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RESUMEN

El factor de transcripci6n  Runx2  es  esencial  para  el  compromiso  con  el  Iinaje

osteoblastico.  Esta  funci6n  la  realiza  mediante  el  control  de  la  expresi6n  de

genes  fundamentales  en  el  proceso  de  diferenciaci6n  6sea.  La  expresi6n  de

Runx2  es  iniciada desde 2  promotores:  Pl  distal y P2  proximal,  que dirigen  la

expresi6n  de  dos  isoformas  principales  denominadas  Runx2-I/p56  y  Runx2-

II/p57.   Se  ha  demostrado  que  el  promotor  Pl   controla  la  expresi6n  de  la

isoforma  Runx2-II  en  c6Iulas  osteoblasticas  y  que  la  estimulaci6n  de  c6Iulas

pluripotenciales  mesenquimales con  la  proteina  morfogen6tica 6sea 2  (BMP2)

es  capaz  de  inducir,  especificamente,  Ia  expresi6n  de  esta  isoforma.   Esta

elevada    expresi6n    de    Runx2    es    acompafiada    por   un    remodelamiento

cromatinico  en  la  regi6n  promotora  P1,  que  es  independiente  de  la  actividad

remodeladora de cromatina de complej.os del tipo Swl/SNF, y es mediada por

mecanismos   epigen6ticos;   especificamente   por  la   existencia   de   un   patr6n

especifico   de   modificaciones   postraduccionales   en   las   histonas   H3   y   H4

presentes en la regi6n promotora proximal Pl  que esta asociado a la actividad

transcripcional  del  gen   Runx2-Il/p57  en  c6Iulas  osteoblasticas.   Debido  a  la

importancia  que tienen  estas  modificaciones covalentes  en  las  histonas como
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un  mecanismo  de  regulaci6n  de  la  expresi6n  de  genes  maestros  para  la

diferenciaci6n osteoblastica, en esta tesis doctoral nos enfocamos en evaluar la

contribuci6n de proteinas con actividad  metiltransferasa,  como WDR5,  EZH2 y

PRMT5  y  enzimas  con  actividad  demetiltransferasa  como  N066,  JARIDIB,

UTX y JMJD6 en la actividad transcripcional del gen Runx2-Il/p57.

En  esta  tesis  demostramos  que  el  complejo WDR5-UTX estimula  la  actividad

transcripcional  del  promotor Pl  de  Runx2 y que esta  regulaci6n  ocurre  por un

mecanismo  concertado,  que  favorece  el  enriquecimiento  de  H3K4Me3  y  el

detrimento  de   H3K27Me3,   en   el   promotor.   En  contraste  encontramos  que

JARIDIB   media  la   represi6n  transcripcional   del  gen.   Esto  fue  demostrado

mediante el uso de shRNA contra JARIDIB en c6Iulas mesenquimales C2C12

estimuladas con suero de caballo, donde encontramos que el silenciamiento de

JARIDIB     resulta     en      la     activaci6n     transcripcional     de     Runx2-ll/p57.

Adicionalmente,   en   c6Iulas   que   no   expresan   Runx2-ll/p57,   detectamos   el

reclutamiento  de  las  enzimas  metiltransferasas  EZH2  y  PRMT5,  junto  a  la

enzima demetiltransferasa N066 en  el promotor Pl  de Runx2; favoreciendo el

estado  represivo  de  la  cromatina.  Sin  embargo,  los  ensayos  de  p6rdida  de

funci6n   indican   que   estas   enzimas   no   son   necesarias   para   reprimir   la

transcripci6n del gen Runx2-II/p57.
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ABSTRACT

The transcription factor Runx2  is  essential  for osteoblast lineage  commitment.

This function is performed by the control and regulation of the expression of key

genes  in the process of bone differentiation.  Runx2 expression  is initiated from

two promoters:  Pl  distal, and P2 proximal. The promoters drive the expression

of two major isoforms called  Runx2-I/p56 and  Runx2-Il/p57,  respectively.  It has

been  demonstrated  that  the  Pl  promoter  controls  the  expression  of  Runx2-ll

isoform    in    osteoblastic    cells,    and    that    the    stimulation    of    pluripotent

mesenchymal   cells   by   bone   morphogenetic   protein   -2   (BMP2)   is   able   to

specifically induce the  expression  of this  isoform.  The  increased  expression of

Runx2  is  accompanied  by  chromatin  remodeling  events  in  the  Pl   promoter

region;  specifically  the  establishment  of a  specific  pattern  of  posttranslational

modifications on the tails of histones  H3 and  H4 asociated to the Pl  promoter.

Due   to   the   importance   of  these   covalent   histone   tail   modifications   as   a

mechanism  for  regulation   of  Runx2   expression,   in  this  doctoral  thesis  we

focused   on   assessing  the   contribution   of  proteins  with      methyltransferase

activity,   WDR5,   EZH2   and   PRMT5   or  demetiltransferase   activity      N066,
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JARIDIB, JMJD6 and  UTX on the transcriptional regulation of the gene Runx2-

ll/p57.

We   demonstrate   that   a   complex   formed   by   UTX-WDR5   regulates   the

transcriptional  activity  of  Runx2  Pl   promoter,  and  that  this  regulation  takes

place   by   a   concerted   mechanism   that  favors   enrichment   H3K4Me3,   and

H3K27me3  absence  in  the  histone  tails  associated  to  the  promoter.  On  the

other hand,  in  a differentiation  model where Runx2 is repressed, we found that

JARIDIB    regulates    transcriptional    repression    of    the    gene    by    actively

demethylating  H3K4me3.  Additionally,  in  this  differentiation  model  where  cells

do not express the  Runx2, we detected that the methyltransferases  EZH2 and

PRMT5; and demethylase N066 are recruited to the Runx2 Pl  promoter.



1.   INTRODUCCION

La  formaci6n  del  hueso  se  inicia  en  el  periodo  embrionario  y  en  humanos

ocurre hasta los 25 afios, aproximadamente. Este proceso de osificaci6n puede

ocurrir   mediante    dos   formas:    osificaci6n    intramembranosa   y   osifjcaci6n

endocondral.  En la primera, el  hueso se genera directamente a partir del tejido

conectivo.  En zonas especificas del feto, y debido a una activa proliferaci6n, Ias

celulas   madre   mesenquimales   se   condensan   y   algunas   se   diferencian

directamente  hacia  osteoblastos.  Un  ej.emplo  de  este  tipo  lo  constituyen  los

huesos  planos  del  cfaneo,  parte  del  maxilar  inferior  y  la  mayor  parte  de  la

clavicula (Cohen,  2006;  Geneser,  2000;  OIsen y cols.,  2000).  Por otro  lado,  Ia

osificaci6n  endocondral  involucra  un  molde  o  precursor cartilaginoso  desde  el

cual  el  hueso  se  desarrolla.  Una  vez  que  ocurre  la  formaci6n  del  precursor

cartilaginoso  desde  el  mes6nquima,  los  condrocitos  que  se  encuentran  en  el

centro   se   vuelven   hipertr6ficos   y   posteriormente,   mueren   lo   que   inicia   el

proceso de mineralizaci6n del cartilago. Junto a esta mineralizaci6n ocurre una

invasi6n  de  vasos  sanguineos,  osteoclastos  y  c6lulas  osteoprogenitoras,  las

cuales   se   diferencian   hacia  osteoblastos   y  comienzan   a   depositar  hueso

utilizando  la  matriz  de  cartilago  dejada  por  los  condrocitos  como  andamio.
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Tanto el esqueleto axial como apendicular se forman por medio de este tipo de

osificaci6n (Cohen, 2006; Geneser, 2000; Olsen y cols., 2000).

Las c6lulas 6seas se encuentran dentro del propio tejido 6seo o en el estroma

conjuntivo de  la  medula  6sea,  rico  en  c6lulas  mesenquimales  pluripotenciales

indiferenciadas ("mesenchymal stem cells").  Estas c6lulas  pueden dar origen a

cinco   estirpes   celulares   distintas:   fibroblastos,   osteoblastos,   condroblastos,

adipocitos  o  mioblastos,  en  respuesta  a  diferentes  sefiales  moleculares  que

inician  la cascada de activaci6n de diferentes genes (Fernandez y col.,  2006).

La  diferenciaci6n   hacia  la  estirpe  osteoblastica  esta  controlada   por  genes

pertenecientes a la familia Hedgehog, de los cuales los mas conocidos son: lhh

(Indian  hedgehog) y Shh  (Sonic  hedgehog).  Tambi6n  son  esenciales  el factor

de transcripci6n Runx2 (tambi6n llamado Cbfal,," core-binding factor a-1") y las

proteinas  morfogen6ticas 6seas (BMPs),  que constituyen  los reguladores  mas

potentes   de   la   diferenciaci6n   osteoblastica   desde   c6Iulas   mesenquimales

pluripotenciales (Yamaguchi y col., 2000, Aubin y col., 2000).

Los  osteoblastos  tienen   la  propiedad  de  depositar  una   matriz  extracelular

(formada   principalmente   por   colageno    I)   que   posteriormente   puede   ser

mineralizada, siendo fundamentales para la formaci6n del esqueleto durante el

desarrollo  y  posterior  mantenci6n  de  6ste,  despu6s  del  nacimiento  (Cruzat y

col.,  2009).  EI  desarrollo del fenotipo osteoblastico  maduro desde celulas  pre-

osteoblasticas  ocurre  como  sigue:  (I)  mitog6nesis  de  las  c6Iulas  precursoras;

(11)  diferenciaci6n   hacia  osteoblastos  maduros  capaces  de  sintetizar  matriz
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extracelular; y (Ill) mineralizaci6n de la matriz extracelular (Barrio y Etcheverry,

2006).

Tras  el  compromiso  de  linaje,  las  c6Iulas  osteoprogenitoras sufren  una  etapa

de activa proliferaci6n caracterizada por la producci6n de proteinas tales como

histonas,  fibronectina,   colageno   I,   c-Fos,   c-Jun  y  p21   (Fig.   1)(Stein   y  col.,

2004).  A continuaci6n,  Ias  c6lulas salen de  mitosis,  disminuye la expresi6n  de

genes  que  promueven  la  proliferaci6n  y  comienzan  a  expresar  genes  tales

como  fosfatasa  alcalina  (ALP),  sialoproteina  6sea  (BSP)  y  colageno  I,  todos

necesarios   para   producir   y   madurar   la    matriz   extracelular   osteog6nica.

Posteriormente, Ios osteoblastos comjenzan a expresar genes involucrados en

la mineralizaci6n de la matriz extracelular tales como osteocalcina (Stein y col.,

2004),  osteopontina y colagenasa (Owen y col.,1990; Jensen y col., 2010).  Se

ha  determinado  que  este  programa  de  expresi6n  de  genes  y  diferenciaci6n

celular es gobernado  principalmente  por la  expresi6n  y actividad  del factor de

transcripci6n  Runx2,  como  queda  de  manifiesto  en  ratones  nulos  para  esta

proteina, Ios que mueren al nacer debido a una falta de mineralizaci6n de tejido

6seo.  De  acuerdo  con  esto  se  ha  demostrado  que  la  haploinsuficiencia  de

Runx2  causa displasia cleidocranial  en  humanos,  una  condici6n  caracterizada

por  claviculas  hipoplasicas,   defectos  dentales,   osificaci6n   retrasada  de  los

huesos del craneo, entre otras numerosas anormalidades del esqueleto (Ducy

y col.,1997;  Otto y col.,1997).



Crecimiento                    Diferenciaci6n

Figura   1.   Programa  de  crecimiento  y  diferenciaci6n   Osteoblastico.   EI
proceso   de   diferenciaci6n   osteogenica    ocurre    en   tres   etapas   que   se
caracterizan  por  un  patr6n  especifico  de  expresi6n  genica.   En  la  etapa  de
proliferaci6n  ocurre  la  expresi6n  de  varios  marcadores  de  ciclo  celular  que
incluyen   histonas;   Ia   etapa   de   maduraci6n   de   la   matriz   extracelular   es
caracterizada por la expresi6n de proteinas relacionadas con este proceso que
jncluyen  colageno  y fosfatasa  alcalina  (AP);  y  la  etapa  de    mineralizaci6n  de
osteoblastos  requiere  la  inducci6n  de  osteoclacjna  (OC)  y  osteopontina  (Op),
entre otros.  Finalmente, se representa el ingreso de osteoblastos a un proceso
de apoptosis.  Los genes regulados positivamente estan  mostrados en verde y
los regulados negativamente estan mostrados con rojo (Stein y col., 2004).

4
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Runx2    es    frecuentemente    descrito    como    el    regulador    maestro    de    la

osteog6nesis,  al controlar la expresi6n de genes importantes para que ocurran

las  etapas  de  proliferaci6n,  diferenciaci6n  y  maduraci6n  de  los  osteoblastos

(Stein y col.,  2004).  Esta funci6n vital de  Runx2 en  el evento de diferenciaci6n

osteoblastica justifica  la  importancia  de  analizar los  mecanismos  epigen6ticos

involucrados   en   su   regulaci6n   transcripcional;   evaluando   la   presencia   de

modificaciones  covalentes  de  histonas  y de  proteinas  involucradas  con  6stas

modificaciones,    al    igual    que    estudiando       las    consecuencias   de   estas

modificaciones en la actividad del gen.

1.1   EI factor de transcripci6n Runx2

Los factores de transcripci6n  Runx son factores heterodim6ricos formados por

subunidades a y P.  En mamiferos,  Ia subunidad P esta codificada por un  dnico

gen  mientras que la subunidad a esta codificada  por tres genes denominados

Runx  (Ito  y  col.,   2003).   Los  genes   Runxl,   Runx2  y  Runx3  codifican   para

reguladores de la expresi6n de genes tejido-especifjcos que participan en vias

de diferenciaci6n importantes para el desarrollo (Li y col, 2002).

Runx    1    se   expresa    en    celulas   totipotenciales    hematopoi6ticas,    c6Iulas

endoteliales (Levanon y col., 2004),  precursores neurales olfatorios (Theriault y

col.,  2005)  y  neuronas  motoras  colinergicas.  Estudios  recientes  indican  que

Runxl  es  esencial  para  la  diferenciacj6n  de  neuronas  de  la  raiz  del  ganglio
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dorsal  hacia  el  linaje  nocjceptor,   estando  involucrado  de  esta  forma  en  la

regulaci6n  de  la  respuesta  al  dolor  (Chen  y  col.,  2006;  Kramer y  col.,  2006;

Marmige y col, 2006; Yoshikawa y col., 2007; Samad y col., 2010; Ugarte y col.,

2012).

Runx 3  participa en  la  generaci6n de c6lulas T y en  el  desarrollo de  neuronas

propioceptivas.  De  igual  manera  se  ha  establecido  su  importancia  como  un

factor supresor de tumores. (Chen y col., 2006; Kramer y col., 2006;  Marmige y

col., 2006; Yoshikawa y col., 2007; Samad y col., 2010).

Runx2   es   esencial   para   la   maduraci6n   de   osteoblastos   y   el   desarrollo

osteog6nico.  Esta funci6n  la  realiza  mediante  el  control  y  la  regulaci6n  de  la

expresi6n de genes fundamentales en el proceso de diferenciaci6n 6sea como

colageno  tipo  I,  osteopontina  (Op),  sialoproteina  6sea  (Bsp)    y  osteocalcina

(Oc)   (Lian  y  col.,  2004  y  Karsenty  y  col.,   2002).   De  igual   manera  se   ha

establecido que Runx2 regula la expresi6n del factor de transcripci6n osterix, el

cual   ha   sido   estrechamente   relacionado   con   el   proceso   de   osificaci6n

(Nakashima y col., 2002 y Sinha y col., 2010).

El gen Runx2 tiene una extensi6n aproximada de 220 Kb y posee 8 exones. La

expresi6n  de  Runx2  es  injciada  desde  2  promotores,  denominados  promotor

Pl  djstal y promoter P2 proximal. Estos promotores dirigen la expresi6n de dos

isoformas  de  Runx2  que  difieren  en  su  secuencia  N-terminal  (Geofroy y  col.,

1998;  Pozner y col.,  2000;  Drissi y col.,  2000).  La transcripci6n  de la  isoforma
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tipo  I,  denominada  p56/tipol  de 513  aa  (Harada y col.,1999),  es dirigida  por el

promotor  P2  y  su  transcripci6n  se  inicia  en  el  ex6n  2.  La  transcripci6n  de  la

segunda isoforma,  denominada p57/tipo  11 de 528 aa,  se inicia en el ex6n  1  es

dirigida  por  el  promotor  P1  (Fig.  2).  A  pesar  de  que  estas  dos  isoformas  se

expresan  en  tejido  6seo,  se  han  establecido  funciones  regulatorias  distintas

para  ambas  proteinas  durante  los  estados  de  diferenciaci6n  de  las  c6lulas

osteoblasticas.  Es asi como Runx2-I se expresa en precursores tempranos de

osteoblastos y condrocitos; mientras que Runx2-ll, es predominante en todo el

tej.ido 6seo (Stock y cols.,2005). Ambas proteinas tienen en comdn los mismos

dominios  funciona[es:  1.  Dominjo  rico  en  glutamina  alanina  (QA),  2.  Dominio

rt/nf de uni6n al ADN  (RHD), 3.Serial de localizaci6n nuclear (NLS), 4.Serial de

interacci6n   con   la   matriz   nuclear  (NMTS)  y  5.Dominio   de   interacci6n   con

TLE/groucho (Stein y col., 2004).
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Figura 2. Organizaci6n del gen Runx2. A. Se indica con ndmeros los exones
y el origen de las isoformas N-terminales que se generan. Se muestra el ex6n
de  origen  para  la  isoforma  tipo  11  (p57)  y  para  la  isoforma  tipo  I  (p56).  En  el
ex6n  1  se muestra el sitio de inicio de traducci6n con la secuencia MASNS y el
ex6n  2  que  contiene  el  sitio de  inicio de traducci6n  para  la  secuencia  MRIPV
(Henriquez., 2009).  a.  Ilustraci6n de algunos de los elementos identificados en
los primeros 600 pb del promotor P1  (Javed y col„  1999).
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1.2 Expresi6n del promotor Pl del gen Runx2.

EI  promotor P1  (dirige  la  transcripci6n  de  Runx2-ll/p57,  la  cual  se  inicia  400pb

corriente arriba del  cod6n de  inicio de la traducci6n.  Esta  regi6n  promotora se

caracteriza   por  poseer  una   regi6n   rica  en   purinas  dentro  de  los   500   pb

proximales.   Analisis   de   deleciones   sucesivas   del   promotor   han   permitido

establecer  que  (los  primeros  600  pb  son  suficientes  para  conferir  activaci6n

transcripcional del promotor, obteni6ndose de esta manera una actividad basal

equivalente  a  una  generada  con  una  construcci6n  de  3  Kb  de  secuencia

promotora  en  c6lulas  osteoblasticas  (Drissi  y  col.,  2000;  Tou  y  col„  2003).

Estos  datos  indican  que  dentro  de  estos  600  pb  proximales  del  promotor es

donde se  producen  las  mayores  acciones  regulatorias.  Sin  embargo,  tambi6n

mediante el  uso de deleciones sucesivas del  promotor de  rat6n,  se  report6 Ia

existencia de una actividad  basal diferencial entre los 6  Kb y 600 pb en lineas
:I

celulares 6seas. De igual manera el uso de ratones transg6nicos que expresan

dos construcciones de 3 y 1  Kb del promotor Pl  controlando el gen reportero 8-

Galactosidasa,  permiti6  establecer que s6lo el  constructo de 3  Kb se expresa

en tejido 6seo,  no asi el de  1  kb. Con estos resultados se ha planteado que la

regi6n  comprendida  entre  3  y  1   Kb  del  promotor  Pl   es  necesaria  para  la

expresi6n tejido especifica del factor Runx2 (Yakeda y col., 2008).

En la regi6n del promotor Pl  de Runx2 se han identificado secuencias que son

importantes  en  la  regulaci6n  de  la  transcripci6n,   Ias  cuales  son  altamente

conservadas  entre  especies  (Figura  28)  (Fujiwara  y  col.,  1999;  Drissi  y  col.,
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2000). AI  respecto,  Drissi y cols„  identificaron 6  posibles sitios con secuencias

consenso  para  la  interacci6n  del  propio  factor  Runx2,  sugiriendo  que  este

factor podria  regular su  propia  expresj6n  (Drissi  y col.,  2000;  2002).  De  igual

manera,   se   han   descrito  secuencias   que   corresponden   a   elementos   de

respuesta  para hormonas esteroidales, especificamente a  1,25-(OH)2-vitamina

D3, la cual disminuye la expresi6n de Runx2 (Fig. 28) (Drissi y col., 2002).  Por

su  parte,  el  grupo de Zambotti,  caracteriz6  un  elemento "enhancer'  en  el  gen

de rat6n de Runx2  (CEl  del  ingl6s Cbfal  Element  1) de aproximadamente 40

pb,  ubicado  en  [a  regi6n  distal  del  promoter  (posici6n  -415  a  -375)  y  que

confiere    una    actividad    especifica    para    osteoblastos,    siendo    ademas

conservada en el promotor de Runx2 en rat6n, rata y humano (Zambotti y col.,

2002).  Mediante  estudios  de  mutag6nesis  se  determin6  que  estos  sitios  son

reconocidos por factores con  actividad tipo  NF-1  y AP1.  El sitio de  union  para

NFl  actda como represor en c6lulas no osteoblasticas mediante la uni6n de la

isoforma  NF1-A,  la  cual  no  esta  presente  en  osteoblastos.  Por  otra  parte,  el

sitio de uni6n para Apl  contribuye a la activaci6n del promotor Pl  mediada por

la  uni6n  de  FosB  a  CEl  en  celulas  osteoblasticas.  Al  realizar  un  analisis  de

mas  de   100  factores  de  transcripci6n  que  podrian  regular  la  actividad  del

promotor P1,  se identific6 tambi6n  al factor HIF2A como un  potente activador.

Otros  resultados  obtenidos  mediante  la  t6cnica  de   lnmunoprecipitacion  de

Cromatina     (Chlp),     determinaron     que     HIF2A     se     une     al     promotor,

especificamente en la regi6n ubicada entre -112 y -89 (Zambotti y col., 2002).



ill

Snaill  es otro factor de transcripci6n  que participa en  la regulaci6n de Runx2-

lI/p57.  Snaill  se  une  a  un  sitio  de  interacci6n  (E-Box)  ubicado  en  la  posici6n

-74 del  promotor Pl  y regula  negativamente  la expresi6n  de  Runx2-II/p57.  Se

ha demostrado que Runx2 suprime el crecimiento de los osteoblastos,  el  cual

es fundamental` para  el  desarrollo  normal  del  esqueleto  (Liu  y col.,  2002).  En

consecuencia, en etapas intermedias de la diferenciaci6n osteoblastica, Runx2

es   reprimido   para   posteriormente   ser  expresado   nuevamente   ya   que   su

presencia  es necesaria  para la diferenciaci6n terminal  hacia osteocitos y para

la finalizaci6n del proceso de mineralizaci6n (Komori., 2010).

1.3 Proteinas morfogen6ticas 6seas (BMPs).

Las  proteinas  morfogen6ticas  6seas  BMPs,  son  polip6ptidos  secretados  que

pertenecen   a   la   superfamilia   de   factores   de   sefializaci6n   TGF-P.   Estas

proteinas  son  indispensables  durante  el  desarrollo  embrionario  determinando

la formaci6n  del  eje dorsoventral,  asi como de diversas  estructuras,  entre  las

que se destacan coraz6n, rifi6n y tejido esquel6tico (Chen y cols., 2004).

Los  BMPs  se  unen  a  receptores  serina/treonina  quinasa  de  tipo  I  y  11  en  la

superficie celular. El receptor tipo 11 se autofosforila y posteriormente fosforila al

receptor  tipo  I.  Este  receptor  a  su  vez  activa  proteinas  Smad  regulatorias

intracelulares mediante fosforilaci6n.  Las proteinas activadas por BMPs son los

factores  Smad  1,  5  y 8.  Luego  de su  activaci6n,  heterodimerizan con  Smads
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del tipo 4,  para  posteriormente translocar al  nt]cleo y controlar la transcripci6n

de diversos genes  blanco de  la via mediante  la  interacci6n  con  elementos de

respuesta  presentes  en  los  promotores  de  estos  genes,  asi como tambi6n  a

traves de su  interacci6n  con  otras  proteinas  regulatorias  (Fig.  3).  Las  Smads

inhibitorias son  las 6 y 7,  las cuales se unen  a receptores de tipo  I y compiten

con los Smads activadores (Chen y col., 2004; Feng y Deryunck., 2005).

En  la  diferenciaci6n  osteoblastica,  se  ha  demostrado  que  BMP2  induce  un

aumento   en   la   expresi6n   de   genes   involucrados   con   este   proceso   de

diferenciaci6n  como osteocalcina y fosfatasa alcalina  (Nishimura y col,,1998).

En    la    linea    celular    precursora    mesenquimal    C2C12,    BMP2    inhibe    la

diferenciaci6n   miog6nica   y  paralelamente   induce   un   fenotipo   osteoblastico

caracteristico  (Katagiri  y  col.,1994;  Yamamoto  y  col.,   1997).  En  este  mismo

contexto,   Barnejee   y  col.,   (2001)   reportaron   que   BMP2   ejerce   un   control

diferencial    en    la    expresi6n    de    las    isoformas    de    Runx2;    estimulando

especificamente  la  expresi6n  de  la  isoforma  Runx2-II/p57,   mientras  que  la

expresi6n  de  la  isoforma  Runx2-I/p56  permanece  constante  (Barnejee  y col.,

2001).   Esta  regulaci6n  ocurre  de  forma  indirecta  debido  a  la  ausencia  de

elementos de respuesta consenso para las proteinas Smads en el promotor Pl

de Runx2 (Lee y col., 2005).

Las  proteinas  Dlx3,  Dlx5,  Msx2  y  Hoxal0,  son  proteinas  con  homodominios,

que  responden  a  la  estimulaci6n  por BMP2  mediando  los  efecfos de esta via

uni6ndose  directamente  al  promotor  P1  (Hassan  y  col.,  2007;  Hassan  y  col.,
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2006;  Lee y col.,  2003;  Lee y col.,  2005).  Se ha observado que  Dlx3  aumenta

su   expresi6n   considerablemente   dentro   de   las   dos   primeras   horas   de

estimulaci6n  con  BMP2  en  c6Iulas  C2C12,  mientras  que  la  expresi6n  de  Dlx5

ocurre  a  las  ocho  horas.  Ambas  proteinas  son  reguladores  positivos  de  la

isoforma   Runx2-II/p57   mientras   que   Msx2   ha   sido   identificado   como   un

regulador   negativo.    Estas   proteinas   son   reclutadas   al   promotor   Pl    en

diferentes    etapas    de    la    diferenciaci6n    osteoblastica.     En    cultivos    de

osteoblastos   primarios,   se   report6   que   solo   Msx2   se   encuentra   unido   al

promotor cuando las c6lulas estan en proliferaci6n,  manteniendo de esta forma

un  nivel  basal  de  expresi6n  de  la  isoforma  Runx2-lI/p57.  A  medida  que  las

celulas se diferencian  mediante  la  estimulaci6n  por BMP2,  Msx2  abandona  el

promotor permitiendo la uni6n de Dlx3,  Dlx5 favoreciendo la transcripci6n de la

isoforma [Ip57 y promoviendo asi la diferenciaci6n osteoblastica (Hassan y col.,

2006).  En el promotor Pl  de Runx2 existen tres sitios de uni6n para Dlx5,  Dlx3

y Msx2.  Los sitios A y 8 estan sobrepuestos y localizados en -564 hasta -553;

el sitio C se localiza de -364 hasta -361  y el sitio  D  proximal  que esta  ubicado

de -56  hasta -53.  Tanto  Dlx3  como  Dlx5 se  unen  con  la  misma  afinidad  a  los

sitios A/B y C mientras que la uni6n de Dlx5 al sitio D es  mas fuerte que la de

Dlx3 (Hassan y col„ 2006).

Otro factor importante en la regulaci6n de Runx2 y que tambi6n es inducido por

BMP2,  es  Hoxal0.  Hoxal0  regula  positivamente  a  Runx2  por  medio  de  su

interacci6n directa con el promotor Pl  a trav6s de un sitio ubicado entre -353 y

g`BiaeLh_``€`8Ein-iRhL    ¥
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-351,  lo que conduce a  una  remodelaci6n  cromatinica en el  promotor Pl  que

incluye,  un aumento en los niveles de acetjlaci6n general de las histonas  H3 y

H4,  asi  como  un  aumento  en  la  trimetilaci6n  de  la  lisina  4  en  la  Histona  H3

(H3K4Me3),    marcas   que   se   correlacionan   con   actividad   transcripcional.

Hoxal0  tambi6n  activa  otros  genes  osteoblasticos  como  fosfatasa  alcalina,

osteocalcina   y   sialoprotefna    6sea    asociandose   temporalmente    a    estos

promotores,   por  lo   que   se   le   ha   atribuido   una  funci6n   importante   en   la

formaci6n del tej.ido 6seo (Hassan y col., 2007).
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Ci'Oplrma.
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Figura 3. Via de sefializaci6n de BMP-2. La sefializaci6n esta mediada por la
participaci6n   de   receptores   tipo   I   y   11   y   sus   mol6culas   corriente   abajo,
representadas  por Smadl ,  Smad 5 y 8 forman un complej.o con Smad4 y son
translocadas al ntlcleo donde interaccionan con otros factores de transcripci6n,
como por ejemplo Runx2 (modificado de Chen y col, 2004).
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1.4  Estructura de la cromatina.

En  los  eucariotas,  el  ADN  se  empaqueta  asociandose  con  proteinas  basjcas

denominadas    histonas,    constituyendo    lo    que    se    denomina    la    unidad

fundamental  de  la  cromatina,  que  es  el  nucleosoma.  Cada  nucleosoma  esta

formado por un  octamero de  histonas que contiene dos subunidades de  cada

tipo  (H2A,  H2B,  H3  y  H4);  sobre  6ste  octamero  se  enrollan  147  pb  de ADN,

dando 1,7 vueltas aproximadamente (Kornberg y col,1974;  Luger y col.,1997).

La   cromatina   se   encuentra   funcionalmente   de   varias   formas:   altamente

condensada durante los procesos de mitosis y meiosis,  y con distintos niveles

de  condensaci6n  en  procesos  de  replicaci6n  activa,   reparaci6n  del  ADN  y

transcripci6n (Quina y col., 2006).

En   los   tlltimos   afros   se   ha   demostrado   que   la   cromatina   puede   regular

procesos transcripcionales  a trav6s  de  combinaciones  de  modificaciones  que

remodelan su estructura  (Cheng y BIumenthal, 2010).  EI t6rmino remodelaci6n

de cromatina es usado para describir un amplio rango de procesos bioquimicos

que   conducen   a   una   estructura   cromatinica   reconfigurada,   cambiando   su

accesibilidad a una variedad de elementos regulatorios (Hsieh y Fischer, 2005).

De   acuerdo   con   esto,   existen   varias   formas   en   que   la   estructura   de   la

cromatina puede ser remodelada:

1.   La  composici6n  de  los  nucleosomas  y  su  posicionamiento  en  el  ADN

pueden  ser modificados  por complejos  remodeladores  de  la  cromatina

dependientes de ATP (Hsieh y Fischer, 2005).
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2.   La metilaci6n de citosinas por proteinas metiltransferasas de ADN puede

proporcionar  una  marca  estable  y  heredable,  ademas  de  modular  la

estructura   de   la   cromatina   mediante   el   reclutamiento   de   complejos

proteicos que se unen a ADN  metilado y controlan  la localizaci6n de los

nucleosomas  (Hsieh  y  Fischer,  2005;  Clapier y  Cairns,  2009;  Rando  y

Chang, 2009).

3.    Las  modificaciones  post-traduccionales  de  las  colas  de  Hjstonas  por

enzimas  acetiltransferasas y metiltransferasas pueden  generar distintos

estados  de  compactaci6n  de  la  cromatina  y  pueden  reclutar  una  gran

variedad   de   complejos   de   proteinas   de   uni6n   a   la   cromatina   que

favorezcan o no la transcripci6n (Kouzarides., 2007).

Todos  estos  mecanismos tambi6n  pueden  actuar en  concierto  para  definir

un  estado  cromatinico  mas  abierto  o  mas  cerrado,   que  temporalmente

cambia    la    accesibilidad    de    la    cromatina    a    reacciones    enzimaticas

especificas (Hsieh y Fischer, 2005; Rando y Chang, 2009). En este sentido,

Ia forma mss compacta de la cromatina se cree menos accesible por lo que

constituye  un  pobre  templado  para  la  interacci6n  de  la  ARN  polimerasa

durante el proceso de transcripci6n.  De acuerdo con esto, Ios nucleosomas

asociados  con  genes  activos  son  mas  accesibles  que  los  asociados  con

genes  inactivos transcripcionalmente  (Lee  y Young,  2000;  Segal  y Widom,

2009).
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1.4.1  Metilaci6n del ADN

La   metilaci6n   del   ADN   es   la   dnica   modificaci6n   del   ADN   gen6ticamente

programada en mamiferos. Esta modificaci6n post-replicaci6n, se localiza en la

posici6n 5 del anillo de pirimidina de la citosina, en el contexto de la secuencia

dinucle6tido CpG (Caiafa y Zampieri, 2005; Tost, 2009).

Debido   a   su   alta   tasa   de   mutaci6n,   el   dinucle6tido   CpG   ha   tendido   a

desaparecer durante la  evoluci6n.  Sin  embargo,  a  pesar de esto,  a trav6s del

genoma    se    pueden    encontrar    algunos    grupos    de    dinucle6tidos    CpG

concentrados  principalmente  en  las  regiones  promotoras,   el  primer  ex6n  e

incluso  hasta en  el  primer intr6n de  muchos genes.  A estos grupos de  CpGs,

se  les  ha  denominado  isla  CpG  y a  pesar de  que  el  dinucle6tido  CpG  es  el

mejor sustrato  para  las  enzimas  metiltransferasas  de ADN;  estas  secuencias

se encuentran esencialmente no metiladas contribuyendo al mantenimiento de

la  cromatina  en  un  estado  abierto  y  transcripcionalmente  activo.  Del  mismo

modo,  la ausencia de  metilaci6n,  les  ha permitido a  las  islas  CpG  mantenerse

conservadas    a    lo    largo    de    la    evoluci6n,    evitando    sufrir    mutaciones

dependientes  de  desaminaci6n  (Dobosy  y  Selker,  2001;  Caiafa  y  Zampieri,

2005; Tost, 2009).

Los parametros que se utilizan para calificar a un grupo de dinucle6tidos CpG,

como isla CpG son:  1.  Deben tener un tamafio minimo de 500 pb; 2.  Poseer un

contenido de GC  mayor al  500/o.  3.  Tener una raz6n  de  los dinucle6tidos  CpG

observados versus los esperados, mayor a 0.6 (Caiafa y Zampieri, 2005).
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En mamiferos, el metabolismo del carbono es el encargado de proporcionar el

grupo  metilo  para todas  las  reacciones  biol6gicas de  metilaci6n.  Sin  embargo,

estas dependen de donadores de grupos  metilo  (Metionina y Coljna) y de co-

factores  (Acido  F6Iico,  Vitamina  812  y  Piridoxal  Fosfato),   para  sintetizar  el

donador universal de  metioninas,  S-adenosil-L-metionina  (SAM).  Este  durante

la  reacci6n  de  metilaci6n,  transfiere  el  grupo  metilo  a  la  citosina,  liberando  S-

adenosil-homocisteina,  que  en  altas  concentraciones  se  comporta  como  un

inhibidor  de   las   enzimas   que   catalizan   el   proceso  de   metilaci6n   del  ADN

(Caiafa y Zampieri, 2005; Tost, 2009). Estas enzimas pertenecen a la familia de

ADN  metiltransferasas (DNMT1,  DNMT2,  DNMT3A,  DNMT3B y DNMT3L).  Con

excepci6n    de    la    DNMT2,    que    probablemente    actda    como    una    ARN

metiltransferasa  /.n  vt.vo,  todas  las  DNMTs  son  esenciales  para  la  viabilidad

embrionaria  (Caiafa  y  Zampieri,  2005;  Siedlecki  y  Zielenkiewicz,  2006;  Tost,

2009).  La  DNMTl  ha  sido definida  como  una  metiltransferasa  de  mantenci6n,

debido  a  que  prefiere  el ADN  hemimetilado  como  sustrato y se  localiza  en  la

horquilla de  replicaci6n  durante la fase S  del  ciclo celular,  para  metilar el ADN

nuevamente     sintetizado     usando     la     hebra     parental     como     templado.

Consecuentemente, esta enzima es capaz de pasar la informaci6n epigen6tica

a trav6s de las generaciones celulares. Por otro lado, las enzimas DNMT3A, 38

y 3L son las encargadas de la  metilaci6n  del ADN de novo (Dobosy y Selker,

2001 ; Caiafa y Zampieri, 2005; Tost, 2009).
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Se ha propuesto que la metilaci6n del ADN puede interferir con la transcripci6n

de   varias   formas:    Dismjnuyendo   la   flexibilidad    del   ADN   y   alterando   el

posicionamiento  de  los  nucleosomas  o  inhibiendo  la  uni6n  de  los  activadores

transcripcionales a sus sitios de uni6n con el ADN (Segal y Widom, 2009).  Esto

dltimo ocurriria  mediante  impedimento est6rico producido  por el ADN  metilado

6 por la uni6n de proteinas tales como MBD1-4 (proteina con dominio de uni6n

al ADN  metilado),  Mecp2  (proteina de uni6n  a CpG) y/o DNMTs,  que impiden

el  acceso  de  los factores  de transcripci6n  y reclutan  proteinas  con  funciones

represivas,  tales  como  HDACs  y  complejos  remodeladores  de  la  cromatina

dependientes de ATP (Dobosy y Selker, 2001 ; Tost, 2009).

1.4.2. Modificaciones covalentes de las histonas.

Las  histonas  son  pequefias  proteinas  basicas  que  estan  compuestas  por  un

dominio globular que esta en contacto directo con el ADN y por extensiones no

globulares  en  el  extremo  N-terminal  las  cuales sobresalen  desde  el  octamero

nucleosomal.   Estas   extensiones   son   altamente   conservadas   en   cuanto   a

secuencia,  especialmente en algunos resjduos basicos que estan  presentes a

trav6s de la evoluci6n en una posici6n especifica. Una caracteristica importante

de  las  histonas  es  que  estan  sujetas  a  un  gran  ndmero  de  modificaciones

covalentes;     las     que     incluyen     acetilaci6n,     metilaci6n,     fosforilaci6n     y

ubiqujtinacj6n, entre otras (Marmostein,  R., 2001).
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La  acetilaci6n  de  histonas,  en  general,  esta  asociada  con  activaci6n  g6nica.

Por  el  contrario  la  metilaci6n  puede  estar  relacjonada  con  estados  activos  o

inactivos   de   expresi6n   g6nica,   dependiendo   de   cual   residuo   est6   siendo

metilado  (Zhang.  X„  2012).  Existen  dos  mecanismos  bien  caracterizados  por

los  cuales  las  modificaciones  covalentes  de  histonas  ejercen  su  funci6n.  EI

primero es  por medio de la alteraci6n del contacto entre histonas ubicadas en

nucleosomas  adyacentes  o  entre  histonas  y la  hebra  de ADN.  Y  el  segundo

mecanismo,   es   mediante  el   reclutamiento   de   proteinas   no   hist6nicas  que

favorecen  o  no  la  transcripci6n  mediante  su  actividad  enzimatica  (actividad

remodeladora en algunos casos) (Kouzarides., 2007; Li y col., 2007).

1.4.2.1 Acetilaci6n de histonas

La  acetilaci6n  de  histonas  es  una  modificaci6n  covalente  que  neutraliza  la

carga  positiva  del  residuo  de  lisina,  incrementando  el  grado  de  hidrofobicidad

de  las  histonas,  Io  que  conduce  a  reducir  la  afinidad  de  estos  residuos  N-

terminales acetilados con  el ADN  (Henriquez y col., 2011).  De esta manera se

ha establecido que la acetilaci6n promueve una conformaci6n mas abierta de la

cromatina, favoreciendo el  proceso de activaci6n transcripcional  mediante dos

posibles  mecanismos:  el  primero,  permitiendo  la  uni6n  de  la  maquinaria  de

transcripci6n   y  segundo,   sirviendo   como  sitio  de   uni6n   para  factores   que

promueven la transcripci6n (Shahbazian y Grunstein., 2007).
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Las  proteinas  encargadas  de  acetilar  resjduos  de  lisina  son  proteinas  con

actividad  acetiltransferasa  de  hjstonas  (HAT)  y  se  agrupan  en  tres  grandes

familias:   GNAT,   MYST   y   CBP/P300.   AIgunas   de   estas   enzimas   poseen

ademas   un   dominio  de   reconocimiento  de  histonas  acetiladas,   el   cual  se

denomina  bromodominio,  que  les  permite  ser  reclutadas  hacia  las  hjstonas

acetiladas y mantener de esta forma los niveles de acetilaci6n estables (Lee y

col.,  2007;  Yang  y  col.,  2008).  Estas  enzimas  utilizan  como  grupo  dador  el

grupo  acetilo  del  Acetilcoenzima  A  (Lee  y  col.,  2007).  La  acetilaci6n  es  una

modificaci6n   covalente   reversible,   siendo  catalizada   la  remoci6n   del  grupo

acetilo por enzimas con actividad HDAC ("Histone Deacetylases") (Kouzarides.,

2007).  Las  HDACs  promueven  la  represi6n  transcripcional  y  se  agrupan  en

cuatro clases:  Ias de clase  I,  que  agrupan  las  HDAC  1,2,3  y 8;  las de clase  11

que  reunen  las  HDACs  4,5,6,7,9  y  10  ;  las  de  clase  lv,  donde  se  agrupa  la

HDAC  11;  y finalmente las de clase  Ill,  a la cual  pertenecen  las enzimas de la

familia  SIRT  (SIRT1-7)  (Poljak  y  col.,   2014;  Yang   y  col.,2003;   Sengupta  y

col.,2004).

Las   HDACs,   al   igual   que   las   proteinas   HATs,   tambi6n   funcionan   como

subunidades  cataliticas  de  complejos  multiproteicos,  que son  reclutados  a  los

genes   blanco,   a   trav6s   de   la   interacci6n   con   factores   de   transcripci6n

especificos.   Una  caracteristica  importante  es  que  algunas  subunidades  de

estos complejos tienen la capacidad de unirse a la cromatina o remodelarla, lo

cual  provee  una  jmportante  plataforma  para  coordinar funcjones  deacetilasas
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con otros mecanismos de regulaci6n de la estructura cromatinica (Yang y Seto,

2008).  Uno de estos complejos,  es el  complejo  NURD,  el  cual  contiene  dentro

de  sus  subunidades  a  la  proteina  de  uni6n  a ADN  metilado  MBD2,  la  que  es

capaz  de  reconocer y  unirse  al  ADN  metilado.  Es  por  esta  raz6n  que  se  ha

asociado   a   este   tipo   de   complejos,   con   el   silenciamiento   transcripcional

dependiente de la metilaci6n del ADN (Yang y Seto, 2008).

1.4.2.2 Metilaci6n de histonas

La metilaci6n como modificaci6n covalente no altera la carga del  residuo,  pero

genera  un  cambio  en  el  tamafio  y  la  basicidad,  lo  que  podria  interferir  con

interacciones    intra    o    intermoleculares    dentro    de    una   fibra   cromatinica.

Alternativamente   puede   crear   nuevos   sitios   de   uni6n   para   proteinas   que

reconocen   especificamente   a   proteinas   metiladas   por  medio   de   dominios

denominados Cromodominio, PHD o Tudor, entre otros (Kouzarides., 2007).

La  metilaci6n  puede ocurrir en  residuos de lisina y arginina.  Esta  modificaci6n

es catalizada por proteinas con actividad histona-metiltransferasa (HMTs),  que

utilizan  como  dador  de  grupos  metilo  a  la  s-adenosilmetionina  (SAM).   Las

histonas   metiltransferasas  de  lisinas   (KMT)  median   la   metilaci6n   en   el   N-

terminal de la histona H3, que puede ocurrir en los residuos K4, K9, K27, K36 y

K79; y en el residuo K20 de la histona H4 (Tabla 1).  Estos residuos pueden ser

mono,  di  o trimetilados  lo que le confiere diversidad funcional  en cada sitio de
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metilaci6n   (Figura  4  A)   (Zhang.,   2012;     Dawson.,   2012).   La   metilaci6n   en

residuos de arginina (R) ha sido reportada en R2,  R8,  R17 y R26 de la hjstona

H3; y en R3 de la histona H4. Las proteinas que catalizan estas modifjcaciones

son denominadas metiltransferasas de arginina especificas,  PRMTs (Tabla 2).

Para  este  caso,  Ios  residuos  pueden  ser  mono  y  dimetilados,  sim6trica  o

asimetricamente (Figura 48) (Martin y col., 2006).

A pesar de que la metilaci6n de histonas fue considerada por un largo tiempo,

como  un  proceso  estable  e  irreversible,  en  los  tiltimos  afios  se  identific6  la

existencia de  proteinas con  la  capacidad  de  remover este tipo de  marcas.  La

primera  demetilasa  identificada fue  LSD1  (histone  lysine  demethylase).  LSDl

es  un  amino-oxidasa  nuclear FAD-dependiente  que  puede demetilar residuos

de K4 y K9 de  la  histona  H3  mono  o  dimetilados.  Posteriormente se  identific6

una  gran  familia  de  histona  demetilasas  que  contenian  un  dominio  IIamado

Jumonji  C.  Este tipo de  proteinas  median  la demetilaci6n  oxidativa por ataque

de    radicales    involucrando    Fe    (11)    y    dioxigenasas    dependientes    de    a-

cetoglutarato   (Shi   y  col.,   2006;   Agger  y  col.,   2008).   Las   proteinas   lisina-

demetilasas   estan   clasificadas,   de   acuerdo   a   la   nueva   nomenclatura,   en

distintos grupos dependiendo de su dominio de jnteracci6n y la especificidad de

su sustrato (Tabla 3) (Dawson., 2012).

Respecto  a  las  demetilasas  de  argininas,  hasta  el  momento,  no  hay enzimas

reportadas  que cumplan  esta funci6n.  En  el 2007 se  habia  descrito a JMJD6

como  histona  demetilasa  de  la  dimetilacion  sim6trica  de  la  arginina  3  de  la
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histona H4 (Agger y col., 2008); sin embargo, este resultado es controversial ya

que  no  ha  sido  reproducido  por  ningdn  otro  grupo  (Unoki.,  2013).  Ademas,

recientemente   se   demos{r6   que   JMJD6   es   responsable   de   mediar   la   5-

hidroxjlaci6n en  residuos de lisina en las histonas H2A,  H2B,  H3 Y H4.  Esta 5-

hidroxilaci6n  en  residuos  de  lisina  inhibe  la  N-acetilaci6n  y la  N-metilaci6n  por

acetiltransferasas  y  metilasas,  lo  que  le  atribuiria  una  funci6n  importante  en

procesos de regulacj6n de expresi6n g6nica (Unoki., 2013).
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Fan ilja                  E NZIMA Nombre
Comun

Sustrato

KMT1'A
KMT1,B
KMTIC

KMTID
KMTIE
KMT1'F

SUV39H1'
SUV39H2
G9a/EHMT2

GLpreHMTi
ESET/SETDB1,
SETD82

H3K9me3
H3K9ine3
H3K9me2
H3K27me2
H3K9me2
H3K9me3.
H3K9me3

KMT2A
KMT2B
KMT2C
KMT2D
KMT2E
WDR5
KMT2F
KMT2G
KMT2H

MLL
MLL2
MLL3
MLL4
MLL5
WDR5
hsETIA
hsETIB
ASH2

H3K4me3
H3K4me3
H3K4me3
H3K4me3
H3K4me3
H3K4me3
H3K4me3
H3K4me3
H3K4me3

KMT3A
KMT3B

KMT3C

KMT3D
KMT3E

SET2
NSDI

SMYD2

SMYDI
SMYD3

H3K36me3
H3K36me2
H4K20me2
H3K36me2'H3K4me`

H3K4me
H3K4me3

KMT4

KMT5A
KMT5B
KMT5C

DOTIL H3K79me2/3

SET8
SUV420HI
SUV420H2

H4K20mel
H4K20me3
H3K4me2/3

KMT6A
KMT6B

EZH2
EZH1

H3K27me3
H3K27me3

SET7/9

PRDM2/RIZI                              H3K9me3

Tabla    1:    Proteinas    con    actividad
agrupadas segdn el residuo modificado y el grado de modificaci6n   (Modificado
de Zhang., 2012).

histona-metiltransferasas    de    lisinas,
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1.5 Enzimas modifjcadoras de hjstonas.

1.5.1  Enzimas Metiltransferasas.

1.5.1.1  WDR5.

WDR5  es  un  gen  inducido  por  BMP2  que  codifica  para  una  proteina  con

repeticiones WD  en  diversos tipos  celulares  (Gori  y col.,  2005).  La  cual forma

parte  de  los  seis  complejos  COMPASS  existentes  en  mamiferos,  que  son

ort6Iogos de los complejos COMPASS reportados en Drosaph/./a y en levadura

(Herz y col., 2012).  Este complejo es responsable de mediar la trimetilaci6n de

la   lisina   4   (H3K4Me3),   modificacj6n   estrechamente   asociada   a   actividad

transcripcional de genes y que se encuentra enriquecida en regiones cercanas

a los sitios de inicio de la transcripci6n (Ruthenburg y col., 2007).

Todos  los  complejos   COMPASS  se   caracterizan   por  la   presencia   de   las

proteinas  ASH2L,  RBBP5  Y  WDR5,  Ias  cuales  pueden  interaccionar  con  la

proteina  Setl  o con  cuatro de las  isoformas de la  proteina  MLL:  MLL1,  MLL2,

MLL3  Y  MLL4,  constituyendo  estas  las  subunidades  cataliticas  del  complejo

(Song., 2008; Shilatifard., 2012).

El   rol   de  WDR5   en   la   esqueletog6nesis   de   mamiferos  fue   primeramente

evidenciado    en    ratones    que    sobreexpresaban    la    proteina,    Ios    cuales

presentaron  una aceleraci6n del  desarrollo  6seo y aumento  en  el tamafio  del

hdmero.  La especificidad de la expresi6n de WDR5 se logr6 al poner este gen

bajo  el  control  de  un  segmento  de  2.3  Kb  del  promotor del  gen  colageno  I  a,
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que se ha demostrado que confjere expresi6n especifica en c6Iulas 6seas (Gori

y col.' 2006).

En  la  diferenciaci6n  osteoblastica  se  ha  observado  que  WDR5  se  encuentra

unida  a  promotores  de  genes  blanco  de  la  via  Wnt  can6nica,  incluyendo  al

promotor Pl  de  Runx2  cuya  expresi6n  disminuye  en  ausencia  de WDR5.  De

igual   manera   se   observ6   una   disminuci6n   en   los   niveles   de   histona   H3

trimetilada en K4 en lineas celulares preosteoblasticas MC3T3 silenciadas para

esta  proteina  con  siRNA  (Zhu  y Col.;  2008).  En  conjunto  estos  antecedentes

indican  que  la  H3K4Me3  es  una  modificaci6n  importante  en  el  control  de  la

expresi6n de genes osteoblasticos como Runx2 y del proceso de diferenciaci6n

6sea.

1.5.1.2 EZH2

EZH2  es   una   proteina  con  acci6n   metiltransferasa,   miembro  del   complejo

Polycomb (Aziz y col., 2010),  la cual participa en la trimetilaci6n de los residuos

de   K27   de   la   histona   H3.   Las   proteinas   pertenecientes   a   los   complejos

Polycomb  han  sido  descritas  como  reguladores  antag6nicos  importantes  en

eventos de diferenciaci6n,  proliferaci6n celular, inactivaci6n del cromosoma X y

cancer (Aziz y col.,  2010,  Schuettengrueber y col.,  2007).  En  ratones  se  han

descrito  dos  enzimas  miembro  del  complejo  Polycomb:  las  enzimas  EZHl  y

EZH2  (Dambacher y col.,  2010).  EZH2, junto con  SUZ12 y Eed,  conforman  la

base  del  complejo  represor  Polycomb  2  (PRC2),  el  cual  es  reclutado  a  la



31

cromatina  donde  la  metiltransferasa  EZH2  cataliza  la  H3K27Me3.  Esta  marca

represiva sjrve como plataforma  para reclutar a un segundo complejo represor

Polycomb,  denominado PRC1,  el cual estabiliza la represi6n  por compactaci6n

de  la  cromatina  o   interfiere  directamente  con   la   maquinarja  transcripcional

basjca.  Se  ha  evidenciado que sin  la  actividad de  EZH2,  PRcl  no  puede ser

reclutado  a  la  cromatina y la  represi6n  mediada  por el  complejo  Polycomb  no

sucede (Cao y col., 2002;  Rastelli y col.,1993).

Estudios  prevjos  han  reportado  que  EZH2  esta  involucrada  en  controlar  la

expresi6n de genes musculares y en consecuencia participa activamente en el

evento de diferenciaci6n miog6nica (Caretti y col., 2004).  En dichos estudios se

demostr6 que la sobre expresi6n de  EZH2 inhibe la diferenciaci6n  muscular,  a

trav6s  de  su  dominio  SET,  requerido  para  la  actividad  metiltransferasa.   En

mioblastos   indiferenciados,   se   encontr6   que   EZH2   esta   asociado   con   el

regulador transcripcional YYl  y que ambos se unen a la deacetilasa HDAcl  en

regiones  que  incluyen  genes  musculares  silenciados  transcripcionalmente  y

que  muestran  una  alta  metilaci6n  de  H3K27.  Cuando  ocurre  el  evento  de

diferenciaci6n muscular se observa que la interacci6n de EZH2,  HDAcl  y YYl

no  ocurre  y  que  los  niveles  de  trimetilaci6n  de  H3K27  disminuyen  (Caretti  y

col.' 2004).
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1.5.1.3 PRMT5.

La proteina  PRMT5,  es  una  arginina  metiltransferasa de tipo  11  que  cataliza  la

dimetilaci6n de residuos de arginina 2 y 3 en la histona H4 y de la arginina 8 de

la  histona  H3  (Zhao  y  col.,  2009;  Dackwag  y  col.,  2007).  En  consecuencia

dependiendo    del    residuo    metilado    la   funci6n    de    PRMT5    puede    estar

relacionada   con   eventos   de   activaci6n   o   de   represi6n   transcripcional.   En

particular   ]a    dimeti]acion    simetrica    de    [a    arginina    3   de    ]a    histona    H4

(H4R3Me2s) esta asociada a represi6n transcripcional (Pal y Sif., 2007).

En estudios realizados utilizando el locus del gen de P-globina como modelo se

demostr6  que  H4R3Me2s  es  una  modificaci6n  represora  que  recluta  enzimas

involucradas  con  la  metilaci6n  del  ADN  en  este  promotor  (Q.  Zhao  y  col.,

2009).  En particular en este trabajo se encontr6 que H4R3Me2s sirve como un

sitio de  uni6n  directa  para  la  DNMT3A (metiltransferasa  de ADN  de novo).  La

baj.a en los niveles de H4R3Me2s a trav6s del silenciamiento de PRMT5 caus6

una disminuci6n en  la uni6n de DNMT3A al promotor de P-globina,  una p6rdida

en  la  metilaci6n  del ADN  y en  consecuencia  la  activaci6n  del  gen  (Q.  Zhao  y

col., 2009). De otra parte, se han reportado casos en los cuales PRMT5 puede

actuar    como     activador    debido     a     su     interacci6n     con     coactivadores

transcripcionales  de  la  familia  pl60  (Dackwag  y  col.,  2007).  Tambi6n  se  ha

reportado  que  PRMT5  se  encuentra  asociada  a  complejos  remodeladores  de

cromatina  ATP-dependientes  de  tipo  SWI/SNF,  donde  es  responsable  de  la

metilaci6n  de  H3R8  (modificaci6n  asociada  a  activaci6n  transcripcional)  y  es
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requerido en estadios tempranos de la diferenciaci6n  muscular.  Estos estudios

realizados  en  una  linea  celular  NIH3T3  que  constitutivamente  expresan  un

vector  antisentido  para  PRMT5,  permitieron  establecer  que  esta  enzima  es

requerida  para  la  diferenciaci6n  mediada  por el factor de  transcripci6n  MyoD.

Se  demostr6  Ia  uni6n  de  PRMT5  al  promotor  de  miogenina  (gen  blanco  de

MyoD)  y un  aumento  en  la  dimetilaci6n  de  la  H3R8,  en  c6Iulas  diferenciadas.

Tambien se report6 que la uni6n de PRMT5 es requerida para la asociaci6n de

la   proteina   BRG1,   la  subunidad   catalitica  del   complejo   remodelador  de  la

cromatina   Swl/SNF;   lo   que   conlleva   a   la   activaci6n   de   la   expresi6n   de

miogenina. De esta manera c6lulas que tenian niveles reducidos de PRMT5 no

lograban   activar  la   expresi6n   de   miogenina  y  de  otros  genes   miog6nicos

tardios,  provocando  un  bloqueo  en  el  proceso  de  diferenciaci6n  (Dackwag  y

col., 2007, Dackwag y col., 2009).

PRMT5 en el  ndcleo puede formar complejo con  la  proteina COPR5 (proteina

cooperadora de PRMT5) e inducir la metilaci6n preferencial de residuos de R3

sobre  los  residuos de R8 de la  histona  H4.  Esto indica  que COPR5  modula la

especificidad del sustrato de PRMT5 (Lacroix., 2008). En este mismo trabajo se

describi6 que COPR5, adicionalmente, posee un dominio que le permite unirse

especificamente al extremo N-terminal de la histona H4.  De esta manera actda

como   una   proteina   adaptadora   entre   la   cromatina   y  el   complejo   nuclear

PRMT5.
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La  funci6n  cooperadora  de  COPR5  fue  confirmada  en  lineas  celulares  de

osteosarcoma  humano,  en  las  que  usando  shRNA  (chord  ha/+pj.n  RIVA)  para

COPR5 se  observ6  una  reducci6n  en  el  reclutamiento de  PRMT5  a  la  regi6n

promotora del gen de la ciclina E1  (CCNE1),  acompafiada de una disminuci6n

de la H4R3Me2s (Lacroix., 2008).

1.5.2 Enzjmas Demetilasas de histonas.

1E5.2.1  N066.

N066  es  una  proteina  con  dominio jumonji  C  que  se  caracteriz6  inicialmente

debido  a  su  interacci6n  directa  con  el  factor  de  transcripci6n  osteoblastico

osterix (Osx) e inhjbe la activaci6n de genes blanco de este factor (Shina y col.,

2010).  El  knockdown  de  N066 en  preosteoblastos  provoca una diferenciaci6n

acelerada  hacia  la  diferenciaci6n  osteoblastica  (Shina  y  col.,  2010).   Se  ha

establecido una funci6n demetilasa de N066 para residuos de lisina 4 y 36 de

la  histona  H3;  H3K4me3  y  H3K36me3  (Sinha  y  cols.,2010).  Por  otra  parte,

mediante  ensayos  de  inmunohistoquimica  en  secciones  de  tejido  esquel6tico

de  embriones  de  rat6n  de  14.5  dias,  se  confirm6  Ia  presencia  de  N066  en

huesos  en  desarrollo  (Shina  y  col.,  2010).  En  el  mismo  estudio,  en  c6lulas

C2C12  que  sobreexpresaban  N066  y  estimuladas  con  BMP-2,  se  demostr6

que  N066  inhibe  la  expresi6n  de  genes  especificos  de  osteoblastos  como

osteocalcina.   De   otra   parte,   mediante   experimentos   de   Chlp   en   c6lulas

preosteoblasticas  MC3T3,   tratadas  con  BMP2,  se  evalu6  la  asociaci6n  de
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N066 y los niveles de trimetilaci6n en los residuos de lisina 4 de la histona H3

(H3K4me3)   a   la   regi6n   promotora   del   gen   de   sialoproteina   osea   (Bsp);

observandose  un  incremento  en  los  niveles  de  H3K4me3,  en  paralelo  con  el

decrecimiento de N066 en  las c6lulas MC3T3 estimuladas con  BMP2 (Sinha y

col.'2010).

Recientemente  utilizando  ratones  knockout  para  Osterix,  se  demostr6  que  la

funci6n  represora  mediada  por  N066  en  el  promotor  de  sialoproteina  6sea

(Bsp),  ocurre mediante la demetilaci6n de histonas y mediante la formaci6n de

complejos  represores  con  otras  proteinas  modificadoras  de  histonas  y  con

proteinas   involucradas   en   la    metilaci6n   del   ADN    (Shina   y   col„   2013).

Especificamente, en este trabajo se report6 que N066,  ademas de interactuar

con Osx, tambi6n forma complej.os con DNMTIA ,  HDAcl  y   HP1.  Hpl  es una

proteina  que interactda  con  DNMTl  in vivo e  in  vitro y que se  ha demostrado

que induce la activjdad de DNMT1,  provocando un incremento en la metilaci6n

del  ADN  (Shina  y  col.,  2013).   De  esta  manera  los  autores  plantean  que  el

promotor   de   Bsp   es   metilado   previamente   a   la   activaci6n   del   gen   en

osteoblastos y que en este evento la participacj6n de N066 es fundamental por

sus funciones   como enzima demetilasa y por su capacidad de interactuar con

HP1,  DNMTI  Y HDAC1  (Shina y col., 2013).
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1.5.2.2 JARID 1 a

La   proteina   JARID   18   es   una      histona   demetilasa   con   dominio  I.umonji,

miembro   del   cluster   JARID1    6   KDM5.    Estas   enzimas   funcionan   como

represores  transcripcionales  a  traves  de  la  remoci6n  de  grupos  metilo  en

residuos  de  lisina  4  trimetilados  de  la  histona  3  (H3K4me3)  (Volkel  y  col.,

2007).

Se  ha  reportado  que  JARIDIB  o  PLU1,  cumple  un  papel  importante  en  la

mantenci6n  de  la  capacidad  proliferativa de c6Iulas  de varios tipos de  cancer

(testicular, mamario y melanoma entre otros) a traves de la represi6n de genes

supresores  de  tumores,  incluyendo  a  BRCAI  Y  CAV1   (Verrier  y  col.,  2011;

Volkel., y col.,  2007;  lwase y col., 2007; Yamane y col., 2007).  La participaci6n

de  JARIDIB  en  la  progresi6n  tumoral  esta  relacionada  con  su  funci6n  como

enzima  demetilasa  de  una  marca  activadora  y  con  su  capacidad  de  formar

complejos   con   otras   proteinas   que   median   modificaciones   represivas.   Por

ejemplo en  lineas celulares de cancer mamario se ha demostrado que JARID

18 actda como represor transcripcional  mediante su  interacci6n con complejos

represores  como  enzimas  HDAC  de  clase  I  y  11  (Tan  y  col.,  2003).  De  otra

parte,  tambi6n  se  ha  demostrado  que  JARID  18  interactda  con  las  proteinas

G9a  (Enzima  metiltransferasa  de  H3K9),  EZH2  (Enzima  metriltransferasa  de

H3K27)   y   con   la   oncoproteina   con   dedos   de   zinc  ZNF217   mediando   la

represi6n de genes supresores de tumores en varios tipos de cancer (Banck y

col.' 2009).
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Otros  estudios  han  posicionado  a  JARIDIB  como  represor de  genes  que  se

expresan durante el desarrollo. Para este caso se ha descrito que JARIDI a se

une a factores de transcripcion del desarrollo como BF1  (Brain factor 1 ) y PAX9

(Paired box 9), Ios cuales interaccionan con miembros de la familia corepresora

Groucho y los reclutan hacia sus genes blanco (Tan y col.; 2003).

1.5.2.3 UTX

UTX es una proteina con actividad histona demetilasa de lisinas pertenecientes

al  grupo  UTX/JMJD3  que  demetila  especificamente  H3K27Me3/Me2  (Volkel  y

cols.,  2007).  Estudios  de demetilacion  in vitro  han  demostrado  la  habilidad de

UTX para convertir los residuos de lisina 27 de la histona  H3K27 de un estado

trimetilado a uno no metilado (Agger y col., 2007;  Lan y col., 2007).

UTX  forma  parte  de  diferentes  complejos  multiproteicos.  Por  ejemplo  se  ha

descrito  que  puede  formar  parfe  del  complejo  COMPASSITrr,  interactuando

directamente con  las proteinas  MLL3,  PTIP, ASC2, ASH2 y WDR5  (Issaeva y

col.,  2007).  Otros  estudios  la  han  identificado formando  parte  de  un  complejo

metiltransferasa   perteneciente   a   la   misma   familia   COMPASSITrr,   el   cual

contiene WDR5,  MLL4  y  PTIP  (Eisenberg.,  2010;  Patel.,  2007).  La  existencia

de estos  complejos  sugiere  la  posibilidad  de  un  mecanismo  concertado entre

enzimas    modificadoras    de   dos    marcas    especificas    la    H3K4Me3    y   la

H3K27Me3. Para este caso especifico la activaci6n transcripcional mediada por
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estos  complejos,  estaria  relacionada  con  mantener  los  niveles  de  H3K4Me3

altos  (marca asociada con  activaci6n transcripcional) a trav6s de la acci6n de

las  proteinas WDR5,  MLL2,  MLL3 y MLL4;  y a su vez mantener los niveles de

la  H3K27Me3  bajos  mediante  la  acci6n  de  UTX  (marca  asociada  a  represi6n

transcripciona[).

En c6lulas neuronales,  NT2/Dl  estimuladas con acido retinoico, se ha descrito

que  UTX  es  reclutado  a  los  promotores  de  los  genes  home6ticos  HOXA  y

HOXB.  Este  reclutamiento  se  correlaciona  con  la  p6rdida  de  H3K27Me3,  la

disociaci6n  de  las  enzimas  SUZ12  y  EZH2  en  los  promotores  blanco  y con  la

consiguiente activaci6n de los genes (Agger y col., 2007).

En  Drosophila,  UTX  puede  formar  complejos  con  miembros  de  la  familia  Trr

participando   asi   en   el   control   de   crecimiento   celular,   ya   que   el   complej.o

"Trr/COMPASS-like"  interactda  funcionalmente  con   las  vias  de  sefializaci6n

Notch  y  Rbf (Herz y col.,  2010).  Recientemente  se  ha  demostrado  que  en  el

proceso   de   diferenciaci6n   muscular,   el   transactivador  Six  4   es   capaz   de

reclutar  a  UTX  hacia  la  regi6n  regulatoria  de  genes  musculares,  como  es  el

caso de miogenina y la quinasa CKm (Creatine kinase,  muscle),  provocando la

perdida  de  la  marca  H3K27me3  en  la  regi6n  rio  arriba del  sitio de inicio  de la

transcripci6n y la activaci6n transcripcional de estos  genes (Seenundun y col.,

2010).
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1.5.2.4. JMJD6.

JMJD6  es  una  proteina  con  dominio jumonji  C  identificada  como  la  primera

demetilasa  de  argininas  (Chang  y col.,  2007).  Sin  embargo,  recientemente se

demostr6  que  esta  enzima  no  tiene  6sta funci6n  demetilasa  y  que  mas  bien

participa  en  la  regulaci6n  g6nica  como  una  hidroxilasa  de  lisinas;  mediando

especificamente la 5 hjdroxilaci6n en las histonas H3 y H4 (Unoki y Col., 2013).

Se   ha   establecido   que   esta   hidroxilaci6n   inhibe   posteriores   eventos   de

acetilaci6n  y  metilaci6n  y,  como  consecuencia  se  le  asign6  una  participaci6n

importante en la regulaci6n de la expresi6n g6nica (Unoki y Col., 2013).

1.6. Regulaci6n epigen6tica del gen Runx2 en c6Iulas 6seas.

En el control de la diferenciaci6n osteoblastica, se ha reportado la participaci6n

de  proteinas con  actividad  deacetilasas de  histonas y metiltransferasas.  En el

afro  2006,   Gori  y  col,   reportaron   que  WDR5  participa  en   la  diferenciaci6n

osteoblastica y que su sobreexpresi6n acelera este evento de diferenciaci6n en

la   linea   celular   preosteoblastica    MC3T3.    Estudios   posteriores,    mediante

ensayos  de  silenciamiento  g6nico  (siRNA),  demostraron  que  la  expresi6n  de

Runx2  disminuye  significativamente  cuando  la expresi6n  de WDR5  disminuye

por efecto del silenciamiento.  Este fen6meno ocurri6 en  paralelo con  una  baja

significativa en  los niveles de H3K4Me3  (Zhu  y col.,  2008).  Lo anterior sugiere
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una  contribuci6n  relevante  de  H3K4Me3  en  el  mecanismo  de  control  de  la

expresi6n de genes osteoblasticos y en el proceso de diferenciaci6n 6sea.

En estudios realizados en nuestro laboratorio, en la linea celular mioblastica de

rat6n  C2C12,  se  determin6  la  existencia  de  secuencias  reguladoras  en  el

promotor Pl  del gen Runx2, contenidas dentro de dos sitios hipersensibles a la

digesti6n  con  DNAsa  I,  los  que  son  aumentados  por  estimulaci6n  con  BMP2

(Cruzat y col.,  2009),  en  paralelo  a  un aumento  en  la transcripci6n  de  Runx2-

II/p57.   En  este   mismo  trabajo  se  estableci6  que  esta   remodelaci6n  de  la

cromatina  en  la  regi6n  promotora  P1,  es  independiente  de  la  actividad  de

complejos  tipo  SWI/SNF y se  report6  un  aumento  en  los  niveles  globales de

acetilaci6n   de   las   histonas   H3   y   H4.   Este   aumento   en   acetilaci6n   se

corresponde con la union de p300 (una enzima con acci6n acetiltransferasa) al

promotor P1. En base a estos y otros resultados nuestro grupo ha propuesto la

existencia  de  mecanismos  epigen6ticos  en  la  regulaci6n  transcripcional  de

Runx2,  especificamente,  modificaciones  covalentes  de  las  histonas  H3  y  H4

presentes en el promotor P1  (Cruzat y col., 2009).

Dicha   propuesta   ha   sido   explorada   posteriormente   en   nuestro   laboratorio

demostrando     que      existe      un      patfon     especifico     de      modificaciones

postraduccionales  en  las  histonas  H3  y  H4  asociadas  a  la  regi6n  promotora

proximal   P1.   En   celulas   que   expresan   Runx2,   estas   marcas   epigen6ticas

incluyen un aumento en la acetilaci6n de la histona H3 en el residuo de lisina 9

(H3K9) y en la trimetilaci6n en H3K4.  En contraste, en celulas que no expresan
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este gen,  se encontraron  mono,  di y trimetilaci6n de  H3K9,  monometilaci6n de

H3K4, trimetilaci6n de H3K27,  asi como tambi6n  aumento de la  acetilaci6n de

la  histona  H4,  especificamente  en  el  residuo  de  lisina  12  (K12)  y dimetilaci6n

sim6trica de H4R3 ( Ver resumen en figura 5).  Esto tambi6n fue observado en

c6lulas  osteoblasticas  primarias  diferenciadas  ex  vt.vo  y  en  la  linea  celular

mesenquimal   pluripotencial   C3H10T1/2   estimulada   con   BMP2   (Henriquez.,

2009; Tesis  Doctoral).  En esta tesis  nos enfocamos en  evaluar la participaci6n

de   proteinas    metilasas   y   demetilasas   involucradas   con   tres   de   estas

modificaciones  reportadas.  Una  asociada  a  activaci6n  transcripcional,  como

H3K4Me3  y  dos  asociadas  a  represi6n  transcripcional,   como  H3K27Me3  y

H4R3Me2(s).



Figura  5.  Modelo  de  control  transcripcional  del  promotor  Pl   del  gen
Runx2     por    mecanismos     epjgen6ticos     durante     la     diferenciaci6n
osteoblastica.  En  la  Figura  se  muestran  los  residuos  aminoacidicos  de  las
regiones  N-terminal de las histonas H3 y H4 asociadas al  promotor Pl  del gen
Runx2  y  sus  modificaciones  covalentes.  Bajo  cada  residuo  se  identifica  su
posici6n  en  la  estructura,  destacandose  los  residuos  de  lisina  y  arginina  que
presentan  modificaciones  covalentes.  Los  circulos  azules  con  el  simbolo  Me,
indican   metilaci6n,   mientras  que  los  cuadrados  verdes  son  el  simbolo  Ac,
acetilaci6n. A.  C6Iulas que no expresan Runx2-ll/p57.  8. C6lulas que expresan
Runx2-lI/p57 (Henriquez., 2009).
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1.7 HIPOTESIS.

Basados en los antecedentes anteriormente expuestos postulamos la siguiente

hip6tesis y objetivos para esta tesis:

"Enzimas  involucradas  en  modificaciones  covalentes  en  residuos  de  lisina  y

arginina  de  las  histonas  H3  y  H4  asociadas  al  promotor  Pl  del  gen  Runx2,

especificamente las metilasas WDR5, EZH2 y PRMT5 y las demetilasas N066,

UTX y JMJD6,  son fundamentales  para  la  regulaci6n de  la expresi6n  de  este

gen en c6Iulas osteoblasticas".

1.8 0BJETIVOS.

1.8.10bjetivo General.

Demostrar   la   contribuci6n   de   las   metilasas   WDR5,    EZH2   y   PRMT5   y

demetilasas N066, UTX y JMJD6; en la actividad transcripcional del gen Runx2

en  c6lulas  osteoblasticas,  como  enzimas  responsables  de  las  modificaciones

covalentes para los residuos de lisina 4 y 27 de la histona H3 y arginina 3 de la

histona H4, asociadas al promotor Pl  de Runx2.
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1.8.2 0bjetivos Especificos

1.8.2.1   Evaluar  la  contribuci6n  de  la  metiltransferasa  WDR5  y  la  demetilasa

N066 en la metilaci6n y demetilaci6n del residuo K4 de la histona H3 asociada

al promotor Pl  de Runx2.

1.8.2.2 Evaluar la contribuci6n de la metitransferasa EZH2 y la demetilasa UTX

en  la  metilaci6n  y demetilaci6n  del  residuo  K27  de  la  histona  H3  asociada  al

promotor Pl  del gen Runx2.

1.8.2.3 Evaluar la contribuci6n de las enzimas PRMT5 y JMJD6, como metilasa

y demetilasa, respectivamente, sobre los niveles de metilaci6n en el residuo R3

de la histona H4 asociada al promotor Pl  del gen Runx2.

1.8.2.4   Evaluar  la   contribuci6n   de   las   metilasas   y  demetilasas   sefialadas

anteriormente, en la regulaci6n de la actividad transcrjpcional del gen Runx2 en

c6lulas 6seas.



2. MATERIALES Y METODOS

2.1  Lineas Celulares.

2.1.1  Cultivo de c6lulas mioblasticas de rat6n, C2C12.

La  linea  celular  C2C12  es  una  linea  celular  pluripotencial   mesenquimal  de

rat6n  que  puede  diferenciarse  a  osteoblastos  cuando  es  estimulada  por  el

morf6geno    BMP2,    con    la    consecuente    expresi6n    de    marcadores    de

diferenciaci6n terminal osteoblastica como osteocalcina y Runx2 (Shea y cols.,

2003); Tambi6n puede diferenciarse a mioblastos baj.o el estfmulo con suero de

caballo  (De  la  Serna  y  cols„  2001).  Para  el  desarrollo  de  esta  tesis,  se  han

usado   celulas   sometidas    a    los   dos    estimulos    con    el   fin    de   obtener

diferenciaci6n osteog6nica y miog6nica.  Para ,e'I primer caso,  esta linea celular

fu6 cultivada en  medio  DMEM  10°/OSFB y en estado de preconfluencia (tiempo

cero) fue  estimulada  con  BMP2  por periodos  de  24,  48  y 72  horas,  utilizando

una  concentraci6n  de  300ng/ml  (Shea  y  col.,  2003).   Para  la  diferenciaci6n

miog6nica,  c6lulas  C2C12  fueron  cultivadas  en  medio  DMEM,  1,0%SFB  hasta

alcanzar  preconfluencia.   Posteriormente  estas  c6lulas  fueron  cambiadas  a

medio  DMEM  con  5°/o  de  suero  de  caballo  (HS)  y  cultivadas  48  y  96  horas

45
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(lmbalzano y col., 2001). Todas las lineas celulares fueron mantenidas a 37 °C

en un ambiente de 950/o de 02 y 5 °/o C02.

2.1.2. Cultivo de c6Iulas preosteoblasticas de rat6n, MC3T3.

Las   c6Iulas   pre-osteoblasticas   de   rat6n    MC3T3,   fueron   cultivadas   para

mantenci6n  en  medio  Ch-MEM sin  acido asc6rbico,  suplementado con  2,29  g/L

de  NaHC03   y  10  %  suero  fetal  de  bovino  (Hyclone)  y fueron  subcultivadas

cada tres dfas a una relaci6n  1 :6, utilizando Tripsina-EDTA al 0,05 °/o (GIBCO).

Para  los  experimentos  de  diferenciaci6n,   Ias  c6lulas  fueron  traspasadas  a

medio  de  cultivo  suplementado  con  acido  ascorbico  (50  ug/ml),  a  partir  del

tercer dia (una vez que alcanzaron confluencia), el cual fue renovado cada dos

dias.  Todas  las  lineas  celulares  fueron  cultivadas  en  medios  suplementados

con   50   U/ml   de   penicilina-estreptomicina   (GIBCO),   a   37°C   en   atmosfera

hdmeda con un 5°/o de C02.

2.1.3 Cultivo de Osteoblastos primarios de rata.

La obtenci6n de osteoblastos primarios de rata se realiz6 segdn lo descrito por

Owen   y   col   (1990).   Ratas   Sprague   Dawley   de   20   dias   de   prefiez,   se

sacrificaron  mediante  anestesia  con  C02.  Posteriormente el  vientre de  la  rata

se  abri6  quirdrgicamente  con  bisturi  esteril  utilizado  la  tecnica  de  incisi6n  tipo

C.    Las   ratas    nonatas,    fueron   colocadas   en    una   placa   y   sacrificadas

fapidamente  por decapitaci6n  con  tijera  quirdrgica,  todo  baj.o  ambiente  est6ri[
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en camara de flujo laminar. A continuaci6n, Ia piel de la cabeza fue retirada con

pinzas y tijeras para luego cortar la base del cfaneo alrededor de los huesos de

la calvaria. Obtenida la calvaria, se separ6 del material encefalico y se deposit6

en una placa con medio aMEM (GIBCO) sin suero y PBS  IX en proporci6n  1 :1

suplementado con  100U/ml de  penicilina-estreptomicina  (Hyclone).  Las  piezas

6seas se limpiaron del tejido fibroso,  restos de piel y sangre, se traspasaron a

una  placa  con  PBS  IX suplementada  con  antibi6ticos y se cortaron  en trozos

pequefios, eliminando completamente las lineas de sutura. Todas las piezas se

colocaron en un matraz con tapa, para realizar digestiones sucesivas. Por cada

20 cfaneos se  prepar6  una soluci6n  de 2.5mg/ml de tripsina (1:250  GIBCO) Y

2mg/ml de colagenasa P (Boheringer Manheim) en PBS IX, suplementada con

antibi6ticos.  Se  realizaron  3  digestiones  sucesivas  con  10ml  de  soluci6n  de

digesti6n  a  37°C:  1.  8  minutos.  Sin  agitaci6n;  2.10  minutos,  con  agitaci6n  a

25rpm; 3. 35 minutos a 60rpm.  Finalizada cada digesti6n,  el sobrenadante con

las  c6Iulas  liberadas  del  tejido  6seo,  fue  filtrado  en  filtro  de  metal  Swinnex

13mm  (Millipore)  y  un  filtro  de  propileno  Swinnex  de  25mm  (Millipore).   Las

c6Iulas fueron recuperadas en un tubo de 15ml y centrifugadas a 500g durante

5  minutos;  resuspendidas en  medio c[MEM suplementado con  10%  suero fetal

bovino, cuantificadas en camara Neubauer y sembradas en placas de 100mm.

En  cada  placa  de  100mm  se  sembraron  5xl05  c6Iulas  y  por  cada  placa  de

35mm,  2xl05.  Cuando  los  cultivos  alcanzaron  un  600/o  de  confluencia,  fueron

tratados   con   tripsina+EDTA.    Las   c6lulas   fueron   sedimentadas   mediante
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centrifugaci6n  y cuantificadas  en  camara de  Neubaer y sembradas  en  placas

de  100mm  para  los  experimentos  de  silenciamiento  o  sobreexpresi6n.   Las

c6Iulas fueron mantenidas en los siguientes medios de cultivo: del dfa 1  al 4, en

medio  de  cultivo  aMEM  suplementado  con  10°/o  suero fetal  bovino  (SFB),  del

dia 5 al dia 9,  en  medio aMEM  10°/OSFB, 24ug/ml de acido asc6rbico y del dia

10 en adelante,  en  medio  BGjb (GIBCO) suplementado con  10°/OSFB,  50ug/ml

de acido asc6rbico y 10mM de P-glicerolfosfato.

2.1.4 Cultivo de  c6Iulas HEK293.

C6Iulas HEK293FT generadas a partir de la transformaci6n de c6Iulas de rifi6n

de  embri6n  humano  fueron  crecidas  en  medio  DMEM  (Hyclone  SH30081.02)

suplementado  con  100/o  suero  fetal  bovino  (Hyclone  SH30070.01),  4  mM  L-

glutamina   (Life  technologies  25030-081),   100   U/ml   penicilina/estreptomicina

(Life Technologies 15070-063) y 1  mM piruvato (Sigma), a 37°C y 5°/o C02.

2.2. Aislamiento de ARN y RTIPCR.

Para  determinar  la  expresi6n  de  genes  asociados  al  fenotipo  6seo  en  los

distintos tipos celulares, se realizaron ensayos de RT-PCR   para los ARNm de

Runx2 y de marcadores de diferenciaci6n osteoblastica como fosfatasa alcalina

y osteocalcina.  Para el  caso de la linea celular C2C12,  estas determinaciones
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se  realjzaron  en  presencia  y  ausencia  del  estimulo  con  BMP2  y  suero  de

caballo  independientemente;   mientras  que  para  la  linea  celular  MC3T3,  se

realizaron en los dias 3, 5 ,7 y 9 de cultivo.

Usando  la  misma  metodologia  y partidores  especificos  (Anexo),  se  evalu6  Ia

expresi6n,   a   nivel   de   transcrito,   de   proteinas   con   actividad   metilasa   y

demetilasa  de  las  histonas  H3  y  H4.  Especificamente,  Ias  metilasas  WDR5,

EZH2, PRMT5, COPR5 y demetilasas N066, JARID 18, UTX, y JMJD6.

Para todos  los  ensayos  de  RT-PCR,  se aisl6 ARN  desde  c6lulas  crecidas  en

placas   de  35   mm.   La  extracci6n  del  ARN   se  realiz6  utilizando   el   agente

TRIZOL  (Invitrogen),  segtln  las  instrucciones  del  fabricante.  EI  ARN  obtenido

fue resuspendido en  12  ul de agua libre de nucleasas filtrada a 0.2  micras. Se

cuantific6, congel6 en nitr6geno liquido y almacen6 a -80°C.

Los ensayos de  RT-PCR fueron  realizados  utilizando 2  ug de ARN total y "kit"

de   transcripci6n    reversa    de    Promega,    siguiendo    las    instrucciones    del

fabricante.  Cada  muestra  fue  mezclada  con  0.25  ug  de  6ligo  dT  (Burset  y

col.)12.18 (lnvitrogen) en un volumen de 10 LIl.  Luego, fue denaturada a 70°C por

5  minutos  y  fapidamente  transferida  a  4°C  por 5  minutos.  A  continuaci6n,  se

realiz6  la  mezcla  de  transcriptasa  reversa  (RT)  en  un  volumen  total  de  20  LIl

(incluidos  los  10  ul  de  ARN  denaturado)  en  presencia  de  100  U  de  M-MLV

Reverse  Transcriptase  (Promega),  buffer  M-MLVRT  (Promega)  1X,  20  U  de

"RNase  lnhibitor'  (NEW  ENGLAND  BioLabs) y 0.5  mM  de  dNTPs  (Invitrogen).
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La mezcla fue incubada a 37°C por 1  hora y se detuvo la reacci6n a 4°C para

luego diluirla 5 veces con agua libre de nucleasas.

La concentraci6n  de ADN y ARN se determin6  midiendo la absorbancia a 260

nm utilizando como factor de conversi6n  1  A26o = 50  ug/ml y 1  A26o = 40  ug/ml,

para   ADN   y   ARN,   respectivamente.   La   pureza   del   ADN   se   determin6

obteniendo la raz6n A26o/28o.

Luego de la obtenci6n del ARN  y de su  posterior cuantificaci6n se sintetizaron

los  correspondientes  ADNc  y  se  realizaron  las  reacciones  de  amplificaci6n

mediante  PCR  convencional  y  las  respectivas  cuantificaciones  en   PCR  en

tiempo real.

Los  ADNc  resultantes  fueron   cuantificados   mediante   PCR  en  tiempo   real,

utilizando 5 Lil de muestra en un volumen final de reacci6n de 20LII.

2.3. PCR en tiempo real.

Para cuantificar la cromatina inmunoprecipitada y los cambios en los niveles de

ARNm  producidos  en  los  diferentes  ensayos,  Ias  muestras  fueron  analizadas

por  la  t6cnica  de  PCR  en  tiempo  real.  Esta  t6cnica  permite  cuantificar  los

productos de amplificaci6n obtenidos  en una reacci6n de PCR,  a trav6s de su

comparaci6n con una curva estandar y su normalizaci6n contra un producto de

amplificaci6n constante.
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Mediante  la  utilizaci6n  del  reactivo  SYBR  Green  I,  el  cual  emite fluorescencia

cuando  se  une  al  ADN  doble  hebra,  se  pueden  detectar  los  productos  de

amplificaci6n  por  PCR  en  el   mismo  instante  en  que  son   producidos.   Esto

permite,   obtener   curvas   de   producto   de   amplificaci6n   vs   los   ciclos   de

amplificaci6n.  Si  se  considera  que  en  la fase  inicial  de  las  curvas,  Ia  cantidad

de  producto  de  PCR,  es  directamente  proporcional  al  templado  original,  se

puede   determinar,   la   cantidad   de   templado   que   habia   en   cada   muestra

originalmente.  Si  estos  valores,  se  contraponen  a  los  valores  obtenidos  con

productos  de  amplificaci6n  de  un  gen  o  regi6n  del  genoma  que  no  sufre

cambios  en  nuestro  ensayo,  se  obtienen  valores  reales  de  los  niveles  de

templado en cada muestra.

Todas  las  mediciones fueron  realizadas  utilizando el "kit" para  PCR en tiempo

real "Brilliant®SYBR® Green QPCR Core Reagent Kit" de STRATAGENE y un

termociclador para PCR en tiempo real Mx3000P de STRATAGENE.

En  todos  los  casos,  las  condiciones  de  PCR  fueron  ajustadas  para  que  los

partidores   utilizados  tuvieran   la   misma   eficiencia,   cercana   al   100   °/o.   Esta

eficiencia fue determinada en cada condici6n y en cada tipo celular ensayado.

Los resultados de las determinaciones de niveles de ARNm fueron expresados

Como expresi6n relativa con respecto a un control, a trav6s de |a formula 2-AACT



52

Los   resultados   de   las   cuantificaciones   de   la   cromatina   inmunoprecipitada

fueron  expresados  como  %  del  input,  determinados  a  partir de  las  curvas  de

calibraci6n.

2.4 Preparaci6n de extractos nucleares a partir de c6Iulas en cultivo.

Extractos nucleares de C2C12, MC3T3 y ROBs se obtuvieron por el m6todo de

Dignam  con  algunas  modificaciones  (Dignam  y  cols.,   1983).  Las  c6Iulas  se

cultivaron  en  placas  de   100,   60  o  35  mm  de  diametro  hasta  confluencia.

Posteriormente,  estas  fueron  lavadas  con  PBS  IX  a  4°C;  se  rasparon  con

espatula  est6ril  y  se  colectaron  en  PBS  frio  suplementado  con  un  c6ctel  de

inhibidores de proteasas.  La suspensi6n  celular fue centrifugada a 400g  por 5

minutos  a 4°C.  EI pe//ef celular obtenido  se  resuspendi6  en  5  voldmenes  de

tamp6n  hipot6nico A (10mM KCI,10mM  HEPES  Ph   7.9,1.5mM  Mgc12 y  lmM

DTT),  suplementado  con  un  c6ctel  de  inhibidores  de  proteasas  y  se  incub6

durante 10 minutos. Luego, la suspensi6n celular se liso mecanicamente a 4°C,

utilizando  un  homogenizador de  plastico,  en  el  mismo tamp6n.  La liberaci6n  e

integridad  de  los  ndcleos  se  verific6  por  microscopia  6ptica  observando  los

ndcleos  tefiidos  con  azul  de  Tripan.  EI  homogenizado  celular se  centrifug6  a

800g durante 15 minutos a 4°C.   El pe//ef nuclear se resuspendi6 en un tamp6n

hipert6nico  C  (420mM  NacL,  250/o  glicerol,  0,2  mM  EDTA,1mM  DTT,  20  mM

HEPES  pH  7.9,1.5mM  Mgc12) suplementado  con  un  c6ctel  de  inhibidores de

proteasas,  y se  incub6  en  un  rotador continuo durante  60  minutos  a 4°C.  Se
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centrifug6 a 12000rpm durante 15 minutos a 4°C, tras lo cual la fracci6n soluble

(extracto nuclear) se congel6 en nitr6geno liquido y se guard6 a -80°C hasta su

utilizaci6n.  Los extractos nucleares fueron cuantificados mediante el metodo de

Bradford  (Bio-Rad  Protein Assay,  BIO-RAD)  comparando  contra  una  curva de

calibraci6n realizada con BSA.

2.5. Electrofor6sis de proteinas.

Las  proteinas   provenientes  de  los  extractos   nucleares  se  denaturaron   en

"buffer' de carga (50 mM Trjzma.Cl pH 6,8,1  mM DTT, 2% SDS,  0,1% azul de

bromofenol,   10°/o   glicerol)  a  95  °C  durante  5   minutos.   Posteriormente,   Ias

muestras se  cargaron  en  un  gel  de acrilamida-bisacrilamida  (29:1)/SDS  al  6°/o

para visualizar proteinas  mayores a  200  KDa  y al  10°/o  y 12°/o  para  proteinas

menores  a 200  KDa.  La  electroforesis  se  llev6  a  cabo  a  150  V,  en  buffer de

corrida  (25  mM  Trizma.Cl,  250  mM  glicina,  0,1%  SDS)  y en  una  minicamara

(Mini PROTEAN 3 System, BIO-RAD).

2.6. Western blot.

Una   vez  finalizada   la   electroforesis,   Ias   proteinas   se   transfirieron   a   una

membrana de nitrocelulosa (Trans-Blot Transfer Medium, BIO-RAD) en "buffer'

de transferencia (39 mM glicina, 48 mM Trizma.Cl, 0,037°/o SDS, 200/o metanol)

a 250  rnA,  durante 2 a 2,5 ho.ras.  Luego de lavar con  PBS,  se bloquearon los
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sitios  de  unj6n  inespecificos,   utilizando  una  soluci6n   de  PBSITween  20  al

0.050/o   y   leche   descremada   al   5°/o.   Luego,   Ia   membrana   se   incub6   con

anticuerpo  primario  (ver anexos)  en  soluci6n  PBSITween  20  al  0.050/o  y leche

descremada  al  50/o,  por  16  horas  a  4°C.  Luego  de  lavar con  PBS-Tween  20

0,05°/o,  3 veces durante  10 minutos cada vez,  Ia  membrana se incub6 con  un

anticuerpo   secundario,   dirigido   contra   el   primer   anticuerpo   y   acoplado   a

peroxidasa de fabano picante (Diarra-Mehrpour y col.) en soluci6n  PBSITween

20  al  0.05°/o  y  leche  descremada  al  50/o,  a  temperatura  ambiente  durante  2

horas.   Luego  de  lavar  con  PBS-Tween  20  al  0,05°/o,  3  veces  durante   10

minutos   cada   vez,    Ia    detecci6n    se    IIev6   a    cabo   con    reactivos    para

quimioluminiscencia   ("Western   blot   plus   chemiluminescence   reagent'',   NEN

LIFE SCIENCE) y se expuso a una placa de rayos X (BIOMAX XAR, KODAK) a

temperatura ambiente.

2.7. Inmunoprecipitaci6n de cromatina (Chlp).

Esta  t6cnica  permite  conocer  si  una  proteina  se  encuentra  asociada  a  una

regi6n  particular  de  un  gen  /.n  vivo.  La  t6cnica  consiste,  en  tratar  c6lulas  en

cultivo  con  un  agente  entrecruzador  (Formaldehido  4°/o,  FA)  que  permite  unir

covalentemente    proteinas    asociadas    y    proteinas    unidas    al    ADN.    EI

entrecruzamiento se detuvo utilizando glicjna 0.125M y se lavaron los extractos

3   veces   por  5   minutos   con   PBS.   Para   los   experimentos   de   Chlp   para
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determinar la uni6n de factores de transcripci6n o enzimas modjficadoras de la

cromatina,  se  IIev6  a  cabo  un  segundo  entrecruzamiento  con  EGS  (ethylene

glycol-bis/succinis acid  N-hydroxysuccinimide ester) 2mM en PBS,  por 1  hora a

temperatura  ambiente.  Este  doble  entrecruzamiento  permite  determinar uni6n

de  proteinas  d6bilmente  unidas  a  los  promotores  lo  cual  es  imposible  con

entrecruzamiento  s6Io  con  FA  (Zeng.,  2006).  Las  placas  fueron  raspadas  en

PBSIX    (suplementado    con    un    coctel    de    inhibidores    de    proteasas),

posteriormente   centrifugadas   a   800g   por  cinco   minutos.   Los   pellet  fueron

almacenados por congelamiento rapido en nitr6geno liquido y posteriormente a

-80°C  hasta  su  utilizaci6n.  Los  pellet  celulares  fueron  resuspendidos  en  Cell

Lysis Buffer (CLB; HEPES 5 mM pH 8,0,  Kcl 85 mM, Triton X-100 0,5°/o,  PMSF

1  mM) y se  los disgreg6 utilizando  un  homogenizador con vastago de  plastico

por 30-40 golpes.  Los  extractos fueron  centrifugados a 600 g por 5  minutos a

4°C y se resuspendi6 el  pellet en buffer de sonicaci6n  (50 mM  HEPES pH 7.9,

140  mM  Nacl,1.0  mM  EDTA,  0.1%  SDS,1%  Triton  X-100,  0.1°/o  deoxicolato

de   sodio,   mas   inhibidores   de   proteasas).   La   cromatina   fue   fragmentada

utilizando un sonicador de bafio Bioruptor (Diagenode,  86lgica) por 60 minutos

a  maxima potencia,  con  intervalos de encendido-apagado de  15 segundos.  EI

sonicado se  centrifug6  a 2600 g  por  15  minutos  a 4°C y el  sobrenadante fue

transferido   a   un  tubo   nuevo  donde  fue   congelado  en   njtfogeno   liquido  y

almacenado  a  -80°C  hasta  su  uso.  Una  alicuota  de  20  uL  de  cromatina  fue

usada  para cuantificar la cromatina  por absorci6n  a 260  nm y para evaluar el
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grado  de fragmentaci6n  del ADN  gen6mico  mediante  electroforesis  en  gel  de

agarosa  al  1°/o.  El  ensayo  de  inmunoprecipitaci6n  se  llev6  a  cabo como  esta

descrito en  Cruzat,  2009 yHenriquez,  2013.  Se tomaron  25  ug de extracto de

cromatina de tejido entrecruzado,  medido a  una longitud de onda  de 260  nm.

Las muestras fueron pre-aclaradas con 2-4 LIg de lgG control de rat6n o conejo

(Upstate)  y  50  uL  de  proteina  A  o  G  agarosa  (Santa  Cruz  Biotechnology),

incubandolas  2  horas  a  4°C  en  rotador continuo.  Luego  del  preaclaramiento,

las   muestras   fueron   centrifugadas   a   4000g   por   5   minutos   a   4°C,   y   el

sobrenadante fue traspasado  a  un tubo  nuevo para  luego  incubar con  2-4  ug

de  anticuerpos  especificos  para  las  modificaciones  o  enzimas  modificadoras

por  12  horas  a  4°C  en  un  rotador  continuo.   Los  anticuerpos  utilizados  se

detallan en la tabla anexa. Posteriormente, se agreg6 50 uL de proteina A o G-

Agarosa  y  se  incub6  por  1   hora  a  4°C  en  rotador  continuo.  Los  pellets  de

proteina A o  G-Agarosa  inmunoprecipitados fueron  lavados sucesivamente:  1

lavado  con  500  uL  de  buffer  de  sonicaci6n,  (50  mM  HEPES  pH  7.8,   1   mM

EDTA,140 mM  Nacl,1°/o Triton X-100,  0.1% deoxicolato de sodio,  0.1°/o SDS,

mas  inhibidores de proteasas),  2  lavados con  IP Wash  buffer (100  mM Tris-CI

pH  8.0,  500  mM  LicI,1.00/o  desoxicolato  de  sodio,10/o  NP40,  mss  inhibidores

de  proteasas) y  1  lavado con  buffer Tris-EDTA (TE)  (10  mM Tris  pH  8.0,  0.25

mM EDTA). Entre cada lavado se centrifug6 a 4000xg por 1  minuto a 4°C. A los

inmunoprecipitados finales se les adicion6100 uL de buffer de eluci6n  (50 mM

NaHC03,1 0/o SDS) y se incub6 a 65°C por 15 minutos.  Se centrifug61  minuto
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a  13.000g y el sobrenadante se traspas6 a tubos  nuevos.  Se adicion6 Nacl a

una concentraci6n final de 200 mM y se revirti6 el entrecruzamiento incubando

12-16   horas   a   65°C.    Posteriormente,   se   adicion6   Proteinasa   K   a   una

concentraci6n  final  de  100  LIg/mL  y se  incub6  a  42°C  por 2  horas.  Luego  de

este  tratamiento  el  ADN  se  extraj.o  por  el  m6todo  de  fenol/cloroformo  y  se

precipit6 con Etanol absoluto en presencia de 0,1  voltlmenes de NacH3COO-3

M y glic6geno  (20 ug).  Finalmente,  el  precipitado se  resusp.endi6 en  50  uL de

TE  IX pH 8.0 y se utilizaron 5 uL para cada reacci6n de PCR.  Para todos los

ensayos  se  realizaron  controles  con  2  o 4  ug  de  lgG  inespecifica  de  rat6n  o

conejo siguiendo todo el procedimiento anteriormente descrito para el   esto de

las muestras.  La cuantificaci6n de los precipitados se realiz6 mediante PCR en

tiempo  real  utilizando  partidores  especificos  para  la  secuencia  de  ADN  del

promotor Pl  de Runx2 (-118/+29).  La cuantificaci6n se llev6 a cabo realizando

curvas de input de la cromatina e interpolando los precipitados dentro de estas

para  obtener  porcentajes  de  input  de  precipitaci6n.  En  algunos  experimentos

como control  de precipitaci6n se  utilizaron  partidores contra el gen  de  PSD-95

de   rata/rat6n   (-33/+118).   Los   experimentos   de   re-inmunoprecipitaci6n   de

cromatina  (re-Chlp)  fueron  realizados  tal  como  fue  descrito  anteriormente  en

(Cruzat.,   2009).   Brevemente,   los   complejos   jnmunoprecipitados   por   Chlp

fueron eluidos incubandolos con 25 HL de DTT 10 mM a 37°C por 30  minutos.

Los    precipitados    fueron    centrifugados    a    5.000g    por    5    minutos    y    el

sobrenadante  fue  diluido  en  500  uL  con  buffer  de  sonicaci6n  para  repetir  el
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protocolo de Chlp.

2.8. Ensayos de silenciamiento g6nico (shRNA).

Con    el    fin    de    identificar   proteinas    involucradas    en    las    modificaciones

covalentes encontradas en las histonas H3 y H4 asociadas al promotor Pl  del

gen  Runx2,  se realizaron ensayos de silenciamiento g6nico por shRNA con el

sistema de tres  plasmidos,  para  las  enzimas descritas en  la Tabla 4.  En  6ste

sistema  uno  de  los  plasmidos  tiene  el  gen  de  inter6s  y  los  otros  dos  son

llamados  plasmidos  ayudantes  que  contienen  genes  que  codifican  para  las

proteinas virales G-VSVG,  Gag-Pol y Rev.  Para esto se utilizaron poblaciones

de   lentivirus   generados   en   c6Iulas   HEK  293T   crecidas   en   medio   DMEM

suplementado  con  SFB  al  10°/o.  Cultivos  celulares  en  una  confluencia  de  un

goo/o    fueron    transfectadas    con    lipofectamina    2000    (Invitrogen)    con    los

siguientes    plasmidos:    plasmido    PLKO.1    (hairpin-PLKO.1)    y    los    plasmidos

ayudantes VSV-g y A8.9. Se recolectaron los sobrenadantes 72 horas despu6s

de  la  transfecci6n,  luego  se filtraron  y  congelaron  a  -80°C.  Los  titulos  de  los

sobrenadantes  fueron  cuantificados  con  el  KIT  de  CLONTECH  No  631235;

para  evaluar  el  ntlmero  de  copias/ml.   De  igual  manera,  se  utiliz6  el  Kit  de

CLONTECH No 631239 para evaluar la capacidad jnfectiva de cada uno de los

lentivirus  generados.  Todas  las  etapas  del  procesamiento  y  manejo  de  las

particulas  lentivirales  se  IIev6  a  cabo  con   un   nivel  de  Bioseguridad  2,   de
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acuerdo a  las  recomendaciones  de  CONICYT y el  National  Institute  of Health

(NIH-USA),  en  una  sala  de  cultivo  especialmente  acondicionada  para  este

prop6sito en nuestro Centro de lnvestigaciones.

Para  evaluar la  contribuci6n  de  estas  proteinas  modificadoras en  la  actividad

transcripcional  del  gen  Runx2,  en  c6Iulas  con  shRNA  para  cada  una  de  las

metilasas y demetilasas,  se realizaron estudios de RT-PCR acoplados a  PCR

en tiempo real, lo que nos permiti6 evaluar cambios en los niveles de ARNm de

Runx2, Oc y miogenina. Ademas, para asociar la actividad de estas proteinas a

los  cambios  en   la  actividad  transcripcional  del  gen   y  a  las  modjficaciones

covalentes  presentes en  el  promotor, se realizaron  experimentos de  Chlp.  En

estos experjmentos se evalu6 en primera instancia la  uni6n  de las enzimas al

promotor,  para  confirmar el  efecto  del  silenciamiento.  Y en  segunda  instancia

se  evalu6  el  enriquecimiento  de  cada  una  de   las  modificaciones  covalentes

presentes  en  las  histonas  del  promotor  Pl   del  gen  Runx2,  en  la  situaci6n

control y con el shRNA respectivo.

2.8.1 Sobre expresi6n de WDR5.

Para evaluar la contribuci6n de WDR5 en la regulaci6n transcripcional  del  gen

Runx2,   cultivos   de   osteoblastos   primarios   de   rata   de   12   horas;   fueron

infectados  con  particulas  lentivirales.  Para  este  caso,  el  CDNA  completo  de

WDR5 fue clonado de celulas C2C12,  en un  plasmido bicistr6nico PCDH  entre
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los sitios Xbal y EcoRl. Este plasmido contiene un promoter CMV comandando

la  expresi6n  de WDR5 y un  promotor EFl  que dirige  la  expresi6n  de  GFP,  a

modo de verificar la infecci6n de las c6Iulas.   Las muestras fueron colectadas y

procesadas 48 y 96 horas despues de la infecci6n.

2.9. Tinciones de NBT/BCIP y Rojo de alizarina.

Las c6Iulas fueron sembradas en placas de 35mm y fueron cultivadas en medio

adecuado,  dependiendo  de  la  linea  celular  o  de  si  era  cultivo  primario  de

osteoblastos primarios.  EI dia de la tinci6n, las c6Iulas fueron lavadas con PBS

IX y fjjadas con una soluci6n de paraformaldehido al 37°/o y etanol (proporci6n

1 :1); posteriormente, fueron tefiidas con NBT/BCIP (ROCHE  11681451001) por

30  minutos  a  37°C,  para  detectar  actividad  de  la  enzima  fosfatasa  alcalina

(AP).  Por  otra  parte,  para  evaluar  la  formaci6n  de  dep6sitos  de  calcio,  las

c6Iulas    fueron    lavadas    con    PBS    y   fijadas    con    una    soluci6n    1:1    de

paraformaldehjdo  37%   y  etanol   y  finalmente,   fueron  tratadas   con   rojo   de

alizarina   al   0.10/o   (Santa   Cruz   sc205998),   por   15   minutos   a   temperatura

ambiente.
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Todos los valores son presentados como promedios ± error estandar (ES) para

3 o mas experimentos independientes.  Para los ensayos de Chlp,  los analisis

estadisticos fueron realizados usando ANOVA de una via seguido de la prueba

de  Dunnet.  Para  los  analisis  de  expresi6n  del  ARNm  y  la  cuantificaci6n  de

proteina  se  realiz6  la  prueba  de  t-student.  Los  valores  de  p  <  0.05  fueron

considerados  estadisticamente  significativos.  Todos  los  analisis  estadisticos

fueron realizados utilizando el programa Graphpad Prism (California,  USA).



3.RESULTADOS

3.1.    Diferenciaci6n    de    c6Iulas    mesenquimaticas    hacia    los    linajes

osteob[astico y muscular.

3.1.1. C6lulas C2C12.

Las c6lulas C2C12 corresponden a una linea celular mioblastica que en cultivo

se    puede    diferenciar    fapidamente,    formando    miotubos    contfactiles    y

expresando  genes  asociados  con  el  linaje  miog6nico  (Lee  y  col.,  1999).  De

igual  manera,  se  ha  descrito  que  en  presencia  del  morf6geno  BMP2,  estas

c6Iulas  pueden  diferenciarse  al  linaje 6seo,  en  un  proceso que  se caracteriza

por la expresi6n de genes marcadores tempranos y tardios de la diferenciaci6n

osteog6nica,  (Lee  y  col.,1999;  Balint  y  col.,  2003).  Entre  estos  marcadores

6seos esta el factor de transcripci6n Runx2, especificamente la isoforma lI-p57,

Ia cual  aumenta su expresi6n  en  presencia del  morf6geno (Shea y col.,  2003).

Lo  anterior  hace  de  este  modelo  celular,   un  sistema  id6neo  para  estudiar

mecanismos     epigen6ticos     que     controlan     la     activaci6n     y     represi6n

transcripcional  de  genes  involucrados  con  el  compromiso  osteog6nico,  como

es el caso de Runx2.

62
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En  nuestros  experimentos,  c6lulas  C2C12  fueron  cultivadas  en  medio  DMEM

con  10°/o  SFB  hasta  alcanzar  una  confluencia  del  40°/o  (preconfluencia,  pC),

estado en el cual los cultivos fueron suplementados con suero de caballo (HS,

50/o)   para   la   diferenciaci6n    miog6nica   6   con    BMP2   (300ng/ml)   para   la

diferenciaci6n 6sea, por un periodo de  48 6 72 horas.

AI  diferencjar  las  c6lulas  C2C12  hacia  el  Iinaje  miog6nico  por  72  horas,  se

observ6 Ia presencia de c6Iulas multinucleadas y la formaci6n de miotubos (fig.

6A).  Por el  contrario,  el  tratamiento  con  BMP2  por 48  y 72  horas,  indujo  una

morfologia celular cuboidal, tipica de c6Iulas de osteoblasticas (fig. 6A).

Para  confirmar  la  diferenciaci6n  de  los  cultivos,  se  evalu6  la  actividad  de  la

enzima fosfatasa  alcalina  (AP).  Esta enzima  es  codificada  por un  gen  que  es

considerado un  marcador temprano de la diferenciaci6n  osteoblastica  (Stein y

col.,   2001).   Para   medir   la   actividad   de   la   enzima   se   uliliz6   el   colorante

NBT/BCIP en los cultivos diferenciados hacia los linajes  6seo y muscular (Fig.

68).  La reacci6n de esta tinci6n se fundamenta en la utilizaci6n de un sustrato

organico  fosfatado,   BCIP   (5-Bromo-4-cloro-3-indolil  fosfato),   el   que   baj.o   la

acci6n  de la enzima pierde su grupo fosfato.  EI bromo-cloro indolil liberado del

grupo fosfato sufre prjmero una reacci6n de tautomerizaci6n y luego es oxidado

por el  NBT  a  DDIW  (5,5'-dibromo-4,4'-dicloro  indigo  white),  Ia  combinaci6n  de

ambas  reacciones genera  una  coloraci6n  azul  de  alta  definici6n y sensibilidad

(Hyung.,    2006).    Determinamos    que    despu6s    de    48    o    72    horas    de
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diferenciaci6n,  s6lo  las  celulas  incubadas  con  BMP2 formaban  un  precipitado

de  color  azul,  confirmando  la  diferenciaci6n  osteog6nica  de  los  cultivos  (Fig.

68).     Contrario   a   lo   anterior,   en   los   cultivos   diferenciados   hacia   el   Iinaje

miogenico  no  se  observ6  coloraci6n  alguna,  reflejando  ausencia  de  actividad

de AP (Fig. 6 8).

Para  determinar  si  la  diferenciaci6n  inducida  por    el  tratamiento  con  HS  o

BMP2, observado a nivel  morfol6gico, se correlacionaba con un cambio a nivel

transcripcjonal,  se  evalu6  mediante  RT-PCR  y  WB,  Ia  expresi6n  de  genes

marcadores de  diferenciaci6n  miog6nica y osteog6nica.  Para  ello se  utilizaron

partidores   especificos    para    amplificar   mRNA   del    gen    miogenina    como

marcador de  diferenciaci6n  mioblastica;  y  para  los  mRNAs  de  Runx2-Il/p57 y

Osteocalcina   (Oc),   como   marcadores   de   diferenciaci6n   osteoblastica.   Los

resultados  demostraron  que  la  induccj6n  con  BMP2    genera  un  aumento  de

tres veces en la expresi6n de la isoforma Runx2-lI/p57 a las 48 horas y de ocho

veces  a  las  72  horas  de  cultivo,  respecto  de  la  condici6n  control  (c6Iulas  en

preconfluencia) (Fig. 7 A).  Este incremento en el ARNm de Runx2-Il/p57 se vio

reflejado en los niveles de proteina Runx2-lI/p57 detectados mediante western

blot (Fig.  7 D). AI analizar la expresi6n de Oc,  no se observ6 un incremento en

su expresi6n a las 48 horas, pero si un aumento en la expresi6n del mensajero

de  12 veces  a  las  72  horas  de cultivo  (Fig.  78).  Contrario a  lo anterior,  no se

detect6  expresi6n  de  miogenina,  lo  que  es  consecuente  con  el  proceso  de

diferenciaci6n  hacia  el  linaje osteog6nico que ocurri6  producto de  la  inducci6n
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con  BMP2 (Fig.  7 C).  Estos resultados concuerdan con estudios anteriores en

los que se ha establecido que en la linea mesenquimal  C2C12,  BMP2  no s6lo

es  capaz  de  inhibir  la  diferencjaci6n  miog6nica,  si  no  que  induce  un  fenotipo

osteoblastico caracteristico (Katagiri y col,1994).

En  celulas  C2C12  estimuladas  con  HS se observ6  un  incremento significativo

en  los  njveles  de  expresi6n  de ARNm  de  miogenina  a  las 48  y  72  horas  de

cultivo (Fig. 7 C). Ademas no se detect6 expresi6n del ARNm 6 de proteina de

Runx2-Il/p57  en  los  dos  tiempos  analizados  (Fig  7  C  y 7  D).  Estos  resultados

confirman  que  en  nuestras    condiciones  de  cultivo  estas  c6Iulas  tienen  una

capacidad  de  diferenciaci6n  concordante  con  la  reportada  previamente  por

otros  autores  (Katagiri  y col,  1994),  siendo  un  modelo  ideal  para  estudiar los

mecanismos que controlan la activaci6n y represi6n de Runx2.

3.1.2 C6Iulas MC3T3.

La  linea  celular  MC3T3  derivada  de  calvaria  de  rat6n,  presenta  un  fenotipo

preosteoblastico    y    representa    un    modelo    de    diferenciaci6n    6sea.    Es

ampliamente   utilizada   por   su   capacidad   de   recapitular   con   precisi6n   los

eventos celulares asociados a diferenciaci6n 6sea que ocurren /.n vino (Barrio y

Etcheverry,  2006).  Por  esta  raz6n,  durante  esta  tesis  utilizamos  las  c6Iulas

MC3T3   como   una   linea   celular   que   se   diferencia   exclusivamente   hacia

osteoblastos.
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Las    c6lulas    fueron    cultivadas    hasta    alcanzar    confluencia    (3    dias)    y

posteriormente, tratadas con medio c[ MEM suplementado con acido asc6rbico

(AA,   50   ug/ml)   por  9   dias.   AA  es   un  fuerte   inductor  de   la   diferenciaci6n

osteoblastica   i.n   vt.fro,   que   favorece   la   mineralizaci6n   y   la   formaci6n   de

dep6sitos de calcio (Barrio y Etcheverry, 2006).

En  la  Figura  8  A  se  muestran  fotografias  de  los  cultivos  de  MC3T3  en  dos

tiempos (dia 3 y 8); donde se observa que adquirieron una morfologia cuboide

caracteristica  de  los  osteoblastos  (Barrio  y  Etcheverry,  2006).  Al  evaluar  la

actividad  de fosfatasa  alcalina,  mediante  el  uso de   NBT/BCIP,  se observ6  la

formaci6n del precipitado de color azul en los dos tiempos analizados (3 dias y

8  dias  )(Fig.  8  a).  Se  ha  descrito  que  en  la  fase  inicial  de  diferenciaci6n,  Ias

c6lulas  MC3T3  proliferan  activamente  y  presentan  una  expresi6n  minima  de

marcadores   de   diferenciaci6n   terminal   6sea   (\/Vang   y  col.,   1999;   Barrio   y

Etcheverry,  2006).  Una  vez  que  la  fase  de  sintesis  de  matriz  extracelular se

inicia,  la  expresi6n  de  marcadores  osteoblasticos  se activa  en  una secuencia

temporal especifica, siendo primero observada la expresi6n de AP seguida por

BSP y Oc,  en  una etapa  mas tardia  (Wang y cols.,1999)  (Wang  y col.,1999;

Barrio y Etcheverry,  2006).  De acuerdo con  lo anterior,  despu6s de ocho dias

de    diferenciaci6n    en    cultivo,    encontramos   la    aparici6n    de    n6dulos    de

mineralizaci6n,  demostrados  por la  tinci6n  con  rojo  de  alizarina  (manchas  de

color  rojo  intenso  (Fig.  8  8).   Este  compuesto  es  comdnmente  utilizado  en
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ensayos  bioquimicos  para  determinar la  presencia  de  dep6sitos  de  calcio  en

c6Iulas de la linea osteog6nica (Hans y col.,2005).

A  continuaci6n,   se   evaluaron   los   niveles  de   expresi6n   de   Runx2-Il/p57  y

osteocalcina    (Oc)     mediante    qRT-PCR.     Encontramos    que    durante    la

diferenciaci6n   d5  celulas   MC3T3,   Ia   expresi6n   de  ARNm   de   Runx2-II/p57

presenta niveles bajos de expresi6n  en  los primeros dias de cultivo (1-3 dias),

los  que se  incrementan  significativamente a  partir del  dia  5,  para  mantenerse

constantes  hasta el dia 9 (Fig.  9 A).  Estos resultados son  apoyados por datos

de  detecci6n  de  la  proteina  por western  blot  donde  se  observa  un  aumento

significativo desde el dia 5 (Fig 9 C). AI analizar la expresi6n del ARNm de Oc

observamos que su expresi6n se detecta a partir del dia 5 de cultivo y aumenta

progresivamente hacia el dia 7 y 8 (Fig. 9 a).

En conjunto,  estos resultados demuestran que esta linea celular representa un

estado de expresi6n activo de Runx2 a nivel transcripcional,  situaci6n  que  nos

permite utilizarla como modelo para estudiar los mecanismos que particjpan en

el proceso de activaci6n transcripcional del gen.
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HS                         BMP2

Figura 7.   Expresi6n   de Marcadores   de   diferenciaci6n   osteoblastica  y mio-
blastica en c6Iulas C2C12.  Expresi6n de ARNm de Runx2-lI/p57 (A),  osteocalcina
(8) y miogenina (C) (Miog) en  c6Iulas  C2C12. Los  niveles  de ARNm fueron  obteni-
dos a partir de c6Iulas C2C12 diferenciadas hacja linaje osteoblastico y mioblastico
como se indic6   anteriormente. Los   niveles   de   expresi6n   fueron   determinados
mediante  RT-PCR  y  normalizados  con  respecto  a  la  expresi6n  del  gen consti-
tutivo  GAPDH.  Las  barras  representan  el  promedio +/-E.S.M, de tres experimen-
tos    independientes. D. Expresi6n  de protefna   Runx2-llp57,  mediante ensayos de
Western blot a partir de extractos nucleares obtenidos de c6lulas tratadas con suero
de  caballo  (HS)  o  BMP2.  E.  Cuantificaci6n  por densitometria  usando  el  programa
imageJ.  En todos los experimentos,  diferencias     estadfsticamente     significativas
fueron  medidas  por  test  ANOVA de una via (Test de Dunnett).  ***  p<0.001, **  p<
0,01, *p<  0,05. Cada condicion fue comparada con el punto de preconfluencia como
grupo control (pC).
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Figura 9. Expresi6n de Runx2-II/p57 y Osteocalcina en c6Iulas MC3T3.
C6lulas  MC3T3 fueron sembradas en placas de 35mm y al tercer dia de cultivo,
cuando   se   alcanz6   confluencia, el medio fue suplementado  con AA. Expresi6n
de  ARNm  de  Runx2-117p57  (A) y Oc (a),   en  c6lulas  MC3T3  diferenciadas  por
nueve  dias.   Los   niveles   de  expresi6n  fueron  determinados  mediante  RT-PCR
cuantitativo  y  normalizados  con   respecto  a  la   expresi6n  del   gen   constitutivo
GAPDH.  Las  barras  representan  el  promedio  +/-  E.S.M,  de  tres   experimentos
independientes.  Diferencias   estadisticamente  significativas  fueron  medidas  por
test ANOVA de una via (Test de Dunnett). *** p<0.001, ** p< 0,01. Cada condicion
experimental fue comparada con la condici6n de tres dias como grupo con-
trol (pC).C. Expresi6n  de  proteina   Runx2-llp57,  mediante  ensayos  de Western
blot  a partir de extractos nucleares obtenidos de c6lulas MC3T3 crecidas por 3, 5
7 y 9 dias. D. Cuantificaci6n por densitometrfa usando el programa imageJ.
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3.2. Perfil de modificaciones post-traduccionales en las histonas H3 y H4

asociadas al promotor Pl del gen Runx2.

Como fue discutido anteriormente, existen distintos mecanismos por los cuales

se puede regular la expresi6n de un gen en particular. Entre estos se encuentra

la  modificaci6n  covalente de residuos  especificos en  las colas de las histonas

asociadas   a   los   promotores   de   los   genes.   Estas   modificaciones   pueden

favorecer o dificultar la interacci6n de la cromatina con factores involucrados en

el  control  de  la  transcripci6n  (Lizuka  y  Smith,  2003),  o  pueden  servir  como

sitios  de  reconocimiento  y  reclutamiento  para  otras  proteinas  modificadoras,

regulando   asi   este   proceso   (Kouzarides.,   2007).   AI   respecto,   en   nuestro

laboratorio    anteriormente    se    determin6    la    existencia    de    patrones    de

modificaciones   post-traduccionales   en   las   histonas   H3   y   H4   asociadas  al

promotor   Pl    del    gen    Runx2,    relacionados   con    activaci6n    y   represi6n

transcripcional  (Henriquez.,  2009).  Para  el  caso  especifico  de  c6lulas  que  no

expresan   Runx2,   se   detect6   Ia   presencia   de   modificaciones   asociadas  a

represi6n  transcripcional   como   H3K27Me3   y  H4R3Me2s.   En   contraste,   en

c6Iulas  que  expresan  Runx2  se  observ6  un  enriquecimiento  en  los  niveles  de

H3K4Me3,  marca  asociada  con  activacj6n  transcripcional  (Henriquez.,  2009).

Dentro de este contexto, en esta tesis quisimos evaluar la presencia de estas y

otras modificaciones en  modelos de diferenciaci6n  mesenquimatica en los que

el gen  Runx2 se encuentra inactivo y activo transcripcionalmente dependiendo
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del grado de diferencjaci6n y de igual  manera,  identificar enzimas capaces de

catalizar estas modificaciones postraduccionales en estos tipos celulares.

3.2.1.   Modificaciones   post-traduccionales   en    histonas   asociadas   al

promotor Pl  del gen Runx2 en c6Iulas C2C12 diferenciadas a los linajes

miog6nico u osteog6nico.

Teniendo en cuenta el patr6n de expresi6n del gen Runx2 exhibido por la lfnea

celular mioblastica C2C12 diferenciada hacia el linaje osteog6nico o mjog6nico

(Fig   7),    utilizamos   ambos   modelos   de   diferenciaci6n    para   estudiar   los

mecanismos     de     activaci6n     y     represi6n     transcripcional     de     Runx2,

respectivamente.

3.2.1.1.    C6Iulas    C2C12    diferenciadas    al    Iinaje    muscular   presentan

enrjquecimjento en trjmetilaci6n de la Ljsina 27 de la histona H3, asocjada

al promotor Pl de Runx2.

La   represi6n   transcripcional   durante   el   desarrollo   representa   un   evento

importante  ya  que  permite  controlar  la  expresi6n  de  genes  linaje-especificos,

asi  como  tambi6n  la  expresi6n  de  secuencias  no  codificantes  (Dambacher y

Col.,   2010).   La   trimetilaci6n   en   la   lisina   27   de   la   histona   H3,   es   una

modificaci6n  normalmente  asociada  a  genes  transcripcionalmente  inactivos  y

se ha reportado que se encuentra enriquecida en el promotor,  el cuerpo de los

genes y en las regiones que flanquean estas zonas (Dambacher y Col., 2010).
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Por lo anterior evaluamos la presencia de la H3K27Me3 en la regi6n promotora

Pl  de Runx2 en c6Iulas C2C12.  Para ello se realizaron experimentos de Chlp

en los  que se midi6 el enriquecimjento de  H3K27Me3 sobre la regi6n -118+29

del   promotor.   Nuestros   resultados  demuestran   que  esta  modificaci6n  esta

presente  en  las  celulas  en  pC,  y  que  posteriormente  se  enriquece    en  las

c6lulas  cultivadas  en  presencia  de  HS;  condici6n  de  represi6n  transcripcional

de Runx2 (Fig.10 A). Contrario a lo anterior,  la presencia de esta modificaci6n

fue   significativamente   menor   en   las   c6Iulas   diferenciadas   hacia   el   linaje

osteog6nico (C2C12 estimuladas con BMP2) (Fig.10 A).

Con  estos  resultados podemos concluir que existe un  nivel de trimetilaci6n de

la  lisina  27  de  la  histona  H3  asociada  al  promotor  Pl   del  gen  Runx2  que

precede   a   la   activaci6n   del   gen.   Estos   niveles   de   H3K27Me3   aumentan

significativamente   cuando   se   produce   la   represi6n   transcripcional   del   gen

Runx2 en c6Iulas que se comprometen con el linaje miog6nico.

3.2.1.2E   Dimetilacj6n  sim6trica  de  la  Arginina  3  de  [a  histona  H4  esta

asociada con la represi6n transcripcional de Runx2.

La  metilaci6n de  residuos de arginina es  una  marca  muy estable,  para la  que

atin  no  se  ha  descrito  enzimas  capaces  de  removerla  (Kouzarides  2007).

Ademas,  se  ha  reportado  que  esta  modificaci6n  puede  tener efecto  sobre  la

presencia de otras modificaciones en la misma histona y/o modular la uni6n de

proteinas  efectoras  (Di  Lorenzo y Col.,  2011).  Se  ha  observado su  presencia
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en regiones promotoras de genes reprimidos, como es el caso del promoter del

gen de la globina fetal  (Rank y col., 2011).  Mediante experimentos de Chlp se

ha reportado tambi6n  su  presencia dentro de la regi6n de  control de impronta

H19 (Jelinic y Col., 2006).

Basados  en  estos antecedentes evaluamos  la  presencia de  esta  modificaci6n

en el  promotor Pl  del gen  Runx2 en c6Iulas C2C12 diferenciadas a los linajes

miog6nico  y  osteog6nico.  Para  ello,  se  extrajo  cromatjna  a  partir  de  celulas

colectadas luego de 72  horas en cultivo y se realizaron  experimentos de Chlp

con    un    anticuerpo    especifico    para    H4R3Me2s.    Encontramos   que    esta

modificaci6n  se  encuentra  enriquecida  en  las  histonas  H4  presentes  en  el

promotor Pl  de c6lulas C2C12 cultivadas en medjo suplementado con HS y no

asi  en  c6Iulas  en  preconfluencia  6  tratadas  con  BMP2  (Fig.   10  a).   Estos

resultados indican que esta modificaci6n se encuentra asociada con un estado

de represi6n transcripcional del gen Runx2.

3.2.1.3. La trimetilaci6n de la lisjna 4 de la histona H3 esta enrjquecida en

promotor Pl del gen Runx2 transcripcionalmente activo.

En el dominjo N-terminal de la histona H3 se encuentra el resjduo de ljsina 4, el

que puede ser metilado enzimaticamente.  (V6lkel y Angrand, 2007;  Shjlatifard,

2006;  Martin y Zhang, 2005). Para analizar si esta lisina exhibe H3K4Me3 en el

promotor  Pl  del  gen  Runx2,  realizamos  experimentos  de  Chlp,  mediante  el

uso  de  un  anticuerpo  especifico  para  esta  modificaci6n.  Se observ6  que  esta
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modificaci6n se encuentra enriquecida en el promotor Pl  del gen Runx2 activo

transcripcionalmente,  lo cual ocurre en  las  C2C12 diferenciadas  hacia el linaj.e

osteog6nico  (BMP2)  (Fig.11  A).  En  contraste,  Ia  monometilaci6n  en  el  mismo

residuo, se detecta en el promotor inactivo transcripcionalmente, es decir en las

c6lulas   C2C12   preconfluentes   o   en   aquellas   diferencjadas   hacia   el   linaje

muscular  (Fig.118).  Estos  resultados  indican  la  existencja  de  una  relaci6n

directa  entre  el tipo y grado de  metilaci6n  de  la  lisina 4 de la  histona  H3   y la

actividad transcripcional del gen Runx2.
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Figura  10.  Presencia  de  modifjcaciones  epigen6ticas represoras  en  el  pro-
motor Pl  del gen Runx2, en c6Iulas C2C12.  Ensayos de lnmunoprecipitaci6n de
cromatina (Chlp)    realizados    con    extractos entrecruzados    de c6Iulas    C2C12
preconfluentes  o diferenciadas  a los linajes  miogenico    y  osteog6nico.  Se utiliza-
ron anticuerpos  especificos  para  la  trimetilaci6n  de  la  lisina 27  de  la histona H3
(A) y para la dimetilaci6n sim6trica de la arginina 3 de [a histona H4 (8).     EI  ADN
precipitado fue cuantificado por PCR en tiempo  real  utilizando partidores especifi-
cos  para  la  regi6n -118/+29 del  promotor Pl  del  gen  Runx2.  Cada    barra    repre-
senta   la   media   +/-E.S.M   de   tres   ensayos   realizados independientemente   y
con    dos    cuantificaciones    cada    uno.    Diferencias estadisticamente  significati-
vas  fueron  medidas  por  test ANOVA de una via (Test de Dunnet). Los grupos de
HS (c6lulas tratadas con suero de caballo) y BMP2 fueron comparadas con la condi-
ci6n de c6Iulas en preconfluencia (pC), como grupo control.  **p<0.01, *** p<0.001.
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Figura 11. Ana[isis de mono y trimetilaci6n en el resjduo de ljsjna 4 de
la histona    H3 asociadas al promotor Pl  del gen Runx2,    en    c6Iulas
C2C12.  Ensayos de  lnmunoprecipitaci6n   de cromatina  (Chlp) fueron real-
izados  con  extractos  entrecruzados  de c6lulas C2C12 tratadas  como  se
describe en la figura 10.  Se  utilizaron anticuerpos especificos  para la trimeti-
laci6n  de  la  ljsina  4  (A)  y  la monometilaci6n  de  la lisina 4 (8) de  la  histona
H3.  EI ADN  precipitado fue  cuantificado  por PCR en tiempo   real   utilizando
partidores   especificos   para   la   regi6n -118/+29   del promotor Pl  del  gen
Runx2.  Cada  barra  representa la media  +/-E.S.M de tres ensayos  realiza-
dos  independientemente  y con  dos  cuantificaciones  cada  uno.  Diferencias
estadisticamente  significativas  fueron  medidas  por test ANOVA de una via
(Test de Dunnett). Los grupos de HS (c6lulas tratadas con suero de caballo)
y BMP2 fueron  comparadas con  la  condici6n  de  c6Iulas  en  preconfluencia
(pC), como grupo control.**p<0.01, *** p<0.001.
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3.2.2. Modificaciones post-traduccionales en histonas H3 y H4 asociadas

al  promotor Pl  del  gen  Runx2  en  c6Iulas  MC3T3  diferenciadas  al  linaje

osteoblastico.

Las  c6Iulas  MC3T3  en  cultivo  presentan  un  incremento  en  la  expresi6n  de

marcadores de diferenciaci6n osteoblastica  a partir del dia 5 de diferenciaci6n,

entre  los  cuales  se  incluyen  Runx2-ll/p57  y  Oc  (Fig.  9).  Por  ello,  esta  linea

celular fue  usada  como  modelo  para  evaluar mecanismos  involucrados  en  la

activaci6n transcripcional del gen Runx2.

A  traves  de  estudios  de  Chlp  se  evalu6,  en  primer  lugar,  Ia  presencia  de

H3K4Me3 a los 5 y 8 dias de cultivo. Esta modificaci6n se encontr6 enriquecida

a los cinco dias de cultivo y con un aumento significativo hacia el dia 8 (Fig.12

A). Estos resultados confjrman que esta modificaci6n se encuentra fuertemente

asociada a la actividad transcripcional del gen  Runx2 durante la diferenciaci6n

osteoblastica.

Del  mismo  modo,  se  evalu6  la  presencia  de  H3K4Me  en  el  promotor  Pl  en

c6lulas   MC3T3.   Los  resultados   muestran   un  bajo  enriquecimiento  de  esta

modificaci6n  en  las  dos  etapas  de  la  diferenciaci6n  analizadas  (Fig.   12  a).

Estos  resultados  confirman  que  la  presencia  de  H3K4Me  se  asocia  con  un

estado de baja actividad transcripcional en el promotor Pl  del gen Runx2.

Al  determinar  la  presencia  de  las   modjficaciones   represoras   H3K27Me3  y

H4R3Mes2  en  las  histonas  asociadas  al  promotor  P1,  encontramos  un  bajo

enriquecimiento de ambas  marcas (Fig.13 A y 8).  Estos resultados  respaldan
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Io  encontrado  en  las c6lulas  C2C12  diferenciadas  con  BMP2  y confirman  que

durante  la  activaci6n  transcripcional  de  Runx2  ocurre  un  enriquecimiento  de

H3K4Me3, no asi de las marcas represoras H3K4Me, H3K27Me3 y H4R3Me2s.
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Figura 12. Analisis de la mono y trimetilaci6n en el residuo de lisina 4
dela  histona  H3,  en  c6lulas  MC3T3.  Ensayos  de    lnmunoprecipitaci6n
de cromatina   (Chlp) fueron  realizados   con   extractos   entrecruzados   de
c6lulas MC3T3 en los dias 3 y 5 de cultivo.  Se utilizaron anticuerpos espe-
cificos  para  la trimetilaci6n  de  la  lisina  4   (A)  y  la  monometilaci6n   de  la
lisina  4 (B)de  la histona   H3.   EI   ADN   precipitado   fue   cuantificado   por
PCR    en    tiempo    real  utilizando   partidores   especificos   para   la   regi6n
-118/+29  del  promotor  Pl   del  gen    Runx2.    Cada    barra    representa    la
media   +/-E.S.M   de   tres   ensayos realizados     independientemente     y
con   dos cuantificaciones   cada   uno. Diferencias  estadisticamente  sjgnifi-
cativas  fueron   medidas   por  test  t-student. Como grupo control se uso la
condici6n de 5d. **p<0.01.
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Figura 13. Presencia de modificaciones represoras en el promotor Pl
de] gen Runx2 durante la diferencjaci6n de c6[ulas MC3T3.  Ensayos de
lnmunoprecipitaci6n  de  cromatina  (Chlp)  realizados  con  extractos  entre-
cruzados de c6lulas MC3T3 en el dia 5 y 8  de  diferenciaci6n.  Se  utilizaron
anticuerpos  especificos  para  la  trimetilaci6n  de  la lisina 27 de la histona
H3 (A) y para ]a dimetilaci6n sim6trica de la arginina 3 de la histona H4 (8).
EI ADN precipitado fue cuantificado por PCR en tiempo real utilizando  parti-
dores   especificos   para   la   regi6n  -118/+29   del   promoter   Pl    del  gen
Runx2.   Cada   barra   representa   la   media   +/-E.S.M   de   tres   ensayos
realizados     independientemente     y    con     dos     cuantificaciones     cada
uno. Se utiliz6 el test I-student, como prueba estadistica.
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3.3.  Presencia de enzimas  modjficadoras de histonas en  el  promotor Pl

del gen Runx2.

Para  comprobar  la  presencia  de  proteinas  con  actividad  metiltransferasa  o

demetiltransferasa       potencialmente       responsables       de       la       regulaci6n

transcripcional  de  Runx2,  se  evalu6  la  participaci6n  de  las  metiltransferasas

WDR5,  EZH2,   PRMT5,  COPR5;  y  las  demetilasas  N066,  JARIDIB  y  UTX

durante  la diferenciaci6n  osteoblastica  en los dos  modelos celulares descritos

anteriormente.

3.3.1  Uni6n de enzimas modificadoras de histonas en el promotor Pl  del

gen  Runx2  en  c6Iulas  C2C12  diferenciadas  a  los  linajes  miog6nico  y

osteog6nico.

3.3.1.1.  Asociaci6n  de  N066  y  JARIDIB  al  promotor  Pl   de  Runx2  en

c6lulas C2C12 diferenciadas al linaje muscular.

Como primer analisis,  se realizaron  ensayos de western  blot para detectar los

niveles  de  expresi6n  de  las  enzimas  N066  y  JARIDIB  en  c6Iulas  C2C12

diferenciadas  hacia los linajes  miog6nico  u  osteog6nico.  Como se  muestra en

la   figura   14A,   Ia   expresi6n   de   la   proteina   N066   en   las   celulas   C2C12

diferenciadas con  BMP2  por 48  horas  baja y disminuye atln  mss  luego de 72

horas   de   diferenciaci6n.   Lo   anterior   expljca   la   disminuida   uni6n   de   6sta

proteina  al  promotor  Pl   mediante  experimentos  de  Chlp  en  estas  mismas

c6Iulas  (Fig.  14C).  Contrario  a  lo  anterior,  Ia  proteina  N066  fue  detectada  en
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las condiciones de preconfluencia y diferenciaci6n con suero de caballo por 48

horas.  Posteriormente  (96  horas),  6sta  expresi6n  disminuye  (Fig.   14  A).  En

concordancia  con  este  resultado,  Ios  analisis  de  Chlp  demuestran  uni6n  de

N066 al promotor Pl  en las condiciones de preconfuencia y en c6lulas tratadas

con suero de caballo por 48 horas (Fig.  14 C).

Los ensayos de western blot realizados para la demetilasa JARIDIB en c6Iulas

C2C12, demostraron que 6sta se expresa en los cultivos preconfluentes y que

esta  expresi6n,  permanece  constante  luego  de  48  horas  de  tratamiento  con

BMP2 o HS. Sin embargo, Ia concentraci6n de JARIDI a disminuye luego de 72

y 96 horas de estos tratamientos respectivamente (Fig  14 a).  Por su parte, Ios

experimentos de Chlp realizados a las 48 horas, demostraron que 6sta enzima

se encuentra  unida al  promotor cuando la expresi6n  de  Runx2-ll/p57 es  baja,

como es  el  caso de  las  c6Iulas  en  preconfluencia  y bajo  estimulaci6n  con  HS

(Fig  14 D).  Esta uni6n  al  promotor Pl  disminuye significativamente cuando las

c6Iulas son diferenciadas hacja el linaje osteoblastico (Fig 14 D).

Estos resultados demuestran que las demetilasas N066 y  JARIDIB se unen al

promotor Pl  de Runx2 y que esta uni6n se relaciona con la represi6n del gen

Runx2 observada durante la diferenciaci6n miog6nica de las c6lulas C2C12.
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3.3.1.2.  Reclutamiento  de  EZH2  y  PRMT5  al  promotor  Pl  de  Runx2  en

c6Iulas C2C12 diferenciadas al linaje muscular.

Como se describi6 anteriormente,  la represi6n transcripcional de Runx2 ocurri6

en  paralelo  con  un  enriquecimiento  de  las  marcas  represoras  H3K27Me3  y

H4R3Me2s (Fig 10 A y 8).

Para  determinar  la   contribuci6n   de   las   enzimas   metiltransferasas   EZH2  y

PRMT5  en  la  represi6n  transcripcional  de  Runx2,  se  evalu6  inicialmente  sus

perfiles de expresi6n mediante Western blot.

Estos analisis demostraron que sus niveles de expresi6n disminuyen durante la

diferenciaci6n  osteoblastica,  siendo  mss  evidente  despu6s  de  72  horas  de

tratamiento   con   BMP2   (Fig   15  A).   Contrario  a   lo   anterior,   Ios   niveles   de

expresi6n   de   la   proteina   EZH2   fueron   altos   en   preconfluencia   y   estos

disminuyeron  solo  levemente  durante  la  diferenciaci6n  con   HS  (Fig   15  A).

Respecto   a   la   uni6n   de   EZH2   al   promotor  Pl   de   Runx2,   Ios   resultados

obtenidos  por Chlp,  demostraron  que  EZH2  esta asociada  al  promotor Pl  en

las c6lulas en preconfluencia y en las c6lulas tratadas con suero de caballo por

72   horas;   y  que   6sta   asociaci6n   disminuye  significativamente   cuando   las

c6lulas  son  diferenciadas  al  linaje  6seo  (Fig  15  C).  Estos  resultados  sugieren

un posible papel represor de EZH2 en este promotor e indican que sus niveles

de  expresi6n   podrian   contribuir  con   la  activaci6n  transcripcional  de  Runx2

durante la diferenciaci6n osteoblastica (Caretti y cols., 2004).
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De  igual  manera,  se analizaron  los  niveles de expresi6n  de  PRMT5 mediante

western  blot  y se  evalu6  Ia  uni6n  de  esta  enzima  al  promotor Pl  de  Runx2.

Detectamos    altos    niveles    de    expresi6n    de    la    proteina    PRMT5    en

preconfluencia,  los  cuales  permanecieron  constantes  hasta  las  48  horas  de

diferenciacj6n    miog6nica    y    para    luego    disminuir    a    las    96    horas    de

diferenciaci6n  (Fig  15  a).  Por  otra  parte  la  expresi6n  de  PRMT5  permaneci6

constante en las c6lulas C2C12 diferenciadas hacia el linaje 6seo.  Respecto a

la uni6n de PRMT5 al  promotor Pl  en los puntos analizados, se encontr6 que

esta    proteina    interactda    con    el    promotor   s6Io    en    las    c6Iulas    C2C12

diferenciadas   al   linaje   miog6nico,   esto   es,   cuando   el   gen   esta   reprimido

transcripcionalmente  (Fig  15  D).  Estos  resultados  indican que el  reclutamiento

de  PRMT5 al  promotor Pl  esta asociado con el silenciamiento transcripcional

de Runx2 en c6lulas no osteoblasticas.

3.3.1.3.  WDR5  y  UTX  se   unen   al   promotor  Pl   de  Runx2  durante   la

diferenciaci6n osteoblastica de c6lulas C2C12.

Tal  como  se  discuti6  anteriormente  las  proteinas WDR5  y  UTX forman  parte
1

del    complejo    MLL/COMPASS-like   y   han    sido   descritas    como    enzimas

reguladoras de actividad transcripcional  mediante su actividad  metiltransferasa

(H3K4Me3) o demetilasa (H3K27Me3).

Al analizar la expresi6n de las proteinas WDR5 y UTX, mediante Western blot,

encontramos que en ambos casos 6sta permanece constante, tanto durante la
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diferenciaci6n    miog6nica   como   osteog6nica    (Fig.    16   A   y   a).    Despu6s

evaluamos  la  interacci6n  de  ambas  con  el  promotor  Pl  de  Runx2  mediante

experimentos de  Chlp  usando anticuerpos  especificos contra estas  proteinas.

Encontramos que WDR5 y UTX se encuentran  unidas al  promotor cuando las

c6lulas son  diferenciadas  hacia  el  linaje osteoblastico  (tratamiento  con  BMP2)

(Fig   16   C   y   D).   Este   reclutamienfo   coincide   con   el   enriquecimiento   de

H3K4Me3 en el promotor (Fig 11 A) y de igual manera, con los bajos niveles de

H3K27Me3 detectados en  este promotor luego del tratamiento con  BMP2  (Fig

10 A).  Contrario a lo anterior,  durante la diferenciaci6n  muscular no se detecta

la presencia de estas dos enzimas, situaci6n que coincide con los bajos niveles

de H3K4Me3 y el enrjquecimiento de H3K27Me3 (Fig  16 C y D).

Estos  resultados sugieren  que el complejo "MLL/COMPASS-like", formado  por

las    proteinas   WDR5   y   UTX,    entre   otras,    contribuye   en    la    activaci6n

transcripcional   de   Runx2   mediante   el   enriquecimiento   en   los   niveles   de

H3K4Me3 y la reducci6n de H3K27Me3.

Finalmente,  con  el  objetivo  de  determinar  si  JMJD6  participa  como  enzima

demetilasa  de  H4R3Me2s,  se  evalu6 su  expresi6n  y uni6n  al  promotor Pl  de

Runx2.   Los   resultados   mostraron   que  la   expresi6n   de   la   proteina  JMJD6

permanece  constante  en  los dos  modelos de diferenciaci6n.  Sin  embargo,  no

se detect6 su  uni6n al  promotor Pl  en  ninguna de las condiciones analjzadas

(Fig 17 A y 8). Estos resultados confirman lo reportado recientemente por otros
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autores,    los    cuales    le    atribuyen    a    JMJD6    funciones    regulatorias    no

relacionadas con su actividad demetilasa (Unoki y Col., 2013).
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Figura 14. Perfjles de expresi6n y analisjs de ]a unj6n de N066 y JARID 18
al promotor Pl de Runx2 en C2C12.
A y a. C6lulas C2C12 fueron cultivadas y tratadas con Suero de caballo (HS) o
BMP-2  en  diferentes  tiempos.    Los  niveles  de  expresi6n  de  proteina  fueron
evaluados mediante Westen blot, con anticuerpos especfficos. C y D.  Inmuno-
precipitaci6n de cromatina (Chlp) realizada a partir de extractos entrecruzados
de:  C6Iulas  C2C12 en  preconfluencia,  pC (40°/o  confluencia),  diferencjadas al
linaje miog6nico (HS) y 6seo (BMP2) por48 horas.   Las muestras fueron cuan-
tificadas mediante PCR en tiempo real utilizando partidores especificos para la
regi6n  -118/+29.  Cada  barra  representa  la  media  +/-E.S.M  de  tres  ensayos
realizados independientemente y con dos cuantificaciones cada  uno.  Diferen-
cjas estadisticamente significativas fueron medidas por test  ANOVA de una via
(Test de Dunnett). Los grupos de HS y BMP2 fueron comparadas con la condi-
ci6n de c6lulas en preconfluencia (pC), como grupo control.  *** p<0.001,
** p<0.01, * p=0.05.
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Figura 15. Perfiles de expresi6n y analisis de la uni6n de EZH2 y PRMT5
al promotor Pl de Runx2 en C2C12.
A y a. C6lulas C2C12 fueron cultivadas y tratadas con Suero de caballo (HS)
o BMP-2 en diferentes tiempos.   Los niveles de expresi6n de proteina fueron
evaluados mediante Westen blot, con anticuerpos especificos. C y D. Inmuno-
precipitaci6n de cromatina  (Chlp) realizada a  partir de  extractos entrecruza-
dos de: C6lulas C2C12 en preconfluencia (400/o confluencia), diferenciadas al
linaje  miog6nico  (HS) y 6seo  (BMP2)  por 72 horas,  izquierda.  Las muestras
fueron cuantificadas mediante PCR en tiempo real utilizando partidores espe-
cificos para la regi6n -118/+29.  Cada barra representa la media +/-E.S.M de
tres ensayos realizados independientemente y con dos cuantifjcacjones cada
uno.   Diferencias   estadisticamente  significativas  fueron   medidas   por  test
ANOVA de una via (Test de Dunnett). Los grupos de HS (c6Iulas tratadas con
suero de caballo) y BMP2 fueron comparadas con la condici6n de c6lulas en
preconfluencia (pC), como grupo control.** p<0.01, * p<0.05.
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Figura  16.  Perfjles de expresj6n y ana[isjs de la unj6n  de WDR5 y UTX;  en
c6Iulas C2C12.
A y a.  C6lulas  C2C12 fueron  cultivadas y tratadas con Suero de caballo  (HS) o
BMP2 en diferentes tiempos.  Los niveles de expresi6n de proteina fueron evalua-
dos  mediante  Westen  blot,  con  anticuerpos  especificos.  C  y  D.    Inmunoprecip-
itaci6n de cromatina (Chlp) realizada a partir de extractos entrecruzados de: C6Iu-
las C2C12 en preconfluencia (40°/o confluencia), diferenciadas al Iinaje miog6nico
(HS) y 6seo  (BMP2)  por 72  horas.  Las  muestras fueron  cuantificadas  mediante
PCR en tiempo real utilizando partidores especificos para la regj6n -118/+29. Cada
barra  representa  la  media  +/-  E.S.M  de  tres  ensayos  realjzados  independiente-
mente y con dos cuantificaciones cada uno. Diferencias estadisticamente significa-
tjvas fueron medidas por test ANOVA de una via (Test de Dunnett).
La  condici6n  de  preconfluencia  (pC)  fue  utilizada  como  grupo  control  para  los
analjsis estadisticos. *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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Figura 17. Perfi] de expresi6n y analisjs de la uni6n de JMJD6  al promo-
tor Pl de Runx2 en C2C12.
A.  C6Iulas  C2C12  fueron  cultivadas  y  tratadas  con  Suero  de  caballo  (HS)  o
BMP2 en djferentes tiempos.  Los niveles de expresi6n de proteina fueron eval-
uados mediante Westen blot, con anticuerpo especifico para JMJD6. a. Inmu-
noprecipitaci6n de cromatina (Chlp) realizada a partir de extractos entrecruza-
dos de:  C6lulas  C2C12  en  preconfluencia  (40%  confluencia),  diferencjadas al
linaje miog6nico (HS) y 6seo (BMP2) por 72 horas. Las muestras fueron cuantifi-
cadas  mediante  PCR en  tiempo  real  utilizando  partidores  especificos  para  la
regi6n -118/+29. Cada barra representa la media +/-E.S.M de tres ensayos real-
izados  independientemente  y  con  dos  cuantificaciones  cada  uno.  Diferencias
estadisticamente significativas fueron medidas por test ANOVA de una via (Test
de Dunnett). La condici6n de preconfluencia (pC) fue utilizada como grupo con-
trol para los analisis estadisticos.



93

3.3.2.  WDR5  y  UTX son  reclutadas  al  promotor Pl  de  Runx2  durante  la

diferenciaci6n osteoblastica de c6lulas MC3T3.

A continuaci6n se analizaron  los  perfiles de expresi6n,  mediante western  blot,

de las enzimas descritas anteriormente en c6lulas MC3T3 luego de dos y cinco

dias de diferenciaci6n (5d y 8d).

Como se muestra en la figura  18 (A y a), se encontr6 que la expresi6n de las

enzimas   WDR5   y   UTX,   miembros   del   complejo   "MLL/COMPASS-like",   se

mantiene  constante  durante  todo  el  proceso  de  diferenciaci6n  (temprana  y

tardia).  Consecuentemente,   Ios  analisis  de  Chlp  mostraron  que  estas  dos

proteinas    estan    unidas    al    promotor    Pl    en    etapas    tempranas    de    la

diferenciaci6n y que esta uni6n se incrementa luego de 8 dias de diferenciaci6n

(Fig  18 C y D),  en  paralelo con el  incremento en la expresi6n de Runx2-lI/P57

(Fig   9).   Estos   resultados   confirman   que   la   presencia   de   este   complejo

WDR5/UTX en el promotor Pl  podria estar contribuyendo a regular la actividad

del  gen  Runx2  mediante  cambios  epigen6ticos  mediados  por sus  actividades

como enzima metiltransferasa y demetilasa, respectivamente.

El analisis de los perfiles de expresi6n de las proteinas N066, JARIDIB,   EZH2

y  PRMT5  mediante  western  blot,  demostr6  que  estas  enzimas  tienen  una

expresi6n   que   permanece   relativamente   constante   en   todos   los   dias   de

diferenciaci6n evaluados (Figs  19 y 20). A pesar de lo anterior, los ensayos de

Chlp demostraron que ninguna de estas enzimas se une significativamente al
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promotor Pl  del gen Runx2, durante el proceso de diferenciaci6n osteoblastica

(Fig  19  y  20).  Este  resultado  reafjrmaria  la  funci6n  de  todas  estas  enzimas

como represoras del gen Runx2.

Finalmente,   al   analizar  la  expresi6n   de  la  proteina  JMJD6   en   las  c6lulas

MC3T3 en diferenciaci6n, encontramos que 6sta se mantuvo constante (Fig. 21

A).   Los   resultados   de   Chlp   demostraron   que  JMJD6   no   es   reclutada   al

promotor Pl  del gen Runx2 durante la diferenciaci6n osteog6nica (Fig 21  8).
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Figura 18. Perfiles de expresi6n y analisis de la uni6n de WDR5 y UTX en
c6Iulas MC3T3.
A y  a.  Celulas  MC3T3 fueron  cultivadas en  medio suplementado con  acido
asc6rbico por 3,5,7 y 9 dias. Los niveles de expresi6n de proteina fueron evalu-
ados mediante Westen blot, con anticuerpos especifico para WDR5 y UTX. C
y D.  Inmunoprecipitaci6n  de cromatina  (Chlp)  realizada  a  partir de extractos
entrecruzados de c6lulas MC3T3 de 3 y 8 dias de cultivo. Las muestras fueron
cuantificadas  mediante  PCR en  tiempo  real  utilizando  partidores  especificos
para  la  regi6n  -118/+29.  Cada  barra  representa  la  media  +/-E.S.M  de  tres
ensayos realizados independientemente y con dos cuantificaciones cada uno.
Diferencias estadisticamente significativas fueron medidas por test t-student .
*** p=0.001 '* p<O.05-
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Figura 19. Perfiles de expresi6n y analisis de la uni6n de N066 y JARIDIB
en c6Iulas MC3T3.
A y  a.  C6lulas  MC3T3  fueron  cultivadas  en  medio  suplementado  con  acido
asc6rbico por 3, 5, 7 y 9 dias. Los niveles de expresi6n de protefna fueron evalu-
ados mediante Westen blot, con anticuerpos especifico para N066 y JARIDI a.
C y D.  Inmunoprecipitaci6n de cromatina (Chlp) realizada a partir de extractos
entrecruzados de c6Iulas MC3T3 de 3 y 8 dias de cultivo. Las muestras fueron
cuantificadas  mediante  PCR  en  tiempo  real  utilizando  partidores  especificos
para  la  regi6n  -118/+29.  Cada  barra  representa  la  media  +/-E.S.M  de  tres
ensayos realizados independientemente y con dos cuantificaciones cada uno.
Diferencias  estadisticamente  significativas  fueron  medidas  por test t-student,
usando como grupo control la condici6n de dia 5.



97

I  EZH2
EIgG

I  PRMT5
EIgG

Dias         3       5       7       9

Dias         3       5       7       9

Figura 20. Perfjles de expresi6n y analisis de ]a uni6n de EZH2 y PRMT5  al
promotor Pl de Runx2 en c6Iulas MC3T3.
A y  a.  C6lulas  MC3T3  fueron  cultivadas  en  medio  suplementado  con  acido
asc6rbico por 3, 5, 7 y 9 dias, Los niveles de expresi6n de proteina fueron evalua-
dos mediante Westen blot, con anticuerpos especifjco para EZH2 y PRMT5. C y
D. Inmunoprecipitaci6n de cromatina (Chlp) realjzada a partir de extractos entre-
cruzados de c6lulas MC3T3 de 3 y 8 dias de cultivo. Las muestras fueron cuantifi-
cadas  mediante  PCR  en  tiempo  real  utilizando  partidores  especificos  para  la
regi6n -118/+29. Cada barra representa la media +/-E.S.M de tres ensayos real-
jzados  independientemente  y  con  dos  cuantificaciones  cada  uno.  Diferencias
estadisticamente significativas fueron medidas por test t-student, utilizando como
grupo control ]a condici6n de dia 5.
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Figura 21. Perfil de expresi6n y analisjs de la uni6n de JMJD6  al promotor
Pl de Runx2 en c6lulas MC3T3.
A.C6Iulas MC3T3 fueron cultivadas en medio suplementado con acido asc6rbi-
co por 3, 5, 7 y 9 dias. Los niveles de expresi6n de proteina fue evaluada medi-
ante Westen  blot,  con  anticuerpos especifico  para JMJD6.   B.Inmunoprecip-
itaci6n de cromatina (Chlp) realizada a partir de extractos entrecruzados de:
C6lulas MC3T3 dia 3 y 8 de cultivo.  Las muestras fueron cuantificadas medi-
ante  PCR  en  tiempo  real  utilizando  partidores  especificos  para  la  regi6n
-118/+29.  Cada barra representa la media +/-E.S.M de tres ensayos realiza-
dos  independientemente  y  con  dos  cuantificacjones  cada  .uno.  Diferencias
estadisticamente  significativas  fueron  medidas  por  test  t-student,  tomando
como grupo control la condici6n del dia 5.
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3.4 Contribuci6n de N066 en la regulaci6n transcripcional del gen Runx2.

Con  el  objetivo  de  determinar  la  contribuci6n  de   N066  en  el   proceso  de

inactivaci6n   transcripcional  del   gen   Runx2-ll/p57   a  trav6s  de  su   actividad

demetilasa de  H3K4Me3,  se  realizaron  experimentos de silenciamiento g6nico

mediante   el   uso  de  vectores   lentivirales   en  c6Iulas   C2C12  y  MC3T3.   La

disminuci6n  en  la  expresi6n  de  N066  se verific6  mediante  ensayos  de  qRT-

PCR (Fig 22A) y Western blot (Fig 22 a), para demostrar un descenso de tanto

el ARNm como la proteina N066, respectivamente.

3.4.1 Silenciamiento de N066 en c6Iulas C2C12.

C6lulas C2C12 fueron  infectadas por 48 y 72 horas con  particulas virales que

codificaban  shARNs  contra  N066.  Encontramos  que  el  tratamiento  disminuia

en un 80% el ARNm (Fig 22 A), lo que se vio reflejado en  la disminuci6n de la

proteina  (600/o  aproximadamente)  (Fig  22  a).  A  continuaci6n  evaluamos  el

efecto  de  esta  disminuci6n  de  la  expresi6n  de  N066  sobre  los  niveles  de

ARNm de  Runx2-lI/p57,  a trav6s de ensayos de  qRT-PCR,  en  c6lulas  C2C12

jnfectadas con  shARN  y diferenciadas hacia  el  Iinaje  miogenjco y osteog6nico

por 48 y 72 horas.

En    las   c6lulas    C2C12    diferenciadas   al   Iinaje   osteog6nico    (BMP2),    los

resultados   demostraron   que  la   disminuci6n   en   la   expresi6n   de   N066,   se

traduce en un aumento en la expresi6n de Runx2-lI/p57 y de osteocalcina a las

48 horas de tratamiento (Fig 23 A y C). Sin embargo,  cuando este tratamiento
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se extiende  hasta las  72  horas,  la expresi6n  de estos dos genes  no  muestra

diferencia significativa con  la expresi6n obtenida  bajo la condici6n  control  (Fig.

23  A  y  C).  Debido  a  este  resultado,  Ios  ensayos  de  Chlp  para  evaluar  los

cambios   en   la   H3K4Me3   fueron   tambi6n   realizados   a   las   48   horas   de

tratamiento.

El  analisis  de  la  expresi6n  de  Runx2-II/p57  y Osteocalcina  en  condiciones  de

silenciamiento  de  N066  por 48  o  72  horas  y de  diferenciaci6n  hacia  el  Iinaje

miog6nico,  no revel6 njngdn cambio en la expresi6n de estos dos marcadores

(Fig 23 8 y D).  De forma similar se determin6 que no se afect6 Ia expresi6n de

miogenina cuando se disminuy6  Ia expresi6n de  N066  ( Fig 23  E y F),  lo que

permite  concluir que  N066  no  participaria  en  la  regulaci6n  transcripcional  de

miogenina.

Para  confirmar la funci6n  de  N066 como demetilasa  de  lisina 4 de  la  histona

H3 en el promotor Pl  de Runx2; se realizaron experimentos de Chlp en celulas

C2C12  previamente  tratadas  con  shARN   dirigido  a   N066  por  48   horas  y

diferenciadas  hacia  los  dos  linajes  en  estudio.  Coincidente  con  una  marcada

disminuci6n  en  la  uni6n  de  N066 sobre  la  regi6n  promotora P1  (Fig 24 A);  se

observ6 un aumento en los niveles de H3K4Me3 en las C2C12 diferenciadas a

miotubos  (Fig  24  a).  Sin  embargo,  este  enriquecjmiento  en  H3K4Me3  no  se

tradujo  en  la  activaci6n  transcripcional  de  Runx2-ll/p57  (Fig  23  a).  Por  otra

parte  al  analizar  las  c6lulas  C2C12  diferenciadas  hacia  el  linaj.e  osteog6nico

(BMP2)   en   condiciones   de   expresi6n   reducida   de   N066,   se   observ6   un
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enriquecimiento significativo en los  niveles de H3K4Me3 que se relaciona bien

con los aumentos en el mensajero de la isoforma p57 de Runx2 detectados(Fig

24 a).

3.4.2. Silenciamiento de N066 en c6Iulas MC3T3.

C6lulas  MC3T3 fueron  infectadas al  dia  3 de cultivo  con  partfculas lentivirales

que  codifican  un  shARN  de  N066  por 48  horas  (dia  5).  EI  silenciamiento  de

N066 en las celulas MC3T3 se verific6 mediante ensayos de RT-PCR (Fig 25

A) y Western  blot (Fig 25  8),  para demostrar la disminuci6n del ARNm y de la

proteina, respectivamente.

Posteriormente, se evalu6 el efecto de la disminuci6n de la expresi6n de N066

sobre   los   niveles  de  ARNm   de   Runx2-lI/p57   y  osteocalcina,   a   trav6s   de

ensayos  de  RT-PCR  en  tiempo  real.  Encontramos  que  las  expresiones  de

Runx2/Il/p57  y  de  osteocalcina  aumentaron  respecto  a  las  detectadas  en  la

condici6n  control,  cuando  la expresi6n  de  N066  estuvo  disminuida  (Figura 25

C y  D).  Estos  resultados   concuerdan  con  estudios  anteriores,  en  los  que se

habia  reportado  que  en  cultivos  de  MC3T3  transfectadas  con  siRNA  para

N066,    Ia   expresi6n   de   genes   como   colageno    la   y   Bsp   aumentaron

significativamente;  Io  que  se  tradujo  en  una  aceleraci6n  en  el  proceso  de

diferenciaci6n osteoblastico (Sinha y col., 2010).
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fJFJf+                     ryiS
sh N066

Figura 22. Silenciamiento de N066 en c6lulas C2C12 .  A. ARN total fue
extraido  desde  c6Iulas  C2C12  infectadas  con  el  shRNA  para N066  6 el
shRNA control (Virus vacio, V.V) y posteriormente cultivadas por 48 horas.
Posteriormente el  ARN  fue analizado  por  RT-PCR  en  tiempo  real, utili-
zando     partidores      especificos      para N066. Los      resultados     fueron
normalizados contra la expresi6n de GAPDH. Diferencias estadisticamente
significativas  fueron  medidas  por  test  t-student,  usando  como  control  la
condici6n de virus vacio V.V para el analisis. a. Analisis por Western blot de
la expresi6n  de N066. Extractos nucleares de c6lulas C2C12 fueron  anali-
zados por PAGE-SDS al  100/o  y Western  blot con  anticuerpos especificos
para  N066.  Como  control  de carga  se  detect6  el  factor de  transcripci6n
general  TFllB.  A  la  derecha  se  encuentra  la  cuantificaci6n  por  densi-
tometrfa utiljzando el programa IMAGE J, de tres experimentos independi-
entes.  Cada   barra   representa   la   media   +/-E.S.M   de   tres   ensayos
realizados independientemente.     Diferencias     estadisticamente     signifi-
cativas      fueron  medidas por test ANOVA de una via (Test de Dunnett)  ,
usando como grupo control, la condici6n de virus vacio (V.V).   *** p<0.001.
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Figura   23.  Sjlenciamiento   de   N066  en   c6Iu]as   C2C12.     C6lulas
C2C12  en  preconfluencia,  pC,  (blanco)   fueron   infectadas  con   shRNA
para  N066 (negro) o shRNA control (V.V, gris); seis horas despu6s fueron
estimuladas con suerodecaballo   (HS,   derecha)   o   con   BMP2   (izqui-
erda).   Las   muestras   fueron colectadas  a  las 48 y 72  horas. RNA total
analizado  por  RT-PCR  en  tiempo real,  utilizando  partidores  especificos
para  Runx2-II/p57, A y a; Osteocalcina (OC),  C y D; y  miogenina (miog)
E  y  F.  Los    resultados   fueron    normalizados  contra   la   expresi6n  de
GAPDH. Cada barra representa la media +/-E.S.M de tres ensayos real-
izados  independientemente y con  dos  cuantificaciones  cada uno.   Difer-
encias   estadisticamente   significativas   fueron   medidas   por   test t-stu-
dent ,  utilizando como grupo control  la condici6n  de virus vacio en  cada
uno de los tiempos analizados. *** p<0.001.
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Figura  24.Analisis  de  latrimetilaci6n  en  el  residuo  de  lisina  4
Ia  histona    H3    en    c6Iulas    C2C12Iuego    del   silenciamiento
N066.   Inmunoprecipjtaci6n   de   cromatina   (Chlp)   realizada a   partir
extractos  entrecruzados   de  c6Iulas   C2C12  infectadas  con  shR-NA   para
N066  (negro)  6  shRNA control   (E.V,   gris);  posterior   a   la   infeccj6n   el
medio  de     cultivo  fuesuplementado  con  suero  de  caballo  (HS)  o  con
BMP2 por 48  horas. Las muestras   fueron   cuantificadas   mediante   PCR
en   tiempo   real    utilizando partidores especificos para la regi6n -118/+29.
Cada barra representa la media +/-E.S.M   de   tres experimentos represen-
tativos (dos   cuantificaciones de cada uno).    Diferencias   estadisticamente
significativas    fueron     medidas     por    t-student en  los  que se  utiliz6 a  la
condici6n  de  V.V  como  control  para  cada  uno  de  los  tratamientos.  ***
p<0.001, *p<0.05. A. Uni6n   de   N066   al promotor Pl  de  Runx2-Ilp57.  a.
Enriquecimiento de  trimetilaci6n  de la lisina 4 de la histona H3.  H3K4Me3.
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Figura 25. Silenciamiento de N066 en c6Iulas MC3T3.  C6lulas MC3T3 de 3
dias  de  cultivo  (blanco)  fueron  infectadas con  shRNA  para N066 (negro) o
shRNA control  (V.V, gris).  Las  muestras fueron  colectadas el dia 5 de  cultivo.
A.   RNA  total  analizado   por  RT-PCR  en  tiempo   real,   utilizando   partidores
especificos   para   N066.  a. Analisis   por  Western   blot  de   la   expresi6n   de
N066.   Extractos  nucleares     de     c6lulas  MC3T3  fueron     analizados     por
PAGE-SDS al   10%   y western  blot  con  anticuerpos  especificos  para N066.
Como  control  de carga se detect6  el  factor de  transcripci6n  general  TFIIB. A
Ia derecha se encuentra la  cuantificaci6n  por  densitometria  utilizando  el  pro-
grama   IMAGE   J,   de   tres experimentos independientes.   C y D,   RNA   total
analizado   por   RT-PCR   en   tiempo   real,    utilizando   partidores especificos
para   Runx2-ll/p57 y osteocalcina   (OC).  Los   resultados  fueron  normalizados
contra la expresi6n de GAPDH. Cada barra representa la media +/-E.S.M   de
tres   ensayos   realizados   independientemente   y   con    dos cuantificaciones
cada  uno.  Diferencias  estadisticamente  signifjcativas  fueron medidas por test
t-student , utilizando como grupo control la condici6n de V.V, en A, a, C y D.   ***
p<0.001.
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3.5.  Contribuci6n  de  JARIDIB  en  la  regulaci6n  transcripcional  del  gen

Runx2.

JARIDIB es una enzima con funci6n demetilasa de H3K4Me3 y por lo tanto, ha

sido clasificada como represor transcripcional (Volkel y col., 2007).

Por   ello    y    para    determinar   su    potencial    funci6n    reguladora    sobre    la

transcripci6n     del     gen     Runx2-lI/p57,     se     realizaron     experimentos     de

silenciamiento g6nico de JARIDIB  y posteriormente se  evalu6 su  efecto en  la

expresi6n de Runx2-lI/p57.

3.5.1  Silenciamiento de JARIDIB en c6lulas C2C12.

Celulas  C2C12  preconfluentes  fueron  infectadas  con  particulas  virales  que

codifican  un  shARN  dirigido contra  el  mRNA de JARIDIB.  Posteriormente,  se

evalu6  Ia  eficiencia  del  silenciamiento  mediante  experimentos  de  qRT-PCR  y

Western  blot (Fig 26 A y a).  Encontramos que el shARN  para JARIDIB  indujo

una  disminuci6n  del  80°/o  de  su  ARNm  (Fig.  26  A),  y  que  se  tradujo  en  la

disminuci6n del 80% de la protefna (Fig. 26 a).

Posteriormente,   en   c6lulas  C2C12  diferenciadas  a   los  linajes   miogenico  y

osteog6nico  por 48  y  72  horas,  se  analiz6  el  efecto  de  la  disminuci6n  en  la

expresi6n  de JARIDIB  sobre  la transcripci6n  de  Runx2-ll/p57,  Osteocalcina y

miogenina.
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En c6Iulas C2C12 estimuladas con BMP2,  encontramos que la disminuci6n de

JARIDIB se tradujo en un aumento de aproximadamente un goo/o respecto de

su   control   (V.V)   en   la   expresi6n   del   ARNm   de   Runx2-Il/p57   en   etapas

tempranas  de  diferenciaci6n  (48  horas)  (Fig  27  A).  En  concordancia  con  lo

anterior la expresi6n de osteocalcina tambi6n present6 un aumento significativo

a las 48 y 72 horas de diferenciacj6n respecto de su control (V.V) (Fig 27 C).

Interesantemente,  el  silenciamiento  de  JARIDIB  en  c6lulas  C2C12  tratadas

con  HS,  se  reflej6  en  un  aumento  en  los  niveles  de  ARN  mensaj.ero  de  la

isoforma  p57  de  Runx2  respecto  a  la  detectada  en  la  condici6n  control  (V.V)

(Fig. 27 8). Tambi6n,  bajo estas condiciones experimentales se detect6 que la

expresi6n  del  mensajero  de  osteocalcina aument6 significativamente  a  las 48

horas de tratamiento (Fig. 27 D). Este resultado demuestra que JARIDI 8 es un

componente relevante en el mecanismo de represi6n transcripcional de Runx2.

Por  otra  parte,   Ia  expresi6n  del  ARNm  de  miogenina,  tambi6n  registr6  un

aumento en condiciones de silenciamiento de esta enzima, Io que sugiere   que

JARIDI a podria estar participando en la regulaci6n transcripcional de este gen.

Para evaluar sj la contribuci6n de JARIDIB en  la regulaci6n transcripcional de

Runx2,  esta relacionada con su acci6n demetilasa de H3K4Me3, se realizaron

ensayos  de  silenciamiento  g6nico  (mediante  shARN-JARIDIB),  acoplados  a

experimentos   de   inmunoprecipitaci6n   de   la  cromatina.   Estos  experimentos

fueron    realizados   con    muestras   colectadas   despu6s   de   48    horas    de

tratamiento,  dado que la  maxima  respuesta transcripcional de  la  isoforma  p57
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de Runx2, en los dos tipos de tratamiento (HS y BMP2) ocurri6 en este tiempo

(Fig 27)

Encontramos que el knockdown de JARIDI a, en las c6Iulas tratadas con HS se

traduce  en  una  disminuci6n  significativa  del  reclutamiento  de  JARIDIB  a  la

regi6n  promotora  Pl  y se  acompafia  de  un  aumento de  la  H3K4Me3  en  esta

regi6n  del  promotor.  Estos  resultados  indican  que  JARIDIB  participaria  en  la

represi6n  transcripcional  de  Runx2-Il/p57,  mediante  su  acci6n  demetilasa  de

H3K4Me3 (Fig 28 A y 8).

3.5.2 Silenciamiento de JARIDIB en c6Iulas MC3T3.

C6lulas  MC3T3,  en  el  dia  3  de  cultivo,  fueron  infectadas  con  las  particulas

lentivirales   que   codifican   para   el   shARN-JARIDIB   y   muestras   de  ARN   y

proteina fueron colectadas dos dias despu6s.  En estas  muestras se analiz6 Ia

eficiencia del silenciamiento mediante qRT-PCR y western  blot (Fig.  29 A y a).

Detectamos  una  reducci6n  en  la  expresi6n  del  ARNm  de  JARIDIB  del  800/o,

que  se tradujo  en  la  disminuci6n  del  70%  de su  proteina.  Posteriormente,  se

evalu6  la  expresi6n  del  ARNm  de  Runx2-II/p57  y  osteocalcina;  encontrando

que una baja de la enzima produce un aumento significativo en la expresi6n del

mensajero  de  Runx2-ll/p57  de  aproximadamente  un  30°/o  a  las  48  horas  de

diferenciaci6n, comparada con la expresi6n detectada para la condici6n control

(V.V)  (Fig.  29  C).   De  igual  manera  los  niveles  de  expresi6n  del  ARNm  de
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osteocalcina  tambi6n   se  vieron   aumentados  significativamente   (Fig   29   D).

Estos  resultados  confirman   lo  encontrado  en   las  c6Iulas   C2C12,   es  decir

demuestran  una  activa  participaci6n  de  JARIDIB  en  el  control  transcripcional

de Runx2.



Figura 26. Control del silenciamiento de JARIDIB en c6Iulas C2C12 .
A. ARN total fue  extraido desde  c6Iulas  C2C12  infectadas  con  el  shRNA
para JARIDIB (negro) 6 el shRNA control  (Virus vacfo, V.V,  gris) y poste-
riormente cultivadas  por 48  horas.  Posteriormente  el  ARN  fue  analizado
por RT-PCR en tiempo  real,  utilizando  partidores  especificos  para JAR-
IDIB.   Los     resultados  fueron    normalizados    contra    la    expresi6n    de
GAPDH.   8.  Analisis    por   Western   blot  de   la   expresi6n   de  JARIDIB.
Extractos nucleares de c6Iulas C2C12 fueron analizados  por  PAGE-SDS
al 6%  y  Western  blot  con  anticuerpos  especificos para JARIDIB.  Como
control  de carga se detect6 Ia  Pol 11. A Ia derecha se encuentra la cuanti-
ficaci6n   por  densitometria   utilizando   el   programa   IMAGE   J,  de    tres
experimentos    independientes.  Cada    barra    representa    la    media    +/-
E.S.M    de    tres     ensayos     realizados     independientemente.     Diferen-
cias  estadisticamente  significatjvas  fueron   medidas  por  test  t-student.
Como grupo control se uso la condici6n de V.V. *** p<0.001.
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Figura 27. Silenciamiento  de JARIDIB en  c6lulas  C2C12.   Celulas  C2C12
en preconfluencia (blanco) fueron infectadas con shRNA para JARIDIB(negro)
o shRNA control  (V.V,  gris); seis horas despu6s fueron estimuladas con suero
de   caballo   (HS,   derecha)   o   con   BMP-2   (izquierda).   Las   muestras  fueron
colectadas  a  las  48  y  72  horas.  RNA total  analizado  por  RT-PCR  en  tiempo
real,  u{ilizando  partidores  especificos  para  Runx2-ll/p57, A y a; Osteocalcina
(OC), C y D; y  miogenina (miog) E y F. Los  resultados  fueron  normalizados
contra  la  expresi6n  de  GAPDH. Cada  barra  representa  la  media  +/-E.S.M  de
tres  ensayos  realizados  independientemente  y  con  dos  cuantificaciones  cada
uno.    Diferencias   estadisticamente   significativas   fueron   medidas   por   test
t-student. Como grupo control se usaron las condiciones de V.V en cada uno de
los tiempos analizados. *** p<0.001, ** p<0.01, * p<0.05.
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Figura  28.Analisis  de  latrimetilaci6n   en  el  residuo  de  lisina  4  de  la
histona   H3   en   c6Iulas   C2C12   luego   del      silenciamiento   deJARIDIB.
Inmunoprecipitaci6n   de   cromatina   (Chlp)   realizada   a   partir   de      extractos
entrecruzados de c6lulas C2C12 infectadas con shRNA para JARIDI 8 (negro) 6
shRNA  control   (E.V,   gris);   posterior  a  la   infecci6n   el   medio  de     cultivo  fue
suplementado  con     suero  de  caballo  (HS)  o  con   BMP2  por  48   horas.  Las
muestras   fueron    cuantificadas    mediante    PCR   en    tiempo    real    utilizando
partidores especificos  para  la  regi6n -118/+29.  Cada  barra  representa  la  media
+/-  E.S.M   de   tres   experimentos   independientes cuantificados   en   duplicado.
Diferencias estadisticamente significativas fueron medidas por test t-student, utili-
zando la condici6n de V.V como grupo control.   *** p<0.001 A. Uni6n de JARIDIB
al promotor Pl  de Runx2-IIp57.   a. Enriquecimiento de  trimetilaci6n de la lisina 4
de la histona H3.  H3K4Me3.
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Figura 29. Silenciamiento  de JARIDIB en  c6Iulas  MC3T3.   Celulas  MC3T3
de   3   dfas   de   cultivo   (blanco)  fueron   infectadas con   shRNA  para JARIDIB
(negro) o shRNA control (V.V, gris).  Las muestras fueron colectadas el dia 5 de
cultivo. A.    RNA   total    analizado    por   RT-PCR   en    tiempo    real,    utilizando
partidores   especificos   para   JARIDIB.    Los   resultados  fueron   normalizados
contra  la  expresi6n  de  GAPDH. a. Analisis  por  Western  blot  de  la  expresi6n
de  N066.   Extractos nucleares   de   c6Iulas    MC3T3   fueron   analizados   por
PAGE-SDS  al 60/o  ywestern  blot  con  anticuerpos  especificos  para JARIDIB.
Como  control   de carga  se  detect6 La  Pol 11.  A  la  derecha  se  encuentra  la
cuantificaci6n   pordensitometria     utilizando     el     programa     IMAGE     J,     de
tres    experimentos independientes. C.RNA   total   analizado   por   RT-PCR   en
tiempo   real,   utilizando partidores especificos para  Runx2-ll/p57 y osteocalcina
(OC). Cada barra representa la media +/-E.S.M   de   tres   ensayos   realizados
independientemente     y     con     dos  cuantificaciones   cada   uno.    Diferencias
estadisticamente   significativas   fueron  medidas  por test   t-student ,  utilizando
como grupo control Ia condici6n de V.V, en A, a, C y D.   *** p<0.001.
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Utilizando  una  estrategia  experimental  similar  a  lo  expuesto  anteriormente,

evaluamos   si   EZH2   contribuye   a   la   represi6n   transcripcional   de   Runx2,

mediando  la  trimetilaci6n  de  la   lisina  27  de  las   histonas   H3  asociadas   al

promotor Pl  de este gen.

3.6.1  Silenciamiento de EZH2 en C2C12.

Se  realizaron  los  experimentos  de  silenciamiento  g6nico  de  EZH2  en  celulas

C2C12  y  se  evalu6  la  expresi6n  de  los  mensaj'eros  de  Runx2-Il/p57,  Oc  y

Miogenina.

EI  uso  del  shARN  contra  EZH2  llev6  a  una  disminuci6n  de  aproximadamente

un  60°/o en  la expresi6n de su ARNm,  respecto al control  (Fig 30 A),  Io que se

acompafi6   de   una   disminucion   del   80%   en   la   protefna   (Fig   30   a).   La

disminuci6n  en  la expresi6n de  EZH2  no  indujo  ningdn  cambio  en  la  actividad

transcripcional  de  Runx2  (Fig  31  A)  en  las  c6lulas  C2C12 tratadas  con  BMP2

por 48  o  72  horas;  siendo  estos  resultados  congruentes  con  los  niveles  de

H3K27Me3  detectados  mediante  Chlp,  en  c6Iulas  bajo  el  mismo  tratamiento

(Fig 32 a).

Contrario a lo anterior, la expresi6n del ARN mensajero de osteocalcina se vi6

significativamente disminuida con  el silenciamiento de EZH2 a las 72  horas de
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cultivo  (Fig  31   8).  Con  el  fin  de.  comprender  este  resultado  inesperado,  se

evalu6   Ia   expresi6n   del   ARN   mensajero   de   EZHl    bajo   estas   mismas

condiciones  experimentales.  Los  resultados  mostraron  que  el  knockdown  de

EZH2,  provoca un  aumento muy significativo en  la expresi6n  de  EZH1,  Io  que

podria  explicar la disminucj6n  detectada  en  osteocalcina  (Fig  31  G  y H).  Sefa

necesario sin embargo, profundizar en este analisis; situaci6n que escapa a los

objetivos de 6sta tesis.

De otra parte,  el silenciamiento de EZH2 en c6lulas tratadas con HS  (48 y 72

horas),  no produjo cambios en la actividad transcripcional del gen Runx2-lI/P57

ni en la de osteocalcina (Fig 31  a y D). A pesar de lo anterior, los resultados de

Chlp  en  c6lulas  C2C12  sometidas  al  mismo  tratamiento  confirmaron  que  el

silencjamiento de EZH2 se asocia con una disminuci6n de su uni6n al promotor

Pl   y  con  una  disminuci6n  en  los  niveles  de  H3K27Me3  (Fig  32  A  y  a).  Es

importante  comentar que si  bien los  porcentaj.es de input obtenidos  a partir de

la  inmunoprecipitaci6n  de  la  H3K27Me3,  no  nos  permiten  agrupar  los  datos

para  realizar un  test  estadistico.  Los  resultados  nos  muestran  una  tendencia

similar producto del silenciamiento de EZH2 (Fig 32).

Estos resultados nos permiten concluir que si bien la trimetilaci6n de la ljsina 27

mediada   por  EZH2  seria   un   componente  importante  en   el   mecanismo  de

silenciamiento  transcripcional  de  Runx2-II/p57,  no  representa  el  mecanismo

principal   para   prevenir   la   expresi6n   de   Runx2   durante   la   diferenciaci6n

miogenica.
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De  otra  parte,  tal  como  se  ha  reportado  anteriormente  en  la  literatura,  el

silenciamiento  de  EZH2  en  c6Iulas  C2C12  diferenciadas  al  linaje  miog6nico,

provoc6 una disminuci6n altamente significativa en los niveles de expresi6n de

miogenina (Fig 31  E y F) (Stojic., 2011).

3.6.2. Silenciamiento de EZH2 en MC3T3.

Celulas  MC3T3  de  dia  3  de  diferenciaci6n  fueron  infectadas  con  particulas

lentivirales que codificaban para el shARN de EZH2.  EI efecto del shARN  para

EZH2 se tradujo en una disminuci6n en la expresi6n del ARNm de esta enzima

de aproximadamente un  65°/o  (Fig  33 A),  lo cual se reflej.6 en  una disminuci6n

del 850/o de la proteina (Fig 33 a). El silenciamiento en EZH2 no indujo cambios

en  la expresi6n  de  los ARN  mensajeros  de  Runx2-II/p57 y osteocalcina  en  el

tiempo evaluado (48 horas post-infecci6n) respecto a la expresi6n detectada en

la  condici6n  control  (V.V)  (Fig  33  C  y  D).  ResultaTdo  que  se  relaciona  con  los

niveles  minimos  detectados  de  H3K27  y  con  el  bajo  reclutamiento  de  esta

enzima en el promotor Pl  de Runx2 en c6lulas osteoblasticas MC3T3. De igual

manera,  estos resultados apoyan lo encontrado en las c6Iulas C2C12 tratadas

con  BMP2,  en  los que tampoco se detectaron alteraciones en la expresi6n de

Runx2, producto del silenciamiento de EZH2.
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Figura  30.  Control  del  silenciamiento  de  EZH2  en  c6Iulas  C2C12  .   A.
ARN total fue extraido desde c6lulas C2C12 infectadas con  el shRNA para
EZH2 (negro) 6  el  shRNA  control  (Virus  vacio,  V.V,  gris)  y  posteriormente
cultivadas  por 72 horas.  Posteriormente el ARN  fue  analizado  por RT-PCR
en tiempo  real,  utilizando  partidores especificos  para EZH2.  Los  resultados
fueron normalizados contra la expresi6n de GAPDH. a. Analisis por Western
blot de la expresi6n  de EZH2.  Extractos  nucleares de c6lulas C2C12 fueron
analizados por PAGE-SDS  al  10°/o  y Western  blot con  anticuerpos especifi-
cos para EZH2. Como control de carga se detect6 el factor de transcripci6n
general TFIIB. A Ia derecha se encuentra la cuantificaci6n por densitometria
utilizando  el  programa  IMAGE   J,   de   tres   experimentos   independientes.
Cada   barra   representa   la  media  +/- E.S.M  de  tres  ensayos  realizados
independientemente.      Diferencias   estadisticamente   signifjcativas   fueron
medidas por test I-student. Como grupo control se utiliz6 la condici6n de V.V.
*** p<0.001.
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Figura  31. Silenciamiento  de EZH2 en  c6Iulas  C2C12.    C6lulas  C2C12
en  preconfluencia    (blanco)    fueron    infectadas  con    shRNA    para  EZH2
(negro) o shRNA control  (V.V,  gris); seis  horas despu6s fueron  estimuladas
consuerodecaballo    (HS,    derecha)    o    con    BMP2    (izquierda).     Las
muestras   fueron colectadas  a  las  48  y 72  horas.  RNA total  analizado  por
RT-PCR     en      tiempo    real,      utilizando     partidores      especificos      para
Runx2-II/p57, A y a;  Osteocalcina  (OC),  C y D;    miogenina  (miog) E y F;  y
EZH1,  G y H . Los  resultados  fueron  normalizados contra  la  expresi6n  de
GAPDH. Cada barra representa la media +/-E.S.M de tres ensayos  realiza-
dos  independientemente  y con  dos  cuantificaciones  cada uno.    Diferencias
estadisticamente    significativas    fueron    medidas    por   test I-student,  utili-
zando  como grupo  control  la  condici6n  de VV en  cada  uno  de  los tiempos
analizados. *** p<0.001,  * p<0.05.
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Figura  32. Analisis  de  la  trimetilaci6n  en  el  residuo  de  lisina 27 de
lahistona    H3    en    c6Iulas    C2C12    Iuego    del       silenciamiento    de
EZH2.   Inmunoprecipitaci6n   de   cromatina   (Chlp)   realizada   a   partir   de
extractos  entrecruzados   de   c6lulas   C2C12  infectadas  con   shRNA   para
EZH2 (negro) 6 shRNA control  (E.V,  gris);  posterior  a  la  jnfecci6n  el  medio
de     cultivo  fuesuplementado  con    suero  de  caballo  (HS)  o  con  BMP-2
por72  horas.  Las  muestras    fueron     cuantificadas     mediante     PCR    en
tiempo    real    utilizando  partidores  especificos  para  la  regi6n -118/+29.  Se
muestran  los  resultados  de  tres  experimentos  independientes  realizados;
cada uno de ellos cuantificado por duplicado. Cada barra representa la media
+/-  E.S.M     de     esas  dos  cuantificaciones.   A,C  y  E.  Uni6n    de  EZH2    al

promotor Pl  de Runx2-IIp57.  a, D y F.   Enriquecimiento de   trimetilaci6n de
la lisina 27 de la histona H3.  H3K27Me3.
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Figura 33. Silenciamiento de EZH2 en c6Iulas MC3T3.  C6lulas MC3T3 de
3 dias  de  cultivo  (blanco)  fueron  infectadas con  shRNA  para EZH2 (negro)
o  shRNA  control  (V.V,  gris).  Las  muestras  fueron  colectadas  el  dia  5  de
cultivo. A.   RNA   total   analizado   por   RT-PCR   en   tiempo   real,   utilizando
parfidores especificos   para   EZH2.      Los   resultados   fueron  normalizados
contra   la   expresi6n   de   GAPDH.  a.  Analisis    por   Western    blot    de    la
expresi6n  de EZH2.  Extractos nucleares   de  c6lulas   MC3T3  fueron   anali-
zados   por  PAGE-SDS   al 100/o   y western blot con anticuerpos especificos
para EZH2. Como control de carga se detect6 el factor de transcripci6n gen-
eral  TFIIB.  A  Ia  derecha  se  encuentra  la cuantificaci6n   por   densitometria
utjlizando   el   programa   IMAGE   J,   de   tres experimentos independjentes.
C.   RNA   total   analizado   por   RT-PCR   en   tiempo   real,   utilizando   parti-
dores especificos   para Runx2-II/p57  y osteocalcina , Oc.Cada  barra  repre-
senta  la  media +/-E.S.M    de    tres    ensayos    realizados    independiente-
mente    y    con     dos  cuantifjcaciones   cada   uno.   Diferencias   estadistica-
mente   significativas   fueron  medidas  por  test   t-student  ,  utilizando  como
grupo control la condici6n de V.V, en A, a, C y D.   *** p<0.001.
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La dimetilacion sim6trica de  la arginjna 3  en  la  histona  H4  (H4R3Me2)  es  una

marca   asociada   a   represi6n   transcripcional   (Zhao   y  col.,   2009).   De   igual

manera,  se  ha  descrito  como  enzima  catalizadora  de  esta  modificaci6n  a

PRMT5 (Karkhanis., 2011,  Migliori., 2012).

3.7.1. Sjlencjamiento de PRMT5 en c6[ulas C2C12.

Cultivos  de  c6lulas  C2C12  preconfluentes  fueron  infectados  con  particulas

virales   que   codifican   shARN   contra   PRMT5.   El   tratamiento   llev6   a   una

disminuci6n  de  aproximadamente  el  60%  en  el  ARN  mensajero  de  PRMT5

respecto a  la  condici6n  control  (Fig  34 A),  Io que se tradujo  en  la disminuci6n

del 60°/o en la proteina (Fig 34 8).

Los resultados mostraron que esta disminuci6n de PRMT5 no provoc6 cambios

signifjcatjvos   en   los   niveles   de   expresi6n   de   Runx2-lI/p57,   osteocalcina   y

miogenina  en  los  dos  tiempos  analizados  (C2C12  tratadas  con  HS  o  BMP2)

(Fig   35).   Para   evaluar   el   efecto   del   silenciamiento   de   PRMT5   sobre   la

presencia  de  la  marca  H4R3Me2s  en  el  promotor  Pl   del  gen  Runx2,   se

realizaron  ensayos  de  Chlp  con  el  uso  de  anticuerpos  especificos  contra

PRMT5  y  la   modificaci6n   mencionada.   Los   resultados   mostraron   que,   en

paralelo   con   el   silenciamiento   de   PRMT5,   se   detect6   una   disminucj6n

significativa  de  su  reclutamiento  al  promotor (HS  y  BMP2)  comparada  con  la
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situaci6n   control   (Fig   36  A).   Esta   disminuci6n   ocurri6   en   paralelo   con   la

disminuci6n   de   la   marca   H4R3Me2s   en   el   promotor   P1   (Fig   36   a).   Sin

embargo,  es  importante  resaltar  que  a  pesar  de  que  la  presencia  de  esta

modificaci6n  en  el  promotor  Pl   disminuye,  este  cambio  epigen6tico  no  fue

suficiente   para   que   el   gen   se   activara   transcripcionalmente   durante   la

diferenciaci6n muscular.

Estos   resultados   demuestran   que   si   bien   la   presencia   de   PRMT5   en   el

promotor  Pl  de  Runx2  es  imporfante  en  la  represi6n  transcripcional  del  gen

mediando  el  enriquecimiento  de  la  marca  H4R3Me2s,   no  representaria  un

mecanismo principal en el control de la expresi6n de Runx2 en la diferenciaci6n

miog6nica de c6Iulas C2C12.

3.7.2. Silenciamiento de PRMT5 en c6Iulas MC3T3.

La  jnfecci6n  de  c6Iulas   MC3T3  fue  realizada  en   el  dia  3  de  cultivo  y  las

muestras  para  analisis  fueron  colectadas  48  horas  despu6s.  El  shARN  de

PRMT5  condujo  a  una  disminuci6n  en  los  niveles  de  expresi6n  del  ARNm

PRMT5   de   aproximadamente   el   75%   (Fig   37   A),   que   se   tradujo   en   la

disminuci6n   del   95°/o   en   la   expresi6n   de   la   proteina   (Fig   37   8).   Esta

disminuci6n en la expresi6n de esta metiltransferasa no afect6 la expresi6n de

los ARN mensajeros de Runx2-ll/p57 y osteocalcina (Fig 37 C y D).



3.7.3. Silenciamiento de COPR5 en c6Iulas C2C12.
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Se  ha  descrito  que  PRMT5  puede  metilar  sim6tricamente  los  residuos  de

arginina  8  de  la  histona  H3  y  arginina  3  de  la  histona  H4  (Lacroix.,  2008).

Recjentemente, se ha demostrado que la especifjcidad del sustrato de PRMT5

es  conferida  por el  coregulador COPR5  (Enzima  cooperadora  de  PRMT5),  Ia

cual  promueve  la  metilaci6n  preferencial  por parte  de  PRMT5  de  residuos  de

arginina  3  de  la  histona  H4  sobre  los  residuos  de  arginina  8  en  histona  H3

(Lacroix„   2008).   Evaluamos   entonces   la   participaci6n   de   COPR5   en   la

regulaci6n  transcripcional  de  Runx2-II/P57  y  adicionalmente,  analizamos  su

participaci6n  en  el  reclutamiento  de  PRMT5  al  promotor  y  en  los  niveles  de

enriquecimiento de la H4R3Me2s en la misma regi6n promotora.

Siguiendo  el  mismo  protocolo  de  infecci6n  descrito  en  materiales  y  m6todos,

c6lulas  C2C12  fueron  jnfectadas  por 48  o  72  horas  con  particulas  lentivirales

que  codifican  un  shARN  djrigido  contra  el  ARNm  de  COPR5.  Los  resultados

mostraron   una  disminuci6n  en  los  niveles  de  expresi6n  del   mensajero  de

COPR5 de aproximadamente el  75%  (Fig  38).  Este sjlenciamiento  no  provoc6

cambios   en   la   expresi6n   de  ARNm   de   Runx2-II/p57   y  osteocalcina,   bajo

ninguno de los tratamientos (HS y BMP2) (Fig 39 A y a).

Posteriormente,   muestras   de   cromatina   entrecruzada   de   c6Iulas   C2C12

infectadas  con  shARNCOPR5  y  tratadas  con  BMP2  o  HS,  fueron  utilizadas

para  realizar  ensayos  de  Chlp  con  anticuerpos  especificos  para  detectar  la
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uni6n de PRMT5 y el  enriquecimiento en  la  H4R3Me2S en el  promotor P1.  Es

importante  destacar  que  no  fue  posible  detectar  directamente  la  uni6n  de

COPR5 al promotor dado que hasta la fecha no existen anticuerpos disponibles

que permitan reconocer especifjcamente esta proteina.

Los experimentos con shARNCOPR5 en c6Iulas tratadas con  HS,  indican  que

como   consecuencja   del   silenciamiento   se   produce   una   disminuci6n   del

reclutamiento de PRMT5 al promotor Pl  de Runx2 (Fig 40 A). De igual manera

se   observ6   que   los   niveles   de   enriquecimiento   de   la   marca   H4R3Me2s

disminuyeron signjficativamente (Fig 40 8).
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Fjgura 34. Control del silencjamiento de PRMT5 en c6lulas C2C12 I
A. ARN total fue extraido desde celulas C2C12 infectadas con el shRNA para
PRMT5 (negro) 6  el  shRNA control  (Virus  vacio,  V.V,  gris)  y  posteriormente
cultivadas por 72 horas.  Posteriormente el ARN fue analjzado por RT-PCR en
tiempo   real,   utilizando   partjdores   especificos   para PRMT5. Los   resultados
fueron  normalizados  contra  la  expresi6n  de  GAPDH. a. Analisis por Western
blot de la expresi6n  de PRMT5.  Extractos nucleares de c6lulas  C2C12 fueron
analizados por PAGE-SDS al 100/o y Western  blot con anticuerpos especificos
para PRMT5.   Como  control  de  carga  se  detect6 el  factor  de  transcripci6n
general  TFIIB.  A  la  derecha  se  encuentra  la  cuantificaci6n  por densjtometria
utilizando  el  programa  IMAGE  J,  de  tres  experimentos  independjentes. Cada
barra     representa     la     media     +/-E.S.M     de     tres     ensayos     realizados
independjentemente.     Diferencjas     estadisticamente     signjficativas     fueron
medidas por test t-student, utilizando como grupo control el V.V. *** p<0.001.
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Figura 35. Silenciamiento de PRMT5 en c6Iulas C2C12.  C6lulas C2C12 en
preconfluencia  (blanco)  fueron  infectadas con  shRNA  para PRMT5 (negro) o
shRNA control  (V.V,  gris); seis  horas  despu6s fueron  estimuladas  con suero
decaballo     (HS,     derecha)    o    con     BMP2     (izquierda).     Las     muestras
fueron colectadas  a  las 48 y 72  horas.  RNA total  analizado  por RT-PCR en
tiempo  real,   utilizando   partidores   especificos   para   Runx2-lI/p57,  A  y  8;
Osteocalcina (OC),  C y D;  y  miogenina (miog)  E y F.  Los  resultados  fueron
normalizados  contra   la   expresi6n   de   GAPDH.  Cada   barra   representa   la
media  +/- E.S.M  de tres  ensayos  realizados  independientemente  y  con  dos
cuantificaciones   cada  uno.      Diferencias      estadisticamente      significativas
fueron    medidas    por   test t-student, utilizando como grupo control la condi-
ci6n de V.V. * *p<0.01, * p<0.05.
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Figura 36. Analisis de la dimetilaci6n sim6trica en el residuo de arginina
3 de  la  histona  H4 en  c6Iulas  C2C12  luego  del     silenciamiento  de
PRMT5.   Inmunoprecipitaci6n   de   cromatina   (Chlp)   realizada   a   partir  de
extractos  entrecruzados   de   c6Iulas   C2C12  infectadas  con   shRNA   para
PRMT5 (negro) 6 shRNA   control   (E.V,   gris);   posterior   a   la   infecci6n   el
medio  de     cultivo  fuesuplementado  con     suero  de  caballo  (HS)  o  con
BMP2  por  72  horas. A. Uni6n de PRMT5 al promotor Pl  de Runx2-IIp57. a.
Enriquecimiento  de   dimeti[acj6n simetrica de  ]a arginina 3 de la hjstona H4,
H4R3Me2s.  Las  muestras     fueron     cuantificadas     mediante     PCR     en
tiempo   real   utilizando pariidores especificos para la regi6n -118/+29. Cada
barra representa la  media +/-E.S.M    de    tres    ensayos    realizados    inde-
pendientemente      y     con      dos  cuantificaciones   cada    uno.    Diferencias
estadistjcamente  sjgnificativas  fueron medidas  por test t-student, uti]izando
como grupo control Ia condici6n de V.V en cada uno de los tratamjentos.  . ***
p<0.001.
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Figura 37. Silenciamiento de PRMT5 en c6Iulas MC3T3.  C6lulas MC3T3
de  3  dias  de  cultivo  (blanco)  fueron  infectadas  con  shRNA  para  PRMT5
(negro) o shRNA control (V.V,  gris).  Las  muestras fueron colectadas el dia
5de  cultivo. A.   RNA  total   analizado   por   RT-PCR   en   tiempo   real,   utili-
zando  partidores especificos  para  PRMT5.  Los  resultados  fueron normal-
izados  contra  la  expresi6n  de  GAPDH. a.   Analisis  por Western  blot de  la
expresi6n  de  PRMT5.  Extractos  nucleares    de    c6Iulas    MC3T3    fueron
analizados  por  PAGE-SDS   al 100/o  y western blot con anticuerpos espe-
cificos  para PRMT5.  Como  control  de  carga se  detect6  el  factor de  tran-
scripci6n  general  TFIIB.  A  Ia  derecha  se  encuentra la   cuantificaci6n   por
densitometria   utilizando   el   programa   IMAGE   J,   de   tres  experimentos
independientes.C y D. Analisis por RT-PCR de la expresi6n de Runx2-II/p57
yosteocalcina   (OC).  Cada  barra  representa  la  media +/-E.S.M    de    tres
ensayos    realizados    independientemente    y    con    dos cuantjficaciones
cada  uno.  Diferencias  estadisticamente  significativas  fueron medidas por
test  t-student , utilizando como grupo control la condici6n de V.V, en A,B, C
y D-***  p<0.001.
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Figura 38. Silenciamiento de COPR5 en c6lulas C2C12.
Celulas  C2C12  en  400/o  de  confluencia  fueron  infectadas  con  particulas
virales que codificaban para shARN de COPR5 o con shARN control (V:V);
6 horas despues de la infecci6n, Ias c6lulas fueron tratadas con medio suple-
mentado con suero de caballo (HS) 6 con BMP2, por 72 horas. Las muestras
fueron  colectadas y  utilizadas  para  hacer extracci6n  de ARN.  EI ARN  fue
cuantificado por RT-PCR con partidores especificos.  Los resultados fueron
normalizados  contra  la  expresi6n  de  GAPDH.  Cada  barra  representa  la
media +/- E.S.M de tres ensayos realizados independientemente y con dos
cuantificaciones   cada    uno.    Diferencias   estadisticamente   significativas
fueron  medidas por test   t-student,  utilizando como grupo control el V.V en
cada uno de los tratamientos.   *** p<0.001.
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Figura  39. Silenciamiento   de COPR5 en   c6Iulas   C2C12.    C6lulas   C2C12   en
preconfluencia  (blanco)  fueron  infectadas con  shRNA  para UTX (negro) o shRNA
control (V.V, gris); seis horas despu6s fueron estimuladas con suero de caballo   (HS,
derecha)   o   con   BMP-2   (izquierda).   Las   muestras   fueron colectadas  a  las 48
y  72  horas.  RNA total  analizado  por  RT-PCR  en  tiempo real,  utilizando  partidores
especificos   para   Runx2-II/p57,  A y  8;  Osteocalcina  (OC),  C  y  D.  Los   resultados
fueron   normalizados  contra  la  expresi6n  de  GAPDH.  Cada  barra  representa  la
media +/-E.S.M de tres ensayos realizados independientemente y con dos cuantifi-
caciones  cada uno. Se utiliz6 la prueba estadistica t-student utilizando como control,
la condici6n de virus vacio V.V.
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Figura  40. Analisis  del  reclutamiento  de  PRMT5  al  promotor  Pl  de
Runx2 y de la dimetilaci6n sim6trica en el residuo de arginina 3 de la
histona  H4  en  c6Iulas  C2C12  Iuego  del    silenciamiento  de  COPR5.
Inmunoprecipitaci6n de  cromatina  (Chlp)  realizada  a  partir  de    extractos
entrecruzados   de   celulas  C2C12  infectadas  con  shRNA  para  COPR5
(negro) 6 shRNA control  (E.V,  gris);  posterior  a  la  infecci6n  el  medio  de
cultivo fue suplementado con   suero de caballo  (HS)  o  con  BMP2  por  72
horas.  A.  Uni6n  de  PRMT5  al  promotor  Pl  de  Runx2-llp57.  a.  Enriquec-
imiento   de     dimetilaci6n  simetrica  de   la  arginina  3  de   [a   histona   H4.
H4R3Me2s.  Las muestras  fueron  cuantificadas  mediante  PCR  en  tiempo
real  utilizando  partidores  especificos  para  la  regi6n -118/+29.  Cada  barra
representa la media +/-E.S.M de dos cuantificaciones de tres experimentos
realizados.   Diferencias estadisticamente  significativas  fueron medidas por
test t-student, utilizando como grupo control la condici6n de V.V en cada uno
de los tratamientos.  . ***  p<0.001.
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3.8. WDR5 regula la actividad transcripcional de Runx2.

WDR5  es  una  proteina  que  forma  parte  de  los  complejos  COMPASS,  los

cua[es median la trimetilaci6n de [a ]isjna 4 en ]a hjstona H3. Se ha descrito que

WDR5   es   la   proteina   efectora   del   complejo,   mientras   que   las   proteinas

pertenecientes   al   grupo   de   las   MLL   son   las   subunidades   cataliticas   del

complejo (Song., 2008).

3.8.1    Silenciamiento    de   WDR5    en    c6Iulas    C2C12    diferenciadas    a

miob]astos y osteoblastos.

Cultivos  de  c6Iulas  C2C12  preconfluentes  (400/a)  fueron  infectados  con  un

lentivirus   que   codifica   un   shARN   contra   el   ARNm   de   WDR5,   para   ser

posteriormente    (6    horas    despu6s)    estimulados    con    HS    o    BMP2.    EI

silenciamiento de WDR5 se verific6  mediante ensayos  de RT-PCR y Western

blot,  para  demostrar  la  disminuci6n  de  tanto  el  ARNm  como  de  la  proteina

WDR5,   respectivamente.   Encontramos  que  producto  del  tratamiento  con  el

shARN  contra WDR5,  se  disminuy6  en  un  70%  Ia  expresi6n  del  ARNm  de  la

enzima  (Fig  41  A)  y  en  un  80%  Ia  proteina  WDR5  despu6s  de  72  horas  de

infecci6n (Fig 41  a).

A continuaci6n, evaluamos el efecto de este silenciamiento sobre los niveles de

ARNm  de  Runx2-ll/p57,  por  medio  de  ensayos  de  RT-PCR  en  tiempo  real.

Encontramos  que  en  las  celulas  estimuladas  con  BMP2,  el  silenciamiento  de
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WDR5  indujo  una  disminuci6n  significativa  en  la  expresi6n  de  Runx2-ll/p57  a

las  72  horas  (Fig 42 A).  Esta  baja  en  la  expresi6n de  Runx2 es  acompafiada

por  una  disminuci6n  significativa  en  la  expresi6n  del  ARNm  de  osteocalcina

(Fig 42 C).  De otra parte al analizar los niveles de expresi6n de Runx2-II/p57 y

osteocalcina, en c6Iulas C2C12 infectadas con shARN de WDR5 y estimuladas

con suero de caballo  (HS),  no se observaron cambios significativos en sus ya

previamente bajos niveles de expresi6n  (Fig 42 8 y D).  Como control,  tambi6n

evaluamos   los   niveles   de   expresi6n   del  ARNm   de   miogenina,   los   cuales

tampoco se vieron alterados como consecuencia del silenciamiento (Fig 42 E y

F).

En  forma  complementaria,  se  evalu6  la  actividad  de  fosfatasa  alcalina  como

marcador de compromiso osteogenico temprano mediante el uso del colorante

NBT/BCIP.  Los  resultados  mostraron  ausencia  de  actividad  de  la  enzima,  en

las  celulas  infectadas  con  el  shARN/\/VDR5,  respecto  a  la  actividad  mostrada

por la condici6n control  (Fig 43).   Lo anterior concuerda con  la disminuci6n en

la  expresi6n  de  Runx2-Il/p57,  producto  de  la  reducci6n  de WDR5,  al  haberse

establecido previamente que el gen  de fosfatasa alcalina es  un  blanco directo

de Runx2 (Stein y col., 2001).

Para  evaluar  si  la  participaci6n  de  WDR5  en  la  diferenciaci6n  osteoblastica

involucra la capacidad de  mantener los niveles de trimetilaci6n en los residuos

de la lisina 4 de la histona  H3 en la  regi6n del promotor Pl  del gen  Runx2,  se

realizaron  ensayos  de  Chlp  de  muestras  de  C2C12  infectadas  con  shRNA
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contra WDR5 (HS y BMP2).  Los resultados mostraron que el silenciamiento de

WDR5 se reflej6 en una baja del reclutamiento de la enzima al  promotor Pl  y

en una disminuci6n significativa en [os niveles de H3K4me3 (Fig 44).

Todos  estos  resultados  indican  un  relevante  rol  de  la  marca  H3K4Me3  en  el

control de la expresi6n de Runx2-]I/p57 durante la diferenciaci6n osteoblastica.

3.8.2. Silenciamiento de WDR5 en c6Iulas MC3T3.

Los ensayos de silenciamiento de WDR5 fueron  realizados en celulas  MC3T3

siguiendo   un   protocolo   similar  a]   descrito   anteriormente   en   esta   tesis.   EI

silenciamiento  de  WDR5  condujo  a  una  disminuci6n  de  aproximadamente  el

80°/o  de su ARNm  respecto al  control  (Fig 45 A),  Io  que se vio  reflejado  en  la

disminucion del 70% de la proteina WDR5 (Fig 45 8).  Esta condici6n se tradujo

en  una  significativa  disminuci6n  en  los  ARN  mensajeros  de  Runx2-ll/p57  y

osteocalcina (Fig 45 C y D), resultados que confirman lo obtenido en el modelo

celular C2C12 diferenciado hacia el linaje osteoblastico mediante el tratamiento

con BMP2.
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S              ryip
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Figura 41. Control del silenciamiento de WDR5 en c6Iulas C2C12 .
A.  ARN  total  fue  extraido  desde  c6Iulas   C2C12   infectadas   con   el
shRNA  para WDR5 6 el shRNA control  (Virus vacio, V.V) y posterior-
mente cultivadas por72 horas.   Posteriormente  el  ARN  fue  analizado
por   RT-PCR   en   tiempo    real,  utilizando      partidores      especificos
para wDR5. Los    resultados    fueron normalizados contra la expresi6n
de GAPDH. Diferencias estadisticamente significativas fueron medidas
por test t-student, usando como control la condici6n de virus vacio V.V
para el analisis. 8. Analisis por Western blot de la expresi6n  de WDR5.
Extractos    nucleares    de    c6Iulas    C2C12    fueron    analizados   por
PAGE-SDS  al  100/o  y Western  blot  con  anticuerpos  especificos  para
WDR5.  Como  control  de  carga  se  detect6  el  factor de  transcripci6n
general  TFllB.  A  Ia  derecha  se  encuentra  la  cuantificaci6n  por densi-
tometria utilizando el programa IMAGE  J,  de  tres  experimentos  inde-
pendientes. Cada  barra  representa  la media +/-E.S.M de tres ensay-
os  realizados  independientemente.       Diferencias       estadistjcamente
significativas       fueron  medidas  por test ANOVA de  una via  (Test de
Dunnett) , usando como grupo control, la condici6n de virus vacio (V.V).
***  p<0.001.
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Figura 42. Silenciamiento de WDR5 en  c6Iulas C2C12.   Celulas  C2C12
en  preconfluencia   (blanco)   fueron   infectadas  con   shRNA   para WDR5
(negro) o shRNA control (V.V, gris); seis horas despu6s fueron estimuladas
consuerodecaballo    (HS,    derecha)    o    con    BMP2    (izquierda).    Las
muestras    fueron colectadas  a  las  48  y  72  horas.  RNA  total  analizado
por   RT-PCR   en   tiempo  real,    utilizando    partidores    especificos    para
Runx2-lI/p57, A y 8;  Osteocalcina  (OC),  C y D; y  miogenina (miog)  E y F.
Los  resultados fueron  normalizados contra la expresi6n de GAPDH. Cada
barra representa la media +/-E.S.M de tres ensayos realizados independi-
entemente y con dos cuantificaciones cada uno.   Diferencias   estadfstica-
mente   significativas   fueron   medidas   por   testt-student, utilizando como
grupo  control  las  condiciones  de  V.V  en  cada  uno  de  los  tiempos.  ***
p=0.001, *p<0.05.
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72h
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Figura  43.  Actividad  de  Fosfatasa  Alcalina  en  c6lulas  C2C12  infectadas
con shwDR5. Celulas C2C12 en  preconfluencia fueron infectadas con shRNA
control  (V.V)  6  shRNA  para  WDR5;  seis  horas  despu6s  las  celulas  fueron
cultivadas   con   medio   DMEM/F12   suplementado   con   BMP2   (diferenciaci6n
6sea)   6   suero   de   caballo   (HS)   para   diferenciaci6n   miogenica.   72   horas
despu6s,  las c6Iulas fueron  tefiidas  con   NBT/BCIP  para detectar actividad  de
fosfatasa alcalina.
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Figura  44. Analisis de  la trimetilaci6n  en  el  residuo  de lisina  4 de  la histo-
na  H3en   c6Iulas  C2C12  Iuego  del     silenciamiento  dewDR5.  Inmunopre-
cipitaci6n  de  cromatina  (Chlp)  realizada  a  partir  de     extractosentrecruzados
de  c6Iulas  C2C12 infectadas  con  shRNA  para WDR5  (negro) 6 shRNA   control
(E.V,  gris);  posterior  a  la  infecci6n  el  medio  de    cultivo  fue suplementado  con
suero  de  caballo  (HS)  o  con  BMP2  por  72  horas. A. Uni6n de WDR5 al  promo-
tor  Pl  de Runx2-llp57.  a.  Enriquecimiento de   la triimetilaci6n de  la lisina 4 de  la
histona H3. H3K4Me3.  Las muestras   fueron   cuantificadas   mediante   PCR   en
tiempo   real   utilizando partidores especificos para la regi6n -118/+29. Cada barra
representa  la  media +/-E.S.M    de    tres    ensayos    realizados    independiente-
mente     y    con     dos cuantificaciones   cada   uno.   Diferencias   estadisticamente
significativas   fueron  medidas  por  test  t-student utilizando como grupo control  la
condici6n de V.V en cada uno de los tratamientos.   ***  p<0.001.,
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Figura 45. Silenciamiento de WDR5 en c6Iulas MC3T3.   C6Iulas MC3T3
de 3 dias  de  cultivo  (blanco)  fueron  infectadas con  shRNA  para WDR5
(negro)  o shRNA control (V.V, gris).  Las muestras fueron colectadas el dia
5de  cultivo. A.   RNA  total   analizado   por  RT-PCR  en   tiempo   real,   utili-
zando  partidores especificos para  WDR5.    Los  resultados  fueron normal-
izados  contra  la  expresi6n  de  GAPDH.  B.Analisis  por  Western  blot  de  la
expresi6n de WDR5. Extractos  nucleares  de  c6Iulas  MC3T3  fueron  anali-
zados  por  PAGE-SDS  al 100/o y Western  blot con anticuerpos especificos
para WDR5.  Como control de carga  se  detect6  el  factor  de  transcripci6n
general   TFIIB.   A   la   derecha   se encuentra  la  cuantificacj6n  por  densi-
tometria  utilizando  el  programa  IMAGE J, de tres experimentos independi-
entes. C y D. Analisis  por RT-PCR de la expresi6n  de WDR5.Runx2-[l/p57
y  osteocalcina    (OC).***   p<0.00,  *p<0.05.    Diferencias   estadisticamente
significativas   fueron  medidas  por  test   t-student  ,  utilizando  como  grupo
control la condici6n de V.V, en A, 8, C y D.   *** p<0.001.



3.9. UTX contribuye a la regulaci6n transcripcional de Runx2.

3.9.1. Silenciamiento de UTX en c6lulas C2C12.
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Para   evaluar   la   participaci6n   de   UTX   en   la   regulaci6n   de   la   activjdad

transcripcional de Runx2, se realizaron experimentos de silenciamiento de UTX

con   shRNA,   codificados   por  particulas  lentivirales   en   c6Iulas   C2C12.   Este

silenciamiento de  UTX IIev6 a  una disminuci6n significativa  (aproximadamente

un 80°/o) de su ARNm respecto al control (Fig 46 A ), que tambi6n se tradujo en

una disminuci6n del 600/o en la expresi6n de la proteina UTX (Fig 46 a).

La infecci6n con shARN contra UTX en c6lulas estimuladas con BMP2 condujo

a  una  disminuci6n  significativa  en  la  expresi6n  de  los  ARN  mensajeros  de

Runx2-II/p57 y Oc (Fig. 47 A y C),  lo que indica que la presencia de UTX en la

diferenciaci6n  osteog6nica  es fundamental  para  la  expresi6n  de  Runx2-II/p57.

Por otra  parte,  la  disminuci6n  en  la  expresi6n  de  UTX en  c6Iulas  estimuladas

con  HS  no  induj.o  cambios  en  los  niveles  de  expresi6n  de  Runx2-II/p57  y  Oc

(Fig 47  8  y D).  Por el  contrario,  los  niveles de ARNm  de  miogenina se vieron

afectados  significativamente,  mostfandose  una  reducci6n  en  su  expresi6n,  Io

cual  esta  de  acuerdo  con  lo  reportado  por  el  grupo  de  Seenudun  para  la

diferenciaci6n muscular (Seenundun y col., 2010).

En concordancia con  lo anterior, el analisis de actividad de la enzima fosfatasa

alcalina,  realizado  con  el  colorante  NBT/BCIP  en  cultivos  de  c6lulas  C2C12

tratadas  con  BMP2,   mostr6  que  en  ausencia  de  UTX,  esta  actividad  esta
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disminuida  (Fig  48).  Lo  que demuestra  que  en  ausencia  de  UTX la  expresi6n

de genes tempranos de diferenciaci6n osteog6nica, como fosfatasa alcalina, se

ven directamente afectados.

Todos   estos   resultados   indican   que   UTX   participaria   en   el   proceso   de

diferenciaci6n     osteoblastica     mediante     la     regulaci6n     de     la     actividad

transcripcional del gen Runx2-II/p57. Para confirmar si esta funci6n depende de

su  actividad  como  enzima  demetilasa  de  la  marca  H3K27Me3,  se  realizaron

ensayos   de   silenciamiento   g6nico   con   shRNA   contra   UTX,   acoplados   a

experimentos de Chlp.  El silenciamiento de UTX se reflej6 en una disminuci6n

significativa de  la  uni6n  de  UTX al  promotor P1  (Fig 49 A).  Cabe  resaltar que

en las c6Iulas C2C12 tratadas con BMP2, este bajo enriquecimiento de UTX en

el promotor estuvo acompafiado con un aumento significativo en los niveles de

H3K27Me3 (Fig. 49 8).

3.9.2. Silenciamiento de UTX en c6Iulas preosteoblasticas MC3T3.

Uti]izando  la  misma  estrategia  experimental  expljcada  anteriormente,  cultivos

de c6Iulas MC3T3 fueron infectados con shARN para UTX y posteriormente las

muestras  fueron   colectadas  48   horas  post-infecci6n.   Se  determin6  que  el

silenciamiento de UTX se refleja en una reducci6n de aproximadamente el 60°/o

del ARN mensajero de esta enzima (Fig 50 A) y en una disminuci6n del 80°/o de

la proteina UTX (Fig 50 8). Tal como se detect6 en las c6Iulas C2C12 tratadas
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con   BMP2,   el   silenciamiento   de   UTX  en   las  c6lulas   MC3T3   provoc6   una

disminuci6n significativa en los niveles de los ARN mensajeros de Runx2-II/p57

y Oc (Fig 50 C y D).

En   conjunto  todos   estos   resultados,   permiten   concluir  que   UTX  regula  la

activaci6n   transcripcional   de   Runx2,   mediante   su   actividad   como   enzima

demetilasa de la marca represiva H3K27Me3.



149

+A                  gr»;»                 ryrxvx+
sh"

Figura 46. Control  del silenciamiento de UTX en c6Iulas C2C12 .   A.
ARN total  fue  extraido  desde  c6Iulas  C2C12  infectadas  con  el  shRNA
para UTX (negro)6  el  shRNA  control  (Virus  vacfo,  V.V,  gris)  y  poste-
riormente cultivadas  por 72 horas.  Posteriormente  el ARN  fue  analizado
por RT-PCR en tiempo  real,  utilizando  partidores  especificos  para UTX.
Los resultados fueron normalizados contra la expresi6n de GAPDH. Difer-
encjas  estadistjcamente  significativas fueron  medidas  por test t-student,
usando como  control  la condici6n de virus vacio V.V para el  analisis.  a.
Analisis porwestern blot de la expresi6n  de UTX.  Extractos  nucleares de
c6lulas  C2C12  fueron  analizados por  PAGE-SDS  al 6%  y Western  blot
con   anticuerpos   especificos   para  UTX.  Como    control    de    carga   se
detect6 la  Pol  11.  A  la  derecha  se  encuentra  la cuantificaci6n   por  den-
sitometria    utilizando    el    programa    IMAGE   J,    de    tres  experimentos
independientes. Cada  barra  representa  la  media  +/-E.S.M  de tres   en-
sayos   realizados   independientemente.     Diferencias     estadisticamente
significativas fueron medidas por test ANOVA de una via (Test de Dunnett)
usando como grupo control, Ia condici6n de virus vacio (V.V).   *** p<0.001
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Figura  47. Silenciamiento  de UTxen  c6Iulas  C2C12.   Celulas  C2C12  en
preconfluencia   (blanco)  fueron   infectadas con   shRNA  para UTX (negro) o
shRNA control (V.V,  gris); seis  horas despu6s fueron  estimuladas con suero
decaballo    (HS,    derecha)    o    con    BMP-2    (izquierda).    Las    muestras
fueron colectadas a  las 48 y 72  horas.  RNA total analizado por RT-PCR en
tiempo  real,   utilizando   partidores   especificos   para   Runx2-ll/p57,  A  y  a;
Osteocalcina (OC),  C y D; y  miogenina (miog) E y F. Los  resultados  fueron
normalizados  contra   la   expresi6n   de   GAPDH.  Cada   barra   representa   la
media  +/- E.S.M de tres  ensayos  realizados  independientemente y con  dos
cuantificaciones   cada  uno.      Diferencias     estadisticamente     significativas
fueron   medidas   por  test t-student, en los que se utiliz6 a la condici6n de V.V
como control para cada uno de los tiempos analizados. *** p<0.001, *p<0.05.



72h

HS                BMP-2

shuTX

152

Figura  48.  Actividad  de  Fosfatasa  Alcalina  en  c6Iulas  C2C12  infectadas
con  shuTX.  Celulas  C2C12  en  preconfluencia  fueron  infectadas  con  shRNA
control   (V.V)   6   shRNA   para   UTX;   seis   horas   despu6s   las   c6lulas  fueron
cultivadas   con   medio   DMEM/F12   suplementado   con   BMP2   (diferenciaci6n
6sea)   6   consuero   de   caballo   (HS)   para   diferenciaci6n   miogenica.   72   h
despu6s,  las c6lulas fueron tefiidas  con   NBT/BCIP  para detectar actividad  de
fosfatasa alcalina.
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Figura  49. Analisis de  la trimetilaci6n  en  el  residuo  de lisina  27 de  la
histona   H3en   c6Iulas   C2C12   Iuego   del       silenciamiento   deuTX.
Inmunoprecipitaci6n    de    cromatina    (Chlp)    realizada   a    partir   de       ex-
tractos entrecruzados  de  c6Iulas  C2C12 infectadas con  shRNA  para UTX
(negro) 6 shRNA  control  (E.V,  gris);  posterior  a  la  infecci6n  el  medio  de
cultivo  fue suplementado  con     suero  de  caballo  (HS)  o  con   BMP2  por
72   horas. A.  Uni6n   de  UTX al   promotor  Pl   de  Runx2-llp57.  8.  Enriquec-
imiento  de la trimetilaci6n  de  la  lisina  27 de  la  histona  H3.  H3K27Me3.  Las
muestras   fueron   cuantificadas   mediante   PCR   en   tiempo   real   utilizan-
do partidores especificos  para la  regi6n -118/+29.  Cada  barra  representa la
media +/-E.S.M    de    tres    ensayos    realizados    independientemente    y
con   dos cuantificaciones  cada  uno.  Diferencias  estadisticamente  significa-
tivas  fueron medidas  por test  t-student, utilizando el V.V como grupo crontol
de cada tratamiento. ***  p<0.001.
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Figura 50. Silenciamiento  de UTX en  c6Iulas  MC3T3.   C6Iulas  MC3T3
de  3 dias  de   cultivo   (blanco)  fueron   infectadas con   shRNA  para UTX
(negro)   o shRNA  control  (V.V,  gris).  Las  muestras  fueron  colectadas  el
dia5de cultivo.A.   RNA  total   analizado   por  RT-PCR  en   tiempo   real,
utilizando  partidores especificos  para  UTX.  B. Analisis  por  Western  blot
de   la   expresi6n   de  UTX.  Extractos nucleares de c6Iulas  MC3T3 fueron
analizados por PAGE-SDS al 6% y Western blot con anticuerpos especifi-
cos para UTX.  Como control de cargase   detect6 la   Pol   11.   A   la   dere-
cha    se    encuentra    la    cuantificaci6n    pordensitometria    utilizando    el
programa    IMAGE    J,    de    tres    experimentos independientes.   CyD.
Runx2-Il/p57   y osteocalcina   (OC).  Los   resultados   fueron  normalizados
contra la expresi6n de GAPDH. Cada barra representa la media +/-E.S.M
de   tresensayos    realizados   independientemente   y   con    dos cuantifi-
caciones   cada   uno.   Diferencias  estadisticamente  significativas  fueron
medidas  por test  t-student (A, 8, C y D) ***  p<0.00, *p<0.05.
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3.10. Complejo WDR5/UTX.

Se   ha   reportado   que   WDR5   y   UTX   pueden   formar   parte   del   complejo

"MLL/COMPASS-like",  interactuando directamente  con  las  proteinas  MLL3  y/o

MLL4,  entre  otras    (Issaeva y col.,  2007;  Eisenberg  .,  2010;  Patel.,  2007).  La

formaci6n   de   estos   complejos   sugiere,   por  lo   tanto,   la   existencia   de   un

mecanismo    concertado    entre    enzimas    catalizadoras    de    dos     marcas

especificas, la H3K4Me3 y la H3K27Me3 (Lee y Col, 2007).

Se  procedi6  entonces  a  evaluar la  existencia  de  un  complejo WDR5/UTX en

nuestros      modelos      experimentales,      combinando      ensayos      de      Co-

inmunoprecipitaci6n   (IP)   y   experimentos   de   rechlp,   usando   anticuerpos

especificos  para  WDR5  y  UTX.  La  interacci6n  WDR5/UTX  fue  demostrada

utilizando extractos nucleares de c6lulas preosteoblasticas MC3T3 confluentes

(dia  5  de  cultivo)  como fuente  de  proteina.  Como se  describi6  anteriormente,

en  el  dia 5 de cultivo las  c6Iulas  MC3T3 alcanzan  el  pico transcripcional  de la

isoforma  Runx2-II/p57;  lo  que  permite  verificar  que  cuando  el  gen  Runx2  se

encuentra activo transcripcionalmente, WDR5 forma un complejo con  UTX (Fig

51  A).

Una  vez  comprobada   esta   interacci6n,   evaluamos   la   uni6n   simultanea   de

ambas proteinas al promotor Pl  del gen Runx2 mediante ensayos de re-Chlp.

Los extractos de cromatina fueron precipitados primeramente con el anticuerpo

antiuTX   para   luego   ser   reprecipitados   con   el   anticuerpo   antiwDR5.   Los
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resultados obtenidos demuestran la uni6n de estas dos proteinas en el  mismo

promotor  Pl   de   Runx2   (Fig   51   8).   Para   complementar  los   experimentos

anteriores,  se  repitieron  ensayos  de  p6rdida  de  funci6n  de  WDR5  y de  UTX

acoplados  a  ensayos  de  Chlp  en  c6lulas  C2C12  tratadas  con  BMP2,  pero

evaluando  esta  vez  la  presencia  de  las  dos  enzimas  en  el  promotor  y  el

enriquecimiento de las dos modificaciones (H3K4Me3 y H3K27Me3).

Los  resultados  del  silenciamiento  de  WDR5  en  c6lulas  C2C12  mostraron  una

disminuci6n   significativa  de  la   uni6n  de  esta  enzima   al   promotor  P1,   que

transcurri6  en  simultaneo con  una  baja  en  el  enriquecimiento de  la  H3K4Me3

(Fig 52 A y a).  De  igual  manera se detect6 una disminuci6n significativa en la

uni6n   de   UTX  al   promotor,   Ia   cual   estuvo   acompafiada   por  un   aumento

significativo en los niveles de H3K27Me3 (Fig 52 C y D).

Por  su  parte,  Ia  inhibici6n  en  la  expresi6n  de  UTX  se  vi6  reflejada  en  una

disminuci6n   del   reclutamiento  de  esta   enzima  al   promotor  P1,  junto  a  un

aumento en  los  niveles de  H3K27Me3 (Fig 53 A y a). Tambi6n se detect6 una

disminuci6n  significativa  en  la  uni6n  de  WDR5  y  la  baja  en  los  niveles  de

H3K4Me3  (Fig  53  C  y  D).  Estos  resultados  indjcan  que,  en  la  diferenciaci6n

osteoblastica,  la  presencia  del  complejo WDR5/UTX  promoveria  la  existencia

de un  mecanismo concertado de activaci6n transcripcional, en el cual ciclos de

metilaci6n    de    H3K4,    mediados    por   WDR5,    estan    coordinados    con    la

demetilaci6n de H3K27, mediada por UTX.
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Figura   51. WDR5 y uTx forman   complejo en   c6lulas   osteoblasti-
cas. C6lulas  MC3T3 fueron cultivadas por 5 dias  en  presencia de Acido
asc6rbico  (50  ug/ml).  Para  los  experimentos  de  lp,  las  c6lulas  fueron
raspadas y utlizadas para  la  obtenci6n  de  extractos  nucleares; y  para
los   ensayos  de re-Chlp   fueron tratadas con formaldehido y EGS para
obtener extractos  entrecruzados. A.  Inmunoprecipitaci6n   (IP)   realizada
con  el  anticuerpo  especifico  para  la proteina   WDR5   y   los   ensayos
de   Western   blot   fueron   realizados   con anticuerpos  especificos  para
las  proteinas  WDR5  y  UTX.   Como  control  seutiliz6    la    lgG    normal
correspondiente.  B.  re-Chlp      UTX/\/\/DR5      .  Para  inmunoprecipitar  se
utilizaron  combinaciones  de  anticuerpos  especificos  contra  UTX/\/\/DR5.
Como control de precipitaci6n se utiliz6  IgG de la  misma especie de  pro-
veniencia  del  anticuerpo.  EI  ADN  precipitado fue  cuantificado  mediante
PCR   en   tiempo   real   utilizando   partidores   especificos   para   la  regi6n
-118/+29 del promotor Pl   de  Runx2.Diferencias estadisticamente signifi-
cativas fueron medidas por test I-student. ***p<0.001.
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Figura 52. Analisis del reclutamiento de UTX y de la trimetilaci6n en el
residuo de lisina 27 de la histona H3 en c6Iulas C2C12 Iuego del  silencia-
miento de WDR5.  Inmunoprecipitaci6n de cromatina (Chlp) realizada a partir
de   extractos  entrecruzados  de  c6Iulas  C2C12  infectadas  con  shRNA para
WDR5 (negro) 6 shRNA control (E.V, gris); posterior a la infecci6n el medio de
cultivo  fue  suplementado  con  BMP2  por  72  horas.  A.  Uni6n  de  WDR5  al
promotor P1. 8. Enriquecimiento de la trimetilaci6n de la ljsina 4 de [a histona
H3. H3K4Me3. C. Uni6n de UTX al promoter PI DE Runx2-II/p57. D. Enriquec-
imiento  de  la  trimetilaci6n  de  la  lisina  27  de  la  histona  H3.  H3K27Me3.  Las
muestras fueron  cuantificadas mediante  PCR en tiempo real  utilizando parti-
dores especificos para la regi6n -118/+29. Cada barra representa la media +/-
E.S.M de tres ensayos  realizados independientemente y con dos cuantifica-
ciones  cada  uno.  Diferencias estadisticamente significativas fueron  medidas
por  test  t-student,   utilizando  la  condici6n  de  V.V  como  grupo  control.  ***
p<0.001.
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Figura 53. Analisis del reclutamiento de WDR5 y de la trimetilaci6n en el
residuo de lisina 4 de la histona H3 en c6Iulas C2C12 Iuego del  silencia-
miento de UTX.  Inmunoprecipitaci6n de cromatina (Chlp) realizada a partir de
extractos  entrecruzados  de c6Iulas  C2C12  infectadas  con  shRNA para  UTX
(negro) 6 shRNA control (E.V, gris); posterior a la infecci6n el medio de  cultivo
fue suplementado con BMP-2 por 72 horas. Las muestras fueron cuantificadas
mediante PCR en tiempo real utilizando partidores especificos para la regi6n
-118/+29.  Cada barra representa la media +/-E.S.M de tres ensayos realiza-
dos  independientemente  y  con  dos  cuantificaciones  cada  uno.  Diferencias
estadisticamente  significativas  fueron  medidas  por  test  t-student,  utilizando
como grupo control el V.V de cada tratamiento. *** p<0.001. A.  Uni6n de UTX
al  promotor Pl  de  Runx2-Il/p57.  a.  Enriquecimiento  de  la trimetilaci6n  de  la
lisina 27 de la histona H3.  H3K27Me3. C.  Uni6n de WDR5 al. promoter Pl  de
Runx2-Il/p57. D. Enriquecimiento de la trimetilaci6n de la lisina 4 de la histona
H3.  H3K4Me3.
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3.11. Analisis en Osteoblastos primarios de rata (ROBs).

Para  corroborar  los  resultados  obtenidos  en  las  lineas  celulares  C2C12  y

MC3T3 en cultivos de osteoblastos diploides primarios, se analizaron muestras

de  pre-osteoblastos  aislados  desde  embriones  (E20)  de  rata  (ROBs)  (Figura

54).  Este tipo  celular ha  sido  ampliamente  utilizado  como  modelo  de  estudio,

dado  que  cuando  son  traspasadas  a  cultivo  primario  pueden  reproducir  el

proceso  complete  de  diferenciaci6n  osteoblastica,   pasando   por  etapas  de

proliferaci6n  activa  (dl-d5),  sintesis  y  maduraci6n  de  matriz  extracelular  (d6-

dl 0) y finalmente,  mineralizaci6n activa de esta matriz (dl0-d20) (Owen y cols„

1990).  Al  evaluar  la  presencia  de  actividad  de  fosfatasa  alcalina  mediante  el

uso de NBT/BCIP, se detect6 actividad desde el dia 3 de cultivo, observandose

una coloraci6n azul tenue, que se hizo mas intensa a medida que aumentaban

los  dias  de  diferenciaci6n  ex  vivo  (Fig.  54  8).  De  igual  manera,  se  evalu6  la

presencia de  mineralizaci6n  en  la  matriz extracelular y formaci6n  de dep6sitos

de calcio mediante el uso de rojo de alizarina desde el dia 13 de cultivo (Fig 54

C).

Durante  este  proceso  de  diferenciaci6n  ex v/.vo  se  observ6  el  aumento  de  la

transcripci6n  de  Runx2-II/p57 desde dfa  5 de  cultivo  (Fig 55A),  Io que  no s6lo

se  correlaciona  con  niveles  crecientes  de  la  proteina  Runx2-II/p57  (Fig  56),

sino  que tambi6n  con  una  alta  expresi6n  del  gen  de  Osteocalcina  en  el  dia  7

(Fig  55  a).  De  otra  parte se analiz6  la  expresi6n  de  las  proteinas  con  acci6n

metilasa  WDR5,  EZH2,  PRMT5  y  demetilasa    N066,  JARID  18,  JARID  IC,
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UTX y JMJD6  (Fig  57).  Los  resultados  mostraron  que    WDR5  se  encuentra

expresada en los primeros, dfas de diferenciaci6n (dia 3 y 5) y a partir del dia 7

muestra  una  disminuci6n  de  su  expresi6n  evidente.  Estos  resultados  pueden

relacionarse con la activaci6n transcripcional de la isoforma p57,  la cual ocurre

en  los  primeros dias de diferenciaci6n tal  como se  muestra  en  la figura 55 A.

De igual manera, detectamos que la expresi6n de UTX es muy marcada en los

primeros    dias    de    diferenciaci6n    para    luego    permanecer    relativamente

constante  en  todos  los  dias  de  cultivo  analizados,  lo  que  tambi6n  apoya  la

funci6n de esta enzima como activadora de la transcripcion de Runx2-Il/P57.

Respecto a la expresi6n de las proteinas EZH2, PRMT5 , N066 y JARIDI a, Ios

resultados  indican  que  estas  proteinas  se  expresan  en  los  primeros  dias  de

diferenciaci6n,  y que esta expresi6n disminuye progresivamente a medida que

aumentan los dias de cultivo.
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Figura 54. Cultivo de osteoblastos primarios derivados de calvaria de rata
(ROBs).  A.  Cultivo  de  osteoblastos  primarios  obtenidos  desde  calvarias  de
ratas  no  natas  de  20  dias  de  gestaci6n.  Una  vez  realizada  la  disecci6n,  Ias
c6Iulas fueron sembradas en  placas de  100mm y cultivadas hasta alcanzar un
estado   de   preconfluencia;   posteriormente   fueron   tratadas   con   tripsina   y
expandidas a placas de  100mm o de 35mm para coloraci6n.  En la zona inferior
de cada panel se indica el dia en cultivo de las c6Iulas postpasaj.e.  Dias 2 a 4:
C6lulas  en  etapa  de  proliferaci6n  activa.  Dias  6  a  9:  Celulas  en  etapa  de
sintesis y maduraci6n de  la  matriz extracelular,  entre las cuales se observa  la
formaci6n de n6dulos de mineralizaci6n. 8. Tinci6n con NBT/BCIP para evaluar
actividad  de  fosfatasa  alcalina.  C.  Tinci6n  con  roi.o  de  alizarina  para  evaluar
mineralizaci6n y formaci6n de dep6sitos de calcio.
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Figura   55. Expresi6n    de   marcadores   de diferenciaci6n   osteo-
blastica  durante la diferenciaci6n ex vivo.  Expresi6n de ARN  mensa-
j.ero  de  Runx2-lI/p57 (A) y  Osteocalcina (a). ARN total  obtenido  desde
osteoblastos primarios de rata entre los dias 0 (dia en el que alcanzaron
la  preconfluencia  y  se  hizo  la  expansi6n)     al  dia  8  de  cultivo.  Estas
muestras   fueron   analizadas   por   RT-PCR   en   tiempo   real   utilizando
partidores   especificos   para   los   mensajeros   de   Runx2-II/p57y   Oc.
Los  resultados  son  presentados  como  expresi6n  relativa de  los  genes
con respecto al   control   (dia   0)   normalizados   contra   la   expresi6n   de
Gliceraldehido-3-Pdeshidrogenasa  (GAPDH).  Cada  barra  representa  la
media  +/-E.S.M  de tres ensayos  realizados  independientemente  y con
dos  cuantificaciones  cada  uno.  Diferencias  estadisticamente significati-
vas fueron medidas por test ANOVA de una via (Test de Dunnett). Como
grupo control se us6 el dia 0. *** p<0.001, **p<0.01.
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Figura  56.  Expresi6n  de  Runx2  en  osteoblastos  primarios  de  rata.
A.Analisis  por  Western  blot  de  la  expresi6n  del  factor  de  transcripci6n
Runx2.   Extractos  nucleares   (20ug)  de  osteoblastos  primarios  de   rata
(ROBs) en cultivo fueron  analizados  por  PAGE-SDS  al  100/o  y  Western
blot,  con elanticuerpoRunx2.   Como   control   de   carga   se   detect6   por
re-bloteo     de     la     misma    membrana  el  factor de transcripci6n  general
TFIIB.    a.  Cuantificaci6n  por densitometria  usando  el  programa  lmageJ.
Diferencias significativas fueron evaluadas por test de t-student, utilizando
como grupo control el dia 0.* p<0.05, **p<0.01.
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Figura 57. Expresi6n de WDR5, N066, JARID 18, EZH2, UTX, PRMT5,
JMJD6 en Osteoblastos primarios (ROBs).
Analisis por Western blot de la expresi6n de proteinas con acci6n metilasa y
demetilasa.  Extractos  nucleares  (20ug)  de  osteoblastos  primarios  de  rata
(ROBs) en cultivo fueron analizados por PAGE-SDS al 10% y  6% y Western
blot,  con  los  anticuerpos descritos  en  la figura.  Como  control  de  carga  se
detect6 por re-bloteo de la misma membrana el factor de transcripci6n gener-
al  TFIIB  y  POI  11.



166

3.11.1. Ensayos de p6rdida y ganancia de funci6n de WDR5 en cultivos de

osteob[astos prjmarios de rata (ROBs).

Para confirmar el  rol de WDR5 en  la  regulaci6n  de la actividad  transcripcional

de Runx2, hicimos uso de las particulas lentivirales que codifican shARN contra

el ARNm de WDR5 o un vector que contiene el CDNA de WDR5 y que permite

su sobreexpresi6n.  Osteoblastos primarios  en el dia 2 de cultivo se  infectaron

por 48 horas (dia 4 de cultivo) y 96 horas (dia 6 de cultivo),  para luego extraer

ARN  total.   Encontramos  que  el  tratamiento  con  el  shARN   especifico  para

WDR5  llev6  a  una  disminuci6n  de  aproximadamente  un  70°/o  en  la  expresi6n

de su mensajero respecto al control hacia el dia 6 de cultivo (Fig 58 A). Esto se

tradujo  en  una  baja  significativa  en  los  ARN  mensajeros  de  Runx2-II/p57  y

osteocalcina   a los cuatro dias de tratamiento (Fig 58 8 y C).  Estos resultados

fueron    congruentes    con    lo   encontrado    en    las   lineas    celulares    C2C12

diferenciadas con BMP2 y MC3T3.

En   el   caso   de   los   experimentos   de   sobre-expresi6n   de  WDR5   (Fig   60),

encontramos  que  posterior  a  96  horas  de  infecci6n   (dia  6  de  cultivo),   Ios

niveles   de   ARNm   de   WDR5   aumentaron   aproximadamente   200   veces

comparadas al virus control que solo codifica GFP (Fig 59 A),  mientras que los

niveles  de  proteina  detectados  mediante  Western  blot  fueron  de  tres  veces

respecto al virus control GFP (Fig 59 a). La sobreexpresi6n de WDR5 en estas

c6lulas llev6 a un aumento de alrededor de tres veces en los niveles de ARNm

de  Runx2-ll/p57  y  de  dos  veces  de  aumento  en  los  niveles  de  ARNm  de
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osteocalcina  (Fig  59  C  y  D).  De  igual  manera,  mediante  el  uso  de  rojo  de

alizarina, se observ6 mayor formaci6n de dep6sitos de calcio en los cultivos en

los que WDR5 estaba sobre-expresado (Fig 59 E).

En  conjunto  estos  resultados  confirman  el  rol  de  WDR5  sobre  la  actividad

transcripcional de Runx2 e indican la importancia de la marca H3K4Me3 en las

colas de las histonas asociadas al promotor Pl  de Runx2 durante el control de

la expresi6n del gen en la diferenciaci6n osteoblastica.

3.11.2. Ensayos de p6rdida de funci6n de UTX en cultivos de osteoblastos

primarios de rata (R0Bs).

Finalmente,  realizamos ensayos de silenciamiento g6nico (shRNA contra UTX)

en   cultivos   de   osteoblastos   primarios   (ROBs),   siguiendo   las   estrategias

experimentales    sefialadas    anteriormente.    Los    resultados    muestran    una

disminuci6n del 60°/a y 80% en el ARN mensajero de la enzima a los 2 y 4 dias

post-infecci6n  (Fig 61  A).  Se observ6 que esta disminuci6n en la expresi6n de

UTX  induce  una  disminuci6n  significativa  en  la  expresi6n  del  mensajero  de

Runx2-lI/p57 en los tiempos analizados (Fig 61  8).  De igual manera, al analizar

los  niveles  de  expresi6n  del  ARNm  de  Oc,  se  observ6  que  tambi6n  muestra

una disminuci6n significativa respecto a la exhibida por la condici6n control  (Fig

61    C).   Estos   resultados   corroboran   lo   establecido   anteriormente   con   los

modelos   de   diferenciaci6n   osteoblastica   en   las   lineas   celulares   C2C12   y

MC3T3.    Permitiendo    concluir    que    UTX    participa    en    la    diferenciaci6n
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osteoblastica  mediante  la  regulaci6n  de  la  actividad  transcripcional  del  gen

Runx2-lI/p57.
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Figura   58.   Silenciamiento   de  WDR5 en   osteoblastos   primarios   de
rata.  Cultivo  de  osteoblastos  primarios  de dia 2 (400/oconfluencia)  fueron
infectados   con shRNA   para   WDR5 (negro) o   control   (E.V,   gris),,   ylas
muestras fueron colectadas a los 4 y 6 dias. shRNA para WDR5 (negro) o
shRNA  control  (V.V,  gris).  EI  RNA    total fue  analizado    por    RT-PCR    en
tiempo   real,    utilizando partidores   especificos   para   Runx2-lI/p57   (A)   y
osteocalcina     ,OC     (a).     Los  resultados  fueron   normalizados  contra  la
expresi6n  de  GAPDH.  a. Analisis  por RT-PCR de  la  expresi6n  de WDR5.
Cada barra representa la media +/-E.S.M de  tres  ensayos  realizados  inde-
pendientemente     y    con     dos     cuantificaciones  cada    uno.    Diferencias
estadisticamente  significativas  fueron  medidas  por  test t-student,  usando
como grupo control la condici6n de V.V en cada uno de los tiempos analiza-
dos.  *** p<0.001.
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Figura   59.Efecto   de   la   sobre-expresi6n   de   WDR5en   cultivo   de
osteob]astos   primarios.    Cultivo   de   osteoblastos   primarios   en     400/o
de  confluencia  (dia  2  de  cultivo)  fueron    infectados    con   sobrenadantes
virales.   Para   este   caso   el CDNA   completo   de   WDR5   fue   clonado   de
c6lulas   C2C12,   en   un   plasmido bicistr6nico  PCDH  entre  los  sitios  Xbal
y   EcoRl.    Este   plasmido   contiene   un  promotor   CMV   comandando   la
expresi6n  de  WDR5  y  un  promotor  EFl   que dirige la expresi6n de GFP.
Las muestras fueron colectadas y procesadas 48 y 96  horas  (dia 4 y 6 de
cultivo) despu6s de la infecci6n. EI RNA total fue analizado por RT-PCR en
tiempo      real,      utilizando      parfidores      especificos      para      WDR5(A),
Runx2-Il/p57  (C)osteocalcina-Oc  (D).  Los  resultados  fueron  normalizados
contra  la  expresi6n   de   GAPDH.  GFP-WDR5   (negro)   o     GFP   (gris).  8.
Analisis por Western blot de la expresi6n de WDR5. Extractos nucleares de
cultivos de osteoblastos primarios, fueron   analizados   por   PAGE-SDS   al
10°/o  y  Western   blot  con anticuerpos especificos para WDR5. Como con-
trol de carga se detect6 TFIIB. A  la  derecha  se  encuentra la  cuantificaci6n
por  densitometria  utilizando  el programa IMAGE J. E. Tinci6n  con  rojo  de
alizarina para  evaluar mineralizaci6n  de  la  matriz extracelular y formaci6n
de  dep6sitos de  calcio.  D. Expresi6n  de ARN  mensajero  de WDR5.  Cada
barra  representa  la  media  +/-E.S.M  de  tres ensayos realizados indepen-
dientemente y con  dos  cuantificaciones  cada  uno.  Diferencias estadistica-
mente significativas fueron  medidas  por test t-student,  usando como grupo
control de comparaci6n la condici6n de GFP. *** p<0.001.
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Control-GFP

GFP/WDR5

Figura   60.Sobre¢xpresi6n   de   WDR5   en   cultivo   primariode
osteoblastos. Cultivo  de  osteoblastos  primarios  en  40%  de  confluencia
(dia 2 de cultivo) fueron infectados  tal   como  se   describi6   en   la  figura
59.4diasposterioresa   la infecci6n      se      adquirieron      imagenes      utili-
zando      un      microscopio      de epifluorescencia con  un objetivo 40x en
campo claro (A) 6 fluorescencia para determinar la infecci6n con GFP (a).
C. Superposici6n de A y 8.
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Figura  61. Silenciamiento  de uTxen  osteoblastos  primarios  de  rata.
Cultivo   de   osteoblastos   primarios   de 2 dias de cultivo   (40°/oconfluencia)
fueron   infectados   con shRNA para UTX (negro) o control (E.V, gris), y las
muestras fueron colectadas a  los 4 y 6 dias. EI RNA  total fue analizado  por
RT-PCR   en   tiempo   real,  utilizando  partidores  especificos  para  UTX (A),
Runx2-lI/p57  (a) y osteocalcina  ,OC  (C). Los  resultados fueron  normaliza-
dos  contra  la  expresi6n  de  GAPDH.  Cada  barra  representa  la  media  +/-
E.S.M de  tres  ensayos  realizados  independientemente  y  con  dos  cuanti-
ficaciones  cada   uno.   Diferencias   estadisticamente   signifjcativas   fueron
medidas  por  test t-student,  utilizando  como  grupo  control  la condici6n  de
V.V para cda uno de los tiempos evaluados. *** p<0.001, * p<0.05.



4. DISCUSI0N

EI   desarrollo   embrionario   es   un   proceso   que   esta   acompafiado   por   una

regulaci6n  espacial  y  temporal  de  los  patrones  de  expresi6n  g6nica.   Este

control de la expresi6n g6nica es modulado en gran parte por los ya planteados

mecanismos  de  regulaci6n  epigen6tica.   La  epigen6tica  forma  parte  de   las

redes    de    control    en    el    proceso    de    diferenciaci6n    de    c6lulas    madre

(Dambacher., 2010).

Las  celulas  madre  o  c6Iulas  troncales,  son  c6lulas  que  derivan  de  la  masa

celular interna del blastocisto, pueden autoreplicarse y por su caracteristica de

ser  pluripotentes,  pueden  dar origen  a  c6lulas  de  las  tres  capas  germinales.

Esta   capacidad   de   auto-replicaci6n   y  de   pluripotencia   es   mediada   por  la

presencia  de  varios  factores  de  transcripci6n  tales  como  OCT4,  NANOG  y

SOX2,   Ios   cuales   muestran   una   alta   expresi6n   en   c6lulas   troncales   no

diferenciadas  y  se  encuentran  unidos  a  promotores  de  genes  como  KLF4  y

otros promotores de genes relacionados con proliferaci6n celular (Vandenberg

y  col.,  2010,  Wang  y  col.,  2006).  AI  respecto,  se  ha  determinado  que  en

algunos  casos,  estos  factores  tambi6n  se  unen  a  los  promotores  de  genes

reguladores  o  genes  maestros  linaje-especificos  y  de  diferenciaci6n  celular

para  inhibir su  expresi6n  (Boyer y col.,  2005).  Cuando ocurre  la diferenciaci6n

celular,  Ias  c6Iulas  troncales  disminuyen  la  expresi6n  de  genes  relacionados

174
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con pluripotencia y aumenta la expresi6n de genes linaj.e-especificos que hasta

ahora estaban reprimidos o silentes (Woong y col., 2012).  Esta activaci6n en la

expresi6n   de   genes   involucra   cambios   epigen6ticos   en   los   promotores

mediados por la presencia de modificaciones postraduccionales en las colas de

las   histonas   y   por   la   presencia   de   enzimas   modificadoras,   entre   otros

mecanismos   (Woong  y  col.,   2012).   Como  se  mencion6  anteriormente,   Ias

modificaciones en las colas de las  histonas controlan el  acceso de elementos

regulatorios   de   la  transcripci6n   a  los   promotores   de   los   genes.   Mediante

analisis de Chip-seq se  ha descrito  por ejemplo,  que existen diferencias en el

estado    epigen6tico    entre    una    celula    somatica    y    una    c6Iula    troncal.

Especificamente, se ha descrito la presencia de. dominios bivalentes (regiones

con  enriquecimiento  en  H3K27Me3  y  H3K4Me3)  en  los  promotores  de  los

genes de las c6lulas troncales y que esta bivalencia se pierde con el evento de

diferenciaci6n celular (Mikkelsen y col., 2007).  De esta manera se ha asociado

la  presencia  de  dominios  bivalentes  al  silenciamiento  de  promotores  que  se

encuentran   en   un   equilibrio   por   la   presencia   de   marcas   activadoras   y

represoras,    pero    que    estan    listos    o    preparados    para    ser    activados

transcripcionalmente,  Ios  cuales  han  sido  denominados  promotores  "/afenfes"

(Mikkelsen  y  col.,  2007  ).  Con  base  en  lo  anterior,  Ios  promotores  han  sido

clasificados como activos,  reprimidos o promotores "Iatentes" (Mikkelsen y col.,

2007  ).  En  esta  dltima  categoria  tambien  se  han  agrupado  a  promotores  de

genes que aunque no presenten esa bivalencia H3K4Me3/H3K27Me3, tienen la
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propiedad de ser activados transcripcionalmente,  lo que le confiere a la c6Iula

cierta   plasticidad   durante   el   evento   de   la   diferenciaci6n   celular.   Nuestros

resultados   demostraron   que   en   celulas   progenitoras   mesenquimales,    el

promotor  Pl   de   Runx2,   se   encuentra   inactivo  transcripcionalmente  y  esta

enriquecido   con   modificaciones   represoras   como   H3K27Me3   y   H3K4Me.

Tambi6n  encontramos  que estos enriquecimientos  cambian  durante  el  evento

de    diferenciaci6n    celular    para    favorecer    o    desfavorecer    la    activaci6n

transcipcional  del  gen.  De esta manera,  nosotros  planteamos que el  promotor

Pl  de Runx2, puede ser considerado como un promotor en estado de latencia,

que se encuentra inactivo en celulas osteoprogenitoras para posteriormente ser

activado durante el evento de diferenciaci6n osteogenica. Para que este evento

ocurra  es  fundamental  la  presencia  de  enzimas  modificadoras  que  formando

complejos,    medien   esta   activaci6n   y   favorezcan   el   rec[utamiento   de   la

maquinaria transcripciona] del gen.

El  factor  de  transcripci6n  Runx2,  es  indispensable  para  regular  las  etapas

tempranas y tardias del proceso de diferenciaci6n osteog6nico (Cohen., 2006).

Existen  dos  isoformas  (p56  y  p57)  descritas  para  Runx2,  cuyas  expresiones

son comandadas por los promotores P2 y Pl  respectivamente.  Se ha descrito

que  la  expresi6n  de  la  isoforma  ll/P57  es  la  dnica  que  aumenta  durante  el

proceso de diferenciaci6n osteoblastica, Io que le confiere un rol importante en

este  proceso.  Al  respecto,  en  nuestro  laboratorio,  usando  lineas  celulares  de

osteosarcoma  y  hepatocitos  de  rata,  se  demostr6  Ia  existencia  de  un  patr6n
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especifico de modificaciones covalentes en el promotor Pl  de Runx2, asociado

a activaci6n y a represi6n transcripcional (Henriquez., 2009).

En esta tesis se evaluaron mecanismos epigen6ticos involucrados en el control

de la expresi6n del gen Runx2-lI/p57 durante la diferenciaci6n osteoblastica de

c6lulas  C2C12  y  MC3T3.  Especificamente,  nuestros  objetivos  se  abocaron  a

evaluar   la   contribuci6n   de   las   histonas   metiltransferasas   WDR5,   EZH2   y

PRMT5 y de las demetilasas N066, JARIDIB, UTX y JMJD6, sobre la actividad

transcripcional   del   gen   Runx2.   Estas   enzimas   son   responsables   de   las

modificaciones  covalentes  en  los  residuos  de  lisina 4  y 27 de  la  histona  H3  y

arginina 3 de la histona H4.  Demostramos la participaci6n del complejo WDR5

y  UTX  en  la  activaci6n  transcripcional  de  Runx2,   mediante  un  mecanismo

concertado    que    mantiene    altos    los    niveles    de    H3K4Me3    y    un    bajo

enriquecimiento de la H3K27Me3 en el promotor P1. Tambi6n describimos que

la  enzima  JARIDIB  participa  en  la  represi6n  de  Runx2-II/p57  a  trav6s  de  su

acci6n como enzima demetilasa de H3K4Me3.

Los    prjmeros    analisis   de   esta   tesis   doctoral    estuvieron    dirigidos   a    la

caracterizaci6n de la respuesta transcripcional en las lineas celulares C2C12 y

MC3T3.  La  linea  celular  C2C12  constituye  un  modelo  biol6gico  id6neo  para

estudiar  los  eventos  asociados  con  represi6n  y  activaci6n  transcripcional  del

gen  Runx2-II/p57 (Katagiri y col.,1994;  Lee y col., 2000;  Banerjee y col., 2001).

Lo anterior debido a que es una linea celular bipotencial comprometida hacia el

linaje  miog6nico  que  en  cultivo  adquiere  un  fenotipo  muscular  caracteristico,
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acompafiado  por  un  aumenfo  en  la  expresi6n  de  genes  relacionados  con  la

diferenciaci6n   muscular,   pero   que   en   presencia   de   BMP2   se   activa   la

transcripci6n  de  genes  involucrados  con  el  linaje  osteoblastico  como  Runx2

(Cruzat y col., 2009, katagirl y col.,1994).

En   nuestros   ensayos   de  diferenciaci6n,   Ias   c6lulas   C2C12   cultivadas   con

medio suplementado  con  suero de  caballo,  presentaron  un fenotipo  muscular

acompafiado  de  un  aumento  en  la  expresi6n  de  miogenina  en  los  tiempos

evaluados   (Fig   7   C).   En   contraste,   la   presencia   de   BMP2   indujo   una

disminuci6n  en  la  expresi6n  de  este  gen,  Io  que  ocurri6  en  paralelo  con  el

aumento  en  la  expresi6n  del  ARNm  y  de  la  proteina  Runx2-Il/p57  (Fig  7  A).

Esta acti.vaci6n transcripcional de Runx2-ll/p57 se vio reflejada a nivel funcional

por un aumento en la expresi6n del gen osteocalcina (Fig 7 8 ) y un incremento

en  la  actividad  de  la  enzima  fosfatasa  alcalina  (Fig  6  8  ).  Los  eventos  de

activaci6n    transcripcional    de    la    isoforma    P57    y    osteocalcina,    fueron

comparables con  lo observado en  la linea celular preosteoblastica  MC3T3.  En

estas muestras de 3, 5, 7 y 9 dias de diferenciaci6n se detect6 presencia tanto

del  ARNm,  como  de  la  proteina    Runx2-Il/p57  (Fig  9  A  ).  Estos  resultados

validan el uso de estas dos lineas celulares para el estudio de los mecanismos

epigen6ticos  que  controlan  la  expresi6n  del  factor  de  transcripci6n   Runx2,

especificamente    para    determinar   las    enzimas    metilasas    y   demetilasas

involucradas con este proceso.
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4.1.    Regulaci6n    de   la   expresi6n    g6nica   de   Runx2-Il/p57   mediante

modificaciones covalentes en las colas de las histonas H3 y H4 asociadas

a[ promotor P1.

Estudios  previos  de  nuestro  laboratorio   han   reportado  la  existencia  de  un

patr6n especifico de modificaciones covalentes en las colas de las histonas H3

y H4 asociadas al promotor Pl  del gen Runx2. De igual manera se sefial6 que

este  patr6n  se  encuentra  asociado  a  los  estados  transcripcionales  activo  e

inactivo del  gen  (Henriquez.,  2009).  Especificamente en  c6Iulas que expresan

Runx2,  se  detect6  un  enriquecimiento  de  la  H3K4Me3  y  un  aumento  en  los

niveles  de  acetilaci6n  global  de  las  histonas  H3  y  H4  en  el  promotor  P1.  En

contraste, en c6Iulas que no expresan Runx2 se report6 un enriquecimiento de

marcas represoras como H3K4Me, H3K9Me, H3K9Me2,  H3K9Me3,  H3K27Me3

y H4R3Me2S (Henriquez., 2009).

4.1.1  Represi6n transcripcional del promotor Pl de Runx2.

Uno de los objetivos de  esta tesis fue evaluar la  participaci6n  de las  enzimas

N066,   JARIDIB,   EZH2   y  PRMT5   en   la   represi6n   transcripcional   del   gen

Runx2.   Lo   anterior,   mediante   la   remoci6n   de   la   H3K4Me3   por  N066   y/o

JARIDIB;  el  enriquecimiento  de  la  H3K27Me3  mediado  por EZH2  el  aumento

en los niveles de H4R3Me2s catalizados por PRMT5. Al realizar los analisis de

expresi6n  de  ARN  mensajero  de  marcadores  de  diferenciaci6n  miog6nica  y
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osteog6nica,  en  nuestro  modelo  de  c6Iulas  C2C12  cultivadas  con  suero  de

caballo  (HS)  se  demostr6  ausencia  de  expresi6n  para  Runx2  y  expresi6n

altamente significativa del  gen  miogenina.  Esto es apoyado  por reportes en  la

literatura, en donde se utiliz6 a esta linea celular como modelo para analizar los

mecanismos asociados a activaci6n  transcripcional del promotor de miogenina

en  la  diferenciaci6n  muscular  (Seenundun  y  col.,  2010;  Stojic  y  col.,  2011,

Cruzat   y  col.,   2009).   Estos   resultados   confirman   que   las   c6Iulas   C2C12

diferenciadas  al  linaje  muscular  representan  un  buen  modelo  de  inactividad

transcripcional del promotor Pl  de Runx2.

La   trimetilaci6n   en   la   lisina   27   de   la   histona   H3   (H3K27Me3)   es   una

modificaci6n  asociada  a  represi6n  transcripcional  que  ha  sido  reportada  en

modelos     celulares     diversos     (Kouzarides.,     2007;     Seenundun.,     2010;

Schuettengruber., 2007). Esta marca es catalizada por los complejos Polycomb

(PRC2),  Ios  cuales  estan  compuestos  por las  proteinas  Eed,  Suzl2  y una de

las subunidades cataliticas EZHl  o EZH2 (Aloia y col., 2013).  Estas enzimas y

la     presencia     de     H3K27Me3     estarian     promoviendo     el     silenciamiento

transcripcional  y  la  compactaci6n  de  la  cromatina  (Francis  y  col.,  2004).  Los

resultados  obtenidos  de  los  experimentos  de  Chlp  muestran  que  EZH2  esta

unida al  promotor Pl  cuando  el  gen  esta inactivo transcripcionalmente,  lo  que

se  representa  en  la  condici6n  de  preconfluencia  y  de  diferenciaci6n  hacia  el

linaje  miog6nico  de  las  c6Iulas  C2C12  (Fig  15  C).  Si  bien  el  reclutamiento  de

EZH2 al  promotor Pl  es  concomitante con  un aumento en  H3K27Me3 (Fig  10
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A y 14 C);  nuestros resultados utilizando shARN contra EZH2,  muestran que la

expresi6n de Runx2-ll/p57 no se induce en c6lulas C2C12 tratadas con HS (Fig

31   8   ).   Estos   resultados   nos   permiten   concluir   que   a   pesar  de   que   la

H3K27Me3 es una modificaci6n que esta presente en el promotor Pl  cuando el

gen esta inactivo, su sola remoci6n no consigue activar la expresi6n del gen, lo

que    indica    que    posiblemente    se    requiera    de    la    presencia    de    otras

modificaciones activadoras y de otras enzimas modificadoras de histonas  que

favorezcan la activaci6n del gen para este caso en particular.  Estos resultados

son  homologables  a  lo  descrito  por  el  grupo  de  Stojic  para  la  regulaci6n

transcripcion.al de miogenina, donde se observ6 que el silenciamiento de EZH2

no indujo aumentos en la expresi6n del gen (Stojic., 2011).

EI   mecanismo   por  el   cual   el   promotor  Pl   de   Runx2   permanece   inactivo

transcripcionalmente  a  pesar de  la  disminuci6n  en  los  niveles  de  H3K27Me3

detectados  como  consecuencia  del  shARN  de  EZH2,  podria  explicarse  por

varios factores:

-En  la  diferenciaci6n  miog6nica,  detectamos  la  uni6n  al  promotor  Pl   de  las

enzimas demetilasas N066 y JARIDIB que demetilan la H3K4Me3 (Fig  14 D y

'E). Tambi6n se detect6 la uni6n de PRMT5,  metilasa de la H4R3Me2s (Fig  15

D  ).  Pese  al  silenciamiento  de  EZH2,  todas  estas  otras  enzimas  seguirian

unidas al  promotor y en consecuencia  continuarian  mediando  la  presencia de

modificaciones represivas que impiden la activaci6n transcripcional de Runx2.



182

-Se  ha  descrito  que  la  H3K27Me3  y la  H3K9Me3  son  marcas  asociadas  con

represi6n  transcripcional   que   pueden   actuar  por  mecanismos   epigen6ticos

diferentes.  De esta  manera se ha definido a H3K27Me3 como una  marca que

puede reprimir la expresi6n de genes "potencialmente expresables", como es el

caso de genes  relacionados  con  el  desarrollo  embrionario  y miembros  de  las

familias  Hox,  Pas y Sox (Boyer y col.,  2006;  Lee  y col.,  2006).  Por otra  parte

H3K9Me3  es  considerada  como  una  marca  represiva  mas  permanente,  que

incluso  suele  designarse  a  la  formaci6n  de  heterocromatina  en  las  regiones

cromos6micas (Kim., 2013).  Luego de analizar la presencia de H3K9Me3 en el

promotor  Pl   de   Runx2  en   c6lulas   C2C12  diferenciadas  a  los  dos   linajes

(Resultados posteriores al t6rmino de 6sta tesis) encontramos enriquecimiento

de  esta  modificaci6n  cuando  el  gen  esta  inactivo  transcripcionalmente.(Anexo

6.1).  Por lo tanto,  postulamos que posiblemente la presencia en el promotor de

H3K9Me3   est6   evitando   que   la   activaci6n   del   gen   ocurra   a   pesar  de   la

disminuci6n  en  los  niveles  de  H3K27Me3  detectados  producto  del  shARN  de

EZH2.

-Tal   como   se   describi6   anteriormente   para   que   un   promotor   se   active

transcripcionalmente se requiere de la ocurrencia de eventos simultaneos que

favorezcan esa activaci6n. Se ha descrito por ejemplo que para la activaci6n de

genes Hox en Drosaphi./a,  se requiere de la dismjnuci6n de marcas represoras

y  el   enriquecimiento  de   marcas  activadoras;   esto  significa  que  deben  ser

reclutadas al  promotor varias enzimas con funciones totalmente diferentes que
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est6n favoreciendo ese  proceso de activaci6n o de  represi6n.  Por esta  raz6n

nosotros  pensamos  que el  s6Io silenciamiento de  EZH2  no es suficiente  para

activar la expresi6n del promotor Pl  de Runx2.

-La  existencia  de  un   mecanismo  de  compensaci6n   por  EZH1.   Lo  anterior

debido  a  la  presencia  exacerbada  de  EZHl   producto  del  silenciamiento  de

EZH2,   situaci6n   detectada   en   nuestros   experimentos   y   que   podria   estar

compensando la funci6n de EZH2.  De esta manera, es posible que en nuestro

modelo  de  diferenciaci6n  6sea,   EZHl   cumpla  una  funci6n  represora  en  el

promotor  Pl   cuya  actividad  sea  entre  otras,  el  reclutamiento  de  proteinas

involucradas en represi6n transcripcional. Al respecto, se ha descrito que EZHl

es  capaz  de  compactar  la  cromatina  en  ausencia  de  su  actividad  metilasa

(Margueron 2008), Io que podria ser extrapolado a la represi6n detectada en el

gen de Runx2-ll/p57.

Congruente    con    lo    anterior,    el    silenciamiento    de    shEZH2    en    c6Iulas

diferenciadas  al  linaje  6seo  no  genera  cambios  en  la  expresi6n  de  Runx2-

Il/p57.  Esto  conjunto  a  los  resultados  expuestos  anteriormente,  indican  que

EZH2  no  es  un  regulador  principal  de  la  represi6n  transcripcional  de  Runx2-

lI/P57. Por el contrario, proponemos la existencia de un mecanismo concertado

mediado  por  la  presencia  de  varios  complejos  enzimaticos  que  catalizan  la

presencia de varias modificaciones asociadas con represi6n transcripcional.
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Otra modificaci6n que encontramos asociada al promotor Pl  de Runx2 durante

la  represi6n  transcripcional  es   H4R3Me2s.   Esta  modificaci6n,   mediada  por

PRMT5,  ha  sido  relacionada  con  inactividad  transcripcional  e  incluso  se  ha

descrito su vinculaci6n  con  metilaci6n  de ADN  y silenciamiento transcripcional

en  el  locus  de  la  P-globina  (Zhao  y  col.,  2009).  Es  importante  destacar  que

PRMT5,  tambi6n  puede  actuar como  activador transcripcional  en  eventos  de

diferenciaci6n.  Por ejemplo durante la diferenciaci6n  muscular se demostr6 su

participaci6n en  la activaci6n de genes miogenicos,  a trav6s de la dimetj[aci6n

de   H3R8   (Dacwag   y  col.,  2009).   Nuestros   resultados  demostraron  que  la

H4R3Me2s  se  encuentra  enriquecida  en  el  promotor  Pl   dnicamente  en  la

condici6n  de  c6lulas  tratadas  con  HS  por  72  horas  (Fig.   10  8)  y  que  este

evento coincide con  el  reclutamiento de PRMT5 a la  misma  regi6n  promotora,

no  asi  en  la  condici6n  de  preconfluencia  (pC)  (Fig   15  D).  Estos  resultados

relacionan  a H4R3Me2s y a  PRMT5 como elementos que estan  presentes  en

el  promotor Pl  cuando el  gen esta reprimido transcripcionalmente,  mas no se

encuentran  presentes  en  el  promotor cuando  6ste  podria  ser  potencialmente

activado  (condici6n  de  pC).  Lo  que  podria  sugerir  que  la  H4R3Me2s,  en  el

contexto   del   promotor   P1,   podria   estar   actuando   como   un   mecanismo

reforzador del silenciamiento del gen,  no siendo el  dnico responsable sobre la

represi6n del mismo.

Los ensayos de shARN contra PRMT5 en c6lulas C2C12 diferenciadas al linaje

mioblastico no muestran inducci6n en la expresi6n de Runx2-ll/p57, a pesar de
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que     los     niveles     de     H4R3Me2s     disminuyen     significativamente     como

consecuencia   del   silenciamiento   de   PRMT5   (Fig   36   a).   Estos   resultados

podrfan ser explicados por:

-Ia presencia de proteinas con acci6n represora como N066, JARIDIB y EZH2

que  esten  catalizando  modificaciones  represivas  como  H3K4Me,  H3K27Me3,

entre otras;  las  cuales fueron  detectadas  con  un  alto  enriquecimiento  cuando

las c6lulas fueron tratadas con HS por 72 horas.

-La  ausencia  de  proteinas  con  acci6n  activadora  como  WDR5  y  UTX  en  el

promotor,   que  favorecen   la   presencia   de   modifjcaciones   activadoras   y  la

remoci6n de modificaciones represoras como la H3K27Me3 en el promotor P1.

-Se ha descrito que  la funci6n  represora de  PRMT5 en  el  promotor de genes

como  la   B-globina  esta   relacionada  con   catalizar  el   enriquecimiento  de  la

H4R3Me2s y con el reclutamiento de enzimas metiltransferasas de ADN (Zhao

y col., 2009).  En este trabajo se demostr6 que la H4R3Me2s es requerida para

la  metilaci6n  del  ADN  mediante  su  uni6n  directa  con  la  metiltransferasa  de

ADN,   DNMT3A.   La  p6rdida  de   H4R3Me2S   a  trav6s  del  silenciamiento  de

PRMT5  caus6  una  disminuci6n  en  la  uni6n  de  DNMT3A  al  promotor  de  8-

globina,  Ia  consecuente  demetilaci6n  del  ADN  y  la  activaci6n  del  gen.  En  el

contexto del  promotor Pl  de Runx2 , analisis bioinformaticos han revelado que

los  600  pb  proximales  al  sitio  de  inicio  de  transcripci6n  no  posee  CpG  que

constituyan un blanco  metilable (Xiao y cols., 2001).  Este hecho explicaria que
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no   exista   respuesta   en   la   expresi6n   de   Runx2   detectada   en   nuestros

experimentos  de  shARN  contra  PRMT5  en  c6lulas  C2C12  diferenciadas  al

[inaje muscular.

Todos estos resultados,  son  congruentes con  datos  de  nuestro  laboratorio en

donde  se  ha  detectado  el  enrjquecimiento  de  PRMT5  y  de  H4R3Me2s  en  el

promotor  Pl   de  Runx2,  en  muestras  de  cultivo  de  neuronas  hipocampales

(obtenidos a  partir de embriones  E18),  donde  la expresi6n  de  Runx2-II/p57 es

nula. De otra parte, ensayos de p6rdida de funci6n de PRMT5 en estos cultivos

de  neuronas  hipocampales,  tampoco  indujo  la  activaci6n  transcripcional  de

Runx2-II/p57;   Io  cual  respaldaria  los  datos  obtenidos  en  esta  tesis.   (Tesis

Doctoral en curso, datos no publicados. Aguilar, R.).

Como se discuti6 anteriormente, se ha postulado que la. actividad de PRMT5 es

regulada  por  la  enzima  COPR5.  La  formaci6n  de  este  complejo  favorece  la

represi6n  transcripcional  a  traves  de  la  H4R3Me2s  (Lacroix  y  cols.,  2008).

Nuestros resultados de silenciamiento para COPR5 en mioblastos (C2C12+HS)

mostraron  que en  ausencia de  COPR5,  la  union  de  PRMT5 al  promotor Pl  y

los  niveles  de  H4R3Me2s  disminuyeron  significativamente.  Estos  resultados

sugieren  que  en  el  promotor  Pl   de  Runx2,  COPR5  podria  funcionar  como

proteina cooperadora que le confiere a PRMT5 especificidad  preferencial  para

catalizar la  marca  H4R3Me2s,  tal  como fue demostrado  para  el  promotor del

gen  de  la  ciclina  E1  (Lacroix  y Col.,  2008).  Sin  embargo  para  confirmar esta

afirmaci6n se hace necesario confirmar la existencia del complejo en el  ndcleo
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y en  e[  promotor mismo  medjante  experimentos  de  re-lnmunoprecipitaci6n  de

cromatina  (re-Chlp)  y complementar los  resultados  obtenidos  en  los  ensayos

de   silenciamiento   g6nico   para   COPR5   realizando   los   analisis   a   nivel   de

expresi6n  de  proteina,  Ios  cuales  no  fueron  realizados  en  6ste  trabajo  por

carecer de anticuerpos disponibles en el mercado para 6sta protefna.

Altos  niveles  de  H3K4Me  han  sido  previamente  observados  corriente  arriba  y

en el cuerpo de genes activos transcripcionalmente pero no en el sitio de inicio

de la transcripci6n  (Barski y col.,  2007). Ademas,  en  plantas esta  modificaci6n

ha  sjdo  asociada   a   represj6n  transcripcional   (Van   Dijik  y  cols.,   2005).   La

respuesta transcripcional que se asocia con una marca especifica depende de

la  presencia  de  factores  especificos  que  reconozcan  y se  unan  a  la  marca,

mediando  posteriormente  cambios  moleculares  que  afecten  la  transcripci6n.

Las enzimas que se unen a H3K4Me3 pueden tener actividades muy variadas,

determinando   diferentes   respuestas   en   contextos   celulares   distintos.   Las

demetilasas miembro de la familia JARID,  demetilasas especificas de la H3K4,

actdan como represores transcripcionales al  convertir H3K4Me3 a los estados

de di  y mono-metilaci6n.  Esto se  ha observado  en  c6lulas  madre de rat6n  en

donde  las  proteinas  de  la  familia  JARIDl  son  reclutadas  a  los  genes  Hox,  Io

que se correlaciona con el silenciamiento de estos genes y la diferenciaci6n de

estas   c6lulas   (Agger  y   col.,   2008).   Por   lo   anterior,   la   regulaci6n   de   las

concentraciones   de   enzimas   que   median   respuestas   transcripcionales   al
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interaccionar con las modificaciones de histonas juega un papel  importante en

la contribuci6n de la marca a la represi6n o activaci6n de un gen.

En el contexto del promotor Pl  de Runx2 se ha demostrado que celulas que no

expresan  Runx2  presentan  enriquecimiento  en  marcas  represoras  como  la

H3K4Me  (Henriquez.,  2009).  Esta  observaci6n  fue  corroborada  en  nuestros

experimentos  de  c6Iulas  C2C12  donde  encontramos  enriquecimiento  de  la

marca   en   las   condiciones   de   preconfuencia   y  diferenciaci6n   a   miotubos,

situaci6n en  la que el gen esta inactivo transcripcionalmente.  De igual  manera,

encontramos  presencia  de  las  enzimas  demetilasas  JARIDIB  y  N066  en  el

promotor Pl  de Runx2 en estas c6Iulas.

La participaci6n de JARIDIB  mediando la remoci6n de la  H3K4Me3 durante la

represi6n   transcripcional   ha   sido   descrita   en   genes   involucrados   con   el

desarrollo  embrionario,  la  diferenciaci6n  neuronal  y  algunos  tipos  de  cancer

(Cellot y col., 2013,  Schmitz 2011). Apoyando esto,  encontramos  que al  hacer

uso  de   shARN   contra   JARIDIB   en   c6Iulas   C2C12   diferenciadas   al   linaje

miog6nico  se  indujo  la  expresi6n  de  Runx2-II/p57  y  de  Oc.  Esta  respuesta

transcripcional de  Runx2-Il/p57,  se relaciona con el  aumento en los  niveles de

H3K4Me3   en   el   promotor   P1.   Estos   resultados   son   congruentes   con   lo

reportado por el grupo de Schmitz y colaboradores, en c6lulas madre de rat6n,

en  el  promotor del  gen  Cebpa,  donde  se  describe  un  aumento  en  H3K4Me3

ocasionado   por   el   uso   de   un   shARN   contra   JARIDIB.   Ademas,   se   ha

demostrado  que  esta  enzima  forma  complejos  con  proteinas  con  actividad
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represora   como   EZH2,   G9a   y  HDAC1,   alterando   los   enriquecimientos   de

H3K27Me3,   H3K9Me3   y   los   niveles   de   acetilaci6n   de   las   histonas,   en

promotores blanco, respectivamente (Schmitz y col., 2011,  Hasan y col., 2013).

En este contexto, con el fin de explicar este resultados, tambi6n evaluamos la

presencia de otras  modificaciones represoras y activadoras en el  promotor Pl

que nos explicaran  la  inducci6n  del  gen  Runx2-ll/p57 detectada.  Encontramos

disminuciones significativas en el enriquecimiento de H3K27Me3 y H3K9Me3; e

interesantemente,  detectamos  un  enriquecimiento  en  los  niveles  de  H3K27Ac

en c6lulas tratadas con el shARN (Anexo 6.2). Todos estos resultados permiten

proponer que la funci6n represora mediada por JARIDIB en el promotor Pl  de

Runx2  ocurre  mediante  su  actividad  demetilasa  de  H3K4Me3  y  su  habilidad

para interaccionar con otras proteinas, alterando el enriquecimiento de marcas

represoras como  H3K27Me3 y H3K9Me3 e  incluso  modificando  los  niveles de

aceti[aci6n de [as histonas.

En   congruencia   con   lo    reportado   para   la   diferenciaci6n   miog6nica,    los

experimentos   de   shARN   de  JARIDIB   en   c6lulas   estimuladas   con   BMP2,

mostraron que el silenciamiento de esta enzima induj.o un aumento significativo

en la expresi6n de Runx2-lI/p57 y de osteocalcina; lo que se vio respaldado por

el  enriquecimiento  en  la  marca  H3K4Me3  detectada  en  los  experimentos  de

Chlp (Fig. 28 8 ).

N066  es  una  proteina  con  dominio Jmjc  que  tiene  actividad  demetilasa  dual

parar las  marcas  H3K4Me3  y  H3K36Me3,  ambas  asociadas  a  transcripci6n
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activa (Shina y col., 2010).  Previamente se habia descrito que N066 interactda

con  osterix  regulando  negativamente  la  actividad  transcripcional  mediada  por

este  factor  de  transcripci6n  (Sinha  y  Col.,   2010).   En  el   mismo  trabajo  se

demostr6 que el silenciamiento de N066 mediante shRNA,  induce un aumento

en la expresi6n de genes como osteocalcina y sialoproteina 6sea (Sinha y col.,

2010).   En  nuestros  modelos  de  diferenciaci6n,   encontramos  que  N066  se

encuentra  unida  al  promotor  Pl   en  c6lulas  que  no  expresan  Runx2-ll/p57.

Concomitante    con    lo    anterior,    detectamos    un    bajo    enriquecimiento   de

H3K4Me3,  lo  que  a  su  vez  fue  consecuente  con  una  baja  expresi6n  de  la

isoforma  p57  de  Runx2.  Interesantemente,  los  resultados  mostraron  que  al

silenciar la expresi6n  N066 no se  induce la expresi6n  del ARN  mensajero de

Runx2-II/p57.   A   pesar   de   lo   anterior,    los   resultados   de   silenciamiento

acoplados  a  ensayos  de  Chlp,   detectaron   un  aumento  en   los  niveles  de

H3K4Me3,  lo  que  no  es  congruente  con  la  ausencia  de expresi6n  de  Runx2-

llp57.  En  la  btlsqueda de  una  explicaci6n  para  estos  resultados  inesperados,

evaluamos el ienriquecimiento de las marcas H3K27Me3,  H3K9Me3 y H3K27Ac

despu6s   de   la   infecci6n   con   el   shARN   contra   N066.   Encontramos   una

reducci6n    altamente    significativa    en    el    enriquecimiento    de    las    marcas

represoras  H3K27Me3  y  H3K9Me3  (Anexo  6.3  );  sin  embargo,  contrario  a  lo

encontrado  para  JARIDIB,  detectamos  que  los  niveles  de  acetilaci6n  de  la

lisina  27  no  aumentaron.   Estos  resultados  indican  que  para  que  ocurra  la

activaci6n  transcripcional  de  Runx2-lI/p57,  se  requiere  del  reclutamiento  de
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enzimas   modificadoras   al   promotor   P1,   que   favorezcan   la   presencia   de

modificaciones     activadoras     y     desfavorezcan     el     enriquecimiento     de

modificaciones represoras. En el momento de redactar esta tesis, no es posible

proponer un  mecanismo basado en datos existentes, que explique la ausencia

de  acetilacj6n  de  ]a  [isina  27  en  la  histona  H3  pese  a  ]a  disminuci6n  de  [a

marca  H3K27Me3  detectada  en  las  c6lulas  tratadas  con  el  shARN  de  N066.

Sin embargo los datos indican que en este evento, las enzimas involucradas en

mediar  la  acetilaci6n   en   los   residuos  de  lisina  27  no  fueron   reclutadas  al

promotor P1.

AI    respecto,    datos    previos    de    nuestro    laboratorio    han    demostrado    la

participaci6n   del   coactivador  p300   en   la  activaci6n   transcripcional   del   gen

Runx2-lI/p57  (Datos  no  publicados).  Este  coactivador  ha  sido  descrito  como

una proteina con acci6n acetiltransferasa cuyo principal blanco de acetilaci6n lo

constituyen  los  residos  de  lisina  27  y  por tanto  es  una  proteina  asociada  a

activaci6n   transcripcional.   Los   cambjos   detectados   en   las   modificaciones

H3K27Me3, H3K27Ac, producto de los ensayos de p6rdida de funci6n de N066

y JARIDIB,  nos  permiten  sugerir una  probable  participaci6n  de  p300  en  6ste

evento.       Sin       embargo,       esta       posibilidad       debera       ser      explorada

experimenta]mente.

Por otra parte,  en  los  modelos de diferenciaci6n 6sea  utilizados en  esta tesis,

los   resultados   de   Chlp   demostraron   que   la   uni6n   de   N066   a   la   regi6n

promotora  Pl   en  c6lu[as  diferenciadas  al 'Iinaje  osteoblastico  es  inicialmente
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baja  y  que  disminuye  atln  mas  a  medida  que  la  expresi6n  de  Runx2-ll/p57

aumenta.   Esta   situaci6n   coincide   con   el   enriquecimiento   de   la   H3K4Me3

encontrado en esta misma condici6n. Ademas se observ6 que el silenciamiento

de  N066  produjo  un  aumento  en  el  enriquecimiento  de  la  H3K4Me3  en  el

promotor P1,  que se tradujo  en  el  incremento de  la  expresi6n  de  la  isoforma

p57 de Runx2. Estos resultados son homologables a lo descrito por el grupo de

Sinha  en  c6lulas  C2C12  estimuladas  con  BMP2,  donde  se  demostr6  que  el

silenciamiento    de    N066    provoca    una    celeridad    de    la    diferenciaci6n

osteog6nica,  mediante  el  aumento  de  la  expresi6n  de  sialoproteina  6sea  y

osteocalcina.

En  conjunto  la  evidencia  obtenida  en  esta  tesis  nos  permite  proponer  un

modelo     para     la     represi6n     transcripcional     de     Runx2-Il/p57     mediante

mecanismos epigen6ticos  que se  resume en  la figura  62.  En  este  modelo,  en

etapas tempranas del desarrollo, en las c6lulas mesenquimales, el promotor PI

presenta  enriquecimiento  en   las   modificaciones   H3K4Me  y  H3K27Me3,   Ias

cuales  son   mediadas  por  las  enzimas  JARIDIB  y  EZH2,   respectivamente.

Luego en  una  etapa de  represi6n  del  gen  como  por ejemplo por estimulaci6n

con suero de caballo,  Ias c6lulas diferenciadas a miotubos exhiben un aumento

en   la   uni6n   de   estas   enzimas   que   ocurre   concomitantemente   con    el

enriquecimiento de las modificaciones H3K4Me y H3K27Me3. Ademas, en esta

condici6n   de   represi6n   el   promotor   Pl   tambi6n   muestra   altos   niveles   de

enriquecimiento  de  H4R3Me2s  la  cual  esta  siendo  catalizada  por PRMT5.  La
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presencia   de   todas   estas   modificaciones   represivas   y   la   formaci6n   de

complejos represores de enzimas modificadoras de histonas seria fundamental

para mantener la represi6n transcripcional de Runx2.

4.1.2 Activaci6n transcripcional del promotor Pl de Runx2.

La trimetilaci6n  de la  lisina 4 de la histona  H3  (H3K4Me3)  es  una  modificaci6n

que    ha    sido    descrita    en    diversos    organismos.    Se    ha    detectado    su

enriquecimiento      en      regiones      corriente      arriba      de      genes      activos

transcripcionalmente,  en  sitios  cercanos  a]  inicio  de  la  transcripci6n.  De  igual

manera,  su  presencia  ha sido detectada junto a  niveles  altos de acetilaci6n y

reclutamiento   de    la    RNA   polimerasa    (Kouzarides.,    2007).    En    nuestros

experimentos   encontramos  que   H3K4Me3  se   encuentra   enriquecida   en   el

promotor  Pl   de  Runx2  en  c6lulas  que  expresan  activamente  el  gen.  Estos

resultados son congruentes con reportes previos en los que se ha detectado la

presencia   de   esta   modificaci6n   en   el   promotor  Pl   de   Runx2,   en   c6lulas

mesenquimales   estromales   ST2   (Takeda   y   col.,   2007)   y   c6lulas   MC3T3

diferenciadas   a  osteoblastos   (Zhu   y  col.,   2008).   Esta   modificaci6n   en   las

histonas  es  catalizada  por los  complejos tipo  COMPASS,  constituidos  por  los

complejos MLL1-4. Formando parte integral de todos los complejos COMPASS

se  encuentra  la  proteina  estructural  WDR5,   la  cual  ha  sido  descrita  como

esencial  para  el  desarrollo  osteoblastico  (Zhu  y  col.,  2008).  Ademas,  se  ha
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determinado  que  la  sobre-expresion  de  WDR5  causa  una  aceleraci6n  del

desarrollo 6seo en embriones de 17.5 dias (Gori y col., 2005).

Nuestros   resultados   indican   que   concomitante   con   el   enriquecimiento   de

H3K4Me3 en  los nucleosomas asociados al promotor Pl  de Runx2, WDR5 se

une  al  mismo  promotor.  Estos  resultados  estan  de  acuerdo  con  lo  reportado

por otros autores,  en los que se detect6 Ia uni6n  de WDR5 al  promotor Pl  de

Runx2  en  c6[u[as  diferenciadas  a[  Iinaje  osteoblastico  (Zhu  y  col.,  2008).  Por

otra parte,  es importante destacar que N066 y JARIDIB,  enzimas capaces de

de-metilar  este  residuo,  exhiben  un  patr6n  de  uni6n  opuesto  al  de  WDR5,

encontfandose unidas cuando los niveles de H3K4Me3 son muy baj.os

Los  experimentos   de   perdida  .de  funci6n   y  de   sobre-expresi6n   de  WDR5

demuestran    que    tiene    parficipaci6n    en    la    regulaci6n    de    [a    actividad

transcripcional  de  Runx2  durante  la  diferenciaci6n  osteog6nica.  Las  c6Iulas

tratadas con  shRNA anti-WDR5 exhibieron  una disminuci6n  aproximadamente

del  50%  en  los  niveles  de  expresi6n  de  Runx2-ll/p57  y fueron  incapaces  de

expresar  otros  genes  tempranos  y  tardios  de  la  diferenciaci6n  osteog6nica.

Estos   resultados   concuerdan   con   estudios   anteriores,   en   los   que   se   ha

reportado  que  la  haploinsuficiencia  de  Runx2-ll/p57  induce  alteraciones  en  el

proceso de osificaci6n e incluso altera la expresi6n de genes de diferenciaci6n

temprana y tardia (Komori y col.,  1997).
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La participaci6n de WDR5 en el compromiso osteog6nico,  involucra la via Wnt

can6nica y genes  blanco de  esta via,  como  Runx2-ll/p57,  cuya  expresi6n,  en

conjunto  con  genes  6seo  especificos  como  Oc,  disminuye  en  ausencia  de  la

proteina  WDR5.  (Zhu  y col.,  2008).  El  hallazgo  que  el  enriquecimiento  de  la

marca H3K4Me3 en el promotor Pl  se reduzca cuando WDR5 es silenciado, es

consistente  con  estudios  realizados  en  embriones  de Xenapus  /aev/.s  en  los

que  se  demostr6,  mediante  inmunofluorescencia,  que  la  presencia  de  esta

enzima   es   fundamental   para   mantener   el   enriquecimiento   de   H3K4Me3

(Wysocka y col., 2005).

Por otra parte, los experimentos de sobre-expresi6n de WDR5 en osteoblastos

primarios demostraron aumentos significativos en la expresi6n de Runx2-Il/p57

y Oc. Ademas que en  los cultivos se  pudo observar aumento en  la formaci6n

de   dep6sitos   de   calcio   en   la   matriz   extracelular,   signo   de   diferenciaci6n

osteog6nica favorecida.  Estos datos se complementan con  reportes anteriores

en los que se observ6 una celeridad de la diferenciaci6n osteoblastica inducida

por la sobre-expresion de WDR5 en embriones de 17,5 dias (Gori y col., 2005).

De esta forma,  postulamos que la  marca epigen6tica  H3K4Me3  es  importante

para  la  regulaci6n  de la expresi6n de Runx2-lI/p57,  marca que es generada y

mantenida   por   los   complejos,   MLL/COMPASS,   con   WDR5   como   proteina

adaptadora.  Experimentos futuros  se  abocafan  a  dilucidar el  tipo de complejo

MLL encargado de catalizar esta marca y de activar la transcripci6n del gen en

estas condiciones.
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Se ha demostrado que la activaci6n transcripcional de algunos genes HOX es

un  proceso que  requiere de  la  presencia de  marcas  epigen6ticas activadoras,

la  remoci6n  coordinada  de  marcas  represivas  y  el  desplazamiento  de  las

proteinas  del  grupo  Polycomb  desde  regiones  regulatorias.  La  ocurrencia  de

estos    eventos    en    paralelo    permite    asegurar    una    estricta    regulaci6n

transcripcional  durante  la  diferenciaci6n  celular  (Copur y  col.,  2013).  De  igual

manera  se  ha  establecido  que  la  ausencia  de  proteinas  del  grupo  Polycomb

suele   verse   acompafiada   por  el   reclutamiento   de   enzimas   con   actividad

histona-demetilasa como JMJD3 y UTX, que catalizan la remoci6n de la marca

H3K27Me3 de los promotores y conducen  a un  estado activo de  la cromatina

(Copur  y  col.,  2013).  Nuestros  resultados  mostraron  que  UTX  se  encuentra

enriquecido  en  el  promotor  Pl   de  Runx2  en  c6Iulas  diferenciadas  al  linaje

osteog6nico.  Este  reclutamiento  coincide  con  una  perdida  de  la  uni6n  de  su

enzima  antagonista.,  EZH2  y  con  la  remoci6n  de  la  marca  H3K27Me3  en  la

regi6n   promotora.   Interesantemente,   encontramos   que  en   la  diferenciaci6n

miogenica,   el   promotor   Pl   mostr6   un   enriquecimiento   en   H3K27Me3   que

estuvo acompafiado por el reclutamiento de UTX.  La raz6n  por la cual  UTX no

esta demetilando la H3K27Me3 en esta situaci6n no es clara, sin embargo,  es

posible que la actividad de esta enzima este siendo modulada por la presencia

de  otras  marcas  epigen6ticas  o  de  otras  enzimas  presentes,  tal  como  fue

reportado para el promotor de CKm (Jhonson y col.1989).
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La participaci6n  de  UTX en la diferenciaci6n osteog6nica  qued6  ratificada  con

los experimentos de shARN donde se apreci6 que la perdida de UTX caus6 un

aumento   en   los   niveles   de   H3K27Me3.   Este   silenciamiento   tambi6n   tuvo

efectos   negativos   en   la   expresi6n   de   genes   asociados   a   diferenciaci6n

osteog6nica temprana y tardia, como fue el caso de AP y Oc.  Estos resultados

coinciden con lo reportado por otros autores para el promotor de miogenina en

donde se demostr6 que la participaci6n de UTX en la activaci6n transcripcional

de  este  gen,  esta  relacionado  con  su  funci6n  como  enzima  demetilasa  de  la

marca represiva H3K27Me3 (Seenundun y col., 2010). Todos estos resultados

en   conjunto,   nos   indican   que   UTX  es   responsable  de   remover  la   marca

H3K27Me3 en  el  promotor Pl  de  Runx2 durante la diferenciaci6n  osteog6nica

y  que  de  esta  manera,  participa  en  la  activaci6n  transcripcional  de  Runx2-

Il/p57.

Tal como se discuti6 anteriormente, se ha reportado que UTX puede asociarse

a WDR5,  en los complejos MLL3/HALR(KMT2C),  MLL4/HALR (KMT2D) y PTIP

(Cho    y cols.,  2007;  Issaeva  y col.,  2007;  Lee  y col.,  2007).  La  formaci6n  de

estos  complej.os  proveee  un  mecanismo  por  el  cual  los  promotores  pueden

pasar     de     un     estado     transcripcionalmente     reprimido     a     un     estado

transcripcionalmente  activo  (Seenundun  y col.,  2007).  En  concordancia  con  lo

anterior,    al    analizar   la    existencia    del    complejo   WDR5/UTX   en    c6lulas

osteoblasticas, nuestros experimentos de IP y de rechlp demuestran que estas

proteinas  estan  formando  parte  de  un  mismo  complejo  que  a  su  vez  esta
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presente  en  el  promotor  Pl  cuando  el  gen  esta  transcripcionalmente  activo.

Estos   resultados   son   respaldados   por   nuestras   observaciones   utilizando

shARN  contra  WDR5  en  c6lulas  C2C12  diferenciadas  al  linaje  6seo,  donde

observamos   que   la   disminuci6n   en   la   expresi6n   de   WDR5   gener6   una

disminuci6n   en   la   H3K4Me3.   Ademas,   esto   ocurri6   en   paralelo   con   un

decrecimiento   del   reclutamiento   de   UTX   al   promotor   Pl    y   un   aumento

altamente  significativo  en  los  niveles  de  H3K27Me3  en  la  misma  regi6n  De

igual  manera,  con  el  shARN  de  UTX  se  observ6  que  la  uni6n  de  WDR5  al

promotor  Pl   disminuy6  y  que  esta  disminuci6n  estuvo  acompafiada  de  una

baja  en  los  niveles  de  H3K4Me3.  Estos  resultados  indican  que WDR5 y  UTX,

acttlan concertadamente catalizando funciones distintas como metiltransferasa

y demetilasa  que favorecen  la  activaci6n  de  Runx2-Il/p57.  Cabe  resaltar  que

los  resultados  obtenidos  para  WDR5  y  UTX  fueron  confirmados  en  cultivos

primarios de osteoblastos obtenidos a partir de embriones de rata de 20 dias.

Esta  aproximaci6n  nos  permiti6  homologar  los  resultados  obtenidos  en  los

modelos  de  diferenciaci6n  de  las  lineas  celulares  C2C12  y  MC3T3,  con  un

modelo  mucho  mas fisiol6gico,  que  nos  permite  recapitular eficientemente  las

etapas de diferenciaci6n osteog6nica.

En conjunto,  Ia evidencia  presentada nos permite proponer un  modelo que se

resume en la figura 62. En este modelo, en etapas tempranas del desarrollo, en

las  celulas  mesenquimales,  el  promotor  Pl   presenta  enriquecimiento  en  las

modificaciones  H3K4Me  y  H3K27Me3  y  en  las  enzimas  N066,  JARIDIB  y
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EZH2.  Luego  en  una  etapa  temprana  de  activaci6n,  como  por  ejemplo,  por

estimulaci6n  con  BMP2,  las celulas  preosteoblasticas  exhiben  un  aumento  en

la marca H3K4Me3 y una disminuci6n en los niveles de H3K27Me3,  los cuales

estan siendo mediados por la presencia del complejo que contiene WDR5/UTX

en   el   promotor   P1.   La   presencia   de   este   complejo   permite   mediante   un

mecanismo    concertado    aumentar    la    transcripci6n    de    Runx2-II/p57.    Es

importante  destacar  que  el  reclutamiento  del  complejo  WDR5/UTX  ocurre  en

paralelo  con  la  desaparici6n  de  las  enzimas  EZH2,  N066  y  JARID  18  de  la

regi6n promotora, Io que favorece la activaci6n del gen.
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Figura 62. Modelo de regulaci6n epigen6tica de la transcripci6n del
promotor Pl  del gen Runx2-II/p57 durante la diferenciacion osteo-
blastica.  En  la figura  se  muestran  los  residuos  aminoacidicos  de  las
regiones N-terminales de las histonas H3 y H4 asociadas al promotor Pl
del gen Runx2, sus modificaciones covalentes y las enzimas con acci6n
metiltransferasa o demetilasa que catalizan estan modificaciones. Cada
residuo tiene su posici6n en la estructura de las histonas H3 y H4.  Los
cuadros con  el  simbolo  Me,  ubicados al lado de cada  residuo,  indican
metilaci6n y el  ndmero hace  referencia al  grado de la  modificaci6n.  El
tamafio de  la flecha indica el  nivel  de transcripci6n  del  gen  Runx2. A.
C6lulas  mesenquimales  pluripotentes.   a.   C6lulas  que  no  expresan
Runx2-II/p57. C. C6lulas que expresan Runx2-ll/p57.



5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS.

Esta  tesis  doctoral  se  centr6  en  identificar  la  participaci6n  de  las  enzimas

metiltransferasas WDR5,  EZH2,  PRMT5 y las demetilasasas N066,  JARIDI B,

UTX y JMJD6 en la regulaci6n transcripcional del promotor Pl  del gen Runx2.

Los   resultados   nos   permiten   concluir  que   la   existencia  de   modificaciones

covalentes  especificas  en  las  histonas  H3  y  H4  asociadas  a  la  activaci6n  e

inactivaci6n  del gen  reportadas por otros autores y confirmadas en  esta tesis,

estan  directamente  relacionadas  con  la   presencia  de  enzimas  con   acci6n

metiltransferasa,    demetilasa,    acetiltransferasa    y    deacetiltransferasa,    que

forman complejos en el promotor Pl  de Runx2.  Estos complejos pueden estar

compuestos   por  enzimas  con  funciones  totalmente  distintas,   pero  que  en

conj.unto catalizan la presencia de modificaciones en diferentes residuos de las

histonas  que  favorecen  la  activaci6n  o  represi6n  transcripcional  de  un  gen.

Concluimos  que la formaci6n  del complejo  que contiene WDR5-UTX,  participa

en  la  activaci6n  transcripcional  del  gen  mediante  un  mecanismo  concertado

que   le   permite   al   promotor  tener  altos   niveles   de   H3K4Me3   y   muy  baja

presencia  de  H3K27Me3.  Por  otra  parte,  concluimos  que  en  c6lulas  que  no

expresan   Runx2-Il/p57,   Ia  demetilasa  JARIDIB  contribuye  con  la  represi6n

transcripcional  del  promotor P1.  Esta  regulaci6n  no solo  esta  sjendo  mediada
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por   su   acci6n   demetilasa   de   residuos   trimetilados   de   H3K4   sino   que

posiblemente  participe  formando  complejos  con  protefnas  modificadoras  que

favorecen  la  presencia  de  modificaciones  represoras  y  otras  proteinas  que

desfavorecen  los  niveles  de  acetilaci6n  en  el  promotor  P1.   De  otra  parte,

tambi6n  concluimos  que  cuando  el  gen  esta  inactivo transcripcionalmente  las

enzimas N066, EZH2 y PRMT5 son reclutadas al promotor P1, favoreciendo el

estado  represivo de  la  cromatina.  Sin  duda sefa  necesario  que se  profundice

en trabajos futuros en el entendimiento de su participaci6n en este proceso.



6. ANEXOS.
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Anexo 6.1. Analisis de la trimetilaci6n en el residuo de lisina 9 de la
histona  H3,  en  c6Iulas  C2C12.  Ensayos  de  inmunoprecipitaci6n  de
cromatina (Chlp) fueron realizados con extractos entrecruzados de c6Iu-
las C2C12 tratadas con suero de caballo (HS) o BMP2 por 72 horas. Se
utilizaron  anticuerpos  especificos  para  la  trimetilaci6n  de  [a  lisina  9.  EI
ADN precipitado fue cuantificado por PCR en tiempo real utilizando parti-
dores especfficos par la regi6n -118/+29 del promotor Pl  del gen Runx2.
Cada  barra  representa  la  media  +/-   E.S.M  de tres  ensayos  realizados
independientemente  y  con  dos  cuantificaciones  cada  uno.  Diferencias
estadisticamente significativas fueron medidas por test ANOVA de una via
(Test de  Dunnett).  La condici6n  de  preconfluencia  (pC) fu6  usada como
grupo control. ***p<0.001.
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H3K9Me3

H3K27Ac

V.V      shN066 V.V      shN066

BMP2

H3K27me3

V.V      shN066

HS

v.v     shNas6

Anexo 6.2.  Analisis  de  la H3K27Me3, H3K9Me3  y H3K27Ac en  c6Iulas
C2C12   Iuego  del       silenciamiento   de   N066   Inmunoprecipitaci6n    de
cromatina  (Chlp)  realizada  a  par[ir  de     extractos entrecruzados de c6Iu-
las C2C12 infectadas con shRNA para N066 (negro) 6 shRNA control  (V.V,
gris);  posterior  a  la  infecci6n  el  medio  de    cultivo  fue suplementado  con
suero  de  caballo  (HS)  o  con  BMP2  por  48  horas. A. Enriquecimiento de
trimetilaci6n de la lisina 27 de la histona H3. H3K27Me3. a. Enriquecimiento
de tri'metilaci6n de la lisina 9 de la histona H3. H3K9Me3. C. Enriquecimiento
de  acetilaci6n  de  la  lisina  27  de  la  histona  H3.  H3K27Ac.  Las  muestras
fueron    cuantificadas    mediante    PCR    en    tiempo    real    utilizando parti-
dores especificos para la  regi6n -118/+29. Cada  barra representa la  media
+/-E.S.M  de  tres  experimentos  independientes cuantificados  en  duplica-
do. Diferencias estadisticamente significativas fueron medidas por test t-stu-
dent.  La  condici6n  de  V.V  fue  usada  como  grupo  control.      ***  p<0.001,
**p<0.01.
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Anexo 6.3  Analisis  de  la H3K27Me3, H3K9Me3 y H3K27Ac  en  c6Iulas
C2C12   luego del     silenciamiento  deJARIDIB  lnmunoprecipitaci6n   de
cromatina  (Chlp)  realizada  a  partir  de     extractos entrecruzados de c6lu-
las  C2C12  infectadas con  shRNA  para JARIDIB  (negro) 6  shRNA  control
(V.V,  gris);  posterior  a  la  infecci6n  el  medio  de    cultivo  fue suplementado
con    suero  de  caballo  (HS)  o  con  BMP2  por 48  horas. A. Enriquecimien-
to  de trimetilaci6n  de  la  lisina  27 de  la  histona  H3.  H3K27Me3.  a.  Enrique
cimiento  de  trimetilaci6n  de  la  [isina  9  de  la  histona  H3.   H3K9Me3.   C.
Enriquecimiento de acetilaci6n de la lisina 27 de la hisona H3. H3K27Ac. Las
muestras   fueron   cuantificadas   mediante   PCR   en   tiempo   real   utilizan-
do partidores especificos para la regi6n -118/+29. Cada barra representa la
media  +/-  E.S.M   de   tres   experimentos   independientes cuantificados   en
duplicado.  Diferencias  estadisticamente  significativas  fueron  medidas  por
test  t-student.  La  condici6n  de  V.V  fue  usada  como  grupo  control.      ***
p<0.001.



6.4 Secuencia de oligonucle6tidos utilizados en ensayos de  PCR

6.4.1  Runx2-lI/p57 (Rata/ Rat6n)

Sense                         5' TCT GGA AAA AAA AGG AGG GAC TAT 3'

Antisense                   5' GGT GCT CGG ATC CCA AAA GAA  3'

6.4.2 0steocalcina (Rat6n)

Sense                         5' CGT AGT CTG ACA AAG CCT TC 3'

Antisense                   5' CTG GTC TGA TAG CTC GTC AC 3'

6.4.3 0steocalcina  (Rata)

Sense                         5' CGT AGT CTG ACA AAG CCT TC 3'

Antisense                   5'GTG GTC CGC TAG CTC GTC AC 3'

6.4. 4 GAPDH (Rata/Rat6n)

Sense                         5' CCT GCT TCA CCA CCT TCT TGAT 3'

Antisense                   5' CAT GGC CTT CCG TGT TCC TA 3'

6.4.5 0sterix  (Rat6n)

Sense                         5' CTC TGG CTA TGC CAA TGA CTA C 3'

Antisense                   5' ACA TAT CCA AGG ACG TGT AGA 3'

6.4.6 Fosfatasa Alcalina (Rat6n)

Sense 5' CTG GCG ACA GCA AGC CCA AGA GAG C 3'
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Antisense                   5' TGT AGC TGG CCC TTA AGG ATT CGG G 3'

6.4.7 Sialoproteina 6sea (Rat6n)

Sense                         5'CGA TAG TTC CGA AGA GGA 3'

Antisense                   5' CCG CTA ACT CAA AAG TCT GT3'

6.4.8 Miogenina  (Rat6n)

Sense                         5' TGG AGC TGT ATG AGA CAT CCC 3'

Antisense                   5' TGG ACA ATG CTC AGG GGT CCC 3'

6.4.9 WDR5 (Rata/Rat6n)

Sense                         5' CCA GTC CAA CCT CAT CGT CT 3'

Antisense                   5' CAT CAC GGT TGA AAT GAA CG 3'

6.4.10 EZH2 (Rat6n)

Sense                         5' CAT  ITC ATA CGC TCT TCT GTC GAC 3'

Antisense                   5' CCC TCC AGA TGC TGG TAA CAC T 3'

6E4.11  PRMT5 (Rat6n)

Sense                         5' GGA ACT CTG AAG CGG CTA TG 3'

Antisense                   5' GTG TGT AGT CGG GGC ATT CT 3'

6.4.12  COPR5 (Rat6n)
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Sense

Antisense

E;  All 3cTGA AAiG cAiG AIR;c AA!r3 GA3;

5' TCT TCG GCA TCA TCA AAC TG 3'

6.4.13  N066 (Rat6n)

Sense                         5' ACT  TTG CTC CTG TCG ATG CT 3'

Antisense                   5' AGC ATG TGG ACT TGG GTT TC 3'

6.4.14  JARID 18 (Rat6n)

Sense                         5' AGT GGC TTT CCT GTT CGA GA 3'

Antisense                   5' AAG CAC ATG CCC ACA TAC AA 3'

6.4.15  JARID IC (Rat6n)

Sense                         5' GCC ACA CTT GAG GCC ATA AT 3'

Antisense                   5' CTC GAG  GAG TGT GCT GTC AA   3'

6.4.14  UTX (Rata/Rat6n)

Sense                         5' ACA GTAATA CGT GGC CTT GCT GGA 3'

Antisense                   5' TTC ATC TGC TGG TTG TAA CAA CTG 3'

6.4.15 JMJD6 (Rat6n)

Sense

Antisense

E; GA/ri crr3A AlrJC AAlr3 A/r3G AIG AArr

5' CTG GCA AAG TTC TGG GTG AT 3'
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6.5 Secuencia de oligonucle6tidos utilizados para clonar WDR5

Mouse

Wdr5 CI Fwxbal ggcttc       tctaga        ATGGCCACAGAGGAGAAGAAGC

Wdr5 CI RV EcoRl tggagc-    gaattc   TTAGCAGTCACTCTTCCACAGTTTGA

6.6 Secuencia de oligonucle6tidos utilizados en los ensayos de

lnmunoprecipitacion de la cromatina (Chlp)

6.6.1  Promotor Pl de Runx2

Sense (-118)             5' GTG GTA GGC AGT CCC ACT TT 3'

Antisense (+29)        5'TGTTTGTGAGGC GAATGAAG3'

6.6.1 Promotor Pl de PSD95

6.6.1.1 Promotor Pl  de PSD95 rat6n

Sense (-33)               5' GGA GGG GTG AGA ACC CAC CGA 3'

Antisense (+118)     5' CTC CCC CTC CCCACG GCTTC3'

6.6.1.2. Promotor Pl de PSD95 rata

Sense (-33)                5' GGA GGG GTG AGA ACC CAC CGA 3'

Antisense (+118)     5' CTC CCC CTC CCCACTGCT CC3'
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6.7. Anticuerpos de lnmunoprecipitaci6n de cromatina y Western blot.

]nmunoprecipjtaci6n

Histona H3 trimetil Lys9 Ab8898 Abcam Prot A/Agarosa

Histona H3 (mono metilK4) Ab8895 Abcam Prot A/Agarosa

Histona H3 (tri metil K4)Inmunoprecipitacj6n Ab8580 Abcam Prot A/Agarosa

Djmeti[-Histona H4(Ar93) Ab5823 Abcam Prot A/Agarosa

Tri-Metil-Histona H3(Lys27) 07-449 Upstate Prot A/Agarosa

WDR5 Ab56919 Abcam Prot G/Agarosa

N066 Sc3354c5a Sta Cruz Prot G/Agarosa

JARIDIB Ab50958 Abcam Prot A/Agarosa

JARIDIC Ab34718 Abcam Prot A/Agarosa

EZH1 Abl 3665 Abcam Prot A/Agarosa

EZH2 07-689 Millipore Prot A/Agarosa

EZH2 39901  Active Motif Prot A/Agarosa

JMJD3 Ab38113 Abcam Prot A/Agarosa

UTX/KDM6A Ab91231 Abcam Prot A/Agarosa

PRMT5 (JBP1 ) BD611539 Bpharmigen Prot G/Agarosa
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JMJD6 Ab83523 Abcam Prot A/Agarosa

Normal Rabbit lgG 12-370 Upstate Prot A/Agarosa

Normal mouse lgG 12-371  Upstate Prot A/Agarosa

Western blot

aTFIIB  (C-18) sc-225 Santa Cruz

RNA-Pol sc899 Sc-899 Santa Cruz

Runx2 (S-19) sc-12488 Santa Cruz

WDR5 Ab56919 Abcam

N066 Sc3354c5a Sta Cruz

JARIDIB Ab50958 Abcam

JARIDIC Ab34718 Abcam

EZH2 39901  Active Motif

JMJD3 Ab38113 Abcam

UTX/KDM6A Ab91231 Abcam

PRMT5 (JBP1 ) BD611539 Bpharmigen

JMJD6 Ab83523 Abcam
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