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RESUMEN

El término epigenética se define como "los cambios heredables en la expresion génica
que ocurren sin una alteracion en la secuencia de nucleétidos del DNA". Entre otras
funciones, los mecanismos epigenéticos asignan un papel crucial a la organizacién de la
cromatina en el establecimiento de patrones especificos de expresion genica. Entre las
diferentes marcas epigenéticas se incluyen la metilacion del DNA, que se asocia con
silenciamiento génico, y las modificaciones post-traduccionales de las histonas, que
producen estados de activacion o de represion.

Uno de los objetivos de este trabajo ha sido determinar si la metilacion de un DNA
ectdpico causa su silenciamiento génico en células humanas. Para ello, se ha llevado a
cabo una metilacion in vitro del gen reportero EGFP y ha sido transfectado en células
HEK?293, utilizando como control el correspondiente gen nativo sin metilar. A
continuacion, se analizd la capacidad de reactivacion genica mediante el uso de
modificadores epigenéticos tales como el 5-Aza-2’-desoxicitidina (5-Aza-dC), que
inhibe la accién de la DNA-metiltransferasa DNMT1, y la Tricostatina A (TSA), un
compuesto que inhibe la accion de las histonas deacetilasas.

Los resultados de este trabajo indican que la metilacion del gen ectépico promueve el
silenciamiento génico y éste se incrementa en funcion del tiempo. Esta observacion
sugiere que la represion podria estar sucediendo mediante un mecanismo indirecto de
silenciamiento en el que participan proteinas con afinidad por DNA metilado
responsables de reclutar represores de la transcripcion y/o factores remodeladores de la
cromatina. Tras el tratamiento con TSA, se ha observado una reactivacion del gen
metilado sugiriendo que el plasmido ectopico una vez introducido en la célula se podria
reorganizar dando lugar a una estructura de tipo nucleosomico. Por dltimo, el
tratamiento con 5-Aza-dC produce una reactivacion indirecta del gen debido
probablemente a la activacion de nuevas vias de sefializacion celular.

Palabras clave: Epigenética, Metilacion del DNA, Represion génica, 5-Aza-2’-
desoxicitidina, Tricostatina A.



OBJETIVOS
Obijetivo general:

» Desarrollo de un sistema de deteccion para analizar mecanismos de
silenciamiento génico.

Obijetivos especificos:

» Determinar si la metilacion de un DNA ectdpico causa su silenciamiento génico
en células humanas.

» Analizar la capacidad de reactivacion génica mediante el uso de modificadores
epigenéticos.



INTRODUCCION
Epigenética

La Epigenética, que se ha propuesto como el principal mecanismo regulador de la
expresion diferencial, se define como "los cambios heredables en la expresion genica
que ocurren sin una alteracion en la secuencia de nucleotidos del DNA" (Wolffe, 1999).
De esta forma se puede explicar que todas las células somaticas de un organismo
contengan la misma informacion genética, pero cada una de ellas exprese s6lo los genes
necesarios para su diferenciacion.

En la actualidad las modificaciones epigenéticas incluyen la modificacion covalente de
histonas, la metilacion del DNA y los mecanismos basados en RNA mediados por
pequerios microRNAs no codificantes (Nakao, 2001; Wise & Charchar, 2016).

Las modificaciones epigenéticas pueden ser debidas a una gran variedad de factores,
tales como factores medioambientales, farmacos, envejecimiento y habitos alimenticios
(Raftopoulos et al, 2015).

La cromatina
Estructura y composicién de la cromatina

El DNA de las células eucaridticas se encuentra organizado y compactado junto con
proteinas estructurales del tipo histona en el interior del nucleo para formar la
cromatina. EI DNA tiene carga negativa debido a la presencia de enlaces fosfodiéster a
lo largo de toda su estructura, mientras que los extremos amino-terminales de las
diferentes subunidades de las histonas tienen carga positiva por su abundancia en
residuos de lisina, serina y arginina. Esto hace que entre el DNA vy las histonas se creen
fuerzas de atraccion electrostatica que los mantiene unidos.

La unidad basica de la cromatina es el nucleosoma, en el que aproximadamente 150 pb
de DNA envuelven un octamero central constituido por dos moléculas de cada una de
las histonas H2A, H2B, H3 y H4. La sucesion de nucleosomas forma un primer nivel de
empaquetamiento y la interacciobn con otras proteinas proporciona niveles de
compactacién adicional. Este proceso se ve facilitado por una quinta histona, la histona
H1, denominada también histona de enlace. Mediante su interaccion con el DNA
situado entre los nucleosomas, la histona H1 posibilita la formacion de una estructura
méas compacta de cromatina, denominada fibra de 30 nm. Las evidencias disponibles
sugieren que la incorporacién del DNA a este tipo de estructura reduce de forma
dréstica su accesibilidad (Felsenfeld & Groudine, 2003).

La estructura y el grado de condensacion de la cromatina se relacionan con el nivel de
actividad transcripcional. Existen evidencias experimentales de que la cromatina que se
haya en un estado descondensado (eucromatina), es transcripcionalmente activa,



mientras que la que se encuentra condensada (heterocromatina), estd en forma
transcripcionalmente reprimida (Figura 1) (Albert et al, 1992).

La interaccion del DNA con las histonas es dinamica, y el grado de empaquetamiento
de la cromatina sufre continuos cambios para permitir procesos que requieren la
utilizacion del DNA como molde, tales como la replicacién, transcripcion,
recombinacion y reparacion (Hsieh & Fischer, 2005)

Modificacién covalente de histonas

Las distintas modificaciones covalentes que sufren las histonas juegan un papel esencial
en los procesos de remodelacion de la cromatina. Los extremos amino terminales de las
diferentes subunidades que constituyen el octamero de histonas se dirigen hacia el
exterior del nucleosoma y son susceptibles de diversas modificaciones post-
traduccionales. Entre ellas destacan la acetilacion y la metilacion, pero también son
frecuentes la  fosforilacion, ubiquitinacién, glicosilacion,  ADP-ribosilacion,
carbonilacion, biotinilizacion y sumoilacién (Figura 2). Puesto que cada una de estas
modificaciones tiene efectos especificos en la activacion o la represion de la actividad
génica, se ha propuesto la existencia de un “codigo de histonas” que participaria en el
control de la organizacion funcional de la cromatina (Jenuwein & Allis, 2001).
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Figura 1. Niveles de empaquetamiento de la cromatina. La cromatina compactada se asocia con
silenciamiento transcripcional y estd marcada por modificaciones de histonas represivas y metilacion del
DNA, y se mantiene por accién de complejos multiproteicos. La cromatina abierta presenta marcas de
histonas activadoras, ausencia de metilacion del DNA en la regién promotora y permite el acceso de
factores de transcripcion. (Adaptado de Marx V, 2012).
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Figura 2. Modificaciones covalentes de histonas. Las modificaciones de histonas incluyen, entre otras,
acetilacién, metilacion, ubiquitinacion y fosforilacion.

La acetilacion de histonas afecta directamente a la estructura de la cromatina
neutralizando la carga positiva intrinseca de los maltiples residuos de lisina que tienen
las proteinas histonicas, lo que reduce la afinidad de éstas por el DNA. Este fendmeno
provoca que la cromatina presente un estado de condensacion mas laxo que facilita el
acceso de la maquinaria transcripcional que permite la expresion génica.

La acetilacion de histonas es catalizada por histonas acetil-transferasas (HATS)
utilizando Acetil-CoA como molécula donadora del grupo acetilo. Por el contrario, la
desacetilacion de histonas, es catalizada por las enzimas acetil-deacetilasas (HDACs) y
se relaciona con la supresion y silenciamiento de la actividad génica (Zhang et al,
2015). En aquellas zonas en las que han actuado enzimas HDACS, la estructura de la
cromatina se vuelve mas compacta, impidiendo el acceso a la maquinaria
transcripcional y, por tanto, anulando la expresion de dichos genes. Esto ocurre porque,
al eliminarse los grupos acetilo, se restauran las cargas positivas originales de las lisinas
de las histonas, con lo que aumentan las interacciones electrostaticas entre estas
proteinas y el DNA, compactandose todo el conjunto de la cromatina.

La metilacion de histonas se lleva a cabo por histonas metil-transferasas utilizando
como donador el grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina (SAM). Esta metilacion no
neutraliza las cargas positivas de los residuos de Arginina y Lisina por lo que su efecto
sobre la expresion génica no estd tan bien definido. Se conoce que la metilacion de
H3K4 (histona 3, lisina 4) se correlaciona con una activacion de la transcripcion,
mientras que las metilaciones de H3K9 (histona 3, lisina 9) y H3K27 (histona 3, lisina
27) son caracteristicas de cromatina silenciada (Zhang & Liu, 2015).



Metilacion y desmetilacion del DNA

La metilacién del DNA es una modificacion epigenética estable pero reversible que
promueve el silenciamiento génico en la mayoria de los casos (Ooi & Bestor, 2008).
Consiste en la transferencia de un grupo metilo de la S-adenosil-L-metionina (SAM) al
carbono 5 del anillo pirimidinico de la citosina (Figura 3). Esta transferencia es llevada
a cabo por la accion de las DNA metiltransferasas (DNMTasas) y da como producto
final 5-metilcitosina (5-meC). Existen dos tipos de DNA metiltransferasas: las de novo
y las de mantenimiento. Las DNA metiltransferasas de novo establecen los patrones de
metilacion del DNA y actlan sobre DNA bicatenario no metilado (Goll & Bestor,
2005), mientras que las DNA metiltransferasas de mantenimiento permiten la
preservacion de los patrones de metilacion del DNA durante los sucesivos ciclos de
replicacion y acttan preferentemente sobre DNA hemimetilado (Finnegan et al, 1998;
Kress et al, 2001).

La adicion del grupo metilo tiene lugar preferentemente en secuencias dinucleotidicas
5°-CG-3" que se acumulan en ciertas regiones, conocidas como “islas CpG” localizadas
cerca de los sitios de inicio de la transcripcion génica o regiones promotoras (Deaton &
Bird, 2011). En las células somaticas sanas, hasta el 90% de los sitios con dinucleétidos
CpG estan metilados, a excepcion de los ubicados en muchas regiones promotoras, que
suelen estar protegidas de dicha modificacion (Miranda & Jones, 2007).

Durante afios se han acumulado evidencias experimentales de que la metilacion del
DNA reprime la transcripcion y participa en el silenciamiento estable de la expresion
génica (Bird, 2002). El silenciamiento génico provocado por la metilacion de la citosina
puede ser ocasionado por dos mecanismos (Figura 4). El primero de ellos, directo,
blogueando la union de activadores de transcripcion a sus secuencias diana (Figura 4A).
El segundo mecanismo, indirecto, se produce por la union de proteinas que presentan
afinidad por dinucle6tidos CpG metilados (methyl-CpG-binding proteins, MBP), que a
su vez incorporan represores de la transcripcion y/o factores remodeladores de la
cromatina (Figura 4B) (Klose and Bird, 2006).

NH3 N
SAM SAH
A CH3,
N . N
N“T o DNMT N“"Fo
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Figura 3. La metilacion del DNA en eucariotas tiene lugar en el carbono 5 de la citosina. (SAM: S-
adenosilmetionina, donador del grupo metilo; SAH: S-adenosilhomocisteina; DNMT: DNA

metiltransferasa).



Figura 4. Mecanismos de represién de la transcripcion mediados por la metilacion del DNA. (A)
Mecanismo directo: el factor de transcripcion (TF) no se puede unir al DNA, puesto que no reconoce su
secuencia de union cuando el DNA se encuentra metilado. (B) Mecanismo indirecto: proteinas que se
unen especificamente al DNA metilado (methyl binding proteins, MBP) reclutan correpresores,
modificando el estado de la cromatina y silenciando la transcripcion. Modificado a partir de (Klose &
Bird, 2006).

Aunque la metilacién del DNA es una marca epigenética estable, diversos estudios
demuestran que se trata de una modificacion reversible (Ramchandani et al, 1999). La
desmetilacién permite la eliminacion de patrones de metilacién previamente
establecidos. Puede tener lugar de forma pasiva, por inhibicion o ausencia de la DNA
metiltransferasa DNMT1 durante las sucesivas rondas de replicacion, con la
consiguiente dilucion progresiva de las citosinas metiladas o bien de forma activa e
independiente a la replicacion, gracias a la intervencion de enzimas especificas que
borran las 5-meC (Figura 5). Si bien la desmetilacidn pasiva es un proceso ampliamente
aceptado, la naturaleza exacta de la desmetilacion activa en mamiferos es muy
controvertida, no habiéndose identificado con certeza aln las enzimas y rutas
implicadas (Roldan-Arjona & Ariza, 2009; Wu & Zhang, 2010). Todo parece indicar
que la desmetilacion activa en mamiferos ocurre de forma indirecta, previa
modificacion de 5-meC a timina y/o 5-hidroximetilcitosina y su posterior eliminacion
por un mecanismo reparador de DNA (Teperek-Tkacz et al, 2011).

Modificadores epigenéticos

Ciertos compuestos organicos tienen un efecto directo sobre la regulacion epigenética,
alterando la expresion de genes. Estos compuestos pueden afectar a la metilacion del
DNA como es el caso de la 5-aza-2'-desoxicitidina (5-Aza-dC) o bien a la modificacion
covalente de histonas como la Tricostatina A (TSA).

La 5-Aza-dC fue sintetizada por primera vez por Piskala y Sorm (1964). Este agente
antitumoral es un analogo de citidina que actia como inhibidor de las DNA-
metiltransferasas y causa desmetilacion pasiva del DNA. La 5-Aza-dC se incorpora en
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Figura 5. Representacion esquematica de los procesos de metilacion y desmetilacion. Las enzimas
DNMT3A y DNMT3B son responsables de la metilacion de novo. Durante la replicacion del DNA vy la
consiguiente division celular, la enzima DNMT1 es responsable de mantener los patrones de metilacion.
La inhibicion o ausencia de esta enzima durante la division celular origina la desmetilacion pasiva del
DNA. Los mecanismos de la desmetilacion activa en mamiferos no son conocidos con exactitud.
Adaptado de (Reik et al, 2001).

el DNA durante la replicacion de la célula e inhibe la metilacion del mismo uniéndose a
la subunidad catalitica de DNMT1 de manera covalente e irreversible. Ademas, se ha
sugerido que el aducto 5-Aza-dC - DNMT1 induce la actividad ligasa de la ubiquitina-
E3 sobre las moléculas DNMT1 libres, marcandolas para su posterior degradacion por
el proteosoma. Por tanto, este proceso impide que las enzimas DNMT1 incorporen el
grupo metilo al carbono 5 de la citosina, lo que conduce a una menor metilacion y por
tanto una reactivacion de la expresion génica (Figura 6) (Cowan et al, 2010; Christman,
2002; Sharma et al, 2010).

La Tricostatina A es un inhibidor especifico de histona deacetilasas (HDACS) y un
efectivo inhibidor del crecimiento celular e inductor de apoptosis en varios tipos de
células cancerosas humanas (Du et al, 2016). Consiste en un acido hidroxicindmico que
actua de forma activa a concentraciones nanomolares in vitro e inhibe la accion de las
HDACSs por contacto con sitios cataliticos que contienen Zinc, dando lugar a una
hiperacetilacion de la cromatina. Esto hace que se reduzca la interaccion entre las
proteinas histonicas y el DNA genomico y se abra la estructura de la cromatina dando
lugar a la correspondiente activacion de los genes diana (Figura 7) (Kim et al, 2009;
Zych et al, 2013).
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Figura 6: Modificador epigenético 5-aza-2’-desoxycitidina (A) Estructura molecular de 5-aza-2’-
desoxicitidina . (B) Modo de accion de 5-Aza-dC. 1, Incorporacion de 5-aza-dC al DNA y captura de
enzimas DNMT1 de forma dosis-dependiente. 2, 5-aza-dC induce degradacién proteasomal de DNMT1
libre. 3, la degradacién de DNMTL libre impide la re-metilacion del DNA hemi-metilado (Patel et al,

2010).

C terminus

Figura 7. Modificador epigenético Tricostatina A. (A) Estructura molecular de TSA. (B) Sitio
catalitico de la histona deacetilasa. Unién de la Tricostatina A al sitio catalitico de la enzima y
formacién del complejo HDACs- Zn?*-TSA.
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Genes reporteros

Los genes reporteros son una herramienta esencial en biologia molecular que permiten
llevar a cabo estudios de deteccion y regulacién de la expresion génica asi como de
localizacion subcelular. Los genes reporteros permiten una medida indirecta de la
actividad promotora y una estimacion directa de la actividad transcripcional del DNA
transfectado (Stelzer et al, 2015). Estos genes codifican, entre otras, proteinas
luminiscentes o fluorescentes, cuya actividad enzimatica es facilmente detectable y
cuantificable. Entre las proteinas fluorescentes mas utilizadas, se encuentran la proteina
verde (GFP) y la roja (tdTomato).

La proteina verde fluorescente es producida por la medusa Aequorea victoria que emite
bioluminiscencia en la zona verde del espectro visible. El gen que codifica esta proteina
ha sido clonado y se utiliza habitualmente en biologia molecular como marcador. GFP
contiene un cromoforo especial que permite la absorcion y emision de luz sin necesidad
de otro cofactor o sustrato (Robert M. Hoffman, 2015). Cuando la luz UV o luz azul
impacta sobre el cromoforo, éste absorbe la energia de la luz y se excita.
Posteriormente, el cromdforo libera la energia emitiendo luz en longitud de onda verde.
Sus picos de excitacién estan a 475nm y 395nm y su pico de emision esta a 509nm, en
la zona verde del espectro (Maria Inés Perez Millan et al., 2009). De todas las variantes
hasta ahora obtenidas, la de mayor uso es la EGFP (por sus iniciales en inglés, enhanced
green fluorescent protein), la cual es una versién mejorada de la GFP nativa. Este fue el
primer grupo de proteinas fluorescentes que combinaba un alto brillo con sélo un pico
de excitacion (Tsien, 1998). La mutacion mas comun consiste en el remplazamiento de
la serina 65 por treonina (S65T), que causa ionizacion del fenol en el fluoréforo. El pico
de absorbancia ocurre a 489 nm y el de emisidn a 509 nm, de ahi su fluorescencia verde
(Patersonn et al., 1997). Dentro de las ventajas que presenta la variante EGFP, se
encuentran una oxidacion cuatro veces mas rapida que la de la GFP nativa y una
formacion del croméforo y produccion de fluorescencia con mayor estabilidad.

Las proteinas rojas de fluorescencia (RFP) se han desarrollado en la ultima década.
Estas se obtienen de otros organismos marinos como Discosoma (DsRed) o Heteractis
crispa (HcRed). Las RFP pueden ser excitadas con un laser entre 488nm y 580nm y
detectadas Optimamente con una emision de fluorescencia en naranja, rojo y rojo lejano.
La proteina tdTomato es la Unica variante de RFP formada por un dimero en tandem. Es
uno de los reporteros mas brillantes, y se caracteriza por su alta fotoestabilidad.
TdTomato muestra un pico de excitacion maximo en 554nm y de emision en 581nm .

Ademas de las aplicaciones anteriormente mencionadas de los genes reporteros en
biologia molecular, hoy en dia también se utilizan en ensayos epigenéticos con el fin de
determinar cambios en las marcas epigenéticas que originan alteraciones en la expresion
génica.
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MATERIALES Y METODOS

Linea celular

La linea celular empleada en este trabajo fue HEK293 (células humanas embrionarias
de rifién), donada por el Dr. Eduardo Mufioz (Instituto Maiménides de Investigacion
Biomédica, Cordoba).

Se crecid en medio Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM; 4.5 g/L d-glucosa)
suplementado con 10% de suero fetal bovino y 1% de solucion de penicilina y
estreptomicina. El crecimiento celular tuvo lugar en condiciones de 5% de CO; a 37°C.
El medio se cambid dos veces por semana y los pases celulares se hicieron con 0.05%
de tripsina/EDTA.

Construcciones

El vector TdTomato-N1 se obtuvo de la casa comercial Addgene (Plasmid # 54642).
Para obtener la construccion TK-EGFP se partié de los vectores pcDNA3-EGFP
(Plasmid #13031. Addgene) y pGL3-Luciferase (obtenido por trabajos previos en el
laboratorio).

Tras su aislamiento y purificacion, 2ug de los plasmidos pcDNA3-EGFP y pGL3-
Luciferase fueron digeridos con las enzimas de restriccion Hindlll y Xbal (New
England Biolabs) durante 2 horas a 37°C. Los fragmentos de interés (vector pGL3 sin
luciferasa e inserto EGFP) se purificaron utilizando el kit QIAquick Gel Extraction
(Qiagen), siguiendo las indicaciones del fabricante. EI DNA obtenido se cuantificd
mediante DS-11 Spectrophotometer (DeNovix) y se ligaron empleando T4-DNA-Ligase
(Promega) en una proporcion 3:1 (inserto:vector). Tras comprobar mediante
secuenciacion, el plasmido TK-EGFP se aislo utilizando el kit Nzytech genes & enzimes
nzyMidiprep de la estirpe bacteriana BL21 dcm’, la cual es deficiente en una DNA
metiltransferasa que metila los residuos de citosina interna en la secuencia
5CC(AT)GG'.

Metilacién in vitro

75 pg de plasmido TK-EGFP se incubaron con 0.8mM de S-adenosilmetionina (SAM)
y 4U/mL de CpG Methyltransferase (M.Sssl) (New England Biolabs) durante 16h a
37°C. La completa metilacion del plasmido fue comprobada mediante digestion con
Hpall (New England BioLabs), enzima de restriccion sensible al estado de metilacion
que sélo actia en DNA no metilado.
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Transfeccion de HEK293

Se sembraron 1x10° células HEK293 por pocillo en placas de 24 pocillos. Tras una
noche de adhesion celular y crecimiento en el incubador, las células fueron
transfectadas.

Para las transfecciones se utilizdé una mezcla de OPTI-MEN® (Gibco® by life
Technologies), agente transfectante Lipofectamina LTX Reagent (Invitrogen) o
GeneJuice® Transfection Reagent (Novagen®) y el DNA correspondiente en cada una
de las condiciones (TK-EGFP, TK-EGFPmetilado y tdTomato-N1).

En las transfecciones realizadas con Lipofectamina LTX, se mezclaron 100pL de OPTI-
MEN, 500ng de DNA segun las proporciones requeridas (ver resultados) y distintas
cantidades de Lipofectamina LTX. Las muestras se incubaron 30 minutos a temperatura
ambiente y se afiadieron a las células gota a gota.

En las transfecciones realizadas con GenelJuice, 100uL. de OPTIMEN se mezclaron con
1ul y 1.5ul de agente transfectante y tras 5 minutos de incubacion a temperatura
ambiente, se afiadio 500ng de DNA segun las proporciones requeridas (ver resultados).
La mezcla de transfeccion se mantuvo a temperatura ambiente durante 15 minutos y se
afiadi6 gota a gota a las células.

En ambos casos, las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO, durante el tiempo de
estudio (ver resultados). Las células fueron visualizadas al microscopio de fluorescencia
invertido Nikon ECLIPSE Ti. A continuacion, se recogieron mediante centrifugacion y
se fijaron empleando paraformaldehido al 4%, para su posterior adquisicion en el
citometro de flujo LSRFortessa SORP (Becton Dickinson). Se midieron 10.000 células
de cada muestra utilizando el programa BD FacsDiva (Becton Dickinson).

La expresion de EGFP se calculd6 como % de células que coexpresan EGFP-Tomato
dividido entre la suma de % de células que expresan Tomato y % de células que
coexpresan EGFP-Tomato.

Tratamiento con modificadores epigenéticos

Transcurridas 24 horas de la transfeccion, unas células fueron mantenidas en medio
completo (condicién control) y el resto fueron tratadas durante 24 y 48h con 2.5uM de
5-Aza-2'-desoxicitidina (Sigma-Aldrich), 6 0.3 uM de Tricostatina A (Sigma-Aldrich) 6
la combinacion de ambas, respectivamente. Diariamente se remplazé el medio por
medio fresco conteniendo el correspondiente modificador epigenético. Los pellets
celulares se recogieron mediante centrifugacion y se fijaron empleando
paraformaldehido al 4%, para su posterior analisis mediante citometria de flujo
(LSRFortessa SORP (Becton Dickinson)). Se midieron 10.000 células de cada muestra
utilizando el programa BD FacsDiva (Becton Dickinson).
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RESULTADOS
Construccion y metilacion del plasmido TK-EGFP

Con el fin de obtener la proteina EGFP bajo el promotor TK (Timidina Kinasa), se
partié de los vectores pcDNA3-EGFP y pGL3-Luciferase que se sometieron a una
digestion con las enzimas de restriccion adecuadas. Los fragmentos de interés fueron
ligados (ver Materiales y Métodos) y la construccion resultante, TK-EGFP, fue
confirmada por secuenciacion (Figura 8A). El objetivo de tener EGFP bajo este
promotor es facilitar posibles estudios epigenéticos posteriores.

A continuacion, para conseguir la construccion TK-EGFP completamente desmetilada,
se purifico a partir de la estirpe bacteriana BL21 dcm’, la cual es deficiente en una DNA
metiltransferasa. Posteriormente, dicha construccion se metilé in vitro con la metilasa
Sssl (TK-EGFPmet) y la eficiencia de dicha reaccién se comprobé mediante digestién
con la enzima Hpall, una restrictasa sensible al estado de metilacion que sélo actla en
DNA no metilado (Figura 8B).

Optimizacion del ensayo de transfeccion

Para determinar cudl era la condicion de transfeccion mas éptima en la estirpe HEK293,
se usé la construccion TK-EGFP y el vector tdTomato-N1, utilizado como
normalizador, y diferentes cantidades de dos agentes transfectantes: 0.75uL, 1uL y
1.5uL de Lipofectamina LTX (Invitrogen) y 1uL y 1.5uL de GeneJuice® Transfection
Reagent (Novagen®); respectivamente, asi como distintas proporciones de tdTomato-
N1:TK-EGFP. Las proporciones utilizadas fueron 1:1; 1:2.5; 1:5 y 1:10. La proporcion
de células expresando EGFP y Tomato se determind al cabo de 48 horas mediante
citometria de flujo.

A B
M  pcDNA3-EGFP pGL3-Luciferase M Control Digestion
I.I._ +' | f i | +II_ +I
s " : " m H

5000 pb —* s Ly S— - —
: 3000 pb — | ..
1500pb - »

- 1000 pb —
500pb — & P 4

'. ol 250 pb _ "i

Figura 8. Obtencion de la construccion TK-EGFP. (A) Digestion de los vectores pcDNA3-EGFP y
pGL3-Luciferase. M, marcador de peso molecular; (-) vector sin digerir; (+) vector digerido con las
enzimas de restriccion correspondientes. Los fragmentos de interés fueron los correspondientes al gen
EGFP (807pb) y al vector pGL3 con el promotor TK sin el gen Luciferasa (3269pb). (B) Comprobacién
de la metilacién in vitro del vector TK-EGFP. Control, sin enzima Hpall; Digestion, con enzima Hpall,
(-) vector TK-EGFP nativo, (+) vector TK-EGFPmet.
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Como se muestra en los resultados (Figura 9), la mayor expresion de EGFP se consiguio
con el agente transfectante GeneJuice® Transfection Reagent y la proporcion
tdTomato-N1: TK-EGFP 1:10. Las diferencias de expresién de EGFP obtenidas con
1uL 6 1.5uL de agente transfectante fueron minimas, por lo que se decidio utilizar 1uL.

Con el fin de mejorar ain mas las condiciones de transfeccion, se realizd un nuevo
ensayo empleando 1uL del agente transfectante GeneJuice® Transfection Reagent y
nuevas proporciones tdTomato-N1: TK-EGFP: 1:10, 1:20, 1:50 y 1:100.

Los resultados muestran que la mayor expresion de EGFP se vuelve a producir en la
proporcion tdTomato-N1: TK-EGFP 1:10 (Figura 10).

Asi pues, se decidio que las condiciones de transfeccion optimas en la estirpe HEK293
y por tanto, las utilizadas para nuestro estudio son tdTomato-N1: TK-EGFP 1:10y 1 uL
del agente transfectante GeneJuice® Transfection Reagent

A B

50 - 1ul 50 - Geneluice

1.5uL

o 40 - o 40 -
G G
ﬁ 30 - I-: 30 -
0 2
g 20 1 3 20 -
Q. Q.
3 10 - I & 10 -

0 __- II I. T 1 0 T T T 1

1:1 1:25 15 1:10 1:1 1:25 1:5 1:10

Figura 9. Expresion de la proteina EGFP. (A) Transfeccion de células HEK293 con el agente
transfectante Lipofectamina LTX: se usaron distintas cantidades de Lipofectamina LTX: 0.75uL, 1pL
y 1.5uL vy diferentes proporciones de plasmido tdTomato-N1: TK-EGFP, 1:1; 1:2.5; 1:5 y 1:10. (B)
Transfeccion de células HEK293 con el agente transfectante Lipofectamina GeneJuice: distintas
cantidades de Lipofectamina GeneJuice se emplearon (1 pL y 1.5uL) y diferentes proporciones de
plasmidos tdTomato-N1: TK-EGFP, 1:1; 1:2.5; 1:5 y 1:10.
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Figura 10. Expresion de EGFP. Se utilizé como agente transfectante 1uL de Lipofectamina GeneJuice y
proporciones de los plasmidos tdTomato-N1;: TK-EGFP 1:10; 1:20; 1:50 y 1:100.

Efecto de la metilacion sobre la expresion de TK-EGFP

Una vez establecidas las condiciones mas dptimas para la transfeccion de HEK 293, el
siguiente objetivo fue determinar el efecto de la metilacion en la expresion de la
proteina verde fluorescente. Para ello se realiz6 una nueva transfeccion utilizando las
construcciones TK-EGFP o TK-EGFPmet a diferentes tiempos de incubacion: 15h, 24h,
39h y 48h y el vector tdTomato-N1 como normalizador. La proporcion celular
expresando EGFP y tomato se determind por microscopia de fluorescencia a las 48
horas de la transfeccion y mediante citometria de flujo en los diferentes tiempos
ensayados.

Las imagenes obtenidas al microscopio muestran un alto nivel de expresion de EGFP
cuando la transfecccion se realizo con tdTomato-N1: TK-EGFP (Figura 11A), mientras
gue cuando la transfeccién se llevo a cabo con tdTomato-N1: TK-EGFPmet, los niveles
de expresion de la proteina verde fluorescente disminuyeron considerablemente (Figura
11A). Este mismo efecto se observa en los resultados obtenidos mediante citometria de
flujo en todos los tiempos ensayados (Figura 11B). Ademas, tras la normalizacion de los
datos, se observa una mayor represion génica en funcién del tiempo, alcanzando los
niveles de expresion mas bajos a las 48h de la transfeccion. (Figura 11C y D). Todos
estos resultados correlacionan el estado de metilacion del DNA con el silenciamiento de
la expresion génica.
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Figura 11. Timecourse . (A) Imagenes de las células HEK 293 a las 48horas de la transfeccion. (B)
Expresion de EGFP en funcion del tiempo. Transfeccion de HEK293 a distintos tiempos de
incubacion: 15, 24, 39 y 48 horas. EGFP: transfeccion realizada con TdTomato-N1: TK-EGFP;
EGFPmet: transfeccion realizada con TdTomato-N1: TK-EGFPmet (C y D). Expresion normalizada de
EGFP. Se muestran los niveles de expresién de EGFP correspondientes a dos andlisis independientes
(media +/- error estandar de la media).
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Ensayos con compuestos que alteran el patron epigenético.

Una vez establecida la correlacion del estado de metilacion del DNA con el
silenciamiento de la expresién génica, el siguiente objetivo fue analizar la posible
capacidad de reactivacion mediante el uso de modificadores epigenéticos, tales como 5-
Aza-dC, un inhibidor de las DNA-metiltransferasas de novo que induce a una
desmetilacién pasiva, y TSA, un inhibidor de deacetilasas de histonas (HDACSs) que
induce la relajacion de la cromatina y puede desencadenar un incremento en la
expresion de genes. En este ensayo 5-Aza-dC ha sido utilizado como control negativo
para determinar los posibles cambios celulares producidos tras la incubacion con un
compuesto externo. Para ejercer su funcion inhibitoria, este modificador epigenético
debe incorporarse al DNA tras la replicacion y TK-EGFP no se replica en las células de
mamifero.

Para analizar los efectos de los modicadores epigenéticos, celulas HEK293
transfectadas con TK-EGFP ¢ TK-EGFPmet y el vector tdTomato-N1 como
normalizador, tras 24h de la transfeccion, fueron incubadas con 5-Aza-dC, TSA, y la
combinacion de ambos durante 24 y 48h.

Tras la normalizacién de los datos, en las transfecciones realizadas con tdTomato-
N1:TK-EGFPmet, se observa un aumento de la expresion de EGFP con respecto a la
condicion control sin tratamiento, siendo éste diferente segun el modificador
epigenético utilizado y tiempo de incubacion empleado (Figura 12).

Tras el tratamiento con 5-Aza-dC, el incremento de la expresion de EGFP con respecto
a la condicién control, es del doble aproximadamente en ambos tiempos de incubacién
(Figura 12A y 12B). En el caso del TSA, el aumento de la expresion de la proteina
verde fluorescente es de 5 veces a las 24h (Figura 12A) y de 2,5 veces a las 48h (Figura
12B) con respecto a la condicién control sin tratamiento. Por Gltimo, el tratamiento con
ambos modificadores epigenéticos, al cabo de 24h de incubacion produjo un incremento
intermedio de la expresion de EGFP entre el producido tras el tratamiento con TSA y 5-
Aza-dC (Figura 12A). Este es de aproximadamente 3 veces con respecto a la condicion
control. Cuando la incubacién se prolongé a las 48h, el aumento de la expresion de
EGFP es similar al obtenido tras el tratamiento con TSA (Figura 12B).
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Figura 12. Ensayos con compuestos que alteran el patron epigenético. (A) Expresién normalizada de
EGFP a las 24 horas. (B) Expresion normalizada de EGFP a las 48 horas. Transfeccion de HEK293
con distintos agentes modificadores del epigenoma: Aza: 5-Aza-dC; TSA: Tricostatina A. EGFP:
transfeccion realizada con TdTomato-N1: TK-EGFP; EGFPmet: transfeccion realizada con TdTomato-
N1: TK-EGFPmet. Se muestran los niveles de expresion de EGFP correspondientes a dos anélisis
independientes (media +/- error estandar de la media).
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DISCUSION

Mas alla de la secuencia primaria del DNA, los mecanismos epigenéticos asignan un
papel crucial a la organizacion de la cromatina en el establecimiento de patrones
especificos de expresion génica (Bender, 2004). El avance en el estudio de la
epigenética ha favorecido el uso del concepto de epigenoma como responsable de la
regulacion del genoma. El epigenoma incluye un conjunto de marcas epigenéticas que
constituyen una capa adicional de informacion superpuesta a la secuencia de DNA.
Entre las diferentes marcas epigenéticas se incluyen la metilacion del DNA y las
modificaciones post-traduccionales de las histonas (Holliday, 2005). La metilacién del
DNA se asocia generalmente con silenciamiento génico, mientras que las
modificaciones de histonas producen estados de activacion y de represion.

En este contexto, uno de los objetivos de este trabajo ha sido desarrollar un sistema para
analizar los mecanismos mediante los que la metilacion del DNA, induce silenciamiento
génico. Para ello, se ha cuantificado la expresion de la proteina EGFP en transfectantes
transitorios en la linea celular HEK293. Las transfecciones fueron realizadas a
diferentes tiempos con el vector TK-EGFP nativo o previamente metilado in vitro. Los
resultados revelaron una disminucién de la expresion de la proteina fluorescente cuando
la transfeccion fue realizada con el vector metilado en comparacion con la elevada
expresion de EGFP en las transfecciones llevadas a cabo con el vector nativo sin
metilar. Resultados similares fueron obtenidos por Cervoni y colaboradores (Cervoni &
Szyf, 2001) y por Detich y colaboradores (Detich et al, 2003; Detich et al, 2002). Todos
estos resultados corroboran que la metilacion del DNA reprime la transcripcion y
participa en el silenciamiento de la expresion génica.

Ademas, en nuestro estudio hemos observado como la represion génica de la proteina
verde fluorescente aumentaba en funcién del tiempo en las transfecciones realizadas con
el vector previamente metilado. Kass y colaboradores en su trabajo (Kass et al, 1997)
obtuvieron resultados similares y sugieren que el silenciamiento dependiente del tiempo
podria estar ocurriendo mediante un mecanismo de represion indirecto. Este mecanismo
se produce por la unién de proteinas que presentan afinidad por dinucleétidos CpG
metilados (methyl-CpG-binding proteins, MBP), que a su vez reclutan represores de la
transcripcion y/o factores remodeladores de la cromatina.

Apoyando este modelo, existen investigaciones que sugieren que el DNA ectdpico una
vez introducido en las células, se ensambla formando una estructura de tipo
nucleosémico (Cervoni & Szyf, 2001), aunque se cree que esta estructura no se sigue
compactando hasta llegar al nivel caracteristico de la cromatina celular. Aun asi, es muy
probable que la maquinaria celular reconozca esta estructura y actie de manera similar a
como lo hace sobre la cromatina. Varios estudios han sido realizados en los que se ha
demostrado que TSA activa la transcripcion inhibiendo HDACs y facilitanto la
desmetilacién de genes reporteros ectopicos metilados después de la transfeccién
(Cervoni & Szyf, 2001; Detich et al, 2003; Detich et al, 2002).
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Los resultados obtenidos en los transfectantes transitorios con TK-EGFPmet tras el
tratamiento con TSA, mostraron un incremento de la expresion de EGFP con respecto a
la condicion control sin tratamiento. Estos resultados sugieren que probablemente el
DNA metilado, cuando ha sido transfectado en las células humanas, ha adquirido una
estructura similar a la de un nucleosoma originando una gran represion génica y que tras
el tratamiento con TSA, con el que se favorece la permanencia de los grupos acetilo en
las extremos amino terminales de las histonas, se relaja la interaccion de las histonas
con el DNA y se facilita la expresion de EGFP.

La 5-Aza-dC ha sido utilizada en este estudio como control negativo para ver los
cambios celulares producidos tras la incubacion con un compuesto externo. Este
compuesto ejerce su accion inhibidora sobre las DNMT1 en el proceso de replicacion
del DNA. La 5-Aza-dC se incorpora en el DNA durante la replicacion y forma un
complejo con la metiltranstransferasa que posteriormente es degradado produciéndose
asi una desmetilacion global (Issa & Kantarjian, 2009). El plasmido TK-EGFP usado
en este trabajo no tiene capacidad replicativa en las células HEK293, por lo que no
deberia verse afectado por una desmetilacion pasiva inducida con 5-Aza-dC. Sin
embrago, los resultados obtenidos tras el tratamiento revelan un incremento de la
expresion de la proteina verde fluorescente tras la incubacién con 5-Aza-dC, aunque no
tan grande como el inducido por la TSA. Para interpretar estos resultados, hay que tener
en cuenta la posibilidad de que la 5-Aza-dC ejerza un efecto indirecto sobre el promotor
TK, resultado de la capacidad de este compuesto para activar diferentes vias de
sefializacion celular. Por ejemplo, se ha demostrado que la 5-Aza-dC favorece la
formacion de dsRNAs y con ello la activacion de rutas de sefializacion dependientes de
RNA que tienen como consecuencia final la activacion de determinados genes
anteriormente silenciados (Roulois et al, 2015). Otro posible modo de accién indirecta
de 5-Aza-dC podria estar relacionado con el efecto citotoxico que produce la
incorporacion masiva de este compuesto al DNA nuclear (Chiappinelli et al, 2015). La
citotoxicidad y el dafio en el DNA tras su incorporacion permite a las células activar
mecanismos que pueden revertir una metilacion anormal de un promotor, re-activar
genes silenciados y llevar a cabo vias nuevas de sefializacion celular (Chiappinelli et al,
2015).

En conclusion, los resultados de este trabajo demuestran que el sistema de deteccion

disefiado constituye una herramienta Util para el estudio de los mecanismos implicados
en el silenciamiento génico asociado a la metilacion del DNA.
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CONCLUSIONES

»

»

»

El uso de dos plasmidos con genes reporteros distintos permite usar
experimentos de transfeccion celular para analizar de forma cuantitativa el
silenciamiento génico causado por la metilacion del DNA.

La represion génica causada por la metilacién del DNA aumenta en funcién del
tiempo transcurrido tras su introduccién en la célula, lo que sugiere un
mecanismo de silenciamiento indirecto.

La represion génica se ve contrarrestada por un inhibidor de deacetilasas de

histonas, lo que indica que una vez en el interior celular el DNA metilado
adquiere una estructura de tipo nucleosémico.
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