inmunofluorescencia sugieren que Ski
también se localiza en las regiones pericentroméricas de algunos cromosomas
acrocéntricos. Para confirmar esta localizacion de Ski en cromosomas humanos,
evaluamos la presencia de esta proteina asociada a secuencias satélites de cromosomas

mitéticos.

Para demostrar si SKi se une a los satélites B y I de cromosomas mitéticos de
células MCF7 y MCF10A, se utilizaron células MCF7 wild-type, MCF7-Mock, MCF7-
T7hSki+; y células MCF10A wild-type, MCF10A shc y MCF10A shSki. Estos cultivos
fueron sincronizados en fase M del ciclo celular y se realiz6 una ChIP-gPCR sobre ellas,
utilizando anticuerpos para inmunoprecipitar Ski (isotipo conejo) e 1gG (isotipo conejo)
como control de IP. Finalmente, los DNAs eluidos se amplificaron por gPCR, utilizando
los partidores “Chrl5_731/BSR” y “Chr22 146/HSatll” para DNA satélite B y II,
distribuidos en regiones pericentroméricas del cromosoma 15y 22, respectivamente. Los
resultados se expresaron en relacion al “Input” de cada experimento (cromatina total sin

inmunoprecipitar).

En células mitoticas MCF7 se realizaron tres experimentos independientes para
las lineas wild-type, Mock y T7hSki+, en las cuales se comparé el porcentaje de Input (%
Input) obtenido para Ski e IgG asociado a las secuencias BSR y HSatll. Los resultados
de las ChIP-gPCR mostraron que en la secuencia BSR, solo se detecté la presencia de Ski
por IP en las células MCF7-T7hSki+ (Fig. 16A). Por otra parte, sobre HSatll, en las
células MCF7 wild-type y T7hSki+ encontramos diferencias significativas respecto a IgG
(Fig. 16B). Cuando las tres lineas celulares se compararon entre si, la sobre-expresion de
Ski mostré un enriquecimiento de la ocupancia de esta proteina sobre las secuencias BSR
y HSatll en las células MCF7-T7hSki+. Mas aln, no se encontraron diferencias entre las

lineas wild-type y Mock (Fig. 17A 'y B).
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Figura 16: Presencia de Ski en secuencias satelitales de células mitéticas MCF7. Las células MCF7
wild-type, Mock y T7hSki+ se sincronizaron en mitosis y la presencia de Ski en las regiones BSR y
HSatll se evalué mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra Ski. Como control negativo, se
utilizé 1gG normal de conejo. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski
sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de Ski sobre la secuencia HSatll en el cromosoma 22. Wild-type: Ski endégeno;
Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio de los
porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplic6 el test de T de
Student, con un 95% de confianza (** p< 0,01; ns: no significativo).
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Figura 17: Enriquecimiento de la ocupancia de Ski en secuencias satelitales de células mitéticas
MCF7. Los resultados de ChIP en células MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+ sincronizadas en mitosis
se compararon entre si para establecer la ocupancia de Ski sobre regiones satelitales humanas. A)
Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski sobre la secuencia BSR en el
cromosoma 15. B) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski sobre la
secuencia HSatll en el cromosoma 22. Wild-type: Ski endégeno; Mock: control de transduccién;
T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) = DE
de 3 experimentos independientes. Se aplicd el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un
95% de confianza (**** p< 0,001; ns: no significativo).
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En células mitoticas MCF10A, se realizaron tres experimentos independientes
para las lineas wild-type, shc y shSki, en las cuales se compar6 el % de Input obtenido
para Ski e 1gG sobre las secuencias BSR y HSatll. Los resultados de las ChIP-gPCR
mostraron que la inmunoprecipitacion de Ski tanto en el BSR como en HSatll, fue posible
solo en las células MCF10A wild-type y shc (Fig. 18A y B). Cuando las tres lineas
celulares se compararon entre si, el silenciamiento de Ski en las células MCF10A shSki
mostrd una disminucion en la ocupancia de esta proteina sobre las secuencias BSR y

HSatll. Mas aun, no se encontraron diferencias entre las lineas wild-type y shc (Fig 19A
y B).

Debido a que Ski mostré una ocupancia de los satélites BSR y HSatll en células
mitéticas, evaluamos si su presencia en estas regiones es restrictiva en la fase M o si esta
localizacion se mantiene en otras fases del ciclo celular. Para ello, utilizamos células
MCF10A asincroénicas, las cuales se encuentran mayoritariamente en interfase (Fig. 13B)
y realizamos ChIP-gPCR sobre ellas, con la misma metodologia antes evaluada. En las
celulas MCF10A wild-type, shc y shSki, encontramos que la inmunoprecipitacion de Ski
en la region satelital BSR no mostro diferencias significativas respecto a IgG (Fig. 20A),
y este fendmeno también se aprecié sobre el HSatll (Fig. 20B). Mas aln, cuando se
compararon las tres lineas, no se evidenci6 diferencia entre ellas, en ambas secuencias
satelitales (Fig. 21A 'y B).
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Figura 18: Presencia de Ski en secuencias satelitales de células mitéticas MCF10A. Las células
MCF10A wild-type, shc y shSki se sincronizaron en mitosis y la presencia de Ski en las regiones BSR
y HSatll se evalué mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra Ski. Como control negativo, se
utilizé 1gG normal de conejo. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski
sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de Ski sobre la secuencia HSatll en el cromosoma 22. Wild-type: Ski endégeno;
shc: control de transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de
Input (% Input) = DE de 3 experimentos independientes. Se aplicd el test de T de Student, con un 95%
de confianza (* p< 0,05; ** p< 0,01; ns: no significativo).
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Figura 19: Enriquecimiento de la ocupancia de Ski en secuencias satelitales de células mitéticas
MCF10A. Los resultados de ChIP en células MCF10A wild-type, shc y shSki sincronizadas con
colcemid se compararon entre si para establecer la ocupancia de Ski sobre regiones satelitales humanas.
A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski sobre la secuencia BSR en el
cromosoma 15. B) Enriguecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski sobre la
secuencia HSatll en el cromosoma 22. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccidn; shSki:
knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £+ DE de 3
experimentos independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95%
de confianza (* p< 0,05; ** p< 0,01; ns: no significativo).
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Figura 20: Ausencia de Ski en secuencias satelitales de células asincrénicas MCF10A. Las células
MCF10A wild-type, shc y shSki se cultivaron hasta un 80% de confluencia y la presencia de Ski en las
regiones BSR y HSatll se evaludé mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra Ski. Como control
negativo, se utilizd IgG normal de conejo. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacién de Ski sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento (% Input)
obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski sobre la secuencia HSatll en el cromosoma 22. Wild-type:
Ski enddgeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown de Ski.Se muestra el promedio de los
porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se aplicé el test de T de
Student, con un 95% de confianza (ns: no significativo).
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Figura 21: Enriquecimiento de la ocupancia de Ski en secuencias satelitales de células
asincronicas MCF10A. Los resultados de ChIP en células MCF10A wild-type, shc y shSki no
sincronizadas se compararon entre si para establecer la ocupancia de Ski sobre regiones satelitales
humanas. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski sobre la secuencia
BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski
sobre la secuencia HSatll en el cromosoma 22. Wild-type: Ski endégeno; shc: control de transduccidn;
shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3
experimentos independientes. Se aplicd el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95%
de confianza (ns: no significativo).
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En células humanas asincrénicas, se ha documentado que la proteina Ski se
encuentra localizada sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. En dicha secuencia,
Ski forma complejos proteicos con actividad desacetilasa y metiltransferasa de histonas
para mantener el estado represivo en ese promotor*. Por este motivo, se evalud la

presencia de Ski sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7, como control positivo.

Utilizando la misma metodologia de ChIP-gPCR sobre las células MCF10A wild-
type, shc y shSki, encontramos que en el motivo SBE del promotor de SMAD7, la
inmunoprecipitacién de Ski mostro diferencias significativas respecto a 1gG en las tres
lineas celulares (Fig. 22). Mas aln, cuando las células fueron comparadas entre si, no se
detectaron diferencias entre ellas (Fig. 23). Finalmente, comparamos la ocupancia de Ski
en el promotor de SMAD7 con la encontrada sobre los satélites BSR y HSatll,
demostrando que la presencia de Ski sobre estas secuencias satelitales en las tres lineas

estudiadas es significativamente menor respecto al promotor de SMAD7 (Fig. 24).
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Figura 22: Presencia de Ski en el promotor de SMAD7 en células asincronicas MCF10A. Las
células MCF10A wild-type, shc y shSki se cultivaron hasta un 80% de confluencia y la presencia de
Ski en el promotor de SMAD?7 se evaludé mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra Ski. Como
control negativo, se utilizd 1gG normal de conejo. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de Ski sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. Wild-type: Ski enddgeno;
shc: control de transduccién; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentaje de
Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de T de Student, con un 95%
de confianza (** p< 0,01; *** p< 0,001).
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Figura 23: Enriquecimiento de la ocupancia de Ski en el promotor de SMAD7 en células
asincrénicas MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7 en células MCF10A wild-
type, shc y shSki no sincronizadas se compararon entre si para establecer la ocupancia de Ski sobre el
motivo SBE de células MCF10A. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de
Ski sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7 obtenido en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski
enddgeno; shc: control de transduccidn; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los
porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se aplicé el test de One-way
ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza (ns: no significativo).
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Figura 24: Ocupancia de Ski en el promotor de SMAD7 y en secuencias satelitales de células
asincrénicas MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7, secuencias BSR y HSatll
en células MCF10A wild-type, shc y shSki no sincronizadas se compararon entre si para evaluar los
niveles de ocupancia de Ski en dichas regiones. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de Ski sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7 y las secuencias satelitales
BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccidn; shSki:
knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3
experimentos independientes. Se aplicé el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95%
de confianza (** p< 0,01; *** p< 0,001; ns: no significativo).
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Resultados previos de nuestro laboratorio muestran que, en ausencia de TGFp, la
proteina Ski se mantiene ocupando, durante la mitosis, los promotores de un cldster de
genes mmp, especificamente en el motivo SBE. Ademas, su presencia estaba asociada a
un enriquecimiento de H3K9me3 en esas secuencias (resultados no publicados). Por esta
razon, evaluamos si la proteina Ski mantiene su ocupancia sobre el motivo SBE del
promotor de SMAD7 en mitosis, iniciando nuestro estudio con las células MCF10A, dado

gue mostraron ocupancia de la proteina Ski sobre dicho promotor en estado asincronico.

En células MCF10A mitoticas, se realizaron tres experimentos independientes
para las lineas wild-type, shc y shSki, en las cuales se comparo el % de Input obtenido
para Ski e 1gG sobre el promotor de SMAD?7. Los resultados de las ChIP-qPCR mostraron
que la inmunoprecipitacion de Ski fue significativa en las células MCF10A wild-type y
shc, pero no en MCF10A shSki (Fig. 25). Mas aln, cuando las células fueron comparadas
entre si, el silenciamiento de Ski genero6 diferencias significativas respecto a las lineas
wild-type y shc (Fig. 26). Finalmente, la ocupancia de Ski en el promotor de SMAD7
respecto a la encontrada sobre los satélites BSR y HSatll, no mostré diferencias
significativas cuando se compararon entre si en las tres lineas celulares estudiadas (Fig.
27).
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Figura 25: Presencia de Ski en el promotor de SMAD7 en células mitéticas MCF10A. Las células
MCF10A wild-type, shc y shSki se sincronizaron en mitosis y la presencia de Ski en el promotor de
SMAD?7 se evalué mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra Ski. Como control negativo, se
utiliz6 19G normal de conejo. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski
sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccion;
shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3
experimentos independientes. Se aplicé el test de T de Student, con un 95% de confianza (*** p<
0,001; ns: no significativo).
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Figura 26: Enriquecimiento de la ocupancia de Ski en el promotor de SMAD7 de células mitéticas
MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7 en células MCF10A wild-type, shc y
shSki sincronizadas con colcemid se compararon entre si para establecer la ocupancia de Ski sobre el
motivo SBE. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski sobre el motivo
SBE del promotor de SMAD7 obtenido en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; shc:
control de transduccidn; shSki: knockdown de Ski.Se muestra el promedio de los porcentajes de Input
(% Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test
Bonferroni con un 95% de confianza (** p< 0,01; ns: no significativo).
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Figura 27: Ocupancia de Ski en el promotor de SMAD?7 y en secuencias satelitales de células
mitoéticas MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD?7, secuencias BSR y HSatll en
células MCF10A wild-type, shc y shSki sincronizadas con colcemid se compararon entre si para evaluar
los niveles de ocupancia de Ski en dichas regiones. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de Ski sobre el motivo SBE del promotor de SMAD?7 y las secuencias satelitales
BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccion; shSki:
knockdown de Ski.Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3
experimentos independientes. Se aplicé el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95%
de confianza (ns: no significativo).
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En células mitéticas MCF7, se realizaron tres experimentos independientes para
las lineas wild-type, Mock y T7hSki+, en las cuales se compar0 el porcentaje de Input (%
Input) obtenido para Ski e 1gG sobre el promotor de SMAD7. Los resultados de las ChIP-
gPCR mostraron que la inmunoprecipitacion de Ski fue significativa en las tres lineas
celulares (Fig. 28). Por otra parte, cuando las células se compararon entre si, no se
evidenciaron diferencias entre ellas (Fig. 29). Finalmente, la ocupancia de Ski en el
promotor de SMAD?7 respecto a la encontrada sobre los satélites BSR y HSatll mostrd
diferencias significativas solo en las células wild-type y Mock, no asi en las MCF7-
T7hSki+ (Fig. 30).
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Figura 28: Presencia de Ski en el promotor de SMAD7 en células mitéticas MCF7. Las células
MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+ se sincronizaron en mitosis y la presencia de Ski en el promotor de
SMAD?7 se evalué mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra Ski. Como control negativo, se
utiliz6 1gG normal de conejo. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski
sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. Wild-type: Ski enddgeno; Mock: control de
transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (%
Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de T de Student, con un 95% de
confianza (* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001).
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Figura 29: Enriguecimiento de la ocupancia de Ski en el promotor de SMAD?7 de células mitéticas
MCF?7. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD?7 en células MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+
sincronizadas con colcemid se compararon entre si para establecer la ocupancia de Ski sobre el motivo
SBE. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de Ski sobre el motivo SBE del
promotor de SMAD?7 obtenido en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; Mock: control de
transduccién; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input
(% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test
Bonferroni con un 95% de confianza (ns: no significativo).
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Figura 30: Ocupancia de Ski en el promotor de SMAD?7 y en secuencias satelitales de células
mitéticas MCF7. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7, secuencias BSR y HSatll en
células MCF7 wild-type, Mock y T7hSki sincronizadas con colcemid se compararon entre si para
evaluar los niveles de ocupancia de Ski en dichas regiones. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de Ski sobre el motivo SBE del promotor de SMAD?7 y las secuencias satelitales
BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski endégeno; Mock: control de transduccion;
T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE
de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un
95% de confianza (*** p< 0,001; ns: no significativo).
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45  Evaluacion del efecto de Ski sobre la tri-metilacion y acetilacion de la H3K9
en secuencias satelitales I y p en células mitoticas MCF7 y MCF10A.

La heterocromatina pericentromérica se caracteriza por poseer DNA altamente
metilado, histonas hipoacetiladas y metiladas. Entre estas modificaciones, la marca de la
H3K9me3 es esencial para el reclutamiento de HP-1 y el establecimiento de estas
regiones. Resultados no publicados de nuestro laboratorio muestran que en MEFs
sincronizados en mitosis, Ski se localiza en regiones pericentroméricas, especificamente
sobre el satélite mayor (MaSat), y la presencia de la proteina se asocia con mayores

niveles de la marca H3K9me3 en estas regiones.

Para evaluar el efecto de Ski sobre el estado de trimetilacion y acetilacion de la
H3KO9 sobre las secuencias BSR y HSatll durante la mitosis, utilizamos ChIP-gPCR en
células MCF7 wild-type, MCF7-Mock, MCF7-T7hSki+, y células MCF10A wild-type,
MCF10A shc y MCF10A shSki. Estos cultivos fueron sincronizados en fase M del ciclo
celular y se inmunoprecipité con anticuerpos contra H3K9me3 (isotipo conejo), 1gG
(isotipo conejo), H3K9ac (isotipo raton) e IgG (isotipo raton). Finalmente, los DNAs
eluidos se amplificaron por qPCR, utilizando los partidores “Chrl5 731/BSR” y
“Chr22_146/HSatIl” contra DNA satélite B y II. Los resultados fueron expresados en

relacién al Input de cada experimento (cromatina total sin inmunoprecipitar).

Se realizaron tres experimentos independientes en las lineas celulares MCF7 wild-
type, Mock y T7hSki+ mitéticas. En estos se compard el % de Input obtenido para
H3K9me3 e 1gG sobre las secuencias BSR y HSatll. Los resultados de las ChIP-qgPCR
mostraron que, en BSR y en HSatll, la inmunoprecipitacion de H3K9me3 fue positiva en
las 3 lineas celulares (Fig. 31A y B). Cuando estas celulas fueron comparadas entre si,
encontramos que en las células MCF7-T7hSki+ que sobre-expresan Ski, el
enriquecimiento de la marca H3K9me3 fue significativamente mayor respecto a las lineas
wild-type y Mock, tanto en las secuencias BSR como en HSatll. Méas aln, no se detectaron
diferencias entre las lineas wild-type y Mock (Fig. 32A y B). Por otra parte, se realizoé el
mismo procedimiento para la marca H3K9ac, la cual mostro una inmunoprecipitacion

positiva en las 3 lineas celulares sobre el BSR y HSatll (Fig. 33A y B). Sin embargo, la
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sobreexpresion de Ski no tuvo efecto sobre los niveles de H3K9ac en la secuencias BSR
ni en HSatll (Fig. 34A 'y B).
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Figura 31: Niveles de H3K9me3 en secuencias satelitales de células mitdticas MCF7. Las células
MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+ se sincronizaron en mitosis y los niveles de H3K9me3 en las
regiones BSR y HSatll se evaluaron mediante ChIP-qPCR, usando un anticuerpo contra H3K9me3.
Como control negativo, se utiliz6 1gG normal de conejo. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia HSatll en el cromosoma
22. Wild-type: Ski enddgeno; Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se
muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se
aplico el test de T de Student, con un 95% de confianza (* p< 0,05; *** p< 0,001; **** p< 0,001).
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Figura 32: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9me3 en secuencias satelitales de células
mitdticas MCF7. Los resultados de ChIP en células MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+ sincronizadas
en mitosis se compararon entre si para determinar el efecto de la sobre-expresion de Ski sobre los
niveles de la H3K9me3 en regiones satelitales humanas. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia HSatll en el cromosoma
22. Wild-type: Ski endégeno; Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se
muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se
aplico el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza (* p< 0,05; ** p<
0,01; *** p<0,001; ns: no significativo).
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Figura 33: Niveles de H3K9ac en secuencias satelitales de células mitdticas MCF7. Las células
MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+ se sincronizaron en mitosis y los niveles de H3K9ac en las regiones
BSR y HSatll se evaluaron mediante ChlP-gPCR, usando un anticuerpo contra H3K9ac. Como control
negativo, se utilizd6 19gG normal de raton. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacién de H3K9ac sobre la secuencia HSatll en el cromosoma
22. Wild-type: Ski enddgeno; Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se
muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se
aplico el test de T de Student, con un 95% de confianza (* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p<0,001).
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Figura 34: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9ac en secuencias satelitales de células mitoticas
MCF?7. Los resultados de ChIP en células MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+ sincronizadas en mitosis
se compararon entre si para determinar el efecto de la sobre-expresion de Ski sobre los niveles de la
H3K9ac en regiones satelitales humanas. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento (%
Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre la secuencia HSatll en el cromosoma 22.
Wild-type: Ski endégeno; Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra
el promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se aplico
el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza (ns: no significativo).
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Dado que en células MCF7 mitéticas evidenciamos que Ski ocupa el motivo SBE
del promotor de SMAD?7, evaluamos los niveles de H3K9me3 y H3K9ac de dicho
promotor para establecer una relacion del efecto de la sobre-expresion de Ski sobre
regiones satelitales BSR y HSatll respecto a un gen blanco de Ski. Para ello, se realizaron
tres experimentos independientes para las lineas wild-type, Mock y T7hSki+, en las cuales
se comparo el % de Input obtenido para H3K9me3 e IgG (isotipo conejo), H3K%ac e IgG
(isotipo raton) sobre el motivo SBE del promotor de SMAD?. Los resultados de las ChlIP-
gPCR mostraron que la inmunoprecipitacion de H3K9me3 fue positiva s6lo en MCF7-
T7hSki+ (Fig. 35), siendo el enriquecimiento de la marca H3K9me3 significativamente
mayor en las células que sobre-expresan Ski respecto a las lineas wild-type y Mock (Fig.
36). Finalmente, los niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD7 fueron comparados
con los niveles encontrados en las secuencias satelitales BSR y HSatll. En los tres tipos
celulares, los niveles de H3K9me3 del promotor de SMAD7 fueron significativamente

menores respecto al BSR y HSatll (Fig. 37).

Por otra parte, se realizd el mismo procedimiento para la marca H3K9ac, la cual
mostré una inmunoprecipitacion positiva en las tres lineas celulares sobre el motivo SBE
del promotor de SMAD7 (Fig. 38). Los niveles encontrados en la linea T7hSki+ fueron
significativamente menores respecto a las lineas wild-type y Mock (Fig. 39). Finalmente,
los niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD7 se compararon con los niveles
encontrados en las secuencias satelitales BSR y HSatll. En las lineas wild-type y Mock,
la marca de H3K9ac fue significativamente superior a las secuencias satelitales, sin
embargo, la sobre-expresion de Ski, en las células MCF7-T7hSki+, disminuyd los niveles
de acetilacion hasta no presentar diferencias significativas respecto a las secuencias

satelitales estudiadas (Fig. 40).
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Figura 35: Niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD7 de células mitdticas MCF7. Las células
MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+ se sincronizaron en mitosis y los niveles de H3K9me3 en el
promotor de SMAD7 se evaluaron mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra H3K9me3.
Como control negativo, se utiliz6 1gG normal de conejo. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. Wild-type: Ski
enddgeno; Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio
de los porcentajes de Input (% Input) = DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de T de
Student, con un 95% de confianza (** p< 0,01; ns: no significativo).
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Figura 36: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD7 de células
mitdticas MCF7. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7 en células MCF7 wild-type, Mock
y T7hSki+ sincronizadas con colcemid se compararon entre si para determinar el efecto de la sobre-
expresion de Ski sobre los niveles de la H3K9me3 sobre el motivo SBE. Enriquecimiento (% Input)
obtenido en la inmunoprecipitacién de H3K9me3 sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7
obtenido en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; Mock: control de transduccién;
T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE
de 3 experimentos independientes. Se aplicé el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un
95% de confianza (** p< 0,01; ns: no significativo).
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Figura 37: Niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD?7 y en secuencias satelitales de células
mitéticas MCF7. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7, secuencias BSR y HSatll en
células MCF7 wild-type, Mock y T7hSki sincronizadas en mitosis se compararon entre si para
relacionar la sobre-expresion de Ski con los niveles de H3K9me3 en dichas regiones. Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre el motivo SBE del promotor de
SMAD?7 y las secuencias satelitales BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno;
Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresién de Ski. Se muestra el promedio de los
porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplicé el test de One-way
ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza (* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; ns: no
significativo).
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Figura 38: Niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD?7 de células mitdticas MCF7. Las células
MCF7 wild-type, Mock y T7hSki+ se sincronizaron en mitosis y los niveles de H3K9ac en el promotor
de SMAD?7 se evaluaron mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra H3K9ac. Como control
negativo, se utilizd6 IgG normal de raton. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. Wild-type: Ski
enddgeno; Mock: control de transduccidn; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio
de los porcentajes de Input (% Input) = DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de T de
Student, con un 95% de confianza (** p< 0,01).
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Figura 39: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD7 de células
mitéticas MCF7. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD?7 en células MCF7 wild-type, Mock
y T7hSki+ sincronizadas con colcemid se compararon entre si para determinar el efecto de la sobre-
expresion de Ski sobre los niveles de la H3K9ac sobre el motivo SBE. Enriquecimiento (% Input)
obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7 obtenido
en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski endégeno; Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-
expresion de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos
independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza
(* p< 0,05; ns: no significante).
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Figura 40: Niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD?7 y en secuencias satelitales de células
mitéticas MCF7. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD?7, secuencias BSR y HSatll en
células MCF7 wild-type, Mock y T7hSki sincronizadas en mitosis se compararon entre si para
relacionar la sobre-expresién de Ski con los niveles de H3K9ac en dichas regiones. Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacién de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7
y las secuencias satelitales BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski endégeno; Mock:
control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes
de Input (% Input) = DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post
test Bonferroni con un 95% de confianza (*** p< 0,001; ns: no significativo).
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En células mitoticas MCF10A, se realizaron tres experimentos independientes
para las lineas wild-type, Mock y T7hSKi+, en las cuales se compard el % de Input
obtenido para H3K9me3 e 1gG sobre las secuencias BSR y HSatll. Los resultados de las
ChIP-gPCR maostraron que sobre las secuencias BSR y HSatll, la inmunoprecipitacion de
H3K9me3 fue significativamente positiva en las 3 lineas celulares (Fig. 41A 'y B). Cuando
estas células se compararon entre si, encontramos que las células con niveles disminuidos
de Ski (MCF10A shSki) muestran una disminucién significativa de la marca H3K9me3
sobre las secuencias BSR y HSatll. No se encontraron diferencias entre las lineas wild-
type y shc (Fig. 42Ay B). Por otra parte, el mismo procedimiento realizado para la marca
H3K9ac, mostrd una inmunoprecipitacion positiva en las tres lineas celulares sobre el
BSR y HSatll (Fig. 43A y B). Al comparar estas celulas entre si, no se encontraron

diferencias en los niveles de H3K9ac en las secuencias BSR y HSatll (Fig. 44A y B).
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Figura 41: Niveles de H3K9me3 en secuencias satelitales de células mitéticas MCF10A. Las
células MCF10A wild-type, shc y shSki se sincronizaron en mitosis y los niveles de H3K9me3 en las
regiones BSR y HSatll se evaluaron mediante ChlP-gPCR, usando un anticuerpo contra H3K9me3.
Como control negativo, se utilizé 1gG normal de conejo. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia HSatll en el cromosoma
22. Wild-type: Ski endégeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el
promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el
test de T de Student, con un 95% de confianza (* p< 0,05; *** p< 0,001; **** p<0,001).
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Figura 42: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9me3 en secuencias satelitales de células
mitéticas MCF10A. Los resultados de ChIP en células MCF10A wild-type, shc y shSki sincronizadas
en mitosis se compararon entre si para determinar el efecto de la disminucién de Ski sobre los niveles
de la H3K9me3 en regiones satelitales humanas. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia HSatll en el cromosoma
22. Wild-type: Ski endogeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el
promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el
test de One-way ANOV A post test Bonferroni con un 95% de confianza (*** p<0,001; **** p<(,001;
ns: no significativo).
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Figura 43: Niveles de H3K9ac en secuencias satelitales de células mitoticas MCF10A. Las células
MCF10A wild-type, shc y shSki se sincronizaron en mitosis y los niveles de H3K9ac en las regiones
BSR y HSatll se evaluaron mediante ChIP-qPCR, usando un anticuerpo contra H3K9ac. Como control
negativo, se utilizdé 1gG normal de raton. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre la secuencia HSatll en el cromosoma
22. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccién; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el
promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el
test de T de Student, con un 95% de confianza (** p< 0,01; **** p<0,001).
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Figura 44: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9ac en secuencias satelitales de células mitéticas
MCF10A. Los resultados de ChIP en células MCF7 wild-type, shc y shSki sincronizadas en mitosis se
compararon entre si para determinar el efecto de la disminucidn de Ski sobre los niveles de la H3K9ac
en regiones satelitales humanas. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de
H3K9ac sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre la secuencia HSatll en el cromosoma 22. Wild-type: Ski
enddgeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los
porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de One-way
ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza (ns: no significativo).
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Dado que en células mitéticas MCF10A, Ski también ocupa el motivo SBE del
promotor de SMAD?7, evaluamos los niveles de H3K9me3 y H3K9ac de dicho promotor
para establecer una relacion del efecto del silenciamiento de Ski sobre regiones satelitales
BSR y HSatll respecto a un gen blanco de Ski. Para ello, se realizaron tres experimentos
independientes para las lineas wild-type, shc y shSki, en las cuales se comparo el % de
Input obtenido para H3K9me3 e IgG (isotipo conejo), H3K9ac e IgG (isotipo raton) sobre
el motivo SBE del promotor de SMAD?Y. Los resultados de las ChIP-qPCR mostraron que
la inmunoprecipitacion de H3K9me3 fue significativamente positiva en las tres lineas
(Fig. 45). Cuando estas células se compararon entre si, encontramos que el silenciamiento
de Ski, en las células MCF10A shSki no mostraron diferencias significativas respecto a
las lineas wild-type y shc (Fig. 46). Finalmente, los niveles de H3K9me3 en el promotor
de SMAD7 se compararon con los niveles encontrados en las secuencias satelitales BSR
y HSatll. Los niveles de H3K9me3 del promotor de SMAD7 respecto al BSR y HSatll

fueron significativamente menores en las lineas wild-type, shc y shSki (Fig. 47).

Por otra parte, se realiz6 un andlisis similar para la marca H3K9ac, la cual mostré
una inmunoprecipitacion positiva en las tres lineas celulares sobre el motivo SBE del
promotor de SMAD7 (Fig. 48). Al comparar estas células entre si, se evidencia en las
células con niveles reducidos de Ski (MCF10A shSki) un aumento significativo de la
H3K9ac respecto a las lineas wild-type y shc (Fig. 49). Finalmente, los niveles de H3K9ac
en el promotor de SMAD7 se compararon con los niveles encontrados en las secuencias
satelitales BSR y HSatll, no mostrando diferencias significativas en las células wild-type
y shc. Sin embargo, en las células MCF10A shSki, la marca de la H3K9ac es
significativamente superior en el promotor de SMAD?7 respecto a las secuencias satelitales
estudiadas (Fig. 50).
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Figura 45: Niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD7 de células mitdticas MCF10A. Las
células MCF10A wild-type, shc y shSki se sincronizaron en mitosis y los niveles de H3K9me3 en el
promotor de SMAD7 se evaluaron mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra H3K9me3.
Como control negativo, se utiliz6 1gG normal de conejo. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. Wild-type: Ski
enddgeno; shc: control de transduccidn; shSki: knockdown de Ski.Se muestra el promedio de los
porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de T de
Student, con un 95% de confianza (*** p< 0,001; ns: no significativo).
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Figura 46: Efecto de de la ausencia de Ski sobre los niveles de H3K9me3 en el promotor de
SMADY7 de células mitéticas MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD?7 en células
MCF10A wild-type, shc y shSki sincronizadas con colcemid se compararon entre si para determinar el
efecto de la disminucién de Ski sobre los niveles de la H3K9me3 sobre el motivo SBE.
Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre el motivo SBE del
promotor de SMAD?7 obtenido en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de
transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input)
+ DE de 3 experimentos independientes. Se aplicé el test de One-way ANOVA post test Bonferroni
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Figura 47: Niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD?7 y en secuencias satelitales de células
mitoéticas MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD?7, secuencias BSR y HSatll en
células MCF10A wild-type, shc y shSki sincronizadas en mitosis se compararon entre si para relacionar
la disminucién de Ski con los niveles de H3K9me3 en dichas regiones. Enriquecimiento (% Input)
obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7 vy las
secuencias satelitales BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski endogeno; shc: control
de transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (%
Input) £+ DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test
Bonferroni con un 95% de confianza (* p< 0,05; *** p< 0,001; ns: no significativo).
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Figura 48: Niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD7 de células mitdticas MCF10A. Las
células MCF7 wild-type, shc y shSki se sincronizaron en mitosis y los niveles de H3K9ac en el
promotor de SMAD?7 se evaluaron mediante ChIP-qPCR, usando un anticuerpo contra H3K9ac. Como
control negativo, se utiliz6 1gG normal de ratdn. Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. Wild-type: Ski
enddgeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los
porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplicé el test de T de
Student, con un 95% de confianza (** p< 0,01; *** p< 0,001).
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Figura 49: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD7 de células
mitéticas MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD?7 en células MCF10A wild-type,
shc y shSki sincronizadas con colcemid se compararon entre si para determinar el efecto de la
disminucion de Ski sobre los niveles de la H3K9ac sobre el motivo SBE. Enriquecimiento (% Input)
obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7 obtenido
en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski endégeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown
de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos
independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza
(** p< 0,01; ns: no significativo).
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Figura 50: Niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD?7 y en secuencias satelitales de células
mitéticas MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7, secuencias BSR y HSatll en
células MCF10A wild-type, shc y shSki sincronizadas en mitosis se compararon entre si para relacionar
la disminucién de Ski con los niveles de H3K9ac en dichas regiones. Enriquecimiento (% Input)
obtenido en la inmunoprecipitacién de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7 vy las
secuencias satelitales BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control
de transduccidn; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (%
Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplicd el test de One-way ANOVA post test
Bonferroni con un 95% de confianza (** p<0,01; ns: no significativo).
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Para evaluar el efecto de la disminucion de Ski sobre las modificaciones de H3K9
en células MCF10A no sincronizadas, se realizaron tres experimentos independientes
para las lineas wild-type, shc y shSki, en las cuales se compar6 el % de Input obtenido
para H3K9me3 e 1gG sobre las secuencias BSR y HSatll. Los resultados de las ChIP-
gPCR mostraron que sobre las secuencias BSR y HSatll, la inmunoprecipitacion de
H3K9me3 fue positiva en las tres lineas celulares (Fig. 51A y B). Cuando estas células
se compararon entre si, encontramos que el silenciamiento de Ski, en las células MCF10A
shSki genera una disminucién de la marca H3K9me3 sobre las secuencias BSR y HSatl|.
No hubo diferencias entre las lineas wild-type y shc (Fig. 52A y B). Por otra parte, el
mismo procedimiento fue realizado para la marca H3KO9ac, la cual mostré una
inmunoprecipitacion positiva en las tres lineas celulares sobre el BSR y HSatll (Fig. 53A
y B). Al comparar estas células entre si, no se detectaron diferencias en los niveles de
H3K9ac en las secuencias BSR y HSatll (Fig. 54A 'y B).
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Figura 51: Niveles de H3K9me3 en secuencias satelitales de células asincrénicas MCF10A. Las
células MCF10A wild-type, shc y shSki se cultivaron hasta un 80% de confluencia y los niveles de
H3K9me3 en las regiones BSR y HSatll se evaluaron mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo
contra H3K9me3. Como control negativo, se utilizd 1gG normal de conejo. A) Enriquecimiento (%
Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15.
B) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia
HSatll en el cromosoma 22. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown
de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos
independientes. Se aplico el test de T de Student, con un 95% de confianza (* p< 0,05; ** p< 0,01; ***
p<0,001).
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Figura 52: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9me3 en secuencias satelitales de células
asincronicas MCF10A. Los resultados de ChIP en células MCF10A wild-type, shc y shSki no
sincronizadas se compararon entre si para determinar el efecto de la disminucion de Ski sobre los
niveles de la H3K9me3 en regiones satelitales humanas. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre la secuencia HSatll en el cromosoma
22. Wild-type: Ski endégeno; shc: control de transduccién; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el
promedio de los porcentajes de Input (% Input) = DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el
test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza (* p< 0,05; ns: no
significativo).
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Figura 53: Niveles de H3K9ac en secuencias satelitales de células asincrénicas MCF10A. Las
células MCF10A wild-type, shc y shSki se cultivaron hasta un 80% de confluencia y los niveles de
H3K9ac en las regiones BSR y HSatll se evaluaron mediante ChIP-gPCR, usando un anticuerpo contra
H3K9ac. Como control negativo, se utilizé 1gG normal de ratén. A) Enriquecimiento (% Input)
obtenido en la inmunoprecipitacién de H3K9me3 sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B)
Enriquecimiento (% Input) obtenido en la inmunoprecipitacién de H3K9ac sobre la secuencia HSatl|
en el cromosoma 22. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown de Ski.
Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes.
Se aplico el test de T de Student, con un 95% de confianza (* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001).
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Figura 54: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9ac en secuencias satelitales de células
asincronicas MCF10A. Los resultados de ChIP en células MCF10A wild-type, shc y shSki no
sincronizadas se compararon entre si para determinar el efecto de la disminucién de Ski sobre los
niveles de la H3K9ac en regiones satelitales humanas. A) Enriquecimiento (% Input) obtenido en la
inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre la secuencia BSR en el cromosoma 15. B) Enriquecimiento (%
Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre la secuencia HSatll en el cromosoma 22.
Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccién; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el
promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se aplico el
test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza (** p< 0,01; ns: no
significativo).
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Luego, se evaluaron los niveles de H3K9me3 y H3K9ac del promotor de SMAD7
para comparar el efecto del silenciamiento de Ski sobre regiones satelitales BSR y HSatlI
respecto a un gen blanco de Ski. Para ello, se realizaron 3 experimentos independientes
para las lineas wild-type, shc y shSki, en las cuales se compar6 el % de Input obtenido
para H3K9me3 e 1gG (isotipo conejo), y H3K9ac e IgG (isotipo raton) sobre el motivo
SBE del promotor de SMAD7. Los resultados de las ChIP-gPCR mostraron que la
inmunoprecipitacion de H3K9me3 fue positiva en las células MCF10A wild-type y shc,
no asi en la linea shSki (Fig. 55). Cuando estas células fueron comparadas entre si,
encontramos que el silenciamiento de Ski, en las células MCF10A shSki no mostro
diferencias significativas respecto a las lineas wild-type y shc (Fig. 56). Finalmente, los
niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD7 se compararon con los niveles
encontrados en las secuencias satelitales BSR y HSatll. Los niveles de H3K9me3 del
promotor de SMAD7 respecto al BSR presentaron diferencias en las lineas wild-type, shc

y shSki; y respecto a HSatll en las lineas shc y shSki (Fig. 57).

Por otra parte, al realizar un analisis similar para la marca H3K9ac, se encontrd
una inmunoprecipitacion positiva en las tres lineas celulares sobre el motivo SBE del
promotor de SMAD7 (Fig. 58). Al comparar estas células entre si, el silenciamiento de
Ski en las células MCF10A shSki no generd diferencias significativas de la H3K9ac entre
las tres lineas (Fig. 59). Finalmente, los niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD7
fueron superiores cuando se compararon con los niveles encontrados en las secuencias

satelitales BSR y HSatll, en las tres lineas estudiadas (Fig. 60).

Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la presencia de Ski en regiones
satelitales contribuye significativamente al enriquecimiento de la marca H3K9me3, y no
H3K9ac, lo cual es necesario para la mantencion de la heterocromatina pericentromerica

en células humanas.
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Figura 55: Niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD7 de células MCF10A no
asincronizadas. Las células MCF10A wild-type, shc y shSki se cultivaron hasta un 80% de confluencia
y los niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD?7 se evaluaron mediante ChlIP-gPCR, usando un
anticuerpo contra H3K9me3. Como control negativo, se utiliz6 1gG normal de conejo. Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre el motivo SBE del promotor de
SMAD?7. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccidn; shSki: knockdown de Ski. Se muestra
el promedio de los porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplicd
el test de T de Student, con un 95% de confianza (** p< 0,01; *** p< 0,001; ns: no significativo).
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Figura 56: Efecto de de la ausencia de Ski sobre los niveles de H3K9me3 en el promotor de
SMAD?7 de células MCF10A no sincronizadas. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7 en
células MCF10A wild-type, shc y shSki no sincronizadas se compararon entre si para determinar el
efecto de la disminucidn de Ski sobre los niveles de la H3K9me3 sobre el motivo SBE. Enriquecimiento
(% Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre el motivo SBE del promotor de
SMAD? obtenido en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccion;
shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3
experimentos independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95%
de confianza (ns: no significativo).
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Figura 57: Niveles de H3K9me3 en el promotor de SMAD7 y en secuencias satelitales de células
MCF10A no sincronizadas. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7, secuencias BSR y
HSatll en células MCF10A wild-type, shc y shSki no sincronizadas se compararon entre si para
relacionar la disminucion de Ski con los niveles de H3K9me3 en dichas regiones. Enriquecimiento (%
Input) obtenido en la inmunoprecipitacion de H3K9me3 sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7
y las secuencias satelitales BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski endégeno; shc:
control de transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input
(% Input) + DE de 3 experimentos independientes. Se aplicd el test de One-way ANOVA post test
Bonferroni con un 95% de confianza (* p< 0,05; ** p< 0,01; *** p< 0,001; ns: no significativo).

67



Promotor SMAD7

2,00
1,50 —
1,00 '

2

£ 050

®
0,0

Wild-type shc shSki

Figura 58: Niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD?7 de células MCF10A no sincronizadas.
Las células MCF10A wild-type, shc y shSki se cultivaron hasta un 80% de confluencia y los niveles de
H3K9ac en el promotor de SMAD7 se evaluaron mediante ChlIP-gPCR, usando un anticuerpo contra
H3K9ac. Como control negativo, se utilizd 1gG normal de conejo. Enriquecimiento (% Input) obtenido
en la inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7. Wild-type: Ski
enddgeno; shc: control de transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los
porcentajes de Input (% Input) £ DE de 3 experimentos independientes. Se aplicé el test de T de
Student, con un 95% de confianza (** p< 0,01; *** p< 0,001).

Promotor SMAD7

2,0 _
, ns

1,5 ns
5 ns
E— 1,0
2

0,5 4

0,0

Wild-type shc shSki
MCF10A

Figura 59: Efecto de Ski sobre los niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD7 de células
MCF10A no sincronizadas. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD7 en células MCF10A
wild-type, shc y shSki no sincronizadas se compararon entre si para determinar el efecto de la
disminucién de Ski sobre los niveles de la H3K9ac sobre el motivo SBE. Enriquecimiento (% Input)
obtenido en la inmunoprecipitacién de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7 obtenido
en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de transduccidn; shSki: knockdown
de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input) + DE de 3 experimentos
independientes. Se aplico el test de One-way ANOVA post test Bonferroni con un 95% de confianza
(ns: no significativo).
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Figura 60: Niveles de H3K9ac en el promotor de SMAD?7 y en secuencias satelitales de células
asincronicas MCF10A. Los resultados de ChIP en el promotor de SMAD?7, secuencias BSR y HSatll
en células MCF10A wild-type, shc y shSki no sincronizadas se compararon entre si para relacionar la
disminucion de Ski con los niveles de H3K9ac en dichas regiones. Enriquecimiento (% Input) obtenido
en la inmunoprecipitacion de H3K9ac sobre el motivo SBE del promotor de SMAD7 y las secuencias
satelitales BSR y HSatll en las tres lineas celulares. Wild-type: Ski enddgeno; shc: control de
transduccion; shSki: knockdown de Ski. Se muestra el promedio de los porcentajes de Input (% Input)
+ DE de 3 experimentos independientes. Se aplicd el test de One-way ANOVA post test Bonferroni
conun 95% de confianza (*** p< 0,001; ns: no significativo).
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5. Discusion

Los resultados obtenidos en este trabajo y estudios previos de nuestro laboratorio
indican que la proteina Ski participa en la regulacion epigenética de la heterocromatina
pericentromérica. Los niveles proteicos de Ski son regulados de una manera dependiente
del ciclo celular, alcanzando los més altos niveles en mitosis, localizdndose en el huso
mitdtico™®, y sobre regiones satelitales de cromosomas humanos y de raton (Tesis
Magister David Carrero y Tesis Doctoral Claudio Cappelli). Mé&s aun, la ausencia de Ski
en MEFs se asocia con una disminucion de la marca de la H3K9me3 sobre secuencias
satelitales ubicadas en regiones pericentroméricas de raton (Tesis doctoral Claudio
Cappelli). Todo lo anterior nos lleva a proponer que Ski ejerce un importante rol en
diversos mecanismos mitoticos, entre los cuales en este trabajo nos enfocamos en su
relacion con el enriquecimiento de la marca de la H3K9me3 sobre regiones
pericentromeéricas en cromosomas humanos, las cuales son esenciales para la mantencion

de la integridad cromosémica.

5.1  Expresion de Ski en células MCF7 y MCF10A

Ski participa de manera activa en la regulacion de la expresion génica de la via de
sefializacion de TGF-B y otras vias que regulan procesos celulares como proliferacion,
diferenciacion y transformacion tumoral®>*°>*%%_Mas alin, se ha descrito que Ski actuia
como una oncoproteina en varios tipos de cancerl®-12141517.18 pgr g| contrario en cancer
de mama se ha demostrado su efecto como supresor tumoral??2*. Diversos autores
proponen que los niveles fisioldgicos de Ski parecen proteger a las células de la
transformacion, y cuando éstos aumentan, disminuyen o existe una localizacion aberrante
de esta proteina, se promueven las funciones pro-oncogénicas de Ski'®3l. En este trabajo
comparamos la expresion de la linea celular MCF10A que corresponde a células
inmortalizadas no transformadas de epitelio mamario y las células MCF7 que provienen
de un adenocarcinoma mamario. Concordante con lo anterior, encontramos que existen
diferencias en la expresion de Ski entre ambos tipos celulares, donde las células MCF7
poseen menores niveles respecto a MCF10A (Fig. 8A). Méas aun, cuando sincronizamos
estas células en mitosis encontramos que s6lo en MCF10A existe un aumento de los
niveles proteicos de Ski comparado a células asincronicas (Fig. 8B), como ha sido

documentado en trabajos anteriores de nuestro laboratorio®®. Dado que la desregulacion
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de Ski es participe de variados mecanismos asociados a progresion tumoral, los niveles
significativamente menores en la expresion de Ski que evidenciamos en un modelo de
adenocarcinoma mamario respecto a células inmortalizadas del mismo tejido, podrian ser

causales, al menos parcialmente, del fenotipo tumoral de las células MCF7.

5.2  Skiesta localizado en BSR y HSatll en cromosomas mitoticos

La heterocromatina pericentromérica estd compuesta principalmente por largos
tramos de secuencias de DNA repetitivo rico en A+T, e incluyen elementos de DNA
transposables y repeticiones satelitales. En raton, estas regiones son conocidas como
repeticiones de satélite mayor y se encuentran localizadas en todos los cromosomas, a
diferencia de células humanas, en las cuales la composicion satelital es mas compleja y

cromosoma dependiente.

Resultados previos de nuestro laboratorio realizados en células humanas
evidenciaron que la proteina Ski se localiza sobre la regién pericentromérica de
cromosomas mitéticos con morfologia acrocéntrica, que corresponden a los cromosomas
13, 14, 15, 21 y 22. En dichas regiones, estos cromosomas albergan secuencias
codificantes para el DNA ribosomal (rDNA) y las secuencias satelitales BSR y HSatll. A
través de IFI sobre placas metafasicas en células MCF7 sincronizadas en mitosis, se
evidencié que Ski se localiza sobre cromosomas acrocéntricos y co-localiza con la
proteina UBF, factor transcripcional canénico de rDNA, en un 35,4% del total de placas
metafasicas estudiadas (Datos no publicados - Tesis Magister David Carrero). A la fecha,
ya demostramos la co-localizacién de Ski y UBF en células MCF10A mitéticas, y dado
que estas ceélulas poseen un nimero cromosémico relativamente normal (a diferencia de
la poliploidia presentada en células MCF7), fue posible construir un cariotipo humano
que evidencia la ocupancia de esta proteina tanto en regiones pericentroméricas de
cromosomas acrocéntricos y de otros con una morfologia diferente (Datos no publicados).
Esto podria dar cuenta de una funcion ain mas relevante a la abordada en este trabajo que
se restringe a la funcién mitotica de esta proteina sobre los satélites localizados en los

cromosomas 15y 22.

En este trabajo describimos por primera vez la ocupancia de Ski en secuencias

satelitales localizadas en regiones pericentromericas de cromosomas mitéticos en células
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MCF7 y MCF10A. Dada la complejidad de localizar y amplificar por PCR cuantitativo
secuencias satelitales localizadas en regiones de heterocromatina pericentromérica, fue
necesario utilizar la herramienta bioinformatica proporcionada por la Universidad de
California Santa Cruz (UCSC) llamada RepeatMasker. Esta herramienta genera un mapeo
completo del genoma humano actualizado (hg19), pudiendo obtener secuencias satelitales
localizadas en regiones pericentroméricas y que son especificas para cada cromosoma. El
disefio de partidores se realizo con el programa Amplifx siguiendo parametros estandar
de un partidor para PCR cuantitativo. De esta forma, encontramos que BSR y HSatll son
las secuencias satélites mas abundantes en regiones pericentroméricas de los cromosomas
15 y 22, respectivamente. Se escogieron dos parejas de partidores que mostraron los
mejores rendimientos, una especifica para la region pericentromérica del cromosoma 15
en la secuencia satelital BSR, y la segunda que es especifica para la region

pericentromérica del cromosoma 22 en la secuencia satelital HSatll (Fig. 15).

La hipotesis que Ski podria estar localizado especificamente en secuencias
satelitales de células epiteliales de mama fue abordada mediante ensayos de ChIP en
células sincronizadas en mitosis. Ensayos de ChIP en células MCF7 en mitosis evidencian
que los niveles enddgenos de Ski (wild-type y Mock) son lo suficientemente bajos para
no alcanzar valores significativos respecto al control de inmunoprecipitacion (IgG) en las
secuencias BSR y HSatll. Sin embargo, cuando esta proteina es sobre-expresada, en las
células MCF7-T7hSki+, la union de Ski en dichas regiones aumenta significativamente
respecto al control de IgG (Fig. 16A y B). De forma mas clara, cuando los valores de las
3 lineas celulares se compararon entre si, el enriquecimiento obtenido sobre las secuencias
BSR y HSatll en células MCF7-T7hSki+ es significativamente superior a las células wild-
type y Mock, en cambio no hay diferencias entre éstas tltimas (Fig. 17A-B). Se realiz6
el mismo tipo de ensayo en MCF10A, y encontramos que los niveles endogenos de Ski,
en celulas MCF10A wild-type y shc, si generan un enriquecimiento significativo sobre
los valores experimentales del control IgG en las secuencias BSR y HSatll. En MCF10A
shSki, estos valores disminuyen en el BSR y HSatll, lo cual es concordante con la menor
expresion de Ski en estas células (Fig. 18A y B). Al comparar los 3 tipos celulares,
encontramos que existe un aumento significativo de la ocupancia de Ski sobre las
secuencias BSR y HSatll en las células wild-type y shc en relacion a las células MCF10A

shSki (Fig. 19A y B). Estos resultados en su conjunto muestran que Ski esta enriquecido
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sobre las regiones satelitales BSR y HSatll del cromosoma 15 y 22, respectivamente, en
células MCF7 y MCF10A durante la mitosis.

Los resultados de ChIP en células MCF10A no sincronizadas mostraron que Ski
no ocupa los satélites BSR y HSatll durante interfase en los tres modelos estudiados (Fig.
20 y 21). El monitoreo de las poblaciones celulares por citometria de flujo arrojo que
aproximadamente el 75% de las células MCF10A asincrdnicas se encuentran en la fase
G1/GO (Fig. 13B). Por lo tanto, los resultados de ChIP obtenidos en células no
sincronizadas podrian ser atribuidos en gran medida a células que estan cursando la fase
G1. Todo esto podria indicar que en células humanas, una vez finalizada la mitosis, Ski
deja de ocupar las regiones satelitales estudiadas.

Para fortalecer nuestros resultados, analizamos un promotor de un gen que se ha
descrito en la literatura como blanco de Ski, de manera tal de establecer una comparacion
con los niveles de enriquecimiento obtenidos en los satélites BSR y HSatll. En células
HelLay HepG2 no sincronizadas, se ha descrito la presencia de complejos represores que
contienen a Ski, ocupando el promotor de SMAD7 para mantener el estado represivo de

este gen en ausencia del estimulo de TGFB*.

A través de ChIP-gPCR encontramos que Ski también ocupa dicho promotor en
células MCF10A asincronicas, sin embargo la disminucion de Ski mediante ShRNAS no
afectd la ocupacion de este promotor, a diferencia de lo observado en las secuencias
satelitales (Fig. 22-23). Una explicacién para este fendmeno podria ser la eficiencia de
knockdown lograda a través de la transduccién lentiviral. Como se mostro anteriormente,
existe una reduccién aproximada de un 65% en la expresion de Ski respecto a células
wild-type; sin embargo, el 35% restante podria ser suficiente para ocupar el motivo SBE
y generar un efecto epigenético. Ademas, el promotor de la proteina SMAD7 corresponde
a un blanco candnico de unién de otras proteinas SMAD para iniciar la transcripcion,
sefializacion de la cual los complejos proteicos que contienen a Ski son co-represores
directos. Por lo tanto, la ocupancia de Ski sobre el motivo SBE podria estar mas
favorecida que su ocupancia en secuencias satelitales. Una alternativa para evaluar el
efecto del silenciamiento de Ski sobre dicho promotor es suprimir en un 100% la
expresion de Ski a través de la generacion de una linea knockout para esta proteina y

evaluar el mismo procedimiento realizado en este estudio. Finalmente, cuando
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comparamos el enriquecimiento obtenido en el promotor de SMAD7 respecto a las
secuencias satelitales estudiadas, encontramos que sobre el motivo SBE, Ski presenta una
ocupancia significativamente superior (Fig. 24).

Cuando se inicia el proceso mitotico, muchos factores de transcripcion y
reguladores transcripcionales son excluidos del nucleo para favorecer la compactacion de
los cromosomas, sin embargo, nuestro laboratorio ha evidenciado que la proteina Ski
mantiene su ocupancia en regiones satelitales y ciertos genes codificantes (Datos no
publicados - Tesis Doctoral Claudio Cappelli). Es por esto, que inicialmente, evaluamos
si en células MCF10A sincronizadas en mitosis, Ski mantiene su ocupancia sobre el
promotor de SMAD7. Como se mostro antes, Ski mostr6 un enriquecimiento en las lineas
con expresion enddgena (wild-type y shc), y se observé una disminucion de su ocupancia
cuando Ski es silenciado en las células MCF10A shSki (Fig. 25 y 26). La comparacién
de todas las secuencias estudiadas arrojo que los niveles encontrados en secuencias
satelitales respecto el promotor de SMAD7 son similares en los tres modelos de MCF10A
(Fig. 27). Debido a que Ski ocupa el motivo SBE en células mitéticas MCF10A,
evaluamos si este fendmeno se presenta en células mitéticas MCF7. De forma interesante,
evidenciamos la misma ocupancia de esta proteina y ademas no encontramos diferencias
cuando Ski fue sobre-expresado en MCF7-T7hSki+ (Fig. 28 y 29). Una explicacion de
este fendbmeno podria ser la restriccion espacial producto de la compactacion de la
cromatina en cromosomas mitéticos en los motivos de union de factores de transcripcién
o complejos reguladores de la transcripcion. Este fendbmeno ya habia sido visto con
anterioridad en nuestro laboratorio, debido a que Ski posee una gran ocupancia de forma
enddgena en el promotor de SMAD7 en células MCF7, por lo que la sobre-expresion de
esta proteina en células MCF7-T7hSki+ dificilmente generara mayor ocupancia sobre
dichas secuencias. La comparacion de todas las secuencias estudiadas evidencio que los
niveles encontrados en secuencias satelitales respecto el promotor de SMAD7 son
significativamente inferiores en células MCF7 wild-type y Mock. Sin embargo, la sobre-
expresion de Ski en las células MCF7-T7hSki+, aument6 la ocupancia de esta proteina
en secuencias satélites hasta valores similares a los encontrados sobre el promotor de
SMAD? (Fig. 30).

En conclusion, los niveles enddgenos de Ski encontrados en células MCF10A son
lo suficientemente elevados para ocupar el promotor de SMAD7 y secuencias satelitales
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en cromosomas mitoticos. Por otra parte, la baja expresion de Ski evidenciada en células

MCF7 sélo permitié su inmunoprecipitacion sobre el promotor de SMAD7, siendo

necesario sobre-expresar esta proteina para evidenciar su ocupancia sobre regiones

satelitales. Estos resultados concuerdan con lo observado en células MCF10A shSki, las

cuales presentan niveles de Ski comparables a los niveles enddgenos de la proteina en

MCF7.

Tabla Il

Resumen de la ocupancia de la proteina Ski sobre regiones satelitales y el

promotor de SMAD?7. Resultados obtenidos de ensayos de ChIP en células mitéticas

y no sincronizadas utilizando un anticuerpo contra Ski. (v: ocupa; X: no ocupa).

MCF7 wt
MCF7 Mock
MCF7 T7hSki+

MCF10A wt
MCF10A shc
MCF10A shSki

MCF10A wt
MCF10A shc
MCF10A shSki
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“ Hsatll Promotor SMAD7 2,
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5.3  Ski regula el enriquecimiento de H3K9me3/ac en secuencias satelitales y
promotores en cromosomas mitéticos humanos

Ademas del contenido de DNA satelital, la heterocromatina pericentromérica
presenta diversas marcas que son transmitidas de forma estable de generacion en
generacion, y por definicion, son de naturaleza epigenética. En células de ratén, el DNA
es metilado en dinucleotidos CpG®. A nivel nucleosomal, las histonas generalmente son
hipoacetiladas y metiladas de forma especifica en la lisina 9 de la histona H3°, lo cual

permite el reclutamiento de HP-1 a estas regiones’®.

En este trabajo demostramos que la presencia de Ski sobre secuencias BSR y
HSatll se correlaciona con un aumento en la marca de la H3K9me3. En MCF7, al
comparar los tres modelos celulares entre si, encontramos que la sobre-expresion de Ski,
en las células MCF7-T7hSki+, presentd un enriquecimiento sobre las secuencias BSR y
HSatll de la H3K9me3 respecto a las células wild-type y Mock (Fig. 32A-B). Sin
embargo, la evaluacion de la H3K9ac no mostro diferencias en ambos satélites (Fig. 34A-
B). Debido a que en estas células Ski esta ocupando el promotor de SMAD7, evaluamos
los niveles de H3K9me3 y H3K9ac para relacionarlos con los enriquecimientos obtenidos
en secuencias satélites. Encontramos que la sobre-expresion de Ski, en las células MCF7-
T7hSki+, presentd un enriquecimiento significativo de la H3K9me3 en células wild-type
y Mock sobre el motivo SBE (Fig. 36). Finalmente, cuando los niveles de H3K9me3
evaluados en el promotor de SMAD7 se compararon con las secuencias satelitales,
encontramos que en los tres modelos estudiados de MCF7, los satélites BSR y HSatll
poseen niveles significativamente superiores que el promotor de SMAD?7, lo cual es
concordante con las caracteristicas propias de la heterocromatina pericentromérica en la
cual estan albergadas las secuencias satelitales estudiadas. Mas aun, la sobre-expresién
de Ski en las células MCF7-T7hSki+ gener6 un aumento de la H3K9me3 en las tres
secuencias estudiadas (Fig. 37). Por otra parte, cuando el mismo procedimiento fue
realizado para la H3K9ac, encontramos que las células MCF7-T7hSki+ presentaron una
disminucion de los niveles de esta marca respecto a las células wild-type y Mock sobre el
motivo SBE (Fig. 39). Finalmente, cuando los niveles de H3K9ac evaluados en el
promotor de SMAD7 se compararon con las secuencias satelitales, encontramos que en
células MCF7 wild-type y Mock, el promotor de SMAD7 posee niveles significativamente
superiores que los satélites BSR y HSatll. Sin embargo, la sobre-expresion de Ski en las
células MCF7-T7hSki+ disminuy6 la marca H3K9ac en el promotor de SMAD7 hasta no
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observar diferencias con los niveles encontrados en las secuencias BSR y HSatll (Fig.
40). Todo lo anterior podria dar cuenta de una regulacion epigenética diferente en
secuencias satelitales respecto a genes codificantes en células MCF7, donde el
enriquecimiento de H3K9me3 es dependiente de Ski, pero no la modificacion H3K9ac
sobre los satélites BSR y HSatll. En cambio el enriquecimiento de ambas marcas sobre
el promotor de SMAD?7 depende de Ski.

Nuestros resultados muestran que el silenciamiento de Ski sobre secuencias BSR
y HSatll se correlaciona con una disminucion de los niveles de H3K9me3. En MCF10A,
encontramos que el silenciamiento de Ski, en las células MCF10A shSki, present6 una
disminucion significativa de la H3K9me3 respecto a las células wild-type y shc sobre las
secuencias BSR y HSatll (Fig. 42A y B). Sin embargo, la evaluacion de la H3K9ac no
mostroé diferencias en ambos satélites (Fig. 44A y B). Al igual que en células MCF7, Ski
ocupa el promotor de SMAD?7 en células MCF10A Por lo tanto, evaluamos los niveles de
H3K9me3 y H3KO9ac para analizar su enriquecimiento en secuencias satélites. El
silenciamiento de Ski en las células MCF10A shSki, no presentd diferencias en los niveles
de la H3K9me3 respecto a células wild-type y shc sobre el motivo SBE (Fig. 46).
Finalmente, los niveles de H3K9me3 evaluados en los satélites BSR y HSatll poseen
niveles significativamente superiores que el promotor de SMAD7. Al igual que lo
evidenciado en células MCF7, los resultados son concordantes con las caracteristicas
propias de la heterocromatina pericentromérica (Fig. 47). Por otra parte, un analisis de
H3KO9ac, detectdé que las células MCF10A shSki presentaron un aumento en el
enriquecimiento de esta marca respecto a las células wild-type y shc sobre el motivo SBE
(Fig. 49). Finalmente, los niveles de H3K9ac evaluados en el promotor de SMAD7 son
similares a los encontrados en las secuencias satelitales en células MCF7 wild-type y
Mock. Sin embargo, el silenciamiento de Ski en las células MCF10A shSki aumentd la
H3K9ac en el promotor de SMAD?7 por sobre la acetilacion encontrada en las secuencias
BSR y HSatll (Fig. 50). La acetilacion de la H3K9 en heterocromatina pericentromérica
es un evento anterior a la metilacion del mismo residuo, por lo tanto, nuestros resultados
se ajustan a la hipotesis que Ski regula la H3K9me3 en dichas regiones, no ejerciendo un
efecto sobre la H3K9ac. Respecto a la regulacion epigenética del promotor de SMAD7 en
mitosis, no existen evidencias publicadas hasta la fecha, lo cual le otorga novedad a este
trabajo que vincula la localizacion de Ski sobre el motivo SBE con la regulacion de la
H3K9ac en la misma region.
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Tabla 111

Resumen de los niveles de H3K9me3 y H3K9ac evaluados sobre regiones
satelitales y el promotor de SMAD?7. Resultados obtenidos de ensayos de ChIP en
células mitoticas y no sincronizadas utilizando un anticuerpo contra H3K9me3 y

H3K9ac. (1: aumenta; { : disminuye; ns: no hay diferencias significativas).

H3K9me3 H3K9ac
[ BSR | Hsatll | PromotorSMAD7 | BSR | Hsatll | Promotor SMIAD?

MCF7 wt vs Mock ns ns ns ns ns ns

MCF7 wt vs T7hSki+ q» 2 G ns ns J 2
=
b

MCF10A wt vs shc ns ns ns ns ns ns

MCF10A wt vs shSki NE NP ns ns ns ™

MCF10A wt vs shc ns ns ns P ns ns ’_—E’h
[

MCF10A wt vs shSki NE NP NE ns ns ns g




Las anomalias cromosdmicas estructurales y numéricas son las caracteristicas mas
evidentes y distintivas de los genomas cancerigenos. Los reordenamientos estructurales
tienen un impacto en el desarrollo del tumor a través de la activacion de oncogenes y la
inactivacion de los supresores de tumores®. En modelos animales, la variacion en el
numero de cromosomas (aneuploidia) es considerada como una caracteristica o hallmark
del céncer, pudiendo predisponer el desarrollo de tumores solidos a través de un
fenémeno denominado inestabilidad cromosémica (CIN)*>%. Diversos mecanismos
pueden generar CIN, por ejemplo: defectos en la dindmica del acoplamiento microtubulo-
cinetocoro, el numero de centrosomas, el control de ensamblaje del huso mitotico y la
cohesion cromosomica®®®, En este contexto, nuestro laboratorio comprobé que la
ausencia de la proteina Ski, en MEF knockout para el gen ski (ski ”) provoca CIN

manifestado por la presencia de puentes intercromosémicos, micronucleos y aneuploidia.

La evaluacion citogenética del fenotipo inducido por el silenciamiento de Ski, en
MCF10A shSki, evidencio que estas células exhiben las mismas alteraciones mitdticas
mostradas en MEFs knockout para Ski, caracterizadas por la formacion de micronucleos,
presencia de cromosomas retrasados, anafases multipolares y aneuploidia (Datos no
publicados — Tesis Victor Inostroza). Mas aun, evaluamos el contenido de DNA de las
células MCF10A shSki, y encontramos que estas células presentan peaks que difieren de
las células MCF10A wild-type y shc, y que dan cuenta de poblaciones celulares
aneuploides. El efecto de la sobre-expresion de Ski en las células MCF7-T7hSki+ sobre
el curso mitético y estabilidad del genoma no ha sido estudiado hasta la fecha. El
monitoreo mediante citometria de flujo mostré que estas células no presentan peaks
diferentes a las células MCF7 wild-type y Mock, por lo tanto, resulta dificil proponer la
hipétesis que Ski pudiese revertir el alto nivel de aberraciones mitéticas que presentan

estas células tumorales (Fig. 61).
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Células MCF7 A Células MCF10A

T7hSki+

Figura 61: Monitoreo de la cantidad de DNA en células MCF7 y MCF10A. Las células MCF7
wild-type, Mock y T7hSki+; y las células MCF10A wild-type, shc y shSki fueron fijadas y tefiidas con
ioduro de propidio para ser monitoreadas por citometria de flujo. El grafico muestra 15.000 eventos
que fueron seleccionados en base a su contenido de DNA (PE-A). Wild-type: Ski endégeno; shc y
Mock: control de transduccion; T7hSki+: Sobre-expresion de Ski; shSki: knockdown de Ski. En
asterisco (*) se denotan las poblaciones celulares que presentaron peaks con sefiales de PE-A por sobre
la densidad caracteristica de la fase G2/M.
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Los resultados de ChIP en células MCF10A no sincronizadas mostraron que Ski
no ocupa los satélites BSR y HSatll, sin embargo, encontramos que en células MCF10A
shSki existe una disminucion significativa de la H3K9me3 en ambas secuencias
satelitales con las lineas wild-type y shc (Fig. 52A y B). Mas auln, la acetilacion de la
H3K9 evidencid algunas diferencias en la secuencia BSR, que podrian dar cuenta de una
tendencia del efecto de Ski en dicho satélite (Fig. 54A y B). Como se describid, Ski ocupa
el promotor de SMAD7 en células MCF10A asincronicas, por lo que evaluamos los
niveles de H3K9me3 y H3K9ac en secuencias satélites. El silenciamiento de Ski en las
células MCF10A shSki, no presentd diferencias en los niveles de la H3K9me3 respecto a
células wild-type y shc sobre el motivo SBE (Fig. 56). Finalmente, los niveles de
H3K9me3 evaluados en los tres modelos estudiados de MCF10A, encontramos que los
satélites BSR y HSatll poseen niveles significativamente superiores de esta marca
epigenética que el promotor de SMAD7 (Fig. 57). Al analizar los % de Input de H3K9me3
encontrados en células MCF10A asincronicas respecto a MCF10A mitéticas, vemos que
en éstas Ultimas aumentan considerablemente, lo cual concuerda con los mecanismos
descritos sobre la regulacion de la H3K9me3. Una vez terminado el proceso mitotico, la
cromatina disminuye su estado de compactacion, a través de una disminucién de los
niveles de metilacion de la H3K9, entre otras marcas epigenéticas. Esto permite el acceso
de los factores de transcripcion y reguladores transcripcionales a sus secuencias blanco®.
Por otra parte, un analisis de la marca H3K9ac, en las células MCF10A shSki no mostrd
diferencias en la acetilacion de H3K9 respecto a las células wild-type y shc sobre el
motivo SBE (Fig. 59). Finalmente, los niveles de H3K9ac evaluados en los satélites BSR
y HSatll resultaron significativamente menores respecto al promotor de SMAD7 (Fig.
60). A la fecha, no ha sido descrito la expresion de transcritos no codificantes albergados
en las regiones pericentroméricas de los cromosomas 15 y 22, por lo tanto, los bajos
niveles de H3K9ac encontrados en regiones satelitales son concordantes con un estado

transcripcional represivo respecto al promotor de un gen como SMAD?7.

En este trabajo demostramos que en las regiones pericentroméricas de los
cromosomas 15 y 22, Ski ocupa los satélites BSR y HSatll durante la mitosis, y modula
los niveles de la H3K9me3 en dichas secuencias. Sin embargo, en células asincronicas,
pese a que Ski abandona los satélites BSR y HSatll, el efecto asociado a la H3K9me3 se
mantiene. Este novedoso fendmeno ha sido foco de estudio en nuestro laboratorio, pero

orientado a la regulacion génica. El “Mitotic Bookmarking” es un proceso por el cual los
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promotores de genes especificos son ocupados por reguladores transcripcionales durante
mitosis para modular su expresion génica en la fase G1 temprana. Sin embargo, estos
“genes marcados” han sido asociados a factores de transcripcion y reguladores que
activan la transcripcion®9. A la fecha, se ha demostrado que algunos genes pueden ser
regulados negativamente por factores de transcripcion, provocando una represion de la
transcripcion®’. La hipotesis que Ski podria ser una proteina candidata para dichos
procesos fue abordada en estudios anteriores realizados en MEFs. En estas células, Ski se
encuentra asociado a un clister de genes de metaloproteinasas de matriz (mmp),
constituido por el gen mmp3, mmpl0 y mmpl3, el cual esta localizado en la regién
pericentromérica del cromosoma 9. En estos promotores, la ausencia de Ski en las células
MEF Ski -/- se asocia con una disminucion de la H3K9me3 y un aumento con la expresion
de estas proteinas, generando un cambio en el comportamiento de estas células,
caracterizado por una mayor motilidad, capacidad invasiva y aumento en la actividad
caseolitica respecto a los MEFs que poseen reconstituida la expresion de Ski (MEF Ski-
/-_Ski+). Sin embargo, las mismas células asincronicas no poseen Ski unido a estas
regiones, aunque el efecto asociado a los niveles de H3K9me3 en sus promotores se

mantiene (Datos no publicados — Tesis doctoral Claudio Cappelli).

Recientemente, hemos descrito que en células MCF7 y MCF10A, Ski se encuentra
localizado sobre el promotor genes ribosomales. En humanos, los genes ribosomales se
encuentran organizados en diversos cluster distribuidos en cromosomas acrocéntricos, los
cuales codifican para el transcrito 47S, el que luego es procesado y da lugar a los
transcritos de ARN ribosomal 18S, 5.8S y 28S%. En dichos cromosomas, éstos cluster
ribosomales se encuentran proximales a secuencias satelitales, especificamente BSR®2.
La distancia entre los genes ribosomales y HSatll no ha sido estudiada a la fecha. Nuestro
laboratorio propone la hipdtesis que de forma analoga a los promotores de mmp en raton,
el efecto en la marca de la H3K9me3 asociada a Ski se extiende hasta abarcar el promotor
ribosomal. Como consecuencia de lo anterior, las células MCF10A shSki presentan
menores niveles de H3K9me3 en la region promotora y un aumento en la expresion de
los transcritos de ARN ribosomal respecto a células MCF10A wild-type y shc (Datos no
publicados). Diversos trabajos plantean mecanismos de propagacion de las marcas de
heterocromatina en regiones pericentroméricas cuando estas localidades son establecidas
de novo, generando un silenciamiento general de los genes contenidos en dichas regiones

y elementos de transposicion, resguardando la estabilidad del genoma®®’. Por lo tanto,
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es posible plantear la hipdtesis que las enzimas remodeladoras de cromatina que son
reclutadas a regiones pericentroméricas y generan marcas represivas, inducen un entorno
heterocromatinico que se propaga hacia los alrededores, promoviendo el silenciamiento

de los genes contenidos en regiones proximales a dichas secuencias satélites.

Ski actda en combinacion con un gran numero de proteinas formando complejos
co-represores con actividad desacetilasa de histonas que estan involucrados en las vias de
sefializacion antes descritas (TGF-p, receptores nucleares de hormonas, etc). Dentro de
estos complejos con actividad remodeladora de cromatina, Ski ha sido asociado a HDAC
1y 3% yala proteina arginina metiltransferasa 5 (PRMT5)*.. Sin embargo, dado que esta
proteina carece de dominios proteicos de union a DNA, se hace dificil la tarea de
encontrar regiones en las cuales esta proteina podria estar participando. En raton y
humanos, los complejos represores que contienen a Ski se unen al factor transcripcional
Smad4 a traves de éste y son reclutados a los promotores de los genes blanco en respuesta
a TGF-B, especificamente al motivo SBE que es reconocido por Smad4. Cuando las
ceélulas no presentan un estimulo con la citoquina TGF-p, la unioén de los complejos que
contienen a Ski sirve para mantener un estado basal represivo en dichos promotores, a
través de las actividades desacetilasas de histona y arginina metiltransferasa de histona.
Resultados de nuestro laboratorio realizados en MEFs Ski -/- y MEF Ski -/-_hSki+
sostienen que las diferencias encontradas en los niveles de H3K9ac so6lo estan presentes
sobre los promotores de los genes mmp, y que ésta no sufre ningan cambio significativo

en el MaSat (Datos no publicados — Tesis doctoral Claudio Cappelli).

La trimetilacion de la H3K9 por metiltransferasas que se depositan
especificamente en regiones pericentroméricas necesita que dicho residuo se encuentre
previamente hipoacetilado. Nuestra hipotesis de que los complejos que contienen a Ski
con actividad desacetilasa de histonas puedan ser reclutados a dichas regiones y
desacetilen la H3K9 para su subsiguiente metilacion fue abordada evaluando los niveles
de H3K9ac. Curiosamente, nuestros resultados indican que en mitosis la sobre-expresién
de Ski en MCF7-T7hSki+ no genera ninguna diferencia significativa en los niveles de la
H3K9ac cuando se compara con las células wild-type y Mock en secuencias satelitales,
pero si se relaciona con una disminucién en el promotor de SMAD7. Més aun, cuando
evaluamos la misma marca epigenética en células mitéticas MCF10A shSki, no fue

posible encontrar cambios respecto a las células wild-type y shc en secuencias satelitales,
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pero si un aumento significativo en el promotor de SMAD7. Cuando analizamos los
niveles de H3K9ac en células MCF10A asincronicas, encontramos que los niveles de
acetilacion encontrados no muestran diferencias significativas sobre secuencias
satelitales, aunque se detecta una tendencia que se podria confirmar aumentando el

numero de ensayos.

En conclusion, nuestros resultados en células humanas, en conjunto con los
hallazgos en MEFs, permiten de proponer a Ski como una proteina candidata que modula
la H3K9me3 en regiones satelitales en mitosis y G1. Sin embargo, aun desconocemos la
composicion de los complejos que contienen a Ski y de los factores que reclutan a Ski a
secuencias satelitales en ratén y en humano. Ademas, nuestros resultados sostienen que
en secuencias satelitales la principal marca asociada a Ski corresponde a la H3K9me3 en
mitosis y G1. Se requieren nuevas estrategias para evaluar otras modificaciones de
histonas relacionadas a represion, como H3K27me3, y a activaciéon como H3K4me3 y
H3K27ac durante mitosis y G1. Mas aun, la estrategia de Re-ChlIP entre Ski y la
H3K9me3 podria establecer una relacion mas directa entre la proteina Ski y esta marca
epigenética en su interaccion con BSR y HSatll. Finalmente, la purificacion de los
complejos mitéticos asociados a Ski y su posterior analisis mediante espectrometria de
masas ayudaria a conocer (la totalidad) las interacciones proteicas de Ski en mitosis. Todo
lo anterior nos permitiria proponer nuevos mecanismos por los cuales Ski podria
participar en la mantencién de la heterocromatina pericentromérica de los cromosomas
15y 22.
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5.4  Mantenimiento de las marcas de heterocromatina pericentromérica a través
del ciclo celular

La heterocromatina pericentromérica se encuentra yuxtapuesta al centromero, y
es una region de cromatina que se mantiene condensada a través del ciclo celular. Su
apropiada organizacion es esencial para asegurar la correcta segregacion de los
cromosomas, y de esta forma, tiene un importante rol en el mantenimiento de la

estabilidad genomica.

La principal marca de heterocromatina pericentromérica es su enriquecimiento en
HP-1, la cual es reclutada por la marca de H3K9me3 en regiones de DNA altamente
repetitivo y secuencias transposables®. En mamiferos se ha descrito que el
establecimiento de la heterocromatina pericentromérica comienza durante la fase mid-S,
cuando estas secuencias satelitales se replican. Asociadas a la horquilla replicativa, las
proteinas HDACs y Dnmts son reclutadas por PCNA para desacetilar las nuevas histonas
incorporadas en la formacion de los nucleosomas y restaurar la metilacion del DNA.
Ademas, PCNA recluta al factor de ensamble de cromatina 1 (CAF-1), el que deposita
nuevas histonas H3-H4 acoplado a la sintesis de DNA. Las nuevas histonas H3 unidas a
CAF-1 son mono-metiladas por SetDB1, lo cual es reconocido por Suv39h, para
establecer la H3K9me3 y posterior union de HP-1°87>1% Nuyestros resultados plantean
que los niveles mitéticos de H3K9me3 asociados al BSR y HSatll disminuyen en células
MCF10A shSki, y por otra parte aumentan cuando Ski es sobre-expresado en MCF7.
Estos datos sugieren que Ski es fundamental para mantener los dominios
heterocromatinicos en dichas regiones. Sin embargo, no existe claridad si estos sucesos
mitoticos son particulares de ésta fase o provienen de etapas anteriores del ciclo celular.
Ski aumenta sus niveles progresivamente desde G2, hasta alcanzar un maximo en
mitosis®®, al igual que los niveles de metilacion inducidos por la enzima Suv39h sobre
regiones pericentromeéricas los cuales son necesarios para una correcta segregacion

cromosdmica en mitosis®e,

A través de la estrategia de sincronizacion celular y posteriores experimentos de
ChIP-gPCR, seria posible revelar en cual fase del ciclo celular Ski se deposita en estas
regiones satelitales y modula los niveles de la H3K9me3. Para ello es necesario obtener
poblaciones celulares enriquecidas en las fases G1/S, S tardio y G2, para evaluar

temporalmente el establecimiento, propagacion y mantencion de las marcas de
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heterocromatina pericentromérica sobre las secuencias satelitales. Ademas, sobre las
mismas celulas sincronizadas, experimentos de co-inmunoprecipitacion entre Ski y
diversas proteinas podrian dar cuenta si Ski es necesario para el mantenimiento de la
heterocromatina pericentromérica, formando complejos con la metiltransferasa de la
H3K9 Suv39h y metiltransferasa de DNA Dnmtl; y si es necesario para el
establecimiento de dichas regiones, Ski podria formar complejos con HDAC, Dnmts y
PCNA. Estos experimentos ayudaran a caracterizar mejor los complejos proteicos en los
cuales Ski es participe, y asi, comprender de una forma mas global los eventos que se

desarrollan en torno a la formacion y mantencién de la heterocromatina pericentromérica.
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6. Conclusiones

En este trabajo utilizamos la herramienta bioinformatica RepeatMasker para
localizar secuencias satelitales humanas cromosoma-especificas, y logramos amplificar y
cuantificar de forma especifica las secuencias BSR y HSatll de los cromosomas 15y 22,

respectivamente.

En células MCF7 y MCF10A, utilizando la técnica ChlIP-gPCR comprobamos que
la proteina Ski ocupa los satélites BSR y HSatll en mitosis. Mé&s aun, evidenciamos que
la presencia y ausencia de Ski modulan los niveles de la marca de la H3K9me3, y no la

H3K9ac de dichas regiones.

Interesantemente, en este estudio comprobamos que Ski ocupa el promotor de
SMADY7, un gen blanco de la via de sefializacion de TGFp, en mitosis. Evidenciamos que
la presencia y ausencia de Ski contribuye a los niveles de H3K9me3 y H3K9ac en este

promotor.
Finalmente, analizamos las células MCF10A shSki y demostramos la presencia

de poblaciones celulares aneuploides inducidas por el silenciamiento de Ski, confirmando

la importancia de esta proteina para la mantencion de la integridad del genoma.
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