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RESUMEN

Las histonas, proteinas conocidas por compactar el ADN y formar la cromatina en células
eucariontes, tienen ademas la funcion de regular procesos de expresion génica, debido
a que son susceptibles a modificaciones post-traduccionales (PTMs) que regulan el nivel
de interaccion con el ADN y el reclutamiento de otros factores. Sin embargo, antes de
ingresar al nucleo, y después de su sintesis, las histonas H3 y H4 son procesadas a
través de una cascada de maduracion citosolica. Dentro de este contexto, existe una
desmetilasa de histonas, JMJD1B, cuyo rol en el citoplasma todavia no esta claro, pero
se ha observado que esta relacionado con mantener una poblacién de histonas solubles
en el citoplasma listas para ser depositadas en la cromatina, y relacionado también con
controlar los niveles citosélicos de una chaperona de histonas denominada tNASP. El
knockdown de esta desmetilasa provoca la acumulacién de H3 y tNASP en el citosol,
ademas, la sobreexpresion de tNASP recapitula el fenotipo de la pérdida de funcién de
JMJID1B. Pese a que el sustrato de esta enzima en el citoplasma sigue siendo
desconocido, nosotros postulamos que podria ser tNASP. Para dilucidar esto, en este
trabajo investigamos la interactdmica de JMJD1B y estudiamos si existe una interaccion
fisica entre IMID1B y tNASP.

Mediante ensayos de pull down analizados por western blot, comprobamos que JMJD1B
interactia con H3 y también encontramos una interaccién con actina, pero no con
tNASP. Mediante ensayos de pull down utilizando marcaje SILAC, analizados por
espectrometria de masas, identificamos 9 proteinas interactuantes de JIMJD1B, entre las

gue se encuentran chaperonas de proteinas varias y también chaperonas de histonas.



Futuros estudios debiesen enfocarse en investigar la interaccion entre JIMJD1B y Hsp90,
debido a que esta Ultima es una chaperona que estabiliza a tNASP y pudiese tener

relacién en controlar los niveles citosolicos de tNASP y en consecuencia de H3.



ABSTRACT
Histones are proteins known to compact DNA and patrticipate in chromatin formation, but
also, those proteins regulate gene expression processes because they are susceptible
to post-translational modifications (PTMs) modifying the interaction with DNA and the
recruitment of other factors. However, following their biosynthesis and before they go into
the nucleus, histones H3 and H4 are processed through a cytosolic maturation cascade.
In this context, the demethylase JMJD1B, whose cytoplasmic role is still unknown,
maintains a soluble histone population in the cytoplasm for chromatin formation, and it
also regulates the cytoplasmic levels of a chaperone called tNASP. The KD of this
demethylase induces H3 and tNASP cytosolic accumulation. tNASP overexpression
mimics the phenotype observed in the JMJD1B KD. Which are the substrates of this
enzyme in cytoplasm is still unknown, we suggest that tNASP could be one of them.
In this work we investigated the JMJD1B interactome to identify potential substrates
related to the newly synthesized histone H3 and H4 maturation cascade, and also we
studied a physical interaction between JMJD1B and tNASP.
Using pull down assays followed by western blot analysis, we proved the interaction of
JMJD1B with H3, and also found an interaction with actin, but not with tNASP. Using pull
down assays coupled with SILAC labeling, followed by mass spectrometry analysis, we
identified 9 proteins interacting with IMJD1B which included unspecific chaperones and
histones chaperones.
Future studies should focus on JMJD1B and Hsp90 interaction, because this last one is
a chaperone that stabilizes tNASP and may be involved in maintaining cytosolic levels of

tNASP and H3.



INTRODUCCION

En las células eucariontes el material genético esta contenido en el nicleo, para lo cual
se necesita su compactacion. Aqui es donde cumplen un rol primordial las histonas, las
cuales son proteinas que mediante interacciones electrostaticas no especificas, se unen
al ADN (Luger y col., 1997), mediando su enrollamiento. A esta estructura, formada
principalmente por ADN e histonas, pero que comprende ademas proteinas no-
histénicas y otros factores, se le conoce como cromatina (Lee & Orr-Weaver, 2001). La
unidad estructural de la cromatina es el nucleosoma, formado por 147 pares de bases
de ADN que enrollan a un octdmero de histonas constituido por dos copias de cada una
de las histonas: H2A, H2B, H3 y H4 (Ettig y col., 2011). Sin embargo, las histonas no
s6lo compactan el ADN, sino que también regulan procesos como replicacion, reparacion
y expresion génica. Todo esto debido en parte a que son susceptibles a modificaciones
post-traduccionales (PTMs, por sus siglas en inglés Post-translational modifications)
(Chrun y col., 2017), tales como acetilacion en residuos de lisinas, metilacion en
argininas y lisinas, y fosforilacion de serinas y treoninas, entre otras (Kouzarides, 2007).
Todas estas modificaciones son establecidas por enzimas especificas, por ejemplo, la
enzima SetDB1 metila la lisina 9 de la histona H3 (Loyola y col., 2009), marca relacionada
con la represion de la expresion génica, al ser reconocida por la proteina HP1, la cual se
asocia a las histonas y contribuye a establecer dominios de cromatina altamente
compactos, denominados dominios de heterocromatina, que son inaccesibles para la
magquinaria transcripcional.

Si bien las PTMs de las histonas tienen una funcién bien estudiada cuando se encuentran
ensambladas en la cromatina, conociéndose su dindmica de establecimiento y remocion,

algunas de ellas no se establecen Unicamente en un contexto nuclear, sino que también



en un contexto citosélico. Las histonas se sintetizan en el citoplasma durante la fase S
del ciclo celular para garantizar el correcto suministro de nuevas histonas al ADN
recientemente sintetizado. Estudios previos describieron una cascada de maduracion
citosdlica de las histonas H3 y H4 (Figura 1), que involucra 6 complejos: “la”, “Ib”, “II”,
“Il”, “IVa” y “IVb” (Campos y col., 2010; Alvarez y col., 2011). En concreto, antes de que
la histona H3 se libere del ribosoma, la enzima SetDB1 metila la lisina 9 de esta
(H3K9mel) (Rivera y col., 2015), marca que esta presente en un 30% de histonas H3
solubles (Loyola y col., 2006). Inmediatamente después de su sintesis en ribosomas
libres del citoplasma, las histonas H3 y H4 forman los complejos “la” y “Ib”
respectivamente, interactuando con chaperonas de la familia Heat Shock. En el complejo
“II", las histonas H3 y H4 interactian por primera vez entre si en presencia de las
chaperonas Hsp90 y tNASP, siendo esta Ultima la isoforma testicular de la chaperona
especifica de histonas NASP (del inglés “Nuclear Autoantigenic Sperm Protein”). Luego,
en el complejo “IlI” en presencia de Asf1a (del inglés Anti-Silencing Function 1, isoforma
A) y sNASP (la isoforma somatica de NASP) ocurre el establecimiento de la acetilacion
en los residuos de lisina 5 y 12 de la histona H4 (H4K5ac y H4K12ac, respectivamente),
mediado por la enzima HAT1, marcas caracteristicas de la histona H4 recientemente
sintetizada (Sobel y col., 1995; Chang y col., 1997). Finalmente en los complejos IVa y
IVb las histonas H3 y H4 se asocian con Importina-4 para ser translocadas al nicleo a

través de los poros nucleares.
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Figura 1: Esquema de la cascada de maduracion citosélica de las histonas H3 y H4 recientemente

sintetizadas. Se observan los 6 complejos proteicos y las modificaciones post-traduccionales de las

histonas (Saavedra, 2018).

Si bien la cascada de maduracion de las histonas H3 y H4 se encuentra bastante
caracterizada, algunos aspectos de ella permanecen sin ser completamente entendidos.
Por ejemplo, y tal como se mencioné previamente, aunque se sabe que la marca
H3K9mel se establece incluso antes de que la histona esté completamente sintetizada,
no se conocen con certeza los mecanismos por los cuales sélo el 30% de la histona H3
citosdlica, en cultivos celulares asincrénicos, la presentan. Una hipétesis es que alguna
desmetilasa de histonas, aun desconocida, pudiera estar participando en algun punto de
la cascada de maduracién y regulando los niveles de la H3K9mel tras su liberacion de
los ribosomas. Asi, tras comenzar la evaluacion de esta hipotesis, se logré observar que
existe una poblacion de la desmetilasa JIMID1B en el citosol, lo cual sugirié una posible
funcién de esta en el procesamiento citosolico de las histonas.

JMJD1B es una desmetilasa de histonas que tiene actividad sobre la lisina 9 de la histona

H3 mono y di-metilada (H3K9mel y H3K9me2, respectivamente), ademas de una



recientemente descrita actividad sobre la di-metilacion simétrica de la arginina 3 de la
histona H4 (H4R3me2s), (Li, y col.,, 2018). Esta enzima pertenece a la familia de
proteinas que poseen un dominio JmjC, también denominado Jumonji C, lo cual da
origen a su nombre. Este dominio cataliza la desmetilacién de lisinas al poseer 2
histidinas que interactian con Fe (ll) (Cloos y col., 2008; Kim y col., 2012). Ademas
cuenta con un motivo caracteristico de factores transcripcionales y de proteinas que
interactdan con receptores nucleares, compuesto por los residuos Leu-Xaa-Xaa-Leu-Leu
(LXXLL) (Plevin y col., 2005). Otro motivo caracteristico de esta desmetilasa es el
dominio “Zinc finger” de tipo C4, el cual esta presente en proteinas que interactlan con
ADN (Schofield & Hausinger, 2015). Una ultima regién caracteristica de esta enzima es
una rica en residuos de serina. (Figura 2).

Ademas de la isoforma 1 de esta proteina, que es la forma candnica, existen 2 isoformas
mas (Sarac y col.,, 2019). La isoforma 2 tiene truncada la region amino terminal, y
presenta una variacion en sus 5 primeros aminoacidos respecto a la forma canénica
(aminoacidos 345 al 349), cambiando TFVPQ a MGAME (Figura 2). La isoforma 3 no
posee los primeros 1002 aminoacidos, perdiendo la regién rica en serina, pero
conservando el dominio catalitico y el dominio “Zinc finger”, que son los dominios mas

importantes para la reaccion de desmetilacion (Sarag y col., 2019) (Figura 2).
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Figura 2: Esquema lineal de los dominios de la desmetilasa JIMJD1B humanay sus tres isoformas.

El mecanismo por el cual esta enzima cataliza la reaccién de desmetilacién involucra los
co-factores a-cetoglutarato y Fe (ll) en una reacciéon de hidroxilacion sobre el grupo
metilo (Figura 3). De esta reaccion se genera como intermediario una carbinolamina que

espontaneamente se degrada al liberar formaldehido.
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Figura 3: Mecanismo mediante el cual el dominio JmjC cataliza la desmetilacion de una lisina. Se
muestra el mecanismo quimico de la reaccion de desmetilacion en donde una lisina mono-metilada, en
presencia de una desmetilasa de tipo JmjC (JHDM) utilizando como co-factores Fe(ll) y a-cetoglutarato

(aKG), pierde la mono-metilacién al liberar una molécula de formaldehido (Klose, 2006).



Tras evaluar los efectos de la pérdida de funcion de JIMJID1B sobre el procesamiento de
las histonas H3 y H4 citosdlicas se observd que, contrario a lo esperado, los niveles de
H3K9mel no aumentaron, sino que disminuyeron, mientras que los niveles proteicos de
H3 citosodlica se elevaron (Saavedra y col., 2020). Estos resultados sugirieron que, Si
bien es probable que JMJD1B no tenga una actividad directa sobre la remocion de
H3K9mel en el citosol, existe una importancia en la funciéon de JMJD1B para el correcto
procesamiento de la histona H3 recientemente sintetizada. Interesantemente, otro efecto
observado tras la pérdida de funcién de JMJD1B fue un incremento en los niveles de la
chaperona tNASP, lo cual podria explicar en parte el incremento en los niveles de la
histona H3 citosélica. Estudios anteriores han descrito que un aumento en los niveles
citosolicos de la chaperona NASP produce la acumulacién de los niveles proteicos de
las histonas H3 y H4 debido a que las protege de la degradacion proteica mediada por
vias lisosomales. Asi, se ha determinado que esta chaperona es la encargada de
mantener una poblacion de histonas solubles en el citoplasma listas para ser depositadas
en la cromatina a medida que la célula las requiera. (Cook y col., 2011). Considerando
gue la pérdida de funcién de JMJD1B ocasiona la acumulacién de tNASP y H3 en el
citosol, que la sobreexpresion de tNASP por si sola es suficiente para recapitular los
efectos de la pérdida de funcién de JIMJD1B (Cook y col., 2011; Saavedra y col., 2020),
y que resultados preliminares no publicados del laboratorio de la Dra. Alejandra Loyola
han sugerido que tNASP se encuentra metilada en determinados residuos de lisinas, ha
surgido la hipoétesis de la existencia de un eje de regulacién JIMJD1B-tNASP-H3 que
pudiera estar determinando el procesamiento citosélico de la histona H3.

Dado todo lo anterior, en el presente trabajo estudiaremos la interactomica de JMJD1B

y determinaremos si esta enzima tiene una interaccion directa con tNASP, a modo de



aproximacion para determinar si el eje IMID1B-tNASP-H3 existe o si, de lo contrario,
otras proteinas pudieran estar involucradas.
Hipotesis

e Ladesmetilasa IMID1B cataliza la remocion de un grupo metilo de la chaperona
de histonas tNASP y de esta forma regula la cascada de maduracion citosolica
de las histonas H3 y H4.

Objetivo General

e Determinar si la desmetilasa JMJD1B, interactia fisicamente con tNASP

afectando su estado de metilacion.
Objetivos Especificos

e Sub-clonar y purificar IMID1B-Flag recombinante.

e Realizar ensayos de pull down, utilizando como sonda a JMJD1B-Flag, sobre
extractos citosolicos de células Hela, con un posterior andlisis mediante western
blot.

e Determinar la interactémica citosélica de JIMJD1B-Flag a través de un pull down
en extractos citosélicos de células HeLa con marcaje SILAC, con un posterior

analisis mediante espectrometria de masas en tandem LC-MS/MS.



MATERIALES
1. Reactivos

Acetato de Potasio (104820, Merck); Acido Acético (AC-0030, Winkler); Acrilamida
(A9099, Sigma Aldrich); Agarosa (50004, Lonza); APS (7727-54-0, Merck); Azul de
bromofenol (AZ-0395, Winkler); Azul de Coomassie (BM-0270, Winkler); -
mercaptoetanol (444203, Calbiochem); beads de agarosa-proteina A (16-156, Merck);
beads de agarosa anti-Flag (A2220, Sigma Aldrich); beads de agarosa conjugadas con
Niquel (17-5268-01, GE Healthcare); Bis-acrilamida (15516024, Invitrogen); BSA
liofilizada (A7906, Sigma Aldrich); Cloruro de Magnesio (105833, Merck); Cloruro de
Potasio (104936, Merck); Cloruro de Sodio (106404, Sigma Aldrich); Desoxicolato de
Sodio (D6750, Sigma-Aldrich); DTT (43815, Sigma-Aldrich); EDTA (15576-028,
Invitrogen); Etanol (100983, Merck); Extracto de levadura (212750, BD Biosciences);
Fosfato dipotasico (105104, Merck); Glicerol (BM-0800, Winkler); Glicina (104201 Sigma
Aldrich); HEPES (54457, Sigma Aldrich); Imidazol (104716, Merck); IPTG (18500, US
Biological); Leupeptina (1167, TOCRIS); Metanol (106009, Merck); NP-40 (BM-1225,
Winkler); PMSF (36978, Thermo Scientific); Ponceau S (114275, Merck); Reactivo de
Bradford (1856209, Thermo Scientific); SDS (sc-264510c, Santa Cruz); TCA (19159,
Sigma Aldrich); TEMED (110732, Merck); Triptona (211705, BD Biosciences); Tris base
(108382, Merck); Tritobn X-100 (9002-93-1, Sigma Aldrich); Tween 20 (BM-2031,

Winkler).



2. Buffers y soluciones

Azul de Coomassie (0,2% Azul de Coomassie, 20% metanol, 5% Acido Acético); BC50
(20 mM Tris-HCI (pH 7,4) 50 mM Cloruro de Potasio, 10% Glicerol, 0,2 mM EDTA, 10
mM -mercaptoetanol, 0,2 mM PMSF); BC150 (20 mM Tris-HCI (pH 7,4) 150 mM Cloruro
de Potasio, 10% Glicerol, 0,2 mM EDTA, 10 mM B-mercaptoetanol, 0,2 mM PMSF);
buffer de corrida 10x (250 mM Tris base, 2 M Glicina, 1% SDS); buffer de elucion (0,1 M
Glicina (pH 2,5), 2 M Cloruro de Guanidinio); buffer de Laemmli 5x (0,3125 M Tris-HCI
(pH 6,8), 10% SDS, 25% Glicerol, 0,01% Azul de bromofenol, 5% B-mercaptoetanol);
buffer de lavado (50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 100 mM Cloruro de Sodio, 20 mM Imidazol,
0,01% NP-40, 0,2 mM PMSF, 15% glicerol); buffer de lisis bacteriana (50 mM Tris-HCI
(pH 7,4), 150 mM Cloruro de Sodio, 1 mM EDTA, 1% Tritdbn X-100); buffer de lisis
bacteriana 2 (50 mM Tris-HCI (pH 7,4), 500 mM Cloruro de Sodio, 20 mM Imidazol, 0,01%
NP-40, 0,2 mM PMSF, 15% Glicerol); buffer de transferencia 1x (25 mM Tris base, 0,2
M Glicina, 0,1% SDS, 20% Metanol); buffer IP (50 mM Cloruro de Sodio, 50 mM Tris-HCI
(pH 7,4), 1 mM EDTA, 0.05% Tritén X-100); buffer LS (20 mM HEPES-KOH (pH 7,8), 5
mM Acetato de Potasio, 0,5 mM Cloruro de Magnesio, 0,5 mM DTT, 0,1 mM PMSF, 10
Mg/uL Leupeptina); buffer para gel concentrador (0,5 M Tris-HCI (pH 6,8), 0,4% SDS);
buffer para gel separador (1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), 0,4% SDS); buffer RIPA (20 mM Tris
(pH 8), 150 mM Cloruro de Sodio, 1% NP-40 1% Desoxicolato de Sodio, 0,1% SDS, 1
mM EDTA); buffer TAE 1x (40 mM Tris base, 20 mM Acido Acético, 1 mM EDTA); Medio
DMEM suplementado (10% FBS, 2 mM L-Glutamina, 100 U/mL Penicilina 100 pg/mL
Estreptomicina); medio SOC (2% Triptona, 0,5% Extracto de levadura, 10 mM Cloruro
de Sodio, 2,5 mM Cloruro de Potasio, 10 mM Cloruro de Magnesio, 20 mM Glucosa);

placas de LB-agar (1% Cloruro de Sodio, 0,5% Extracto de levadura, 1% Triptona, 1,5%
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Agar-agar); Rojo Ponceau (5% Acido Acético, 0,1% Ponceau S); solucién acrilamida-bis-
acrilamida (30% Acrilamida, 0,8% Bis-acrilamida); solucion de bloqueo (1% BSA
liofilizada en T-TBS 1x); solucion de destefiido (20% Metanol, 7.5% Acido acético);
Tripsina (0.025% en PBS 1x); T-TBS 10x (200 mM Tris H-CI (pH 7,4), 1,5 M Cloruro de

Sodio, 1% Tween 20).

3. Anticuerpos

Los anticuerpos primarios utilizados fueron: anti-Histona H3 (#Cat:ab7834, Abcam); anti-
B-actina (#Cat:A5316, Sigma Aldrich); anti-NASP (#Cat:ab181169, Abcam); anti-
JMJD1B (#Cat:2621S, Cell Signaling) y anti-Lisina monometilada (anti-
Kmel)(#Cat:14679 Cell Signaling). Los anticuerpos secundarios conjugados a
peroxidasa de rdbano utilizados fueron: anti-rabbit IgG (#Cat:611-1302, Rockland
Immunochemicals) y anti-mouse IgG (#Cat:610-1302, Rockland Immunochemicals).

Estos se utilizaron en una dilucién 1:5000 en T-TBS 1x.

4. Kits comerciales

E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit y E.Z.N.A.® Plasmid Midi Kit de Omega Bio-tek; sustrato de
quimioluminiscencia para western blot Pierce ® ECL (32106, Thermo Fisher Scientific) y

SuperSignal ® West Pico (34080, Thermo Fisher Scientific).

5. Equipos y Softwares

Dentro de los equipos utilizados se encuentran: ChemiDoc Touch Imaging System
(BioRad); pH-metro; lector multi-modal Synergy H1; NanoDrop 2000; campana de flujo
laminar LN-120 de Nive; incubador de CO- con camisa de agua serie 8000 WJ, modelo

3429 (Thermo Scientific); transiluminador ECX-F20.M (Vilber); termociclador Rotor-Gene
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Q 2plex HRM Platform (Qiagen); centrifuga Heraeus FrescoTM 17 Microcentrifuge W
75002420 (Thermo Scientific). Ademas se utilizaron los siguientes softwares: Perseus
1.6.6.0; Adobe lllustrator CC 2018; Adobe Photoshop CC 2017; Image J version 1.51sy

Excel Microsoft Office 365 ProPlus 2013.

6. Otros

10x buffer for T4 Ligase (B02025, BioLabs); 1 kb DNA Ladder (N3232S, BioLabs); DMEM
(SH30081, GE Healthcare Life Science); Membrana PVDF (88518, Thermo Scientific);
Membrana de nitrocelulosa (NBAO85CO01EA, Perkin Elmer); Homogenizador de vidrio
con piston loose; Jeringa hipodérmica estéril 5 mL (Medicaltek); Lipofectamina® 2000
(11668-019, Invitrogen); NEBuffer 3.1 (B72035, BioLabs); O’GeneRuler 1 kb DNA Ladder
(SM1163, Thermo Scientific); Opti-MEM™ (11058021, Gibco); PBS 10x pH 7,4 (70011-
044, Thermo Scientific); T4 DNA Ligase (M02025, BioLabs); Tripsina (SH30042, GE

Healthcare).



METODOS

1. Sub-clonamiento

El plasmido pET28a-JMJD1B-Flag, que codifica para la proteina humana JMJD1B unida
al octapéptido Flag se obtuvo con ayuda del Dr. Rodrigo Villanueva sub-clonando la
secuencia de nuclettidos de JMJD1B-Flag (2406 pb), contenida en el plasmido
pcDNA3.1, al plasmido pET28a. Se amplifico esa secuencia mediante PCR de extension
durante 30 (Programa de PCR correspondiente a: Activacion inicial de la polimerasa:
95°C x 2 min, Desnaturacion: 95°C x 30 s, Alineamiento: 60°C x 30 s, Elongacion: 72°C
x 2 min 40 s y Elongacion final: 72°C x 5 min), utilizando los partidores 5-GAT CGA TCG
ATC CCA TGG ACT ACA AAG ACC ATG ACG-3'y 5-GAT CGA TCG ATC CTC GAG
CTAGGACCT TGC CAG TTT GGA-3'. Este producto de PCR se digirié con las enzimas
de restriccion Ncol y Xhol a 37°C durante toda la noche junto con el plasmido pET28a
(5369 pb), purificado desde la cepa Top10 de E. coli que contenia el inserto que codifica
para la proteina H3 (415 pb), con las mismas enzimas y bajo las mismas condiciones. El
producto de PCR y las digestiones se comprobaron corriendo un gel de agarosa al 0,7%
en buffer TAE 1x. Posteriormente, desde un gel de agarosa low melting al 1%, el
plasmido y el producto de PCR digeridos fueron purificados, y se procedi6 a la ligacién
de estos durante 16 horas a 4°C en presencia de la enzima T4 DNA ligasa, utilizando
plasmido e inserto en distintas proporciones segun su concentracion: 1:0, 1:1, 1:3 y 1:5.
Para crecer y purificar los plasmidos resultantes, bacterias de la cepa DH5a se
transformaron con los productos de ligacion. La transformacion se realizé descongelando
50 uL de bacterias competentes e incubandolas durante 30 minutos en hielo con 20 pg

del plasmido pET28a-JMJD1B-Flag. Posteriormente, se sometieron a un pulso de 42°C

12
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durante 30 segundos y luego se dejaron en hielo por 3 minutos. Luego, los 50 pyL de cada
alicuota de bacterias transformadas se mezclaron con 250 pyL de medio SOC y se
incubaron, en agitacion suave y a 37°C, durante 1 hora. Finalmente, los 300 pL de
bacterias en medio SOC se plaquearon en placas de LB-agar, suplementadas con 50
Mg/mL de Kanamicina.

De las colonias obtenidas se seleccionaron algunas y se crecieron en 5 mL de medio LB
suplementado con 50 uyg/mL de Kanamicina, dejandolas en agitacién a 37°C toda la
noche para alcanzar la saturacién y asi purificar los plasmidos. La insercién del inserto
se verificd mediante PCR colonia y andlisis de restriccion utilizando las enzimas Xhol y
Ncol, corriendo las muestras en geles de agarosa al 0,7% en buffer TAE 1x. Finalmente,
se verifico la secuencia de JIMJD1B-Flag a través de secuenciacion.

La purificacién de plasmidos desde las bacterias transformadas se realizé por mini-prep
0 midi-prep, usando los kits E.Z.N.A.® Plasmid Mini Kit o E.Z.N.A.® Plasmid Midi Kit de
Omega Bio-tek, segun las especificaciones del fabricante y su concentracion se midio

utilizando el equipo NanoDrop 2000.

2. Sobre-expresion y purificacion de IMJD1B-Flag

Con el vector pET28a-JMJD1B-Flag se transformaron E. coli de la cepa BL21-DE3 en
presencia de 50 yg/mL de Kanamicina y posteriormente se crecieron en medio LB con
Kanamicina suplementado con 2% glicerol y 30 mM Fosfato dipotasico. Se midi6 la
absorbancia a 600 nm, y cuando se obtuvo una absorbancia cercana a 0,4, se adicioné
IPTG a una concentracion final de 100 ug/mL y se dej6 en agitacion a 20°C toda la noche.
Al dia siguiente se centrifugd a 4.000 x g durante 20 minutos y el pellet se resuspendi6
en buffer de lisis bacteriana. Se adiciond lisozima a una concentracion final de 40 ug/mL

y se dejo a 4°C durante 30 minutos. Luego, se sonic6 durante 1 minuto con ciclos de 20
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segundos, para finalmente centrifugar a 13.000 x g durante 20 minutos a 4°C. El
sobrenadante del lisado de bacterias transformadas se recuperd para realizar la
purificacién y se incubaron 100 uL de beads de agarosa anti-Flag con 1 mL de este
durante 1 hora en agitacion a 4°C. Posteriormente, se realizaron 3 lavados de 5 minutos
con BC50 + 0,05% NP40. A las beads secas se les agregé BC50 + 0,05% NP-40 en
proporcion 1:1y se guardaron a 4°C. Como control negativo se utilizé la cepa BL21-DE3

sin transformar, a la cual se le hizo el mismo proceso de induccion y purificacion.

3. Ensayo SILAC

Extractos citosélicos de células HelLa asincrénicas (con un aprox. del 75% de las células
en fase G1, 10% en fase S y 15% fase G2/M) crecidas en medio con aminoacidos Lisina
y Arginina con is6topos pesados de carbono y nitrégeno (C*3 y N5, extracto citosélico
heavy), o en medio con aminoacidos de peso molecular normal (extracto citosélico light),
estaban almacenados a -80°C en el laboratorio de la Dra. Loyola. Se realizaron dos
reacciones: Forward y Reverse, como se ilustra en la Figura 4. La reaccion Forward
consistié en que 10 pL de beads anti-Flag, cargadas con JMJD1B-Flag como se detalla
en el método anterior, se incubaron con 200 ug de extracto citosdlico heavy y las beads
que interactuaron con el lisado de bacterias no transformadas se incubaron con 200 pg
de extracto light. La reaccion Reverse fue exactamente lo contrario: 10 uL de beads anti-
Flag cargadas con JMJD1B-Flag se incubaron con 200 ug del extracto citosdlico light, y
las beads que interactuaron con el lisado de bacterias no transformadas se incubaron
con 200 ug de extracto heavy. Todas las beads se hicieron interactuar con su respectivo
extracto citosoélico durante 1 hora a 4°C con rotacion constante, completando un volumen
final de 500 uL con BC50 + 0,05% NP-40. Luego se realizaron 2 lavados de 5 minutos a

4°C con rotacién constante utilizando BC50 + 0,05% NP-40, centrifugando entre cada
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lavado a 500 x g durante 1 minuto y descartando el sobrenadante. Al finalizar el segundo
lavado, las beads del extracto heavy y light de cada reaccién se juntaron entre si,
resuspendiendo las beads en 500 pL de BC50 + 0,05% NP-40. Como cada reaccion se
hizo en duplicado, fueron 4 tubos en total: 2 con reaccién Forward y 2 con reaccion
Reverse.

Estas reacciones se enviaron a Alemania para ser analizadas mediante espectrometria
de masas en tandem, siendo procesadas por el Dr. Ignasi Forné, de la unidad de
proteémica "Zentrallabor fir Proteinanalytik" de la Universidad "Ludwig-Maximilians-
Universitat (LMU)" de Munich. Esa unidad de analisis se encuentra asociada al

laboratorio de Biologia Molecular de dicha universidad, a cargo del Dr. Axel Imhof.
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Figura 4: Esquema que representa el ensayo de interactémica de JIMJD1B.

Los resultados recibidos se analizaron mediante el software Perseus, considerando que
los péptidos derivados de extractos heavy presentan una diferencia de +8 6 +10 Da
respecto de los péptidos derivados del extracto light, dependiendo si portan una lisina
(+8 Da) o una arginina (+10 Da) pesada. Para determinar si una proteina interactuaba o
no con JMJD1B, se utiliz6 el iBAQ score (del inglés intensity-based absolute
quantification) que considera la intensidad absoluta de los espectros de todos los

péptidos que derivan de cierta proteina, lo que permite descifrar si la proteina proviene



16

del extracto heavy o light. Por ejemplo, si en la reaccion Forward cierta proteina presenta
un iBAQ score mas pesado que liviano, se deduce que esa proteina proviene del extracto
heavy y, como en esta reaccién el extracto heavy interactu6é con JMJD1B, se desprende
gue esta proteina interactla fisicamente con JMJD1B. Pero si presenta un iBAQ score
mas liviano que pesado, la proteina proviene del extracto light y, por tanto, no es un
interactuante especifico de IMJD1B. Por ultimo, si se encuentran valores similares entre
ambos iBAQ scores, significa que la proteina esta presente independiente de si se
encuentre o0 no JMJD1B en el extracto, y, por lo tanto, tampoco se considera
interactuante especifica. Este mismo analisis se realiz6 para la reaccion Reverse, pero
considerando que el extracto light interactué con JMJD1B, por lo que la relacién entre
iIBAQ scores es inversa. Para facilitar el andlisis al comparar iBAQ scores pesados (H)
versus livianos (L) se hizo una razoén: (H/L) para la reaccién Forward y (L/H) para la
reaccion Reverse, ademas se aplicé logaritmo en base 2 a las razones, obteniendo asi
las veces de cambio entre iBAQ scores. De esta forma, para discriminar entre
interactuantes especificos 0 no, se considerd una proteina como interactuante si esta

tenia un valor superior a 1 para ambas reacciones (Fw y Rv).

4. Ensayos de Pull down

En general, el ensayo consiste en tener una proteina de interés anclada a beads y estas
incubarlas con extractos citosolicos, o con otra proteina de interés durante cierto tiempo,

para luego mediante western blot, investigar si existe una interaccion fisica entre ambas.
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4.1. Pull down utilizando JMJD1B-Flag anclada a beads anti-Flag

4.1.1 Obtencion del extracto citosélico de células HeLa (S100)

Células Hela crecidas en medio DMEM se lavaron dos veces con PBS 1x frio, para
luego cubrir la placa con 10 mL de buffer LS frio, manteniéndola durante 10 minutos en
hielo. Posteriormente, se descartd todo el buffer LS posible y con un rastrillo se
despegaron las células hinchadas y se pasaron a un tubo. Después, con un
homogenizador manual de tipo Loose, se bajé el piston 10 veces. Las células se
centrifugaron a 1.900 x g durante 3 minutos a 4°C y el sobrenadante se volvio a
centrifugar a 17.000 x g durante 60 minutos a 4°C, siendo este sobrenadante final, el

extracto citosélico (S100).

4.1.2 Cuantificacion de proteinas

Para poder medir la concentracién de proteina presente en el extracto citosoélico obtenido
en el punto 4.1.1 se us6 el método de Bradford, utilizando BSA para generar una curva
estandar. En una placa de 96 pocillos con fondo plano, por triplicado, se pusieron
concentraciones de 4, 2, 1, 0,5, 0,25 y 0,125 pg/uL de BSA en soluciéon de Bradford
ademas de la muestra de extracto citosélico. Luego se midi6 la absorbancia a 595 nm
en un lector multi-modal Synergy H1. Finalmente, se realizé un gréafico de dispersion de
absorbancia versus concentracion de proteina, obteniendo asi la curva de BSA descrita
por una funcion lineal, por lo que al reemplazar el valor de absorbancia de los extractos

citosolicos en esta ecuacion, se obtuvo la concentracion de proteina de estos.
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4.1.3 Pull down sobre extracto citosoélico de células HelLa

Diez uL de beads anti-Flag cargadas con JMJD1B-Flag, que previamente se blogquearon
durante 1 hora a 4°C con 1 mL de una solucion al 2% de BSA en BC50, se incubaron
con 1,74 mg de extracto citosolico de células HelLa (Figura 5A), obtenidos como se
explica en el punto 4.1.1, durante 1 hora a 4°C con rotacién constante. Posteriormente,
se realizaron 5 lavados durante 5 minutos utilizando 1 mL de BC150 + 0,15% NP-40 a
4°C con agitacion constante. La muestra final se analizd mediante western blot, utilizando

los anticuerpos primarios anti-H3, anti-NASP, anti-B-actina y anti-JMJD1B.

4.2. Pull down utilizando beads de Niquel ancladas a tNASP-His

Se indujo la sobre-expresion de la proteina recombinante tNASP unida a una cola de
histidina durante 2 horas desde la cepa BL21-DE3 de E. coli, transformada con pET30-
tNASP-His, utilizando IPTG a una concentracién final de 1 mM. La purificacion de esta
proteina se realiz6 lisando las bacterias con el buffer de lisis bacteriana 2 y sobre este
lisado se adicionaron 10 uL de beads de agarosa conjugadas con Niquel e incubaron
durante 1 hora a 4°C. Posteriormente, las beads se lavaron 5 veces con buffer de lavado
durante 5 minutos. Las beads cargadas con tNASP-His se utilizaron para el ensayo de
pull down, haciéndolas interactuar con el lisado de las bacterias que sobre-expresan
JMJD1B-Flag durante 1 hora a 4°C. Luego, se realizaron 5 lavados de 5 minutos con
buffer de lavado. Como control se utilizaron bacterias sin transformar, y otras que
expresaban sNASP-His (Figura 5B). Finalmente, se realiz6 un western blot utilizando el

anticuerpo primario anti-JMJD1B.
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Figura 5: Esquema ensayo de pull down. (A) Se describe el ensayo de pull down en extractos citosdlicos
de células HelLa. (B) Se describe el ensayo de pull down utilizando beads de Niquel sobre lisado de bacterias

que expresan JMJD1B.

5. Western blot

Todos los ensayos de pull down se comprobaron mediante la técnica de western blot.
Las muestras se mezclaron con buffer de Laemmli 5x hasta quedar a una concentracion
final del buffer de 1x, completando un volumen final de 25 uL. Luego, se calentaron a
100°C durante 5 minutos y se cargaron en un gel de poliacrilamida para separar las
proteinas mediante la técnica SDS-PAGE.

El gel estd compuesto de dos fases: La primera comprendiendo un 80% del total del gel,
denominado gel separador, y la segunda, a un 20%, dispuesto arriba, denominado gel
concentrador, el cual contiene los pocillos para cargar las muestras. Para los geles
separadores se utilizaron concentraciones fijas de acrilamida (8% o 12,5%) o en

gradiente, desde el 6% en la parte superior al 20% en la parte inferior, manteniendo
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siempre una proporcion de acrilamida-bis-acrilamida de 30:0,8 y una concentracion de
36,6 mM Tris-HCI (pH 8,8) y 0,1% SDS. Ademas se adicioné 0,02% APS y 0,24%
TEMED para la polimerizacién. Por otra parte, los geles concentradores mantienen una
concentracion fija de 4% acrilamida, 0,1% bis-acrilamida, 12,2 mM Tris-HCI (pH 6,8) y
0,1% SDS, adicionando 0,05% APS y 0,5% TEMED para su polimerizacion.

Las muestras se corrieron durante 1 hora y 20 minutos a 120 V constantes en buffer de
corrida 1x. Las proteinas separadas en el gel se transfirieron a una membrana de PVDF
a una corriente de 400 mA durante 90 minutos en buffer de transferencia 1x.
Posteriormente, la membrana se tifié con solucion Rojo Ponceau durante 5 minutos y se
destifid con metanol 100%. Para bloguear la membrana se utiliz6 una solucion de
bloqueo de BSA 1% a temperatura ambiente durante 1 hora. Luego, se incubd con
anticuerpo primario diluido en T-TBS 1x toda la noche a 4°C. Posteriormente, se lavé la
membrana durante 5 minutos 3 veces con T-TBS 1x y se incubd con el anticuerpo
secundario acoplado a peroxidasa de rdbano en T-TBS 1x en proporcion 1:5000 durante
40 minutos a temperatura ambiente. Finalmente, luego de 3 lavados de 10 minutos cada
uno con T-TBS 1x se reveld utilizando los kits de quimioluminiscencia en el equipo

ChemiDoc Touch Imaging System (Biorad).



RESULTADOS

1. Sub-clonamiento de JMJD1B-Flag en bacterias E. coli de la cepa BL21-DE3

Como punto de partida era necesario tener grandes cantidades de la proteina JMJD1B,
lo que se lograba sobre-expresandola en bacterias. Debido a que la secuencia de la
isoforma 3 de esta proteina, que posee el dominio catalitico, se encontraba en un
plasmido de expresion eucarionte (pcDNA3.1), fue necesario subclonar esa secuencia
al plasmido de sobre-expresion en bacterias E. coli pET28a.

Se realizé una reaccién de PCR de extension sobre el plasmido pcDNA3.1 que tenia el
inserto JIMJD1B-Flag, y se utilizaron partidores con la secuencia de sitios reconocidos
por las enzimas de restriccion Ncol y Xhol para asi amplificar el inserto de interés de
2406 pb con estos nuevos sitios de restriccidn en sus extremos. Terminada la reaccion,
se comprobé la amplificacion del inserto al correr un gel de agarosa al 1% en buffer TAE
1x y observar una banda cercana a los 2,5 kb (Figura 6). Como controles negativos se
utilizé una reaccion sin primers, en la que se observ6 una banda tenue cercana a los 5
kb correspondiente al plasmido pcDNA3.1-JMJD1B-Flag, y otra reaccion sin el plasmido,
en la que no se observo ninguna banda. Posteriormente, se realizé la purificacion del
amplificado, desde un gel de agarosa low-melting, coratndo la banda de interés y usando
el kit de purificacion por columnas de DNA “E.Z.N.A. ® Gel extraction Kit”, y se comprob6
corriendo un gel de agarosa al 1% (Figura 7) donde se observa el fragmento de JMJD1B-

Flag purificado.
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Figura 6: Amplificacion por PCR del fragmento JMJD1B-Flag. Gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1x
con tincion GelRed. Se cargaron 2 pL de cada muestra. “-DNA”:control al que no se le agreg6 el plasmido
pcDNA3.1-JMJD1B-Flag. “-Primers”: control al que no se le agrego ninguno de los primers. “PCR”: reaccién

de amplificacion del fragmento.
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Figura 7: Purificacion del fragmento JMJD1B-Flag. Gel de agarosa al 1% en buffer TAE 1x con tincién

GelRed. Se cargaron 2 y 4 yL del producto PCR purificado.

El fragmento purificado se digiri6 con las enzimas de restriccion anteriormente

mencionadas, utilizando las mismas para digerir el vector de destino: el plasmido pET28a
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de 5369 pb que tenia un inserto que codifica para la proteina H3.3 de 415 pb (Figura 8).
Se observd que el plasmido sin digerir presentaba 2 bandas, la mas liviana
correspondiente a la super-enrollada y la mas pesada la conformacion circular relajada
o lineal de longitud completa. Al realizar la digestién con una de las enzimas, tanto con
Xhol como con Ncol se observa solo una banda del mismo peso molecular, lo que
indicaria que efectivamente se realiz6 un solo corte en el pldsmido. Finalmente, al
realizar la doble digestion, esta banda es mas liviana que los controles, observando la

liberacion del inserto de H3.3.
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Figura 8: Digestion del plasmido pET28a con las enzimas Xhol y Ncol. Gel de agarosa al 0,7% en buffer
TAE 1x con tincion GelRed. Se cargaron 2 pL de cada muestra. De izquierda a derecha se cargé el plasmido

pET28a sin digerir, el plasmido digerido solo con Xhol, el plasmido digerido sélo con Ncol y la doble digestion

con Xhol + Ncol.

Ambos segmentos de ADN digeridos se ligaron con ayuda de la enzima T4 ligasa con
distintas proporciones de pladsmido e inserto: 1:0, 1:1, 1:3 y 1:5. Posteriormente, se
transformaron bacterias E. coli de la cepa DH5q, las cuales se utilizan especificamente

para clonamientos. Para comprobar que las colonias formadas contenian el plasmido
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deseado, primero se realiz6 un PCR colonia utilizando los partidores mencionados
anteriormente para amplificar el fragmento de IMJD1B-Flag, desde los cuales, al analizar
mediante un gel de agarosa al 0,7% (Figura 9A), se observé una correcta amplificacién
solo en las colonias en las que la reaccion de ligacion se realizé con la misma proporcion
de pldsmido e inserto (primeras 4 colonias). Como control positivo se realizd la reaccion
utilizando el plasmido pcDNA3.1 que ya contenia el inserto de JMJD1B-Flag y como
control negativo, se realiz6 la reaccion de PCR sin primers y ademas sobre la reaccion
de auto-ligacién (lig 1:0).

Posteriormente, se realiz6 un analisis de restriccion, digiriendo el plasmido pET28a-
JMJID1B-Flag de las colonias seleccionadas (colonias 1-4) con las enzimas Xhol y Ncaol,
analizandolo mediante un gel de agarosa al 0,7%, esperando encontrar una banda
correspondiente a la liberacién del inserto de JIMJD1B-Flag de 2406 pb. Efectivamente

se encontré una banda cercana a los 3 kb, pero solo en las colonias 1y 2 (Figura 9B).
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Figura 9: Andlisis del sub-clonamiento. (A) Gel de agarosa al 0,7% en buffer TAE 1x con tincion GelRed.
La figura muestra la amplificacion mediante PCR de las colonias seleccionadas de las distintas reacciones
de ligacién. Se cargd la reaccion de PCR completa de cada muestra (20 pL). “Lig”: Reaccion de ligacion.
“pcDNA3.1": reaccion de PCR sobre el plasmido pcDNA3.1 que contenia la secuencia de JMJD1B-Flag. “Sin
primers”: reaccion de PCR sin primers. (B) Gel de agarosa al 0,7% en buffer TAE 1x con tincion GelRed. La
figura muestra el analisis de restriccion. Se cargaron 10 pL de cada reaccion de digestion. “+”: con enzimas

“ o,

de restriccion Xhol y Ncol, “-”: sin digerir.

Luego se decidi6 enviar a secuenciar el material genético de las colonias 1y 2. Al analizar
la secuencia de estas colonias mediante la realizacion de un BLAST contra la secuencia
de laisoforma 3 de IMJD1B humana (Figura 10), se comprobd que la colonia 1 incorpor6

correctamente la secuencia y se escogio esta para realizar los siguientes experimentos.
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A JMJD1B protein [Homo sapiens]

Seq e ID: AAH01202.1 Length: 759 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 318 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

602 bits(1553) 0.0  Compositional matrix adjust. 295/321(93%) 304/321(94%) 3/321(0%) +1

Query 184  MSEKEAMMMVEPHQKVAWKRAVRGVREMCDVCETTLFNIHWVCRKCGFGVCLDCYRLRKS 363
MSEKEAMMMVEPHQKVAWKRAVRGVREMCDVCETTLFNIHWVCRKCGFGVCLDCYRLRKS

Sbjct 1 MSEKEAMMMVEPHQKVAWKRAVRGVREMCDVCETTLFNIHWVCRKCGFGVCLDCYRLRKS 60

Query 364  RPRSETEEMGDEEVFSWLKCAKGQSHEPENLMPTQIIPGTALYNIGDMVHAARGKWGIKA 543
RPRSETEEMGDEEVFSWLKCAKGQSHEPENLMPTQIIPGTALYNIGDMVHAARGKWGIKA

Sbjct 61 RPRSETEEMGDEEVFSWLKCAKGQSHEPENLMPTQIIPGTALYNIGDMVHAARGKWGIKA 120

Query 544  NCPCISRQNKSVLRPAVTNGMSQLPSINPSASSGNETTFSGGGGPAPVTTPEPDHVPKAD 723
NCPCISRQNKSVLRPAVTNGMSQLPSINPSASSGNETTFSGGGGPAPVTTPEPDHVPKAD

Sbjct 121  NCPCISRQNKSVLRPAVTNGMSQLPSINPSASSGNETTFSGGGGPAPVTTPEPDHVPKAD 180

Query 724  STDIRSEEPLKTDSSASNSNSELKAIRPPCPDTAPPSSALHWLADLATQKAKEETKEAGS 903
STDIRSEEPLKTDSSASNSNSELKAIRPPCPDTAPPSSALHWLADLATQKAKEETKEAGS

Sbjct 181  STDIRSEEPLKTDSSASNSNSELKAIRPPCPDTAPPSSALHWLADLATQKAKEETKEAGS 240

Query 904  LRSVLNKESHSPFGLDSFNSTAKVSPLTPKLFNSLLLGPTASNNKTQRV*PFKTSFTPGP 1083
LRSVLNKESHSPFGLDSFNSTAKVSPLTPKLFNSLLLGPTASNNKT+ + GP

Sbjct 241  LRSVLNKESHSPFGLDSFNSTAKVSPLTPKLFNSLLLGPTASNNKTEGS-SLRDLLHSGP 299

Query 1084 GKISSKPPWDTGLTLFPRVFS 1146
GK+ + P DTG+ FP VFS

Sbjct 300  GKL-PQTPLDTGIP-FPPVFS 318

B

JMJD1B protein, partial [Homo sapiens]
Seq e ID: AAH00539.2 Length: 1578 Number of Matches: 1

Range 1: 1215 to 1578 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame
660 bits(1702) 0.0 Compositional matrix adjust. 327/374(87%) 336/374(89%) 12/374(3%) +2

Query 179  QKTNWERFFRGSVGKQRFSPVVGFRGVHKKASSLEVLETQKP--LGQEFGEPGM*TLVKL 352
K NW + FR ++ PV+ GVHKK S E KP QEFG+ + LV
Sbjct 1215 NKNNW-KIFRECW--KQGQPVL-VSGVHKKLKS----ELWKPEAFSQEFGDQDV-DLVNC 1265

Query 353  QETVL*FSDVKVWDFWDGFEIICKRLRSEDGQPMVLKLKDWPPGEDFRDMMPTRFEDLVE 532
+ + SDVKV DFWDGFEIICKRLRSEDGQPMVLKLKDWPPGEDFRDMMPTRFEDL+E
Sbjct 1266 RNCAI-ISDVKVRDFWDGFEIICKRLRSEDGQPMVLKLKDWPPGEDFRDMMPTRFEDLME 1324

Query 533  NLPLPEYTKRDGRLNLASRLPSYFVRPDLGPKMYNAYGLITAEDRRVGTTNLHLDVSDAV 712
NLPLPEYTKRDGRLNLASRLPSYFVRPDLGPKMYNAYGLITAEDRRVGTTNLHLDVSDAV
Sbjct 1325 NLPLPEYTKRDGRLNLASRLPSYFVRPDLGPKMYNAYGLITAEDRRVGTTNLHLDVSDAV 1384

Query 713  NVMVYVGIPIGEGAHDEEVLKTIDEGDADEVTKQRIHDGKEKPGALWHIYAAKDAEKIRE 892
NVMVYVGIPIGEGAHDEEVLKTIDEGDADEVTKQRIHDGKEKPGALWHIYAAKDAEKIRE

Sbjct 1385 NVMVYVGIPIGEGAHDEEVLKTIDEGDADEVTKQRIHDGKEKPGALWHIYAAKDAEKIRE 1444

Query 893  LLRKVGEEQGQENPPDHDPIHDQSWYLDQTLRKRLYEEYGVQGWAIVQFLGDAVFIPAGA 1072
LLRKVGEEQGQENPPDHDP THDQSWYLDQTLRKRLYE EYGVQGWATVQFLGDAVF IPAGA

Sbjct 1445 LLRKVGEEQGQENPPDHDPIHDQSWYLDQTLRKRLYEEYGVQGWAIVQFLGDAVFIPAGA 1504

Query 1073 PHQVHNLYSCIKVAEDFVSPEHVKHCFRLTQEFRHLSNTHTNHEDKLQVKNITYHAVKDA 1252
PHQVHNLYSCIKVAEDFVSPEHVKHCFRL TQEFRHLSNTHTNHEDKLQVKNITYHAVKDA

Shjct 1505 PHQVHNLYSCIKVAEDFVSPEHVKHCFRLTQEFRHLSNTHTNHEDKLQVKNITYHAVKDA 1564

Query 1253 VGTLKAHESKLARS 1294

VGTLKAHESKLARS
Sbjct 1565 VGTLKAHESKLARS 1578

Figura 10: Blast de la secuencia de la colonia 1. En (A) se observa el alineamiento de los primeros 318
aminoécidos de la secuencia de la colonia 1, los cuales tienen un 94% de cobertura de la secuencia total de
la isoforma 3 de JMJD1B al ser el largo de la secuencia objetivo de 759 aa. En (B) se observan los ultimos

364 aminoacidos que corresponden a un 89% de cobertura de la secuencia.
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2. Sobre-expresion y purificacion de la proteina recombinante JIMJD1B-Flag

A partir de la colonia 1 sub-clonada JMJD1B-Flag, se extrajo el ADN plasmidial y con
este se transformaron bacterias E. coli de la cepa BL21-DE3, las cuales se utilizan
comunmente para expresar proteinas. Luego de inducir la expresion con IPTG, se realizd
un western blot contra JMJD1B, utilizando como controles una alicuota del cultivo
bacteriano antes de adicionar IPTG (Pre IPTG), una alicuota luego de haber estado
expuesto a IPTG toda la noche (Post IPTG), y el precipitado posterior a la lisis bacteriana
(pellet). Gran parte de la proteina se obtuvo de forma insoluble, quedando en el pellet,
mientras que so6lo un pequefio porcentaje se obtuvo de forma soluble, observandose una
banda cercana a los 100 kDa en el sobrenadante, que se condice con el tamafio de la
isoforma 3 de JMJD1B, por lo que se confirma la sobre-expresion de esta proteina
recombinante (Figura 11). Con este sobrenadante del lisado de bacterias se realizé una
inmunoprecipitacion utilizando beads de agarosa anti-Flag, la cual se analiz6 mediante
un western blot contra IMJD1B (Figura 12), en la que se observa a la proteina de interés
anclada a las beads. Como controles se carg6 el 1% del input (el sobrenadante del lisado

bacteriano), ademas del sobrenadante (lo que quedd del lisado luego de la incubacion).

Ladder

Pre IPTG
Post IPTG
Sobrenadante

L

—180 kDa
—130 kDa

3

o)

o
—100 kDa
— 70 kDa
— 55kDa
— 40 kDa
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e
e

— 25kDa

R — 10 kDa




28

Figura 11: Induccion de la expresién de la proteina recombinante humana JMJD1B-Flag. Western blot
contra JMJD1B. Se cargaron 20 pL de cada muestra. “Pre-IPTG”: cultivo bacteriano antes de agregar IPTG.
“Post IPTG”: cultivo luego de haber adicionado IPTG y dejarlo actuar toda la noche. “Sobrenadante”:

sobrenadante de la lisis bacteriana. “Pellet”: lo que precipitd del lisado bacteriano.
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Figura 12: Inmunoprecipitacién de JMID1B-Flag. Western blot contra JMJD1B. La figura es una imagen
representativa de 4 experimentos independientes. “JMJD1B-Flag” corresponde a la IP utilizando el lisado de
las bacterias que sobre-expresaban esta proteina. “BL21-DE3” corresponde a la IP utilizando un lisado de
bacterias no transformadas. Se cargaron 10 L de cada muestra. “Input” es el 1% de 1 mL de lisado con el
que se incubaron las beads. “Flow-Through” es lo que se rescaté del input que no se unié a las beads.
“Beads anti-Flag” corresponden a las beads luego de finalizada la IP. “Lavado” es el primer lavado luego de

incubar las beads con el respectivo lisado.

3. Ensayos de pull down

Para estudiar si JMJD1B interactia con tNASP, se llevaron a cabo dos tipos de pull
down. En el primero se utiliz6 JMJD1B-Flag anclada a beads anti-Flag sobre extractos

citosolicos de células HelLa y mediante un western blot se analizaron potenciales
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candidatos, tales como tNASP y H3, utilizando B-actina como control (Figura 13). Se
observo una interaccion preferente de JMJD1B con H3 y con B-actina, no asi con tNASP.
En el segundo ensayo, se utiliz6 la proteina tNASP-His anclada a beads de agarosa
conjugadas a Niquel sobre el lisado de bacterias que expresaba JMID1B-Flag, utilizando
como controles beads ancladas a SNASP-His y beads que interactuaron con el lisado de
bacterias no transformadas (BL21-DE3). Al analizar mediante western blot, se observa
la misma banda correspondiente a JMJD1B en todas las condiciones, tanto en las que
no tenian proteina anclada a las beads, como en las que tenian anclada a sSNASP y a
tNASP, por lo que la interaccion no era especifica (Figura 14). En base a estos resultados
concluimos que, bajo estas condiciones, JMJD1B interacciona con H3 y con B-actina,

pero no con tNASP.

1% Input Pull down FT
] o ]
e A A & a I
(0] 1 T T (o)
3 8§ S S 5§ 8
2 En = @ =a S
180 kDa—] | tNASP
100 kDa— | - S JMUD1B
40kDa—  we—— - | p-actina

15kDa—l [ “_Hs

Figura 13: Ensayo de pull down sobre extractos citosdlicos de células HelLa. Western blot contra

posibles interactuantes de JMJD1B. La figura es una imagen representativa de 8 experimentos “JMJD1B”
corresponde al ensayo de pull down utilizando beads cargadas con JIMID1B-Flag. “BL21-DE3” corresponde
al ensayo de pull down utilizando beads que habian interactuado con bacterias que no expresaban JMJD1B
(BL21-DE3). Se carg6 “1% Input’, que es el 1% del extracto S100 con el que se incubaron las beads. “Pull
down”, que corresponde a 10 pL de las beads anti-Flag cargadas luego de interactuar con el extracto

citosolico, “FT”: Flow-Through, que son 2 yL de lo que se rescaté del extracto S100 luego de la incubacion.
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Figura 14: Ensayo de pull down utilizando beads de Niquel. Western blot contra IMIJD1B y NASP. La
figura es una imagen representativa de 9 experimentos. Se cargd “1% Input”, que es el 1% del sobrenadante
del lisado de bacterias que sobre-expresan JMJD1B-Flag con el que se incubaron las beads. “Pull down”,
que corresponde a 10 uL de las beads de agarosa conjugadas a Niquel cargadas luego de interactuar con

el extracto citosolico, “FT”: Flow-Through, que son 2 uL de lo que quedoé del input luego de la incubacion.

4. Ensayo SILAC

Este ensayo consistio en realizar un pull down utilizando como sonda a JMJD1B-Flag
sobre extractos citosolicos de células HelLa con marcaje SILAC, con un posterior analisis
mediante espectrometria de masas en tdndem LC-MS/MS, detallado en materiales y
métodos. (Figura 4).

Luego de realizar el analisis estadistico de los espectros obtenidos por LC-MS/MS, se
obtuvo el dot-plot de la Figura 15, graficando en el eje de las abscisas el Log2 promedio
de larazon (H/L) de la reaccion Forward (Valor Fw), y en el eje de las ordenadas el Log2
promedio de la razén (L/H) de la reaccion Reverse (Valor Rv). Considerando que el valor
del Log2(H/L) de una proteina refleja que tan enriquecida esté en intensidad Heavy o
Light, segin sea el caso, se consider6 que una proteina tiene una interaccion

preferencial con JIMJD1B si es que el valor de tal parametro es igual o mayor a 1 para
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ambas reacciones (marcadas en color rojo) (Figura 15B). Como se esperaba, JMJD1B
aparece en el cuadrante | del dot-plot, puesto que es la proteina recombinante en
bacterias y, por lo tanto, todos los aminoacidos que la componen son livianos (Figura
15A). Con este andlisis se obtuvo un total de 162 proteinas, de las cuales 9 son
interactuantes especificas de JMJD1B, otras 9 proteinas se consideraron como no
interactuantes, ya que se anclaron a las beads de agarosa utilizadas en el pull down
cuando JMJD1B no estaba presente y las 144 proteinas restantes aparecieron en ambas

condiciones, sin mostrar preferencia por IMJD1B. (Figura 16)
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Figura 15: Analisis ensayo SILAC. (A) Dot-plot que muestra la distribucion de todas las proteinas
encontradas .En azul se observa JMJD1B en el cuadrante | (también denominada KDM3B), en verde las
proteinas no interactuantes, y en rojo las interactuantes especificas de JMJD1B. (B) Zoom del Dot-plot en

(A) que detalla sélo las proteinas interactuantes de JMJD1B en color rojo.
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Cantidad de proteinas encontradas

ZRANB2, RPL30, HSPB1, NASP1L4,

WDR77 DNAJA1
Proteinas Proteinas
interactuantes interactuantes
de beads de de JMJD1B
agarosa

Chaperonas especificas
de histonas, Chaperonas
de proteinas varias

y Co-chaperonas.

Ribosoma, Splicesosoma,
componentes del metilosoma,
reguladores transcripcionales.

Figura 16: Esquema resumen de la cantidad de proteinas encontradas. Se muestra la cantidad de

proteinas interactuantes de JMJD1B, detallando algunos ejemplos.

Las 9 proteinas encontradas como interactuantes de JMJD1B son: HSPB1, NAP1L4,
PPM1G, PFKP, DNAJAL, FHL2, XRCC6, SYNE2 y CCT3, y su valor de Fw y Rv se
especifica en la Tabla I. En la Tabla Il se detallan las mono y di-metilaciones presentes
en cada proteina junto con su funcion. Si bien es cierto que ninguna de las proteinas
encontradas mediante este andlisis esta relacionada con las proteinas que hasta el
momento han sido descritas como componentes de la cascada de maduracion citosolica
de las histonas H3 y H4, la mayor parte de estas son chaperonas o co-chaperonas. Otras
proteinas encontradas, especificamente SYNE2 y CCT3, interactian directamente con
actina, consistente con nuestros resultados de pull down que mostraron interaccion entre
JMJD1B y B-actina (Figura 8). Ademas, a excepcion de NAP1L4 y FHL2, las proteinas

estan mono o di-metiladas, lo que las posiciona como posibles sustratos de JMJD1B.
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Tabla 1: Valores de Log2(H/L) de reaccion Forward (Valor Fw) y Log2(L/H) de reaccién Reverse (Valor

Rv) paralas proteinas interactuantes de JMJD1B. Valores mayores a 1 en ambas reacciones representan

interactuantes de JMJD1B. En cambio las no interactuantes presentan valores menores a -1 en ambas

reacciones.
Proteina Valor Fw Valor Rv
HSPB1 3,000 5,276
NAP1L4 1,630 4,886
PPM1G 4,834 4,689
PFEKP 4,041 3,334
DNAJA1 3,453 3,277
FHL2 2,692 2,349
XRCC6 1,716 2,159
SYNE2 1,141 2,022
CCT3 1,669 1,917

Tabla 2: Proteinas interactuantes de JIMJDI1B. En la tabla se listan las 9 proteinas encontradas mediante

el ensayo SILAC, sus funciones y sus modificaciones post-traduccionales (mono y di-metilaciones).

Nombre

Funcién

Mono metilaciéon

Di metilacion

Heat Shock Protein Family B

R5, R12, R20, R37,

HSPB1 (Small) Member 1 Chaperona de proteinas varias R56, R89 -
NAP1L4 Nucleosome A§sembly Protein 1 Chaperona de histonas - -
Like 4
PPM1G Protein Phosphatase, Mg2+/Mn2+ |Ser/Thr fosfatasa. Regula ciclo R22. K406 i
Dependent 1G celular
PFKP Phosphofructokinase, Platelet Isoforma de fosfofructokinasa R310, R319 K109
DnaJ Heat Shock Protein Family Heat shock protein 70
DNAJA1 R253 -
(Hsp40) Member A1 cochaperona
FHL2 Four And A Half LIM Domains 2 | R0 €n el ensamblaje de - -
membrana extracelular
X-Ray Repair Cross Pertenece a un complejo de K92,R194, R230,
XRCC6 Corr): Ien:)entin 6 DNA kinasa. Interactiia con R244, R301, R318, -
P g DNA R474
SYNE? Spectrin Repeat Contalr?mg Proteina de n,wembrana. K676, R2345 R224
Nuclear Envelope Protein 2 nuclear. Interactia con actina.
cCT3 Chaperonin Containing TCP1 Chaperona que pertenece al R5, R216, R313, i

Subunit 3

complejo TCP1 con actina

R377




DISCUSION

Las metilaciones en las histonas pueden tener 5 principales implicancias funcionales en
la célula: afectan su estabilidad, promueven o bloquean el establecimiento de otras
modificaciones post traduccionales (PTMs), afectan la interaccion con otras proteinas y
con el DNA, y también determinan su ubicacion sub-celular (Biggar & Li, 2015). Hace un
tiempo se pensaba que estas modificaciones post-traduccionales eran definitivas, pero
al descubrir enzimas capaces de catalizar la remocién del grupo metilo, denominadas
desmetilasas, se demostrd que estas PTMs son dindmicas (Lan & Shi, 2009). En el
nacleo JMJID1B es una desmetilasa de H3K9mel y H3K9me2 y H4R3me2s (Kim y col.,
2012; Liy col., 2018), mientras que su rol en el citoplasma no esta definido, por lo que
estudiar la interactbmica de esta proteina podria dar indicios de su funcién a nivel
citoplasmatico.

La interactomica de JMJD1B se estudié6 mediante 2 técnicas: ensayos de pull down
analizados por western blot y ensayo de SILAC, que si bien también consistié en un
ensayo de pull down, se analiz6 mediante espectrometria de masas en tdandem. Ninguna
permitié detectar interaccion entre tNASP y JMJD1B, lo que definié que nuestra hipétesis
inicial era incorrecta. Sin embargo, este resultado no permite descartar que tNASP sea
sustrato de JMJD1B a través de una interaccion transiente.

En este estudio se utilizo la isoforma 3 de IMID1B, que contiene el dominio desmetilasa,
pero no tiene los primeros 1002 amino&cidos del extremo amino terminal. Esto debido a
gue nuestro objetivo se concentrd en la busqueda de sustratos de desmetilacion de
JMJD1B, acotando la busqueda a proteinas que interactien con el sitio catalitico.
Ademas, un estudio demostré que su actividad desmetilasa sobre la lisina 9 de la histona

H3 sdlo se logra si ademas del dominio JmjC, esta presente el dominio “Zinc finger” (Kim

35
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y col., 2012), y aunque ambos estan presentes en la isoforma utilizada en este trabajo,
esta tiene la desventaja de no tener dominios que podrian ser importantes en las
interacciones proteina-proteina. Por lo tanto, seria interesante que estudios futuros
investiguen la interactomica de la proteina JIMJD1B completa.

El ensayo de pull down acoplado a western blot tiene la ventaja de ser una técnica simple
de utilizar, pudiendo detectar cualquier proteina interactuante de una proteina de interés.
Estos ensayos mostraron que JMJD1B interactla con la histona H3, consistente con la
capacidad de JMJD1B de desmetilar H3 (Kim y col., 2012). Un resultado no esperado
fue encontrar B-actina como interactuante, proteina que fue utilizada como control
negativo del pull down. Interesantemente, los ensayos de pull down desarrollados con
SILAC determinaron que CCT3 interactia con JMJD1B. CCT3 es una chaperona
perteneciente al complejo TCP1 (del inglés “T complex polypeptide 1”), también
denominado TRIC (“TCP1 ring complex”), complejo de chaperonas que se encargan del
correcto plegamiento de proteinas recientemente sintetizadas, que Hsp90 y Hsp70 no
logran procesar correctamente (McCallum y col., 2000; Freund y col., 2014). Este se
compone de dos anillos idénticos, cada uno con 8 proteinas distintas, entre ellas CCT3,
actina y tubulina, lo que explicaria la presencia de B-actina en los ensayos de pull down
con extractos citosolicos. Estudios futuros podrian enfocarse en investigar si JMJD1B
tiene alguna funcién en el complejo TCP1 y el plegamiento de las proteinas.

Estudiar la interactémica mediante el ensayo SILAC, tiene la ventaja de obtener en un
solo experimento, todos los interactuantes de la proteina de interés, ademas de permitir
comparar el control negativo en las mismas condiciones (Aebersold & Mann, 2003). En
este caso, el ensayo permiti6 encontrar 9 proteinas nuevas, entre las cuales se
encuentran CCT3, NAP1L4 (del inglés “Nucleosome Assembly Protein 1 Like 4”) que es

una chaperona especifica de histonas H2A y H2B que interactla tanto con las histonas
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gue estan dentro del nicleo como en el citoplasma, dependiendo de la fase del ciclo
celular (Rodriguez y col., 1997). HSPB1 (del inglés “Heat Shock Protein Family B (Small)
Member 1”) es otra chaperona que promueve el correcto plegamiento de proteinas frente
a estrés celular, estando involucrada en procesos como apoptosis y dindmica del
citoesqueleto (Almeida-Souza y col., 2010). Sin embargo, aln no se tiene certeza sobre
el rol de esta proteina en procesos diferentes al estrés celular. Un estudio demostr6 que
una deacetilasa de histonas, HDACSG, se pliega con la ayuda de HSPB1 (Gibert y col.,
2012). Ademas HDACS regula la acetilacion de Hsp90 (Kovacs y col., 2005), chaperona
gue participa directamente en la cascada de maduracion citosélica de las histonas H3 y
H4. Por esta razén se puede pensar que, de alguna manera, HSPB1 esta conectada con
la cascada de maduracion de las histonas. Es importante recalcar que una limitacion de
la espectrometria de masas es que al ser utilizada con una muestra que fue expuesta a
lisis celular, puede que detecte algunas interacciones no especificas con otros
componentes celulares (Aebersold & Mann, 2003), por ello es importante verificar que
las interactuantes de interés realmente lo sean, utilizando otras técnicas. Finalmente,
gue con esta técnica no se hayan detectado las interactuantes que se observaron
mediante western blot, se explica porque este método de deteccion no se centra en una
proteina en especifico, sino que detecta los péptidos mas abundantes en cada condicion.
Por lo tanto, H3 y B-actina pudieron ser enmascaradas por las 9 proteinas encontradas
en mayor cantidad.

Un factor importante al estudiar interacciones proteina-proteina es la duracién y la
intensidad de esta interaccion, puesto que las dos técnicas aqui utilizadas no permiten
identificar proteinas que interactien con JMJD1B de manera transiente o con baja
afinidad, pues al realizar los lavados en los ensayos de pull down, muchos de estos

interactuantes se pierden.
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Como los resultados obtenidos sugieren que tNASP no es sustrato de JMJD1B, a
continuacién se propone un modelo en el cual IMID1B estaria involucrada en la cascada
de maduracion citosolica de las histonas H3 y H4 recientemente sintetizadas (Figura 17).
Un estudio demostré que la metilacion de las lisinas 531 y 574 de la chaperona Hsp90
produce la dimerizacién de sus dos isoformas, permitiéndole estar de forma activa en el
citoplasma (Hamamoto y col., 2014). Por otro lado, el knockdown de JMJD1B aumenta
los niveles proteicos de Hsp90 en el citoplasma junto con tNASP, H3 y H4 (Saavedra y
col., 2020). Ademas Hsp90 estabiliza a tNASP (Cook y col., 2011), por lo que se propone
un eje de regulacion IMID1B-Hsp90-tNASP-H3 en el que Hsp90 es sustrato de IMID1B,
lo cual regula la concentracién de Hsp90 activa en el citoplasma vy, de esta forma, la
cantidad de tNASP y de histona H3. Dado todo lo anterior, trabajos futuros se podrian
enfocar en estudiar la interaccion entre JIMJD1B y Hsp90 mediante otras téchicas mas

especificas que logren detectar interacciones transientes.
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Figura 17: Modelo propuesto del rol de JMJD1B en la cascada de maduracién citosdlica de las

histonas H3 y H4 recientemente sintetizadas. (A) JMJD1B podria ayudar a mantener el equilibrio entre

Hsp90 metilada y no metilada, regulando su funcion. (B) En ausencia de JIMJD1B, Hsp90 se acumularia en

el citoplasma, provocando un aumento en los niveles proteicos de tNASP, H3 y H4.



CONCLUSIONES

Tal como esta investigacidbn lo ha demostrado, las dos técnicas utilizadas para
determinar interaccion entre proteinas sugieren que tNASP no es sustrato de JMJD1B.
Pese a lo anterior:

e Se confirmo que existe interaccion entre JIMID1B y la histona H3.

e Se encontraron otras 9 proteinas como interactuantes especificas de JMJD1B.
Finalmente, considerando los antecedentes que se tienen sobre JMJD1B, se puede
postular un eje de regulacion JMJD1B-HSP90-tNASP en el que la remocion de la
metilacién de las lisinas 531 y 574 de Hsp90 controlaria sus niveles proteicos en el
citoplasma y, de esa forma, regularia la concentracién de tNASP y H3 presentes en el

citoplasma.
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