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RESUMEN

En los Ultimos anos se ha descrito la participacién de las histonas en procesos extracelulares
implicados en inflamacidn. Las histonas, liberadas de forma controlada por neutrdfilos,
contribuyen a la inmovilizacién y eliminacién de patdgenos por las células del sistema
inmunoldgico a través de las llamadas redes extracelulares de neutrdfilos (NETs). Ademas, las
propias histonas presentan un efecto citotéxico mediado por mecanismos aln no esclarecidos
que facilitan el proceso inflamatorio y la respuesta inmunoldgica. Sin embargo, la presencia de
histonas produce asi mismo efectos nocivos sobre las células del endotelio de los vasos
sanguineos, por lo que las histonas circulantes se han visto involucradas en procesos patologicos
que cursan con una respuesta inflamatoria prolongada, como por ejemplo en sepsis. No
obstante, hasta la fecha se desconoce qué tipo de modificaciones postraduccionales concretas
sufren las histonas implicadas en enfermedad, mas alld de una participacion de histonas
citrulinadas o hiperacetiladas en lupus sistémico eritomatoso, por ejemplo. Las modificaciones
postraduccionales de histonas contribuyen a la modulacion de la expresién génica permitiendo
o bloqueando el acceso de la maquinaria de transcripcién a la cromatina, constituyendo uno de
los mecanismos clave de la regulacidon epigenética y, por tanto, de gran relevancia para el
estudio de la respuesta celular a condiciones ambientales especificas. En el presente trabajo se
analizardn los patrones de modificaciones presentes en histonas obtenidas a partir de extractos
celulares y se pondra a punto una metodologia de purificacién para histonas con modificaciones
postraduccionales especificas, con vistas a evaluar las diferencias en la capacidad citotdxica
sobre células endoteliales humanas de los distintos tipos de histonas y en funcién de las
modificaciones postraduccionales que presenten.
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ABSTRACT

Participation of histones in extracellular processes related to inflammation has been described
in recent years. Through their release in a controlled manner by neutrophils, histones take part
in the immobilization and elimination of pathogens by immune cells, being key components in
the so-called neutrophil extracellular traps (NETs). Besides, histones themselves show a
cytotoxic effect induced by mechanisms not fully understood, that contributes to the
inflammatory processes and immune responses. However, the presence of histones yields at the
same time noxious effects on the endothelial cells of blood vessels, in such a way that plasma
histones have been demonstrated to be involved in pathological processes like sepsis, in which
prolonged inflammatory response occurs. Nevertheless, which kind of specific postranslational
modifications in histones are implicated in disease remains currently unknown, with the
exception of the presence of some citrullinated or hyperacetylated histones in systemic lupus
erythematosus, for instance. Postranslational modifications of histones contribute to the
modulation of gene expression either by allowing or blocking the access to chromatin for the
transcription machinery, being one of the key mechanisms underlying epigenetic regulation and,
hence, of great relevance for the study of cellular responses to specific environmental
conditions. In the present work, the modification pattern present in histones obtained from
human cell extracts will be analyzed, and a purification methodology for histones with specific
postranslational modifications will be set, in order to evaluate the differences in the cytotoxic
capability of the distinct histone types, and the diverse postranslational modifications they
might show, on human endothelial cells.
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Introduccion

1. INTRODUCCION

La epigenética se puede definir, a dia de hoy, como el estudio de las modificaciones que,
sin alterar directamente la secuencia nucleotidica del DNA, regulan la expresion génica y, en
ultima instancia, el fenotipo celular resultante de dicha expresién (Dupont et al., 2009; Hyun et
al., 2015; Imhof, 2006; Kouzarides, 2007; Majnik and Lane, 2014). Actualmente, existe en la
comunidad cientifica cierta controversia acerca del significado preciso de este término, pues se
emplea en diferentes ambitos de la biologia muy diferentes entre si como lo pueden ser la
ecologia y la biologia celular (Deans and Maggert, 2015). Sobre lo que no parece haber duda
alguna es el autor que acufid el término “epigénetica”, Conrad Waddington, quien la definié en
un primer momento en el afio 1942 como la rama de la biologia que estudia las interacciones
causales entre los genes y sus productos que dan lugar al fenotipo (Deans and Maggert, 2015;
Dupont et al., 2009; Huang et al., 2014; Hyun et al., 2015). La principal discrepancia que se
generd en los afos sucesivos respecto a la definicién de la epigenética fue la inclusién del
concepto de heredabilidad (Deans and Maggert, 2015; Kouzarides, 2007; Tammen et al., 2013).
Hoy en dia existen ciertas evidencias de herencia transgeneracional de modificaciones
epigenéticas, pero la definicidn mas aceptada matiza que las modificaciones consideradas
epigenéticas son aquellas que pueden heredarse postmitdéticamente. Independientemente de
su definicidn, la mayoria de autores coinciden en aglutinar las modificaciones epigenéticas en
tres grandes grupos:

a) La metilacién del DNA (generalmente en los extremos 5’ de citosinas).
b) Los RNAs no codificantes (ncRNAs), entre los que destacan los microRNAs (miRNAs).

c¢) Las modificaciones postraduccionales de las histonas y las propias variantes de éstas.
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RNA ) —t
Aff/‘ ’ ncRNAs
Silenciamiento
génico heredable
" postmitoticamente
PTMs n ¥ } : = % )
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Figura 1. Mecanismos considerados de cardcter epigenético y las interacciones entre ellos (modificado de Egger et
al., 2004).

Este conjunto de modificaciones se considera hoy en dia el objeto de estudio de la
epigenética (figura 1), si bien es cierto que hay otros elementos cuya pertenencia o no a la
categoria de la epigenética se encuentra todavia en discusion. De entre ellas, la metilacion del



Introduccion

DNA es, probablemente, la modificacion mas estudiada hasta ahora (Dupont et al., 2009; Hyun
et al., 2015; Majnik and Lane, 2014; Tammen et al., 2013).

En el presente trabajo se estudiaran las histonas, no como mediadores de la regulacion
de la expresién génica, sino como participantes en procesos extracelulares relacionados con la
respuesta inmunoldgica en condiciones patoldgicas. No obstante, la descripcion detallada de las
modificaciones postraduccionales en histonas y su efecto sobre las propiedades bioldgicas de
éstas es critico para la mejor comprensién de la compleja interaccidn entre la célula y su entorno
en condiciones ambientales tan intrincadas y dindmicas como las que median procesos de
respuesta inmunoldgica, aportando un valor afiadido hacia el conocimiento de los mecanismos
epigenéticos subyacentes.

1.1.LAS HISTONAS

Las histonas constituyen, junto con otras proteinas y el DNA, lo que se conoce como
cromatina, componente estructural de los cromosomas eucariotas en el nucleo celular. La
cromatina estd formada por nucleosomas (compuestos por un nucleo de histonas envueltas por
un filamento de DNA de 147 pares de bases habitualmente) unidos entre si por un fragmento
de DNA llamado DNA espaciador que da cabida a un cierto plegamiento de la cromatina. Las
histonas que conforman los nucleosomas en los seres humanos son dos H2A, dos H2B, dos H3 y
dos H4, lo que suma un total de ocho histonas. EIl DNA que rodea a este octdmero proteico da
exactamente 1,7 vueltas a la estructura, consiguiendo un primer nivel de compactacién de la
informacién genética. Un segundo nivel de compactacién se alcanza gracias a la accién de la
histona H1, la cual reside fuera del complejo nucleosémico (Kimura, 2013; Kouzarides, 2007;
Tammen et al., 2013).

Desde su descubrimiento en 1884 por el aleman Albrecht Kossel, importantes hallazgos
relacionados con las histonas han ampliado el conocimiento sobre los mecanismos a nivel
molecular que emplean los organismos para conservar y expresar la informacién contenida en
el DNA. Algunos de ellos tienen que ver con las denominadas “colas” de las histonas, que no son
mas que elongaciones o protrusiones de las mismas dirigidas hacia el exterior del nucleosoma
dejando algunos aminoacidos al descubierto, fuera del complejo nucleosomal. Sobre una gran
variedad de aminodcidos de estas colas (y también, aunque en menor proporcion, de las partes
globulares) se han observado modificaciones de caracter covalente que juegan un rol
indiscutible en el control transcripcional (Kimura, 2013).

1.2. MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE HISTONAS

Las modificaciones covalentes que pueden encontrarse en determinados aminodacidos
de las histonas, llamadas modificaciones postraduccionales de histonas o PTMs por sus siglas en
inglés, regulan la expresion génica a través de dos mecanismos. Uno de estos mecanismos
consiste en la alteracion de las cargas idnicas de las colas de las histonas, de modo que éstas
ganan o pierden (segun el tipo de modificacién) afinidad por las hélices de DNA que poseen una
carga neta negativa debido a la presencia de grupos fosfato. Asi se consigue que la cromatina
sea mas o menos accesible a la maquinaria de transcripcion y traduccién del organismo y a otros
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elementos reguladores. El otro mecanismo conocido a dia de hoy se basa en el reclutamiento
de proteinas de naturaleza diferente a la de las histonas. Dependiendo del tipo de modificacién,
unas u otras proteinas seran atraidas hacia el nucleosoma para ejercer distintas funciones segun
el proceso que se esté llevando a cabo en ese momento: transcripcidn, replicacion, reparacion
del DNA... (Kouzarides, 2007; Siggens and Ekwall, 2014; Tammen et al., 2013).

Las PTMs se dan en los residuos de lisina, arginina, treonina, tirosina y serina de los
extremos amino de las histonas y, al contrario que el DNA que sélo es modificado
covalentemente mediante metilacién o hidroximetilacién, consisten en no menos de ocho tipos
diferentes de modificacion (Dupont et al., 2009; Kimura, 2013; Kimura et al., 2015; Tammen et
al., 2013). Las PTMs mas comunes son: metilacién, acetilacion, fosforilacidn, ubiquitinacién, ADP
ribosilacidn, sumoilacién, deiminacién e isomerizacién de la prolina (Kouzarides, 2007), entre
otras.

De todas las PTMs existentes, la metilacion y la acetilacidn en las histonas H3 y H4 son
las mas estudiadas (Chen et al., 2014), y es por ello que este trabajo ha sido enfocado en gran
parte al analisis de estas dos modificaciones. La acetilacion (que se produce Unicamente en
lisinas) ha sido estudiada en detalle por otros grupos y se ha observado que el aumento de ésta
(hiperacetilacidn) se correlaciona con la activacion transcripcional mientras que la disminucion
de esta marca (hipoacetilacién) da lugar a represion transcripcional (Dupont et al., 2009;
Tammen et al., 2013). Este hecho cobra sentido si se tiene en cuenta que cuando se afiade un
grupo acetilo a una lisina de una histona, la carga positiva de este residuo se neutraliza,
obteniendo como resultado el debilitamiento de la unidn entre la histona y el DNA, provocando
gue éste sea mas accesible a factores de transcripcién y demas proteinas. Del mismo modo, si
una lisina es desacetilada, la proteina en cuestion ganara afinidad por la cadena de DNA a la que
esta unida (Tammen et al., 2013).

Al tratarse la acetilacion de un componente clave en la regulacidn de la expresidn génica,
resulta necesario para el organismo disponer de maquinaria eficiente que acetile o desacetile a
las histonas en el lugar y el momento adecuados. Esta maquinaria estd compuesta por las HATs
(“histone acetyl-transferases”) y las HDACs (“histone deacetylases”). Las primeras se encargan
de llevar grupos acetilo a las histonas mientras que la tarea de las segundas consiste justo en lo
contrario, es decir, en eliminar grupos acetilo de las histonas. Cabe mencionar el hecho de que,
a pesar de que ambas denominaciones incluyen el término “histona”, su actividad no se limita a
la acetilacién o desacetilacion de éstas, sino que pueden modificar a otras proteinas también
(Brandl et al., 2009; de Ruijter et al., 2003; Xu et al., 2007).

La metilacidn ocurre principalmente en residuos de lisina y arginina. Contrariamente a
la acetilacidn, la metilacion ha sido asociada tanto a la activacion como a la represion
trancripcional, lo cual quiere decir que esta modificacién no afecta a la carga neta de las histonas
o, al menos, no significativamente. Adicionalmente, la metilacion de histonas tiene una
particularidad, y es que puede darse mas de una vez en el mismo residuo. Las lisinas, por
ejemplo, pueden estar monometiladas, dimetiladas o incluso trimetiladas. Las argininas pueden
estar monometiladas o bien dimetiladas. Esta caracteristica dota de cierta complejidad al
estudio de este tipo de modificacion (Bannister and Kouzarides, 2011; Kim et al., 2009; Kimura,
2013).

Tal y como ocurre con la acetilacion, en este caso también existen enzimas que se
ocupan de regular la metilacién de las histonas y otras proteinas. Estas se dividen en dos grandes
grupos: las HMTs (“histone methyltransferases”), que se encargan de afiadir metilos a diversos
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aminoacidos de las histonas, y las KDMs (“histone/protein lysine demethylases”), que tienen
como tarea eliminar grupos metilo de las histonas. Las primeras se pueden subdividir, a su vez,
en dos grupos: HKMTs (“histone lysine methyltransferases”) y PRMTs (“protein/histone arginine
methyltransferases”). Asi pues, la modulacidon de la metilacién de histonas a través de estas
enzimas es clave en la regulacién epigenética y puede influir en el desarrollo de numerosas
patologias (Song et al., 2016; Thinnes et al., 2014).

Hoy en dia se conocen diversos inhibidores de estas enzimas, que ejercen diferentes
abordajes para la consecucién de la inhibicion de las enzimas. El tratamiento de células en
cultivo con este tipo de inhibidores es una estrategia utilizada para modificar el estado de
metilacion y acetilacion global de las histonas. Las propiedades terapéuticas de algunos de ellos
(como el TSA y el I0X1) se encuentran actualmente bajo estudio y, debido a la importancia de
las enzimas sobre las que actlan, resultan muy prometedoras.

= ° "

T

-
colas de histonas

colas de histonas

octdmero de histonas

NUCLEOSOMA

Figura 2. Esquema de interaccion entre proteinas modificadoras de histonas. Se muestra un octdmero de histonas
con presencia de grupos metilo (me) y acetilo (ac) en sus colas de aminodcidos. Estas PTMs son reguladas por las
proteinas modificadoras tipo HMTs y KDMs (metilacion/desmetilacion) y por las HATs y HDACs
(acetilacion/desacetilacion). Existen ademds inhibidores de estas proteinas, como el I0X1 y el TSA.

Como se ha mencionado anteriormente, existen otros tipos de modificaciones
postraduccionales en histonas de caracter minoritario o menos estudiados. Un ejemplo
interesante es el de la ubiquitinacion, mecanismo de etiquetado de proteinas para su
degradacion que, no obstante, puede servir también como modificacién reguladora de procesos
de sefalizacion celular. Se ha descrito la relacion entre sefializacidn por la via de la ubiquitina y
las histonas, siendo la ubiquitinacién de las isoformas de histona H2 la mejor descrita hasta el
momento (Bach and Hegde, 2016).

Por otro lado, el grupo de investigacién en el que se ha realizado el presente trabajo fue
el primero en describir modificaciones en histonas como la glutationilacion de la histona H3
(Garcia-Giménez et al., 2013), asi como la carbonilacién de varios tipos de histonas en relacidon
al ciclo celular (Garcia-Giménez et al., 2012). Las consecuencias fisioldgicas de la presencia de
este tipo de PTMs todavia se desconocen en gran parte, asi como su posible papel en el
desarrollo de condiciones patoldgicas en el organismo, motivo por el cual se estan llevando a
cabo numerosas investigaciones en el campo.
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1.3.HISTONAS EXTRACELULARES

En contraste con las histonas intracelulares, existen también histonas extracelulares o
circulantes, cuya funcién no es estructural ni llevan a cabo ningun tipo de regulacién génica. Su
papel en el organismo parece estar relacionado con la defensa ante microorganismos exdgenos
y la respuesta inflamatoria. De hecho, existen estudios en los que se propone la inclusidn de las
histonas extracelulares dentro de la categoria de moléculas con patrones asociados al dafio, o
DAMPs por su nombre en inglés (Chen et al., 2014; Gould et al., 2015; Xu et al., 2015).

Si bien no es tarea sencilla identificar las fuentes de histonas extracelulares, actualmente
se consideran dos origenes posibles. Las células en estado de necrosis es uno de ellos: en el
momento en que una célula sufre la ruptura de la membrana plasmatica, su contenido es vertido
al espacio extracelular, incluyendo histonas y demas material genético. Asi mismo, se hipotetiza
que las células en estado apoptdtico también vierten histonas al medio extracelular a pesar de
gue no se produce la disgregacion de su membrana (Chen et al., 2014; Xu et al., 2015). Ambos
procesos de muerte celular pueden alcanzarse tras la exposicién a un exceso de especies
reactivas de oxigeno (ROS segun las siglas en inglés), como por ejemplo perdxido de hidrogeno,
con el cual se ha demostrado que al inducir la muerte celular por ambas vias se produce un
vertido de histona H3 al espacio extracelular (Kawano et al., 2014).

La otra fuente descrita radica en las llamadas “neutrophil extracellular traps” o NETSs,
redes compuestas por las secreciones de los neutrdfilos activados, en las que se pueden hallar
histonas, DNA, proteinas citoesqueléticas y proteinas granulares como la elastasa, propia de los
neutréfilos, o la mieloperoxidasa (Kolaczkowska et al., 2015; Xu et al., 2015). La principal funciéon
de estas NETs es atrapar y degradar microbios extraifos al organismo. Cuando la cantidad
segregada de NETs es excesiva se puede producir un tipo de muerte en las células inmunes
conocido como NETosis (Chen et al., 2014). El eje estructural de las NETs es el DNA gendmico,
gue con sus cargas negativas atrae al resto de proteinas formando uniones electrostaticas
(Kolaczkowska et al., 2015), aunque éste no es el causante de la citotoxicidad de las NETs
(Saffarzadeh et al., 2012). Se postula que las cargas positivas de las histonas estan implicadas en
el mecanismo por el cual éstas logran eliminar bacterias y demas patdgenos. Gracias a ellas se
acoplan a la membrana microbiana, consiguiendo asi la muerte directa del microorganismo o
bien un aumento de la permeabilidad de dicha membrana alterando la respuesta al calcio y
desencadenando procesos todavia no bien descritos (Garcia-Giménez et al., 2015).

1.4.CITOTOXICIDAD MEDIADA POR HISTONAS

Asi pues, siguiendo la linea del epigrafe anterior, hay constancia de que las histonas
fuera del nucleosoma tienen habilidades proinflamatorias y participan activamente en la
eliminacion de posibles patdégenos como parte del sistema inmune innato. Sin embargo, Gould
et al. (2015) proponen que las histonas extracelulares son, en realidad, espadas de doble filo.
De la misma manera que las histonas resultan letales para muchos patégenos fuera de la
estructura de la cromatina, también lo son para las células del huésped (Kolaczkowska et al.,
2015; Saffarzadeh et al., 2012), a través de la induccién de la apoptosis o necrosis en diversos
tipos celulares, como por ejemplo en células de la retina (Kawano et al., 2014). Aparentemente,
la letalidad de las histonas afecta a un gran nimero de drganos: higado, rifiones, cerebro,
pulmones, pancreas ,etc. (Chen et al., 2014), y su secrecién tras el dafio proviene de muchos
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tejidos, afectando al mismo tiempo a casi todos ellos de manera negativa cuando la exposicién
es prolongada.

Uno de los tejidos particularmente sensible al dafio mediado por las histonas es el
endotelio (Chen et al.,, 2014; Xu et al., 2009). En el estudio de Saffarzadeh et al. (2012) se
comprobd, en células epiteliales y endoteliales, que los componentes causantes de la
citotoxicidad de las NETs eran, efectivamente, las histonas. Sin embargo, en este mismo estudio
se afirma que la citotoxicidad de las NETs puede ser revertida hasta cierto punto, dependiendo
de varios factores. El uso de anticuerpos contra histonas es una de las estrategias propuestas.
Otro mecanismo para reducir la citotoxicidad mediada por histonas (no presentes en las NETSs,
sino aisladas) es el suministro de la proteasa APC (“activated protein C”). Adicionalmente, la
heparina ha mostrado ser una via para prevenir el dafio causado por las histonas circulantes en
plasma, independientemente de su capacidad anticoagulante (Iba et al., 2015; Wildhagen et al.,
2014).

Hay estudios que afirman que las histonas extracelulares pueden inducir la produccion
de interleuquinas (Kawano et al., 2014) y otras citoquinas (Ekaney et al., 2014) o unirse a
receptores (TLRs entre otros) para activar diferentes rutas de sefializacién, tales como MAPK,
inflamasoma y NF-kB. Asi pues, se cree que las histonas extracelulares constituirian unos
biomarcadores utiles para el diagndstico y prondstico de multiples enfermedades (Chen et al.,
2014; Garcia-Giménez et al.,, 2015), destacando la sepsis y diferentes tipos de patologias
asociadas a traumatismos (Ekaney et al., 2014).

dafio endotelial
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Figura 3. Esquema del papel de las histonas extracelulares en la citotoxicidad de las NETs. Los neutrdfilos activados
segregan diferentes componentes al espacio extracelular entre los que se encuentran diversos tipos de histonas, que
resultan toxicas para los microorganismos patogenos asi como para las células endoteliales.

A pesar de la acumulacion de evidencias en cuanto a la toxicidad mediada por histonas,
existen muchos interrogantes todavia respecto a los mecanismos moleculares que median en
estos procesos. Se desconoce en gran medida la participacion de las modificaciones
postraduccionales especificas en estos procesos, mas alld de ejemplos puntuales como el
requerimiento de la citrulinacién de histonas para la formacién de NETs (Leshner et al., 2012;
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Wang et al., 2009) o la correlacién entre niveles de histonas citrulinadas e hiperacetiladas en
lupus eritematoso sistémico (Dwivedi et al., 2014; Pieterse et al., 2015). La relacién entre los
dafios producidos en el endotelio de los vasos sanguineos y las caracteristicas de las histonas
que participan es, a fecha de hoy, un frente abierto cuyo estudio puede proporcionar importante
informacién en cuanto a los detalles mecanisticos, asi como servir de base para el disefio de
biomarcadores epigenéticos especificos. En el presente trabajo se desarrolla un protocolo de
induccidon de modificaciones postraduccionales en histonas y su posterior purificacién, en vistas
a la evaluacién de las propiedades citotdxicas de estas formas especificas en relacién al dafio
endotelial producido por la presencia de histonas circulantes.
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2. OBIJETIVOS

1. El primer objetivo del presente trabajo consiste en la induccién de modificaciones
postraduccionales especificas en histonas, mediante la utilizacion de distintos compuestos:

1.1. MG 132 para la inducciéon de ubiquitinaciones/carbonilaciones.
1.2. 10X1 para la induccion de metilaciones.

1.3. TSA para la induccion de acetilaciones.

2. El segundo obijetivo es la obtencidon de extractos celulares puros de histonas individuales a
partir de extractos complejos obtenidos en las condiciones descritas en el objetivo primero
mediante técnicas cromatograficas.
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3. MATERIALES Y METODOS

3.1.CULTIVOS CELULARES

Para la realizacidn de todos los experimentos se emplearon células Hela, linea celular
de céncer cervical humano. Estas se crecieron en medio de cultivo DMEM (Invitrogen, San Diego,
CA, EEUU) suplementado con un 10% de suero bovino fetal (Invitrogen, San Diego, CA, EEUU) y
un 1% de penicilina/estreptomicina (/nvitrogen, San Diego, CA, EEUU).

Las células se mantuvieron en frascos de cultivo celular T75 a una densidad de 20000
células/cm? aproximadamente, a 37° C en atmdsfera humidificada y con un 5% de CO; en la
incubadora Heracell 150i CO, (Thermo Scientific, New York, NY, EEUU).

3.2.ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD

Para determinar el grado de citotoxicidad de los compuestos empleados se utilizé el
método de la sulforhodamina B. Este compuesto tifie de un color rosado el contenido proteico
de las células. Por tanto, solo se tefiiran aquellas células cuya membrana se encuentre dafiada
como consecuencia de muerte celular, ya que esta es la Unica manera en la que la
sulforhodamina tiene acceso a las proteinas contenidas en el interior de las células. Midiendo la
absorbancia a una longitud de onda de 570 nm se pueden cuantificar las proteinas, cuyo nimero
es directamente proporcional al nimero de células supervivientes antes de comenzar el método
de la sulforhodamina.

El procedimiento realizado comenzd por el cultivo de células HelLa en una placa de 96
pocillos para cada compuesto, con 1000 células por pocillo en un volumen de 95 pl. Cada placa
se guardd en la incubadora mencionada previamente y al dia siguiente se saco y se afiadieron
los respectivos tratamientos en un volumen de 5 pl, alcanzando un volumen total en cada pocillo
de 100 pl. Al finalizar el tratamiento, se guardé la placa en la incubadora y tras 24 h cada pocillo
recibié el mismo tratamiento en el mismo volumen. Tras 24 h mas en la incubadora se afadié
50 ul de acido tricloroacético (TCA) al 50% frio (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) en cada
pocillo para fijar las células y provocar la precipitacidn de las proteinas en el fondo de la placa.
Inmediatamente se incubaron las células en la misma placa a 4° C durante 1 h. Pasado este
tiempo se elimind el sobrenadante y se realizaron cinco lavados con agua, de 200 pl cada lavado.
Tras haber eliminado meticulosamente el sobrenadante y haber esperado a que se secara la
placa, se pipeted un volumen de 100 pul de sulforhodamina B (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EEUU) al 0,4% en acido acético al 1% en cada pocillo y se incubd durante 20 min a temperatura
ambiente y en oscuridad. Posteriormente, se elimind el sobrenadante y se llevé a cabo un lavado
quintuple con acido acético al 1% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) con volimenes de 150 pl
por pocillo. Este paso sirvid para eliminar el colorante que no habia quedado fijado a las
proteinas. Una vez mas se elimind el sobrenadante y se dejo secar la placa. Hecho esto se afadio
100 pl por pocillo de trizma 10 mM (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) con tal de solubilizar el
colorante fijado a las proteinas y poder asi después leer la absorbancia. Tras unos minutos de
reposo se introdujo la placa en el espectrofotometro SpectraMax Plus 384 (Molecular Devices,
Sunnyvale, CA, EEUU) y se realizé mediciones tanto a 570 nm de longitud de onda como a 620
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nm. Todas las condiciones y concentraciones ensayadas se llevaron a cabo por triplicado. Para
el calculo de la LDso, se representd graficamente el promedio de los porcentajes de células vivas
en cada condicion respecto a la condicion control, y se calculé el ajuste de los puntos a una curva
de tipo hiperbdlica obteniendo una R?de 0,948.

3.3.0BTENCION DE HISTONAS

Para la obtencidn de histonas se procedid a la lisis de unas 3-10° células, previamente
tratadas con TSA (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU), I0X1 (Abcam, Cambridge, RU) o DMSO a
las 24 h y a las 48 h tras la siembra en placas T150; y con MG 132 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
EEUU) o DMSO a las 4 h tras la siembra en placas T150. Para ello, se elimind el medio de cultivo
y se lavd cada placa dos veces con 5 ml de PBS. Una vez eliminados los restos de PBS, se
afiadieron 3 ml de tripsina y se incubaron las placas durante 5 min a 37°C en atmdsfera
humidificada con un 5% de CO,. Seguidamente, la tripsina fue inactivada afiadiendo 3 ml de
medio DMEM. Nada mas inactivada la tripsina se transfirié el contenido de las placas a tubos
Corning y se realizé una centrifugacion a 1500 rpm durante 5 min a temperatura ambiente. El
sobrenadante fue eliminado y los “pellets” se resuspendieron en 1 ml de PBS, tras lo cual el
contenido se transfirid a tubos de 1,5 ml y se volvié a centrifugar a 1500 rpm durante 5 min.
Eliminando el sobrenadante una vez mas, se afiadié a los tubos 1 ml de tampdn de lisis
hipotdnico (Tris-Cl pH=8 10 mM, KCI 1 mM, MgCl, 1,5 mM vy ditiotreitol 1 mM) y se dejaron
rotando en la noria a 4°C durante 30 min para favorecer la lisis mecanica y el hinchado
hipotdnico de las células. A continuacion, se centrifugaron los tubos a 10000 rpm a 4° C durante
10 min y, posteriormente, se elimind el sobrenadante y se resuspendié el contenido de cada
tubo en 400 pl de H,SO4 0,4 N. El siguiente paso fue dejar los tubos en rotacién constante en la
camara fria (a 4° C) durante toda la noche.

Al dia siguiente se volvieron a centrifugar los tubos a 13000 rpm a 4° C durante 10 min
y la fase liquida se transfirié a tubos de 1,5 ml nuevos. Inmediatamente se afiadié 132 pl de acido
tricloroacético al 100% (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) gota a gota y se invirtieron los tubos
varias veces para facilitar la precipitacion de las histonas, tras lo cual se dejaron reposar en hielo
durante unos 30 min. Pasado este tiempo, se llevé a cabo otra centrifugacion a 13000 rpm a 4° C
de 10 min. Para eliminar el acido se aspiré cuidadosamente el sobrenadante con la pipeta y se
lavd el “pellet” con 0,5 ml de acetona fria. La centrifugacidn y la adicidon de acetona se repitieron
una vez masy, tras una ultima centrifugacidn, se eliminé el sobrenadante con la pipeta y se dejo
secar el “pellet” de histonas purificadas durante unos 30 min. Por ultimo, el “pellet” se disolvid
en un volumen determinado de agua bidestilada, dependiendo de la cantidad de “pellet”
presente en cada tubo (entre 50 ply 100 pl).

3.4.CUANTIFICACION DE PROTEINAS

Para cuantificar la cantidad de proteina se utilizd el método de Bradford, una técnica
colorimétrica que permite medir cantidades de proteinas en disolucion. En primer lugar, con el
fin de obtener una recta patrdn, se prepard una serie de muestras estandar de seralbimina
bovina (BSA) de concentraciones conocidas: 0,25; 1; 2; 4; 5 y 10 (mg/ml). Al mismo tiempo, en
una microcubeta Plastibran standard disposable cuvette (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EEUU) se
introdujo 1 ml de agua bidestilada, que sirvié como blanco para calibrar el espectrofotémetro.
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A continuacién se afiadié en cada microcubeta de espectrofotometria, incluyendo las que
contendrian las muestras cuya concentracion se deseaba conocer, 800 ul de agua bidestilada y
200 ul de Bio-Rad Protein Assay Dye Reagent Concentrate (Bio-Rad Laboratories GmbH,
Miinchen, Alemania), cuya mezcla se habia preparado previamente para todas las cubetas en
un tubo Falcon de 50 ml. Justo después se afiadié un 1 pl de muestra en las correspondientes
cubetas, tanto de las de BSA como las que contenian el extracto de histonas. Seguidamente se
invirtieron todas las microcubetas tapandolas antes con film para que la mezcla quedara bien
homogénea y se incubaron en completa oscuridad durante unos pocos minutos para que los
componentes reaccionaran entre ellos. Transcurrido este tiempo se midié la absorbancia a una
longitud de onda de 595 nm en el espectrofotdmetro Jenway 7315 Spectrophotometer (Bibby
Scientific Ltd, Stone, Staffs, RU). Con los datos obtenidos de las muestras de concentracién
conocida se procedié a la elaboraciéon de una recta patrén. Con la ecuacién de la recta se
obtuvieron las concentraciones desconocidas de las muestras de histonas.

3.5.ANALISIS DE PROTEINAS MEDIANTE WESTERN BLOT

Para poder detectar especificamente las proteinas (modificadas o no) presentes en los
extractos de histonas se llevaron a cabo varios ensayos de Western Blot con distintas muestras
y anticuerpos. En primer lugar, para que la deteccién de las diferentes histonas fuese posible,
éstas se separaron segun su peso molecular mediante una electroforesis en gel de poliacrilamida
con dodecilsulfato sédico (SDS-PAGE). Con tal fin, se prepard un gel de poliacrilamida al 15%
para cada ensayo, cuyo contenido era: 3,55 ml de agua bidestilada; 3,75 ml de acrilamida al 40%;
2,5 ml de Tris pH=8,8 1,5 M; 0,1 ml de SDS al 10%; 0,1 ml de APS y 0,004 ml de TEMED.

Mientras el gel polimerizaba se prepararon las muestras que mas tarde se cargarian en
el mismo. Se dispuso, en tubos de 1,5 ml nuevos, el volumen necesario de disolucion de histonas
para que hubiera un total de 5 pg de proteina, 4 ul de tampdn de carga (Tris 40 mM, EDTA 4
mM, azul de bromofenol al 0,01%, sacarosa al 40%, SDS al 4% y B-mercaptoetanol al 10%) y el
volumen necesario de agua bidestilada para alcanzar los 20 pl. Posteriormente, se pusieron los
tubos a calentar en un termobloque a 95° C durante unos 5 min, transcurridos los cuales se llevd
a cabo un “spin” en la centrifuga para asegurar que todo el contenido del tubo se encontrara en
el fondo. Finalmente, se cargaron los 20 ul de cada tubo en los distintos pocillos del gel ya
polimerizado dentro de una cubeta MiniPROTEAN Tetra cell (Biorad, Hercules, CA, EEUU) con
“running buffer” (Tris 0,25 M, glicina 2 M y SDS al 1%) y se dio comienzo a la electroforesis
corriendo a 120 V durante una hora.

Una vez el frente de bandas alcanzé la parte mas inferior del gel, se detuvo la
electroforesis y se montd el gel y una membrana Nitrocellulose Blotting Membrane de 0,45 um
(GE Healthcare Life Sciences) entre dos papeles, estos a su vez envueltos en dos estropajos,
sobre un soporte que mantuviera el gel completamente pegado a la membrana para llevar a
cabo la transferencia de las histonas del gel ala membrana. Instalando el montaje en una cubeta
de transferencia se afadié tampdn de transferencia (Tris 25 mM, glicina pH=8,3 192 mM y un
20% de metanol puro) y se aplicé un voltaje constante de 120 V a 4°C durante 1 h
aproximadamente.

Finalizada esta fase y una vez separado el gel de la membrana se dejo tefiir al primero
en azul de Coomassie (1,25 g de Coomassie R-250, 250 ml de metanol, 50 ml de acido acéticoy
1200 ml de agua bidestilada), mientras que la membrana se sumergié en tampodn de bloqueo
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compuesto por BSA, con una concentracion dependiente del anticuerpo utilizado
posteriormente (0,01 g/ml 0 0,05 g/ml), en TBS-Tween (Tris 20 mM, NaCl pH=7,6 137 mM y un
0,1% de Tween 20) o PBS-Tween, segun el anticuerpo empleado después, durante 1 h. Este
bloqueo sirve para reducir las uniones inespecificas de los anticuerpos.

Tras el bloqueo se procedié a la hibridacidon de los anticuerpos primarios con las
histonas. Los anticuerpos utilizados se unian especificamente a: H3K27me3 (1:1000, Diagenode,
Denville, NJ, EEUU), H3K9ac (1:1000, Cell Signaling, Danvers, MA, EEUU), H2AK5ac (1:1000, Cell
Signaling, Danvers, MA, EEUU), H3 (1:25000, MerckMillipore, Darmstadt, Alemania), H2A
(1:2000, Cell Signaling, Danvers, MA, EEUU) y ubiquitina (MerckMillipore, Darmstadt, Alemania).
Cada anticuerpo se diluyd, segun las indicaciones de las respectivas casas comerciales, en TBS-
Tween o PBS-Tween con BSA, dependiendo del tipo de anticuerpo, antes de dejar cada
membrana en sus correspondientes disoluciones durante toda la noche a 4°C en agitacion
suave.

Al dia siguiente se lavd cada membrana con 0,01 g/ml 0 0,05 g/ml de BSA en TBS-Tween
o PBS-Tween, segun el anticuerpo utilizado, para eliminar el exceso de anticuerpo primario que
no se hubiera unido a la membrana. A continuacion se volvié a incubar las membranas, esta vez
con anticuerpo secundario, conjugado con el enzima peroxidasa de rabano, de cabra anti-ratén
(1:7500, Merck KGaA, Darmstadt, Alemania) o de cabra anti-conejo (1:2500, Cell Signaling,
Danvers, MA, EEUU) en funcién del anticuerpo primario empleado, durante 1 h en agitacion
suave. Tras esta incubacidn se lavé nuevamente por triplicado cada membrana con los mismos
tampones de los lavados precedentes y se procedio a la deteccién quimioluminiscente de las
proteinas. Para ello, se incubd cada membrana con 1 ml de mezcla 1:1 de los reactivos del kit de
revelado ECL™ Western Blotting Detection Reagents (GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont,
Buckinghamshire, RU) y tras unos minutos se introdujeron en el escaner densitométrico
ImageQuant LAS 4000 (GE Healthcare UK Limited, Little Chalfont, Buckinghamshire, RU).
Finalmente, los resultados se analizaron mediante el programa de analisis de imagenes Imagel.

3.6.ANALISIS DE LA CARBONILACION DE PROTEINAS

Para el estudio de la carbonilacidn en proteinas se llevd a cabo una variante de Western
Blot conocida como OxyBlot u Oxy-Western Blot. Una de las diferencias respecto al WB original
es la necesidad de derivatizar antes las muestras, para lo cual se emplearon los reactivos del
OxyBlot™ Protein Oxidation Detection Kit (Millipore, Billerica, MA, EEUU).

La derivatizacion de las muestras se realizé mediante la desnaturalizacién de 5 ul de
cada muestra al afadir 5 pl de SDS al 12%. Seguidamente, se afiadieron 10 pl de 2,4-
dinitrofenilhidracina (DNPH) 10 mM en TFA al 10% a cada disolucién, menos al control negativo,
al cual se afiadieron 10 ul de Derivatization-Control Solution. Tras esto, se incubaron todas las
muestras en oscuridad durante 15 min aproximadamente, con cuidado de no dejar que las
reacciones continuaran mas tiempo para evitar reacciones secundarias no deseadas. Después
se afadieron 7,5 ul de Neutralization Solution (Tris 2 M en glicerol al 30%) a cada muestra para
neutralizar la reaccién y 1 ul de B-mercaptoetanol. A continuacidn las muestras se cargaron en
un gel de poliacrilamida al 15% para continuar con el procedimiento cldsico de WB sin necesidad
de afadir tampdn de carga ni de desnaturalizar la muestras en un termobloque.
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Tras la transferencia la membrana fue bloqueada con BSA al 5% en PBS-Tween durante
1 h. Finalizado el bloqueo, se incubd con anticuerpo anti-DNP (provisto también en el OxyBlot™
Protein Oxidation Detection Kit) segun las indicaciones del fabricante.

3.7.CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

Para la separacién cromatdgrafica de los extractos de histonas se utilizé un equipo
cromatografico de FPLC (“Fast Protein Liquid Chromatography”) AKTA™ pure (GE Healthcare
Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia), con los siguientes tampones de trabajo:

- Eluente A (5% de acetonitrilo y 0,1% de TFA).

- Eluente B (90% de acetonitrilo y 0,1% de TFA).

- Tampodn de limpieza (0,1% de TFA).

- Tampdn de mantenimiento de la columna (20% de etanol).

Antes de proceder se desgasificaron todos los tampones en un sonicador para evitar
dafios al equipo y a la columna. Posteriormente, se conectd la columna SOURCE™ 15RPC ST
4.6/100 (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia) al equipo vy se llevd a cabo un lavado
de todo el circuito con el tampdn de limpieza. Seguidamente se dio comienzo al programa de
elucion partiendo de una concentracién de eluente B igual a 0, que iria aumentando
gradualmente con un flujo constante hasta llegar a una concentracién del 100% y se inyect6 el
volumen correspondiente a un 1 mg de muestra directamente en el “loop”. Las proteinas se
mezclan con los tampones correspondientes en un mezclador vy, al separarse en la columna
segln su hidrofobicidad, van pasando por un lector UV que mide la conductividad
(concentracion de sales), el pH y la absorbancia (concentracién de proteinas) y muestra los
resultados en forma de picos. Al salir del bloque del lector UV, las proteinas se dividen mediante
el colector Fraction collector F9-R (GE Healthcare Bio-Sciences AB, Uppsala, Suecia) acoplado al
equipo de FPLC en diferentes fracciones en tubos de 1,5 ml, mientras que las impurezas se
vierten por otra salida a un tubo de desechos. Por ultimo, una vez el programa de elucién hubo
finalizado, se llevé a cabo otro lavado del circuito con tampdn de limpieza, para asegurar que no
quedara ningun resto de muestra a lo largo del circuito. Cuando el lavado hubo terminado, se
inyectd etanol al 20% y se invirtio el flujo para el posterior almacenamiento de la columna. De
esta manera, la columna pudo ser almacenada con etanol en su interior evitando la entrada de
aire. Tras esto, el flujo se detuvo y se obtuvo el cromatograma con el programa Unicorn.






Resultados y discusion

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1.INDUCCION DE MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES EN HISTONAS

El objetivo principal de este trabajo es la obtencién de histonas modificadas
postraduccionalmente, cuyo potencial citotdxico en células endoteliales pueda ser evaluado
mas adelante. En base a la bibliografia existente, asi como en la experiencia previa del
laboratorio, se decidid estudiar ubiquitinacidn, carbonilacion, acetilacion y metilacion de
histonas. Para poder inducir estas modificaciones postraduccionales especificas, se
seleccionaron los siguientes compuestos:

- EI MG 132 para inducir ubiquitinacién y carbonilacion como resultado de la inhibicién del
proteasoma.

- La 5-carboxi-8-hidroxiquinolina (I0X1) para inducir metilacién gracias a la inhibiciéon de
desmetilasas.

- La tricostatina A (TSA) para la induccién de la acetilacién via la inhibicion de enzimas con
actividad desacetilasa.

En los siguientes subapartados se comentaran en detalle los resultados obtenidos con
cada tratamiento.

4.1.1. Induccion de carbonilacion y ubiquitinacion con MG 132

El MG 132 es un inhibidor del proteasoma comunmente utilizado. Los efectos de este
compuesto pueden ser muy distintos segln la concentracidén de uso y el tiempo de incubacion;
para los experimentos del presente trabajo se tomaron los rangos empleados en otros trabajos
(Gao et al., 2013), asi como los pardmetros previamente utilizados por el propio grupo de
laboratorio (Garcia-Giménez et al., 2012). En este ultimo trabajo se definié que la inhibicion del
proteasoma conducia a una elevacion en los niveles de histonas carboniladas. Por lo tanto, se
decidio utilizar estos datos para inducir de forma indirecta la carbonilacion de las histonas.

Asi pues, una vez tratadas las células segun las condiciones de cultivo descritas en el
apartado “Materiales y métodos”, se extrajeron las histonas y se procedié al andlisis de
proteinas mediante WB.
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Figura 4. Oxy-Western Blot para la deteccion de residuos carbonilados. Patrén de la carbonilacion de histonas
obtenido a partir de extractos de células HelLa derivatizados con DNPH, correspondiendo “C” a un control negativo de
la reaccién de derivatizacién, “@” a control negativo (extractos derivatizados procedentes de células sin tratar),
“DMSO” a extractos de células tratadas con el vehiculo DMSO y “MG 132” a extractos de células tratadas con MG 132
(izquierda). Gel tefiido con azul de Coomassie de los mismos extractos de histonas una vez realizada la transferencia
a la membrana de nitrocelulosa (derecha). Cada condicién de cultivo celular se ensayd por duplicado.

Para analizar los niveles de carbonilaciéon se empleé una variante del WB, conocida como
OxyBlot u Oxy-Western Blot. Asi pues, en la figura 4 puede observarse cédmo con una
concentracion de 1 uM de MG 132 ya existe una diferencia considerable en la intensidad de las
bandas con respecto a los controles positivos, lo cual quiere decir que, de acuerdo con la
hipdtesis de partida, los niveles de carbonilacion en las histonas aumentan significativamente
en presencia de un inhibidor del proteasoma como es el MG 132. Sin embargo, en la figura
también se observa un aumento de la intensidad en las bandas correspondientes al tratamiento
con vehiculo (DMSO) con respecto a las bandas de los controles negativos; un aumento mayor,
si cabe, que el observado en las bandas de las células tratadas con MG 132.

Una explicacién plausible para este hecho podria ser que el DMSO por si solo ya produce
un aumento de los niveles de carbonilacion en las histonas y que, por consiguiente, la intensidad
de las bandas relativas al MG 132 es consecuencia del DMSO que hay en la disoluciéon y no del
propio compuesto. Se necesitara repetir el experimento y probar diferentes condiciones de
cultivo para poder obtener una induccion clara de carbonilacion en las histonas, puesto que la
fase del ciclo celular resulta critica para observar un pico de carbonilacién en las histonas
nucleares, como se describe en Garcia-Giménez et al. (2012).
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Figura 5. Western Blot para la deteccion de ubiquitinas y poliubiquitinas. Patrén de la ubiquitinacion de histonas
obtenido a partir de extractos de células HeLa, “@” a controles positivos, “DMSO” a extractos de células tratadas con
el vehiculo DMSOy “MG 132” a extractos de células tratadas con MG 132 (izquierda). Gel tefiido con azul de Coomassie
de los mismos extractos de histonas una vez realizada la transferencia a la membrana de nitrocelulosa (derecha).

En paralelo, una parte de los mismos extractos se utilizd para realizar un WB contra
residuos de poliubiquitina (figura 5). Con la salvedad de las calles correspondientes a la
condicién control (en una de las cuales, como puede apreciarse por el control de carga que
permite la tincién de Coomassie, se cargé mucha menos cantidad de proteina total), los
duplicados de cada condicién (vehiculo y MG 132) son uniformes en cuanto al resultado
observado. Las bandas de los extractos de MG 132 son, en este caso, menos intensas que las del
Unico control que permite la comparacién. El DMSO, por el contrario, presentd unas bandas
ligeramente mas intensas que el resto de condiciones ensayadas. Este resultado parece sugerir
que el MG 132 no promueve la presencia de ubiquitinas o poliubiquitinas sobre las histonas;
ademas, se observa de nuevo que el DMSO es capaz de estimular la aparicidn no solo de grupos
carbonilo (figura 4) sino de marcas de ubiquitina en histonas (figura 5). No obstante, resulta
llamativo que en un WB frente a residuos de ubiquitina se observe un patrén de bandas tan
simple, por lo que se decidid realizar un segundo experimento, pero esta vez utilizando un rango
de concentraciones de MG 132 que tal vez permitiese observar un patrén de ubiquitinacién mas
complejo: 1 WM como concentracion minima y 10 uM como concentracion maxima, incubando
en todos los casos 4 horas antes de lisar las células. El resultado de este nuevo WB puede verse
en la figura 6.
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Figura 6. Western Blot para la deteccion de ubiquitinas y poliubiquitinas. Patrén de la ubiquitinacion de histonas
obtenido a partir de extractos de células Hela, correspondiendo “@” a un control y “MG 132” a extractos de células
tratadas con MG 132 con el siguiente gradiente de concentraciones: 1, 2 y 10 uM (izquierda). Gel tefiido con azul de
Coomassie de los mismos extractos de histonas una vez realizada la transferencia a la membrana de nitrocelulosa
(derecha).

De nuevo, se observa la presencia de una sefial mas fuerte para el control que para las
muestras tratadas con MG 132. Ademas, dado que en este WB se probaron tres concentraciones
diferentes, pudo constatarse que, a excepcion de las bandas correspondientes al tratamiento
con 2 uM de inhibidor, la sefial sigue un patron descendente de intensidad a medida que
aumenta la concentracidn. En este caso, y seguin se puede comprobar gracias a la tincidn del gel
con Coomassie, la carga de las distintas calles se encuentra mas equilibrada, salvo en el caso del
control, con lo que la mayor intensidad puede no reflejar una mayor marca de ubiquitinacion.
En esta ocasidon se obtuvo un patrén de bandas mas complejo, siendo la mds intensa la banda
en torno a 20-25 kDa; puesto que la adicidon de cada molécula de ubiquitina supone un retraso
en la migracion de las proteinas equivalente a unos 8 kDa, segun el tamano de las diferentes
histonas, esta banda podria corresponder bien a una forma parcialmente ubiquitinada de alguna
de las histonas mas pequenas, o a una forma monoubiquitinada de histona H1. Para contrastar
estas posibilidades se deberia realizar experimentos adicionales revelando los extractos contra
anticuerpos especificos de histonas. Del mismo modo, haran falta mas experimentos para
determinar si estas bandas corresponden a histonas ubiquitinadas o a otro tipo de proteinas
nucleares que, aun siendo minoritarias, se encuentran presentes en los extractos de histonas
obtenidos, como se puede apreciar en los geles tefiidos con Coomassie.

Resulta llamativo el hecho de que el uso del MG 132 no aumente, sino mas bien reduzca,
la ubiquitinacién sobre las histonas. Se ha descrito que, en la ubiquitinacion inducida por
compuestos con niquel, el MG 132 si que incrementa, via la inhibicion del proteasoma, las
marcas de ubiquitina en proteinas celulares; pero que, por el contrario, los niveles de ubiquitina
libre y de histonas monoubiquitinadas (al menos de H2A) se ven reducidos (Ke et al., 2008). A
pesar de que el estudio se centra en el niquel y que el MG 132 sélo se utiliza
complementariamente para intentar esclarecer los mecanismos por los cuales actuan los
compuestos niquelados sobre los niveles celulares de ubiquitinacion, la explicacidon propuesta
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por los autores para el efecto del MG 132 consiste en que, realmente, los niveles de
ubiquitinacién en la célula no cambian pero si la distribucidon de las ubiquitinas. En otras
palabras, bajo la accién del MG 132 las ubiquitinas que se encuentran libres o sobre los residuos
de las histonas son transferidas a otras proteinas, aumentando el contenido de ubiquitina en
extractos proteicos totales y reduciéndose en extractos de histonas, como ocurre en el caso del
presente trabajo. Por otro lado, en el trabajo de Ke et al. (2008) se afirma también que los
compuestos de niquel inhiben la actividad de una proteina con actividad desubiquitinasa
especifica de histonas; por lo tanto, una posibilidad para obtener extractos de histonas
ubiquitinadas podria consistir en la utilizacién de estos compuestos para inducir este tipo de
PTMs.

No obstante, tal y como se ha comentado antes, es necesario llevar a cabo mas
experimentos sobre esta linea con el objeto de dilucidar si el MG 132 es un compuesto idéneo
para la induccion de ubiquitinacidn en histonas vy si, realmente, el DMSO tiene la capacidad de
inducir carbonilacion y/o ubiquitinacidn, asi como la combinacidn de estas condiciones con la
presencia de compuestos de niquel.

4.1.2. Induccidn de metilacion con 10X1

El 4cido 8-hidroxi-5-quinolin-carboxilico o 5-carboxi-8-hidroxiquinolina, (en adelante,
I0X1) es un compuesto del cual se ha descrito previamente su actividad como inhibidor de
desmetilasas de histonas, concretamente de desmetilasas JmjC (King et al., 2010; Schiller et al.,
2014; Thinnes et al., 2014). Con el fin de hallar una concentracién que se pudiera utilizar en el
laboratorio para inducir la metilacién de histonas sin provocar muerte celular, se realizdé un
estudio de citotoxicidad en células Hela (figura 7) encaminado a la determinacién de un valor
de LDso. Este valor sirvid para disefiar unas condiciones experimentales no toxicas para las
células.
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Figura 7. Curva de citotoxicidad del I0OX1. Porcentaje de células vivas frente al rango de concentraciones empleado.
La linea negra con circulos corresponde a los valores obtenidos con el vehiculo DMSO. La linea azul con cuadrados
corresponde a los valores obtenidos con I10X1.

Sorprendentemente, no se observd efecto citotdxico alguno del producto sobre las
células, incluso a concentraciones que, segun la bibliografia, tendrian que resultar parcialmente
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letales (Schiller et al., 2014). Podria hipotetizarse que o bien el compuesto no ha funcionado o
se halla en mal estado.

A pesar de esto, probd a realizarse un experimento ensayando un rango de
concentraciones en base a la bibliografia, y se analizé el patrédn de metilacion de la histona H3
mediante WB, para descartar la posibilidad de que aun no habiendo inducido la muerte de las
células, el IOX1 si que indujera la metilacidn de las histonas (figura 8).
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Figura 8. Western Blot para la deteccion de residuos metilados. Patrén de la metilacion de histonas obtenido a partir
de extractos de células Hela, correspondiendo “@” a un control, “DMSO” a extractos de células tratadas con el vehiculo
DMSO e “IOX1” a extractos de células tratadas con I0X1 con el siguiente gradiente de concentraciones: 25, 50, 75 y
100 uM.

En el WB puede comprobarse que no hubo alteracion en la metilacion del residuo K27
de la histona H3, si bien en la imagen parece que si hay un aumento de sefial en las primeras
calles con tratamiento, pero éste se debe a diferencias en la carga del gel de poliacrilamida (no
mostrado). Paralelamente a los WB anteriores si que parece darse un incremento de metilacion
en las muestras tratadas con DMSO, siendo el aumento de sefial en la membrana no atribuible
a diferencias de carga en este caso, lo cual no hace sino confirmar la necesidad de llevar a cabo
mas experimentos con DMSO.

4.1.3. Induccion de acetilacion con TSA

ElI TSA es un conocido inhibidor de desacetilasas de histonas (entre otras proteinas). Para
estudiar su accién sobre las histonas primero se hallé empiricamente su LDs (figura 9), puesto
que, segun la bibliografia consultada, este compuesto resulta toxico para las células a partir de
cierta concentracién (Gan et al., 2008; Ma et al., 2015; Marks, 2010; You and Park, 2013).
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Figura 9. Curva de citotoxicidad del TSA. Porcentaje de células vivas frente al rango de concentraciones empleado. La
linea negra con circulos corresponde a los valores obtenidos con el vehiculo DMSO. La linea roja con cuadrados
corresponde a los valores obtenidos con TSA.

Mediante esta curva de toxicidad se calculé matematicamente un valor de LDso de 4,18
ng/ml; por lo tanto, se decidié utilizar una concentracion de TSA de 2 ng/ml, valor que se
encuentra aproximadamente un 50 % por debajo del umbral de toxicidad, con el fin de inducir
altos niveles de acetilacidn en las histonas, alterando lo menos posible la viabilidad celular. Tras
el tratamiento, se extrajeron las histonas de las células y se estudiaron las acetilaciones
inducidas mediante WB (figura 10). Concretamente, se estudiaron dos residuos donde puede
darse acetilacién: la lisina 5 de la histona H2A y la lisina 9 de la histona H3.
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Figura 10. Western Blot para la deteccion de residuos acetilados. Patrén de la acetilacion de las histonas H3 y H2A
en los residuos K9 y K5, respectivamente, obtenido a partir de extractos de células Hela, correspondiendo “@” a
controles y “TSA” a extractos de células tratadas con 2 ng/ml de TSA.

A la luz de estos resultados se puede afirmar que ambas PTMs no se han visto
significativamente aumentadas tras el tratamiento con TSA. Al haber utilizado también
anticuerpos contra H2A y H3 sin modificaciones, se puede comprobar que el TSA tampoco ha
inducido una mayor expresién de H2A y H3 totales en comparacién con las muestras control,
constituyendo un buen control de carga.

Con el fin de intentar obtener una induccidn significativa de las histonas, aun pudiendo
afectar a la viabilidad celular, se llevé a cabo otro experimento ensayando concentraciones mas
altas de TSA. Se trataron los cultivos celulares con un rango de concentraciones entre 20 y 100
ng/ml, a pesar de lo cual la tasa de muerte celular no fue tan elevada como para no permitir la
obtencién de extractos de histonas para ser analizados. A partir de dichos extractos se realizd
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un WB y en este caso si que puede apreciarse un incremento gradual de la intensidad de las
bandas de las membranas incubadas con anticuerpos contra histonas acetiladas, proporcional a
la concentracién de TSA, tanto en aquellas con anti-H3K9ac como con anti-H2AK5ac, si bien este
ultimo en menor medida (figura 11). Respecto a las bandas con anticuerpos contra histonas
totales (anti-H3 y anti-H2A) no hay cambios apreciables, por lo que se deduce que los niveles de
estas histonas no se vieron afectados por el TSA y por tanto puede concluirse que el aumento
de intensidad de las bandas correspondientes a residuos acetilados es debido al efecto del TSA.
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Figura 11. Western Blot para la deteccion de residuos acetilados. Patron de la acetilacion de las histonas H3 y H2A
en los residuos K9 y K5, respectivamente, obtenido a partir de extractos de células Hela, correspondiendo “@” a un
control y “TSA” a extractos de células tratadas con TSA con el siguiente gradiente de concentraciones: 20, 50 y 100
ng/ml.

A pesar de que, en este caso, se trabajo con valores de concentracidn muy superiores a
los sugeridos por el ensayo de toxicidad, el hecho de haber obtenido induccidn de la acetilacion
en dos histonas diferentes apunta a que podria obtenerse, de escalar lo suficiente el proceso,
una cantidad suficiente de extracto de histonas hiperacetiladas como para utilizarlo en un
proceso de purificacién que permita su aislamiento.

4.2.PURIFICACION DE HISTONAS MEDIANTE CROMATOGRAFIA DE FASE REVERSA

En paralelo a la induccion de las PTMs especificas en histonas, se disefid un protocolo
de purificacidn utilizando la técnica de cromatografia de fase reversa. Dado que las histonas
presentan un tamafio molecular y unas propiedades bioquimicas muy similares, esta técnica se
presenta como una opcidn adecuada para separar los distintos tipos en funcién de las
diferencias en el caracter hidrofébico de sus dominios globulares. Para ello, se cultivaron células
Hela sin inducir, a mayor escala que en los experimentos descritos anteriormente, con vistas a
obtener extractos de histonas lo suficientemente concentrados como para separar sus
componentes cromatograficamente. Obtenidos estos extractos, se cargé un volumen
correspondiente a 1 mg de extracto total de histonas en un equipo de FPLC equipado con una
columna de fase reversa, para eluir con un gradiente de acetonitrilo (incrementando la
proporcién de tampadn B), segun el protocolo detallado en el apartado “Materiales y métodos”.

En la figura 12A se muestra el cromatograma obtenido, en el cual se observa que la
mayoria de proteinas se eluyen de la columna en el tramo incluido entre el 40% y el 60%,
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aproximadamente, de tampdn B. Tras la elucién, se recogieron las proteinas en diferentes
fracciones (tubos de 1,5 ml) y se cargaron geles para evaluar el contenido total en proteinas
mediante tincion de Coomassie (no mostrado). Se seleccionaron las fracciones que contenian
bandas con tamafio correspondiente a las histonas (coincidentes con algunos de los picos
discretos observados en el recuadro de la figura 12A; fracciones 25-30), y tras concentrarlas se
cargo un nuevo gel que permitiese comparar la cantidad de proteina obtenida en cada fraccion
una vez normalizada la carga (figura 12B). La tincién con Coomassie permite constatar que las
bandas de mayor intensidad, separadas en fracciones independientes, corresponden al tamano
de las histonas al compararlas con una muestra proveniente del extracto total antes de su paso
por la columna. A continuacién, se analizd mediante WB la identidad de dichas bandas (figura
120C).
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Figura 12. Purificacion de histonas mediante FPLC. Cromatograma del extracto de histonas introducido en el FPLC
(A). Gel tefiido con azul de Coomassie del mismo extracto de histonas una vez realizada la transferencia del WB a la
membrana de nitrocelulosa (B). Andlisis mediante WB de histonas H3 y H2A en distintas fracciones del extracto de
histonas (C).

En la incubacion de la membrana (dividida para poder usar dos anticuerpos diferentes a
la vez) se emplearon anticuerpos contra H3 y H2A. Sin embargo, a pesar de que tanto para H3
como para H2A hay deteccién (calles 29 y 30), las bandas aparecen en las dos calles
indistintamente, detectandose H3 y H2A al mismo tiempo en las dos fracciones. Es posible que
la aparicidn de sefial en ambas calles se deba mas bien a una reacciéon cruzada de los anticuerpos
con las histonas, cosa relativamente frecuente. De la misma manera, en la figura 12A, la tincidn
de Coomassie sugiere que mas que una reaccion cruzada de los anticuerpos, las diferentes
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histonas no llegaron a separarse adecuadamente en la cromatografia, obteniendo las mismas
histonas en fracciones diferentes. Por lo tanto, aunque la técnica se muestra adecuada para la
separacion de histonas, se requiere una modificacién del gradiente y en general del protocolo
de purificacidn para asegurar la correcta separacion de los diferentes tipos de histonas,
especialmente de la H2A, la H3 y la H4. Ademas, se deberdan realizar WB contra una bateria de
anticuerpos mas amplia para asegurar la identidad de todas las bandas aparecidas.

4.3.LIMITACIONES DEL ESTUDIO Y PERSPECTIVAS FUTURAS

En conjunto, los experimentos realizados para cada uno de los objetivos planteados en
el presente trabajo constituyen un buen punto de partida para la elaboracién de un protocolo
de aislamiento de histonas con modificaciones postraduccionales especificas. Como se ha
comentado en los apartados anteriores, la induccion de modificaciones concretas como la
ubiquitinacién, carbonilacidon o metilacién requiere estudios en mayor profundidad. Una de las
cuestiones a dilucidar, de gran interés, seria determinar el grado de influencia de la presencia
de DMSO en las condiciones de cultivo ensayadas, puesto que parece influir de forma
inespecifica en la aparicion de formas de histonas modificadas, especialmente en el caso de las
ubiquitinaciones y carbonilaciones.

Si bien no se ha conseguido una clara induccién de muchas de las PTMs estudiadas, en
el caso de los experimentos con TSA se han hallado unas condiciones que permiten observar un
incremento en la marca de acetilacién de las histonas H2A y H3. Dado que también se ha puesto
a punto un protocolo de purificacion que permite obtener fracciones enriquecidas con dichas
histonas, el siguiente paso seria la combinacién de ambas estrategias para, finalmente, obtener
una fraccidon con H3 y H2A acetiladas que permita ser comparada frente a fracciones de histonas
en condiciones control. La utilizacion de estas fracciones purificadas en ensayos de citotoxicidad
frente a células endoteliales — estrategia que se desarrolla en nuestro laboratorio en
colaboracién con el grupo de Investigacion en Células Endoteliales del Departamento de
Fisiologia de la Facultad de Medicinay Odontologia (UV) — aportaria datos muy relevantes acerca
de la posible funcién de las PTMs en los mecanismos fisiopatolégicos relacionados con la
presencia de histonas circulantes.
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5. CONCLUSIONES

1. La inhibicidn del proteasoma con MG 132 en cultivos de células HelLa no es suficiente para
inducir un incremento en los niveles de carbonilacion ni ubiquitinacién en histonas.

2. El tratamiento de células Hela con 10X1, incluso en concentraciones superiores a la LDsg, no
permite inducir la trimetilacién de la histona H3 en el residuo K27.

3. El tratamiento con TSA sélo es capaz de inducir la acetilacién de los residuos K9 y K5 de las
histonas H3 y H2A, respectivamente, cuando se utiliza en concentraciones superiores a la LDsg
calculada experimentalmente.

4. Mediante un protocolo de cromatografia en fase reversa es posible separar la histona H1 de
las histonas H2, H3 y H4, asi como obtener una fraccién mayoritaria de H3 y otra de H2A/H2B y
H4.
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