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Resumen

Los nucleosomas son la unidad estructural y funcional de la cromatina
que ayudan a la compactacion del genoma. Estan conformados por
histonas, las cuales son depositadas por diferentes complejos de proteinas
conocidos como chaperonas de histonas. La chaperona de histonas
denominada DAXX deposita la variante de histonas H3.3 en la
heterocromatina constitutiva. Este tipo de cromatina cumple diferentes
funciones entre las que destaca asegurar una correcta segregacion
mitotica. Estudios previos demuestran que la pérdida de metilacion del DNA
y de heterocromatina constitutiva puede inducir inestabilidad cromosomica.
DAXX interacciona con la metiltransferasa DNMT1, por lo que podria
suponerse que al disminuir los niveles de DAXX también disminuiran los
niveles de metilacion del DNA en las regiones de heterocromatina
constitutiva, por lo cual el objetivo del presente estudio es determinar la
asociacion de la subexpresion de DAXX con la induccion de inestabilidad
cromosOmica a través de la pérdida de la metilacion del DNA en la

heterocromatina constitutiva.

Encontramos que DAXX no es abundante en lineas celulares derivadas de
cancer de ovario en comparacion con HCT116 (Cancer de colén) y PCS-
200 (linea epitelial primaria de queratinocitos). Ademas, observamos que la
disminucion de DAXX induce inestabilidad cromosomica a las 72h. A
continuacion, observamos que la generacion de micronucleos puede ser
atribuida a la desmetilacibn de sitios especificos de heterocromatina
constitutiva: teldbmeros, centromero y region pericentromérica. Finalmente,
encontramos que la disminucion de la chaperona de histonas no soélo

desregula la metilacion del DNA, también afecta la expresion de genes.

En conclusion, nuestros estudios demuestran que la pérdida de DAXX no
altera la expresion de las principales enzimas de mantenimiento de la
heterocromatina constitutiva ni de genes relaciones con inestabilidad

cromosdmica. Sin embargo, la disminucion de los niveles de DAXX si



induce inestabilidad cromosOmica, la cual podria asociarse a la
desmetilacion observada en los telomeros, regién pericentromérica y el

centrémero.



Introduccion

Composicion y niveles de compactacion de la cromatina

El interior del nlcleo eucarionte esta en su mayoria conformado por DNA y
proteinas denominadas histonas. Estas proteinas contienen una carga
positiva que facilita la unidon a los grupos fosfatos del DNA, los cuales
poseen carga negativa . Al complejo de proteinas tanto histonas como

” 2y existen diferentes

otras proteinas y DNA se le conoce como “cromatina
niveles de compactaciéon de la misma (Figura 1). El primer nivel para
compactar el DNA desnudo es el nucleosoma, el cual se considera la

unidad funcional y estructural de la cromatina 3*.

El nucleosoma esta conformado por un octamero compuesto por las
histonas H2A, H2B, H3 y H4, que envuelve al DNA 1.7 veces, abarcando
aproximadamente 146 pares de bases ? (figura 1b). Cada nucleosoma a su
vez, se encuentra separado por 20 pares de bases de DNA **°. Cuando a
este octamero de histonas y DNA se le une la histona linker H1, este

complejo es entonces denominado “cromatosoma” °

y abarca ahora
alrededor de 165 pb. Cada nucleosoma esta unido a otros mediante un
segmento de DNA linker, de aproximadamente otras 20pb y en conjunto
forman el denominado “collar de perlas” o fibra de 10nm * (figura 1c). El
siguiente nivel de compactaciéon es una fibra compacta de 30nm de
diametro, conocido como “solenoide”, y el cual se considera el templado
para la transcripcion. El nivel maximo de compactacion de la cromatina es

el cromosoma mitético >4,

Cabe mencionar que el nucleosoma no solo ayuda en la compactacion de
la cromatina, también regula la activacion o represion de genes y la
replicacion del DNA “. Las histonas que lo conforman estan sujetas a

diferentes modificaciones postraduccionales (PTM). Estas permiten



diferentes interacciones entre factores de remodelacion, de transcripcion y
regulacion génica, lo que resulta en los diferentes estados de la cromatina

que permiten la apertura 6 cierre de los distintos loci "8

a b

Doble hélice
del DNA

Collar de
perlas

Solenoide

Asa de
cromatina

Region
condensada
de un
cromosoma

Cromosoma
mitotico

Figura 1. Niveles de compactacion de la cromatina y estructura del
nucleosoma. a Niveles de compactacion de la cromatina. b Representacion
tridimensional de un nucleosoma, realizada mediante difraccion de rayos-X a una
resolucién de 2.8 °A. ¢ formacion de un cromatosoma, mediante la unién de la
histona H1 a un nucleosoma (Figuras modificadas de Felsenfeld & Groudine,
2003; “Homepage - Richmond Group | ETH  Zurich,” n.d;
https://www.mechanobio.info/genome-regulation/what-are-nucleosomes/#what-are-

nucleosomes )

Las modificaciones postraduccionales (PTM) son un mecanismo bioquimico
en el cual los residuos de aminoacidos en una proteina son modificados

covalentemente °.

Estas modificaciones quimicas son en su mayoria
posicionadas por diferentes enzimas después de que el polipéptido es
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traducido y sale del ribosoma *'. Las PTMs permiten que las propiedades
de los amino4cidos se modifiquen sobre la marcha, en respuesta a las
necesidades fisiolégicas o de desarrollo '°. Se han identificado mas de 200
tipos de PTMs y las diferentes combinaciones de ellas en una proteina

generan un gran nimero de posibles estados moleculares *°.

Como otras proteinas, las histonas no estan exentas de presentar PTMs.
Las modificaciones mas comunes son la fosforilacion en residuos de serina
o treonina, acetilacion y desacetilacion en lisinas, ubiquitinacién vy
sumoilacion en lisinas y metilacion en lisinas o argininas. Se ha propuesto
que las modificaciones en las histonas afectan la estructura y funcion de los
cromosomas, por ejemplo en procesos como transcripcion y remodelacion

de la cromatina *2.

De manera general la cromatina ha sido dividida en dos estados, conocidos
como eucromatina y heterocromatina; siendo la primera el estado que
permite la activacion transcripcional de la misma. En éste, la cromatina se
encuentra descondensada y al teilirse con DAPI (4 ',6-diamino-2-fenilindol)
u otros colorantes de cromatina presenta una coloracion mucho mas ligera

13 La eucromatina

en comparacién con la heterocromatina (Figura 2)
ademas, se encuentra enriguecida en modificaciones epigenéticas como es
la trimetilacion de la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me3) y la acetilacién de
las histonas, lo cual reduce la carga positiva de las histonas y por lo tanto
hace mas laxa su unién con el DNA 23 Esto facilita entonces la

transcripcion de las secuencias de genes que ahi se encuentran.

La heterocromatina por su parte, estd conformada por regiones altamente
compactadas (Figura 2) . De manera general se distinguen dos tipos de
heterocromatina: la facultativa y la constitutiva, siendo la primera especifica
de cada estirpe celular, y del estadio de la célula. Este tipo de

heterocromatina se caracteriza por presentar la modificacion epigenética de

11



trimetilacion de la lisina 27 en la histona 3 (H3K27me3) 8. Por su parte la
heterocromatina constitutiva es encontrada en las regiones que requieren
de un silenciamiento estable. Este tipo de heterocromatina generalmente
se observa en regiones que contienen secuencias repetidas del genoma, o
como un sistema de defensa para silenciar secuencias virales que invaden
el genoma 3. Dentro de las secuencias mas caracteristicas se encuentran
las regiones  pericentroméricas y los telomeros. Las modificaciones
postraduccionales epigenéticas mas abundantes o caracteristicas en
mamiferos son la trimetilacion de la lisina 9 en la histona 3 (H3K9me3) y la

trimetilacién de la lisina 20 en la histona 4 (H4K20me3) &2,

Nucleolo €
Eucromatina Heterocromatina Facultativa Heterocromatina Constitutiva
PTM H3K4me3 H3K27me3 H3K9me3
Complejo Trithorax Polycomb HP1

modificador

Figura 2. Estados de la cromatina y caracteristicas epigenéticas. En la imagen
de microscopia electrénica de transmision se distinguen los dos grandes grupos
de cromatina: la eucromatina y la heterocromatina. La marca epigenética mas
abundante en eucromatina es la H3K4me3 posicionada por el complejo Trithorax,
mientras que en heterocromatina facultativa es Polycomb la que deposita su
marca caracteristica H3K27me3. Finalmente la constitutiva, abundante en la
periferia celular y del nucleolo, esta enriquecida en H3K9me3, siendo HP1 la
proteina que la reconoce (Figura modificada de

http://medcell. med.yale.edu/histology/cell_lab/euchromatin_and_heterochromatin.p
hp ).
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Variantes de Histonas y Chaperonas de Histonas

Las PTMs se llevan a cabo en las histonas. Sin embargo, a pesar de que
los nucleosomas estan conformados por un octamero de ellas, éstas no
siempre son las mismas. De hecho, existen variantes de histonas para cada
una de las que se denominan como histonas canoénicas o tipo (H3,H4, H2A
y H2B), lo cual permite que se puedan generar diferentes combinatorias de

histonas que conforman nucleosomas variantes **.

Se entiende como una variante de histona, a una proteina tipo histona que
es producto de un gen independiente. En el genoma humano existen mas
de 80 genes que codifican a proteinas histonas, las cuales fueron productos
de fendmenos de duplicacion a lo largo de la evolucion, siendo estos genes
similares a los que codifican a las denominadas histonas candnicas *°. Mas
alld de la secuencia de aminoacidos, las variantes de histonas se
diferencian de las candnicas en varios aspectos (Tabla 1). Ejemplo de ello
es que las variantes pueden ser tejido o estadio especifico y son
codificados por distintos genes que pueden contener intrones *2%°.
Independientemente de si son candnicas o variantes, como se menciono
anteriormente, cada histona puede ser codificada por mas de un gen. Es
decir, existen diferentes genes para codificar una mismo tipo de histona *'.
Una diferencia importante a notar, es que a diferencia de las histonas
candnicas cuyos genes vienen agrupados en clusters, los genes de las
variantes se encuentran dispersos en diversos cromosomas. Su deposicion
es independiente al ciclo celular, por lo que su expresion no se encuentra
limitada a la fase S del ciclo celular **°. Ademas, los mRNA de las
variantes de histonas estan poliadenilados, mientras que el mMRNA de las
canonicas tiene una terminacion 3’ conocida como terminacion tallo-asa, la

cual es Unica para modular su estabilidad, transporte y traduccion 8.
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Tabla 1. Principales diferencias entre las histonas candnicas y las variantes de

histonas.

Histonas candénicas

Variantes de Histonas

Sus genes estan agrupados en
clusters. Por ejemplo, en mamiferos
el cluster mas grande es el HIST1. Se
ubica en el cromosoma 6 (6p21-p22)
y contiene 55 genes de las diferentes

histonas candnicas

Sus genes estan dispersos a lo largo del
genoma. Por ejemplo, en el caso de
H3.3, uno de los genes que la codifican
se encuentran en el cromosoma 1
(1942.12) mientras que el otro gen se
encuentra en la region telomérica del

cromosoma 17 (17925.1)

Los genes no contienen intrones

Los genes contienen intrones

Su mRNA tiene una terminaciéon 3’

tallo-asa

Su mRNA en su extremo 3’, tiene una

cola de poliA

Expresion limitada a la fase S del

ciclo celular

Su expresion no se encuentra limitada

por el ciclo celular

Su posicionamiento se da a lo largo
del genoma, después de cada ciclo

celular

Pueden ser tejido o estadio especifico

El estudio de las variantes de histonas es relativamente nuevo, siendo las

mas conocidas las de H2A y H3 (Tabla 2). Acerca de esta Ultima, su

variante mas estudiada es H3.3. En mamiferos esta variante solo difiere en

cinco aminoacidos con respecto a las canodnicas H3.1 y H3.2, normalmente

englobadas como H3 (Figura 3). H3.3 es codificada por los genes H3F3A y

H3F3B, mientras que las canodnicas, H3.1 y H3.2 lo son por HIST3H3 y

HIST2H3C respectivamente *2.

14




Tabla 2. Lista de las histonas candnicas y sus respectivas variantes de histonas
conocidas y estudiadas en humanos.

Histona Variantes de histonas conocidas en humanos
canodnica
H1 H1.1, H1.2, H1.3, H1.4 y H1.5, H1t y H1T2, H1.0, Hloo0, HILS1,
H1x
H2A H2A.X, H2A.Z.1, H2A.Z.2.1, H2A.Z.2.2., H2A.B, macroH2A1.1,
macroH2A1.2 Y macroH2A2
H2B H2B.W, TSH2B
H3 H3.3, CENP-A, H3.1T, H3.5, H3.X/H3.Y.2, H3.Y/H3.Y.1
H4 Desconocidas en humanos

Nucleosoma conH3.3

H3.1
FaseS H3.2

H33

b

Heterocromatina

Telédmero g ‘
Centrémero L

Heterocromatina >y
pericentromérica -

>

Alo largo del / B =
genoma o
Replicacién k\ > o
Dafio al DNA
Nee ~
Eucromatina \ @
Genesactivosy - @
promotores / @
i Elementos JU—
Cola ali latori
Hélice 2 regulatorios / ? NG .
n 87 88 & 90 w -D-
Ipy!
dj S 0 Telémero [ '
iry! =)
{2} SV —-O— L
Iy Ay
1St {A[ATE—)—

H3.3-H4

H3.1/2-H4

Complejo
CAF-1

) H33-Ha

Complejo
HIRA

Figura 3. La variante H3.3 es depositada por diferentes complejos de

chaperonas. a La diferencia entre las proteinas de H3 canodnicas y la variante

H3.3 radica en cinco aminoacidos ubicados principalmente en la segunda alfa

hélice de la proteina, fundamental para la interaccion con H4. b El complejo CAF-1

deposita las histonas candénicas a lo largo del genoma. El complejo HIRA

posiciona a H3.3 en regiones de eucromatina, mientras que DAXX/ATRX lo hacen

en heterocromatina constitutiva, con excepcién del centromero (figura modificada

de 19,20
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Otra diferencia entre las histonas candnicas de H3 y la H3.3 es que
diferentes chaperonas participan en su deposicion. Las chaperonas son
proteinas que se unen a la superficie hidrofébica de las histonas
desnaturalizadas o parcialmente plegadas, para asegurar su correcto
plegamiento, ademas de conferirles estabilidad para evitar su agregacion
con otras protefnas (promiscuidad) y depositarlas en el lugar adecuado .
Las histonas canonicas de H3 son depositadas en dimero con H4 por el
complejo de CAF1 *°, mientras que H3.3 puede ser depositada por dos
complejos de chaperonas distintas; los cuales pueden encontrarse tanto en
regiones de eucromatina ** como en regiones de heterocromatina
constitutiva (Figura 3). En el caso de la eucromatina, el complejo proteico
conformado por HIRA (histone cell cycle regulator), Cabin-1 y Ubn-1,
deposita la variante, mientras que el complejo DAXX/ATRX la deposita en
heterocromatina constitutiva, como son los telomeros y las regiones
pericentroméricas %%*2*, Existe mucha informacién de la funcién de HIRA
en la transcripcion el cual se puede revisar a detalle en las siguientes
revisiones #>%°. Sin embargo, en el presente trabajo nos centraremos en la

funcion del complejo de DAXX en la heterocromatina.

El mecanismo de accion de DAXX/ATRX comienza a la hora en la que una
region de heterocromatina constitutiva requiere ser remodelada. A
diferencia de H3 que es depositada por detras de la horquilla de replicacion
del DNA, la variante H3.3 se posiciona de acuerdo con las necesidades de
la célula. #’. Ejemplo de esto se observa cuando H3.3 es depositada para
reparar el DNA, delimitar promotores, enhancers y sitios de inicio de la
transcripcion e incluso delimitar regiones de heterocromatina constitutiva *.
En este caso, el mecanismo de remodelacion de cromatina comienza
cuando la proteina ATRX (alpha thalassemia/mental retardation syndrome
X-linked) se posiciona y reconoce la H3K9me3 de los nucleosomas

adyacentes. Esta es la marca epigenética caracteristica de una region de

16



heterocromatina constitutiva. A continuacion, DAXX, quién interactia
directamente con H3.3, deposita la nueva variante de histonas,
remplazando la H3 candnica del nucleosoma. Posteriormente, el complejo
DAXX/ATRX recluta a la maquinaria de represion de la transcripcion, que
incluye a HDACs, SUV39H1/2 (Suppressor of variegation 3-9 homolog 1/2)
y HP1(Heterochromatin Protein 1). Las HDACs son desacetilasas de
histonas que removerdn las lisinas acetiladas para dar paso a que enzimas
como Suv39H1/2 se encarguen de generar la nueva modificacion de
H3K9me3 en la H3.3 recién incorporada. Este mecanismo sucedera en los
nucleosomas variantes de H3.3 los cuales se encuentran ahora

incorporados en regiones teloméricas y pericentroméricas (Figura 4) 2%°.

1. Las regiones de 2. ATRX reconoce 3. ATRX recluta a

heterocromatina a la H3Kk9me3 DAXX-H3.3
estdn enriguecidas

con H3K9me3

H3K9me3
e Em' €Yo F

4. DAXX/ATRX DAXX ATRX
interaccionan con Maquinaria de
maquinaria de :
represion

transcripcional

Figura 4. Mecanismo de accion de DAXX/ATRX. Una de las PTMs mas
abundantes en heterocromatina constitutiva es la H3K9me3 (1). Cuando una
regibn o nucleosoma en esa &rea necesita remodelarse, ATRX reconoce esa
modificacion (2). ATRX y DAXX forman un complejo, pero es DAXX la que
interacciona directamente con H3.3 (3). DAXX/ATRX no solo depositan la variante
de histonas, sino que también interaccionan con proteinas de la maquinaria de
represion como SUV39H1/2, HP1 y HDACs para volver a establecer las marcas

asociadas a heterocromatina (4).
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Death Domain Associated Protein 6

La proteina DAXX se considera entonces como una chaperona de histonas
de H3.3 en heterocromatina constitutiva. Esta proteina es codificada por el
gen DAXX ubicado en el brazo corto del cromosoma 6 (6p21.36). Funciona
como homomultimero, donde cada unidad consta de 740 aminoacidos y un
peso molecular de 81 373 Da.

A nivel estructural, la proteina de DAXX cuenta con dos motivos SIM, uno a
cada lado terminal, los cuales resultan importantes para su localizacion
subcelular (Figura 5). En la regién N-terminal contiene un dominio DHB con
el que interacciona con la proteina ATRX mediante su dominio DBM. Sigue
después el dominio HBD, siendo este el que interactia y reconoce a H3.3-
H4. Por su parte, el lado C-terminal cuenta con un segmento acidico,
enriquecido en Glu/Asp y con el cual interactia p53, una region SPE rica en
Ser/Pro/Glu y una SPT de Ser/Pro/Thr, sirviendo estas dos para la union de
CENPC, Pax3/5, PML, Fas y HDAC Il 373,

DAXX fue identificada por primera vez en el citoplasma como una proteina
pro-apoptética por su interaccion con el receptor del dominio de la muerte
de CD95 (también conocido como Fas), por lo que en inglés su nombre
hace referencia a death domain associated protein. Aqui observaron que
DAXX activa la via de c-JUN NH2-cinasa terminal, que desencadena en
apoptosis®*. Sin embargo, existe evidencia que sugiere que puede funcionar

como factor anti-apotético 3*%°.

No fue sino hasta el 2010 cuando se demostr6 que DAXX también se
encuentra en el ndcleo, adjunto a los cuerpos nucleares promieliticos de
leucemia, asi como en regiones de heterocromatina, donde funciona como

chaperona de la variante H3.3 2%, Incluso tiene una funcién relacionada
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con la regulacién transcripcional **2*, Por un lado, reprime la actividad de
factores de transcripcion como p53, ETS1, Pax3, y c-Met, mientras que por
otro interactia con remodeladores de la cromatina como desacetilasas de
histonas (HDACs), metiltransferasas de DNA, e incluso acetil transferasas
(CBP) 3+,

CENP-C TGFB RIl Ubc9
PML Fas HDAC2

ATRX H3.3 p53 ETS1, Pax3/5
SIM SIM

DAXX

117 55 ~~§\\l44 178 389 434 485 596 665 724 740
IS0

DMAP1  MSP58

DNMT1 a -~
DNMT3L HP1 s Sl

ATRX

ADD ATPasa 2,492a.3

1 161 292 580 595 1,260 1,289 1,550 2,226 2,492

Figura 5. Organizacion de los dominios de DAXX y ATRX y las proteinas con
las que interaccionan. SIM, SUMO interacting motifs; DHB, DAXX helical bundle;
HBD, histone binding domain; acidica, region acidica rica en Glu/Asp; SPE,
segmento rico en Ser/Pro/Glu; SPT, regién rica en Ser/Pro/Thr. ADD, ATRX-
DNMT1-DNMT3L Domain; HP1, HP1 binding motif; DBM, DAXX binding maotif;
ATPasa, dominio de ATPasa.

DAXX entonces, resulta un elemento importante en el mantenimiento de
heterocromatina. Puesto que, como se menciond previamente, no soélo
deposita la variante de histonas en region pericentromérica y telémeros,
también interacciona con enzimas de mantenimiento de la heterocromatina
como las metiltransferasas del DNA. Estudios previos han reportado que la
disminucion en los niveles de DAXX afecta particularmente los sitios de
unién de la metiltransferasa de mantenimiento DNMT1 3%, Como puede

observarse en la Figura 5, para DAXX no se conoce un dominio que
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interacciona directamente con las DNMTs. Sin embargo para ATRX si se ha
descrito que esto ocurre mediante el dominio ADD. A pesar de esto, DAXX
si interacciona con la proteina DMAP1, la cual se sabe es una proteina que
activa la DNMT1, actuando como co-represor que mantiene la metilacién *.
Un estudio utilizando ChiP-seq, el cual consiste en realizar una
inmunoprecipitacion de la cromatina seguida de secuenciacion masiva con
el fin de identificar en el genoma los sitios de union de factores de
transcripcion y proteinas de unién a DNA “°, demostré6 que DAXX se
encuentra unido en mas de 59,000 regiones reguladoras de enhancers y
promotores en la linea celular de cancer de préstata PC3. A su vez
observaron que DAXX y la DNMT1 comparten 1174 puntos de union, y que
al disminuir los niveles de DAXX (K/D), el nimero de sitios que comparten
se ve reducido a tan s6lo 192, lo que implica que gran parte de los puntos
de unién de la DNMT1 dependen de los niveles de DAXX 8. Estos estudios
sugieren la posible participacion de DAXX en el posicionamiento especifico
de DNMT1 en el genoma, y por lo tanto la importancia de DAXX en el

mantenimiento de la metilacion del DNA.

Importancia de la heterocromatina constitutiva en el mantenimiento de

la estabilidad cromosémica

Junto con las DNMTSs, existen otros factores remodeladores de la cromatina
gue constituyen la maquinaria de represiéon, como lo son las HDACs, HP1, y
SUV39H1/2, remodeladores que en conjunto aseguran la conformacién de

2 La heterocromatina constitutiva es

la heterocromatina constitutiva
fundamental de manera estructural, puesto que su compactacion ayuda en
la correcta conformacion y segregacion de los cromosomas, por lo que

resulta clave en el mantenimiento de la estabilidad cromosémica **.
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La inestabilidad gendmica hace referencia a una variedad de alteraciones
en el DNA que van desde cambios en un solo nucleétido hasta un
cromosoma completo **. De manera general se distinguen tres categorias:
Inestabilidad de nucléotidos (NIN), inestabilidad microsatelital (MIN o MSI) e
inestabilidad cromosomica (CIN; por sus siglas en inglés). La primera se
caracteriza por un aumento en la sustitucion de bases, deleciones o
inserciones de uno o pocos nucleotidos. La MIN es el resultado de defectos
en genes de malapareamiento de bases (mismatch repair), lo que ocasiona

la expansion o contraccién de los microsatélites *.

La CIN por su parte, se define como una alta tasa de pérdida o ganancia de
cromosomas completos o fragmentos de ellos, por lo que su consecuencia
directa es la generacién de aneuploidia ****. Este tipo de inestabilidad es la
mas frecuente en tumores solidos, estando presente en alrededor del 70-
80% de ellos *°. Destaca entonces que la generacién de inestabilidad
cromosomica se considere fundamental en el proceso de transformacion de
células cancerosas *°. El fenotipo inestable por lo tanto, tiene implicaciones
en el pronéstico y tratamiento de pacientes con cancer, especificamente

con los agentes terapéuticos a utilizar *2.

Por otro lado, diversos estudios demuestran que la alteraciéon de la
heterocromatina constitutiva puede inducir inestabilidad cromosdmica, ya
sea inhibiendo a las HDACs *, perdiendo la modificacién de H3K9me3 ¢ o
afectando la metilacién del DNA #’. Resalta ademéas que como se mencion6
previamente estos tres factores interaccionen con DAXX, proteina que se

ha visto alterada en enfermedades como el cancer .

En la actualidad el cancer representa uno de los mas grandes retos de
salud a nivel mundial. La Sociedad Americana del Cancer la define como un
grupo de enfermedades caracterizadas por un crecimiento y propagacion

incontrolable de células anormales “°. A pesar de que existen mas de 100
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tipos de cancer, comparten entre si caracteristicas denominadas como
“hallmarks” del cancer. Hanahan y Weinberg (2011) enunciaron once
caracteristicas que hasta hoy en dia son aceptadas. De entre los hallmarks

destaca la inestabilidad gendmica, la cual fue abordada previamente.

Por su parte, existe cada vez mas evidencia que sefiala como un
mecanismo fundamental y comdn en cancer la alteracion de mecanismos
epigenéticos, como la metilacion del DNA, las PTMs y la remodelacién de

los nucleosomas 2.

Desregulacion de DAXX en céncer y desarrollo de inestabilidad

cromosomica

Con respecto a la remodelacién de los nucleosomas, la desregulacion no
sblo de las chaperonas de histonas, sino también de las variantes de
histonas, ha sido asociada a la induccién del cancer 2. En el caso de
DAXX, tanto la pérdida como su abundancia tienen efectos adversos en la
célula (Tabla 3). Rapkin et al. (2015) observaron que en ausencia de DAXX
se pierde la correlacion entre los dominios de heterocromatina, y la
modificacion postraduccional de la H3K9me3. Donde observaron que la
abundancia de H3K9me se mantiene en niveles constantes, pero ésta deja
de delimitar y rodear a la heterocromatina constitutiva, lo cual implica que
se encuentre deslocalizada. Esto tiene un gran impacto, puesto que esta
modificacion resulta indispensable en la generacién y mantenimiento de la
heterocromatina constitutiva. Aunado a esto, existe evidencia en lineas
celulares no neoplasicas de prostata en las que al inducir una sobre
expresion de DAXX aumenta el porcentaje de células con un ndamero

cromosdmico anormal, induciendo CIN 52,
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Tabla 3. Mutaciones y alteraciones en DAXX/ATRX y H3.3 y sus consecuencias

en enfermedades

Proteina Alteracion Patologia Consecuencia funcional

afectada

Mutaciones Varios tipos de Menos frecuentes que
cancer, mas mutaciones de ATRX
frecuente en inactivantes

sistema nervioso
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DAXX

Mutaciones

Aumento en su
expresion

Disminucién en
Su expresiéon

Tumores
neuroenddécrinos
pancreaticos
(PanNETSs)

Céancer de prostata

Cancer en general

Cancer de ovario

Cancer de pulmon

43% de los PanNETs
presentan una
mutacion, ya sea en
ATRX o DAXX

Crecimiento del tumor e
inestabilidad
cromosoémica

Promueve
posicionamiento
equivocado de CENP-A
lo que genera
inestabilidad
cromosémica

Promueve proliferacion,
migracién y resistencia

Potencia la metastasis a
través de SLUG. Los
pacientes con
subexpresion tienen una
supervivencia menor.

Mutaciones

Tipos de cancer del
sistema nervioso
central y periférico

Mutaciones mayormente

inactivantes
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ATRX Mutaciones a-thalassemia Subexpresion del gen
mental retardation de a globina

X linked syndrome

Tumores
o 43% de los PanNETs
Mutaciones neuroenddcrinos _ y
" tienen una mutacion, ya
pancreaticos
sea en ATRX o DAXX
(PanNETSs)

Por su parte, en cancer de ovario, DAXX se encuentra sobre expresado
tanto a nivel mMRNA como proteina, ya sea en tumores como en lineas

celulares derivadas 3

, las cuales se caracterizan, ademas, por ser
altamente inestables en cuanto a cromosomas se refiere. Pan et al. (2013)
pudieron constatar que la sobre expresion de DAXX se da en todos los
subtipos del cancer de origen epitelial. Esto a su vez se relaciona con un
aumento en el tamafio del tumor debido a una mayor proliferacion, una
mayor capacidad para invadir otros tejidos (metéstasis) y quimioresistencia

del tumor (favoreciendo la reparacién del DNA).

Por el contrario, en cancer de pulmén se ha observado que la subexpresion
de DAXX, contribuye a un peor prondstico y menor supervivencia para
estos pacientes *>. De manera independiente al nivel de expresién de
DAXX, se ha visto qgue mutaciones en este gen también estan asociadas a
distintos tipos de cancer, particularmente los asociados al sistema nervioso

y pancreatico *®.

A pesar de que son muchos los mecanismos alterados en cancer, la
desregulacion de mecanismos epigenéticos ha demostrado ser mas

frecuente de lo que se pensaba. Dentro de éstos se encuentran las
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chaperonas de histonas, donde DAXX como depositador de H3.3 es un
tema relativamente nuevo y sobre el cual falta mucho por elucidar, sobre
todo con respecto a los mecanismos involucrados cuando los niveles de
DAXX se alteran.

El hecho de que DAXX patrticipe en el posicionamiento de H3.3 en regiones
tan importantes para el mantenimiento de la estabilidad cromos6mica como
son las regiones pericentromeéricas y teloméricas sugiere que alteraciones
en los niveles de esta chaperona podrian desencadenar CIN. Son multiples
los antecedentes donde se ha visto este efecto sobre la desregulacion de
DAXX. Sin embargo, el mecanismo por el cual DAXX induce CIN no ha sido
del todo elucidado. En el caso de la sobreexpresion, se adjudica el
posicionamiento fuera del centrémero de CENP-A a la generacién de
inestabilidad (Tabla 3). En cuanto a su subexpresién, se desconoce si esto
induce CIN y cual seria el posible mecanismo que la provoque. Basado en
la literatura, suponemos que al disminuir a DAXX, la heterocromatina
constitutiva se ve afectada puesto que DAXX/ATRX dejan de posicionar a la
magquinaria fundamental en la formacion de la heterocromatina, como la
DNMT1. Esto ocasionaria que se afectara la metilacion en regiones
pericentroméricas y teloméricas, las cuales tienen abundancia en marcas
represivas como metilacion del DNA y H3K9me3. Promoviendo asi un
estado de cromatina méas laxo en dichas regiones estructurales, lo cual
podria tener como consecuencia una mala segregaciéon de los
cromosomas, asi como afectar el silenciamiento de grandes dominios

génicos.
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Justificacion

Existen estudios previos que demuestran que la pérdida de heterocromatina
constitutiva puede inducir inestabilidad cromosémica **“®*’ la cual es una
caracteristica de los tumores sélidos. A su vez se ha visto que en
condiciones normales DAXX, la proteina chaperona de H3.3 en
heterocromatina, interacciona con la DNMT1. Al disminuir los niveles de
DAXX, el posicionamiento de la DNMT1 se ve alterado®. A partir de lo
anterior, podria suponerse que la disminucion de DAXX ocasionara
inestabilidad cromosomica al inhibir indirectamente la metilacion del DNA
de la region pericentromérica (heterocromatina constitutiva). Sin embargo,
no existe hasta la fecha reporte alguno que demuestre el mecanismo

mediante el cual la pérdida de DAXX genere inestabilidad cromosémica.

Pregunta de investigacion

¢ La subexpresién de DAXX inducira inestabilidad cromosdémica mediante la
disminucién de la metilacion del DNA en la region de heterocromatina

pericentromérica?

Hipotesis

La subexpresion de DAXX conllevara a la induccién de inestabilidad
cromosomica mediante la pérdida de metilacion del DNA en la region de

heterocromatina pericentromérica.
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Objetivo General

Determinar la asociacion de la subexpresion de DAXX con la induccion de
inestabilidad cromosémica a través de la pérdida de la metilacién del DNA.

Objetivos Particulares

1. Determinar los niveles de expresion y abundancia de DAXX en lineas
celulares de cancer de ovario (OVCAR3, SKOV3 y SW626), de cancer
de colébn (HCT116) y la linea epitelial primaria PCS-200-010.
2. Generar un modelo Knock-Down de DAXX en las lineas celulares
HCT116 y PCS-200-010.
3. Evaluar el efecto de la subexpresion de DAXX en la induccién  de
inestabilidad cromosomica.
4. Establecer el efecto de la subexpresion de DAXX en la pérdida de
metilacion de la heterocromatina pericentromérica.

5. Evaluar la existencia de cambios en la expresion por la subexpresion
de DAXX en enzimas epigenéticas involucradas en la regulacion de la
cromatina.

6. Evaluar la presencia de cambios en la expresion ante la subexpresiéon

de DAXX en genes asociados a los principales procesos del cancer.
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Estrategia experimental y Metodologia

. 3. Evaluarel 4. Efecto del KD de
1. Caracterizar efecto del KD DAXX en la 5. Ffecto del KD de
los niveles de ‘ 2. Knock- ‘ de DAXX en alteraciéndela DAXX en
expresiony Down (KD) la induccién ‘ heterocromatina -' desregulacién de vias
abundancia de de DAXX de CIN ericentromérica de cancery
DAXX P epigenética

Lineas
RT? Profiler PCR

Array:
-Human Cancer
PathwayFinder

celulares

Ensayo de LOCAL -Human

Epigenetic
Chromatin
Modification
Enzymes

Western micronicleos (Ensayo MeDIP en

Blot i sat 2, satalfa,
telémeroXpy
LINE 1)

Figura 6. Diagrama de flujo sobre la estrategia experimental llevada a cabo.

Caracterizaciéon de los niveles de expresién y abundancia de DAXX mediante
RT-PCR y Western Blot

Con el fin de caracterizar los niveles de expresion de DAXX y de esta forma
determinar el modelo celular a elegir para realizar el Knock Down, extrajimos RNA
de las diferentes lineas celulares de cancer de ovario (OVCAR3, SKOV3 vy
SW626) de cancer de colon (HCT116) y como control de expresion empleamos la
linea epitelial primaria de queratinocitos (PCS-200). Las células fueron cultivadas
de acuerdo a las especificaciones del proveedor, como se muestra en la Tabla 4.
El RNA por su parte, fue extraido mediante el uso de Trizol (Life Technologies, cat.
15596018). Comprobamos la calidad de la extraccibn mediante un gel

desnaturalizante de agarosa al 1.2% y formamida.
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Tabla 4. Condiciones de las lineas celulares utilizadas

Linea Tejido Medio suplementado Condiciones
celular

PCS-200-010 Prepucio neonatal Dermal Cell Basal Medium | Aire, 95%; CO,,

(Cat. PCS-200-030, ATCC) 5%, 37°C
Keratinocyte Growth  Kit
(Cat. PCS-200-040, ATCC)
HCT116 Carcinoma colorectal | McCoy’s 5a (Cat. | Aire, 95%; CO,,
16600082, Gibco) 5%, 37°C
Suero Fetal Bovino (Cat.
10500064, Gibco) 10%
OVCARS3 Adenocarcinoma de RPMI-1640 (Cat. 11875- | Aire, 95%; CO,,
ovario 093, Gibco) 5%, 37°C
Suero Fetal Bovino (Cat.
10500064, Gibco) 20%
Insulina Bovina (Cat. 10516-
5mL, Sigma) 0.01 mg/mL
SKOV3 Adenocarcinoma de McCoy’s Ha (Cat. | Aire, 95%; CO,,
ovario 16600082, Gibco) 5%, 37°C
Suero Fetal Bovino (Cat.
10500064, Gibco) 10%

SW626 Adenocarcinoma de Leibovitz's L-15 (Cat. Aire, 100%;
ovario (probablemente | 11415064, Gibco) 37°C
derivado de metastasis _

Suero Fetal Bovino (Cat.

de un tumor primario

de col6n)

10500064, Gibco) 10%
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Generamos el cDNA empleando el kit High Capacity cDNA reverse transcription
(Applied Biosystems,cat. 4368814) siguiendo las instrucciones del fabricante. A
continuacion, realizamos una PCR en tiempo real (QPCR) utilizando el kit Maxima
SYBR Green/ROX gPCR master mix (Thermo Scientific, K0221) para los
oligonucléotidos especificos dirigidos a los genes de DAXX y GAPDH (Tabla 5).
Corrimos la reaccion en placas de 96 pozos (Microamp fast optical plate, Applied
Biosystems, cat. 4306737) en el termociclador StepOne (Applied Biosystems, cat.
4376357). Analizamos los resultados de expresion diferencial mediante doble delta
Ct, usando GAPDH como normalizador y la expresion de PCS-200 como

calibrador.

Tabla 5. Secuencias de oligonucléotidos empleados en el presente trabajo y sus

respectivas Tms

Gen/ Region | Secuencia de oligonucléotidos m

GAPDH F §5-TGT CAAGCT CATTTC CTG GT- & 60°C

R 5-TCT TAC TCC TTG GAG GCC AT- 3

DAXX F 5- AAG CCT CCT TGG ATT CTG GT-3' 60°C
(NT) R 5-ATC ATCCTC CTG ACCCTCCT-3
LINE1 F 5'-GGC CAG TGT GTG TGC GCA CCG-3' 55°C

R 5'-CCA GGT GTG GGA TAT AGT CTC GTG G-3

Tel Xp F 5-GAG TGA AAG AAC GAA GCT TCC- 3 58°C

R 5-CCC TCT GAA AGT GGA CCT AT- 3

Sat Alfa F 5-GAA GTT TCT GAG AAT GCT TCT G-3' 61°C

R 5-CTC ACA GAG TTG AAC CTT CC-3'

Sat 2 F 5'-ATC GAA TGG AAA TGA AAG GAG TCA-3' 61°C

R 5-GAC CAT TGG ATG ATT GCA GTC A-3'
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A su vez, observamos la abundancia de la proteina a través del ensayo de
Western Blot. Para conseguirlo, cultivamos las lineas celulares previamente
mencionadas hasta conseguir una confluencia aproximadamente del 80%.
Después, lisamos las células con el buffer de lisis (Cell Signaling, cat. 9803), en
conjunto con coctel de inhibidores de proteasas (Cell Signaling, cat. 5871) y
Fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF) (Sigma, cat. P7626). A continuacion,
dejamos los tubos con proteina a -20°C toda la noche para conseguir una buena
precipitacion. Al dia siguiente se cargaron 20 ug de proteina en un gel de
acrilamida al 10% para posteriormente ser transferido por 1:30 h a una membrana
de PVDF (Millipore, cat. IPVH00010). Se tifié la membrana con rojo Ponceau para
confirmar una correcta transferencia, y a continuacién bloqgueamos con TBS-
Tween-Leche al 5% por una hora, seguido de 4 lavados de 10 minutos con TBS-
Tween al 0.1%. Colocamos las membranas en bolsas selladas con sus
respectivos anticuerpos primarios disueltos en albumina al 3%. Utilizamos los
anticuerpos: anti-DAXX (Santa Cruz, cat. sc-7152) en una concentracion 1:1200 y
GAPDH (Santa Cruz, sc-25778) 1 a 2500. Los blots fueron incubados toda la

noche a 4°C.

Continuamos con 4 lavados de 10 minutos con TBS-Tween (0.1%) e incubamos
con TBS-Tween-leche (5%) por una hora a temperatura ambiente con el
anticuerpo conjugado con peroxidasa anti-rabbit 1: 25,000 (Novus, cat. NB7187)
Después, realizamos 4 lavados més con TBS-Tween al 0.1%. Subsecuentemente,
revelamos con quimioluminiscencia (Millipore, cat. S0500) en placas (Carestream
biomax, cat. 876 1520). Usamos como control negativo la ausencia del anticuerpo
primario. Comparamos los resultados mediante densitometria entre las distintas
lineas celulares, empleando el software Image J®. Debido a los resultados entre
estas elegimos como modelo la linea celular HCT116 ya que es
cromosdmicamente estable, presenta niveles estables de DAXX y es a nivel

técnico mas facil para establecer el modelo de KD-DAXX.
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Generacion del modelo KD de DAXX mediante siRNAs

Posteriormente transfectamos las lineas celulares de HCT116 y PCS-200-010 con
un sSiRNA para subexpresar a DAXX (Dharmacon, cat. LQ-004420-00-0010)
siguiendo las instrucciones del proveedor y utilizando el medio de transfeccion
DharmaFECT 2 (Dharmacon, cat. T-2002-03) y DharmaFECT1 (Dharmacon, cat.
T-2001-03) respectivamente para cada linea celular. Sembramos las células en
placas de 6 pozos 24h antes de la transfeccion, sembrando 20,000 células por
pozo de queratinocitos y 50,000 de HCT116 para un ensayo de 72h con siRNA.
Realizamos dos ensayos de transfeccion distintos; uno utilizando la mezcla de las

cuatro secuencias de siRNA y otro utilizando por separado cada uno.

Para HCT116, a cada pozo le agregamos un volumen total de 2 mL: 1600 uL de
medio completo (con suero), 200 uL de la concentracion elegida de siRNA (Tabla
6) mas medio sin suero y 200 yL de DharmaFECT2 y medio sin suero (2 yL
DharmaFECT+ 198 pyL medio). Por su parte para PCS-200-010, utilizamos 1uL de
DharmaFECT1 (y 199 uL de medio), no cambiamos completamente por medio
fresco, sino que dejamos 600 uL del medio con el que sembramos y afnadimos

1000uL mas de medio fresco, para evitar que los queratinocitos se estresaran.

Tabla 6. Volimenes utilizados para la transfeccion de siRNA

Linea celular Medio completo (1600 pL) | Medio sin suero (400 pL)

HCT116 1600 ul de medio fresco 2ul de DharmaFECT 2+ 198 ul de
medio sin suero = 200 L
Concentracion de siRNA + medio

sin suero= 200 pL*

PCS-200-010 1000 ul de medio fresco + 600 | 1yl de DharmaFECT 1+ 199 ul de
Ml del medio con el que se | medio sin suero = 200 L
sembraron las células 24 h | Concentracion de siRNA + medio

antes sin suero= 200 pL*

*= 50nM = 20 uL de cada siRNA
25nM= 10 pL de cada siRNA
10nM= 4 pL de cada siRNA
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5nM= 2 uL de cada siRNA

Transcurridas las 72h con el siRNA, comprobamos la efectividad de la inhibicion

mediante Western Blot, como se describié anteriormente.
Evaluacion de inestabilidad cromosomica mediante ensayo de micronucleos

Una vez estandarizado el KD-DAXX, identificamos si la subexpresion generaba
inestabilidad cromosomica mediante el ensayo de microndcleos. Este ensayo lo
realizamos cultivando HCT116 en cajas Petri p60. En cada pozo sembramos
80,000 células y evaluamos dos tiempos: 48h y 72h (Figura 7). A todos los
tratamientos les administramos citocalasina B (CB) (3ug/mL) (Sigma, cat. C6762)
24 h antes de ser cosechadas, que ademas nos sirvi6 como control negativo de la
técnica. Como control positivo de microndcleos utilizamos el clastégeno
mitomicina C (MMC) (0.1ug/mL) (Sigma, cat. M4287) y como control positivo de
desmetilacibn empleamos 5-aza-2’-desoxicitidina (DAC) (Sigma, cat. A3656), un
inhibidor de las metiltransferasas del DNA, en dos concentraciones: 2 y 5uM, las
cuales se administraban cada 24 h en medio fresco preparado con las dosis del

farmaco sefaladas.

Para las células KD-DAXX, transcurridas 24 h después de que las sembramos, las
transfectamos con los siRNAs 3 y 4 a 50nM como se describié anteriormente, y
24h antes de ser cosechadas, les afiadimos citocalasina B. Nuestro control
negativo fue la utilizacién Unicamente del medio de transfeccién (Dh). Para las
células KD-DAXX en combinacién con 2 o 5 uM DAC, realizamos el procedimiento
como describimos con KD-DAXX udnicamente. 24h después de la transfeccion,
afiadiamos la dosis correspondiente de DAC por el tiempo necesario (48 o 72h),

renovando el medio con DAC fresco cada 24h.
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Siembra
80,000 células

l
| 1 T T *
Oh 24h 48h 72h 96h
Tratamientos
Controles
CB +CB Cosecha
MMC MMC +CB Cosecha
5uM DAC DAC DAC+CB Cosecha
DAC+CB Cosecha
2uM DAC DAC DAC+CB Cosecha
DAC+CB Cosecha
b
Slemh:ra 24h de 48h de 72h de 96h de
80,000 células transfeccion transfeccion transfeccion transfeccion
| | 1 1 1
I I 1 1 I *
Oh 24h 48h 72h 96h 120 h
Tratamientos
Dh Dh +CB Cosecha
+CB Cosecha
siRNA siRNA +CB Cosecha
+CB Cosecha
Dh+502 pM DAC Dh DAC DAC+CB Cosecha
DAC+CB Cosecha
siRNA+ 50 2 uyM DAC siRNA DAC DAC+CE Cosecha
DAC+CB Cosecha

Figura 7. Diagrama

explicativo sobre el ensayo de micronucleos. El esquema

muestra los tiempos en que se pusieron los diferentes tratamientos, ya sean controles (a)

0 KD de DAXX (b).

Transcurrido el tiempo (48 o 72h), cosechamos las células. La cosecha consistié

en tripsinizar y centrifugar las células, seguido de un lavado con PBS.
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Posteriormente incubamos el pellet con una solucién hipoténica (KCI, 0.075 M) por
8 minutos a 37°C. Transcurrido el tiempo realizamos una prefijacion con solucién
de Carnoy-PBS (1:5) y finalmente una fijacion con solucion de Carnoy (Metanol-
acido acético 3:1). Al dia siguiente 40uL de las células fijadas fueron goteadas en
porta objetos previamente sumergidos en metanol frio. Una vez secos los porta
objetos, los tefiimos con hematoxilina-eosina (Millipore, cat. 111661) de la
siguiente forma: 30” en eosina, dejamos secar sin enjuagar y pasamos 1’ a
hematoxilina. A continuacién las dejamos 1” en agua bidestilada e inmediatamente
después 1” en etanol al 70%. Una vez secas, las observamos al microscopio 40x.
Por cada laminilla se contaron a doble ciego 1000 células binucleadas y de esas

cuantas tenian micronucleos.

Evaluacién de la alteracién de la heterocromatina constitutiva mediante

ensayo de inmunoprecipitacion del DNA metilado

Con el fin de determinar si la subexpresion de DAXX ocasionaba inestabilidad
cromosdmica mediante alteraciones en la heterocromatina, realizamos un ensayo
de inmunoprecipitacién del DNA metilado (MeDIP) (Diagenode, cat. C02010021)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Cultivamos células HCT116 como se
menciond anteriormente. Una vez alcanzada la confluencia del 80% fijamos las
células con 1% de formaldehido por 10 minutos, transcurrido ese tiempo se detuvo
el entrecruzamiento con agregando glicina 2.5M e incubando por 5 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron las células con PBS frio para remover el
formaldehido. Posteriormente lisamos las células con buffer de lisis (1% SDS,
10mM EDTA, 50mM Tris-HCI, e inhibidores de proteasas (Cell Signaling, cat.
9803) y purificamos el DNA con el método de fenol-cloroformo. Cuantificamos el
DNA utilizando el espectrofotometro Nanodrop 2000c, para asegurar que se usara
1ug para cada IP. Una vez realizado esto, sonicamos el DNA hasta dejarlo en un
rango de 100 a 500pb. Realizamos la inmuno seleccion empleando el anticuerpo
anti-smC (Diagenode). Seguido por la inmunoprecipitacién, al emplear una

incubacion de 1 hora con perlas magnéticas A/G (Diagenode) en el cuarto frio.
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Utilizamos como controles positivo y negativo DNA metilado in vitro y DNA no

metilado que incluye el Kit.

A continuacion realizamos un PCR tiempo real como se describidé anteriormente.
Para balancear las diferencias en las cantidades de IP y de Input en el gPCR, la
eficiencia de amplificacion se calcul6 utilizando el 10% del input. Calculamos el
nivel de enriquecimiento de la comparacion con la amplificacion del input al 10%
de los amplicones experimentales especificos, menos la observada en los IPs por
100. Los resultados del IP fueron amplificados por triplicado mediante gPCR en
placas de 96 pozos (Microamp fast optical plate, Applied Biosystems, cat.
4306737). Utilizamos oligonucléotidos de regiones especificas de heterocromatina
constitutiva como el centromero (satélite alfa), region pericentromérica (satélite 2),
repetido LINE1 y el telémero del brazo corto del cromosoma X (Tabla 5). A su vez
el protocolo incluia dos oligonucléotidos dirigidos a los genes TSH2B (control de
metilacion) y GAPDH (control no metilado). Incluimos DNA obtenido de células
tratadas con DAC como control positivo de desmetilacién pasiva. Los resultados
obtenidos son representativos de los experimentos con duplicados independientes

qgue fueron usados para calcular la desviacién estandar.
Evaluacion de la presencia de cambios de expresion mediante RT2

Finalmente con el fin de elucidar si los efectos encontrados por KD-DAXX eran
causados por pérdidas en la expresion de las enzimas involucradas en la
formacion de la heterocromatina, asi como que si la subexpresiéon de DAXX no
sOlo afectaba la metilacion del DNA en las regiones de heterocromatina, sino
también la expresion de genes involucrados en distintas vias del cancer. Llevamos
a cabo la preparacion de placas de andlisis de expresion RT2 (QIAGEN, cat.
PAHS-033Z y cat. PAHS-085Z) de acuerdo a las especificaciones del proveedor.
Se analizaron 84 genes correspondientes a enzimas que participan en la
remodelacion epigenética y 84 genes de relevancia en las principales vias del
cancer, asi como 12 controles normalizadores constitutivos de expresion por
placa. La técnica consisti® en una vez extraido el RNA, realizamos la

retrotranscripcion y obtencion de cDNA. A continuacion el cDNA de las células KD
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de DAXX y las control, fueron cargadas en placas independientes, las cuales
contenian los oligos de genes especificos ya sea de enzimas epigenéticas o de
vias del cancer y corrimos un PCR tiempo real por cada placa. Tanto las KD como
las control fueron evaluadas por triplicado (tres placas independientes de RT2),
tanto para las enzimas epigenéticas como para las vias de cancer. Utilizamos el
software digital que ofrece Qiagen para su andlisis bioinformético y estadistico
(https:/lwww.giagen.com/mx/shop/genes-and-pathways/data-analysis-center-

overview-page/).

Evaluamos los resultados de los experimentos mediante la prueba estadistica de t
de Student, tomandose en cuenta una p <0.05 para considerarse como
significativa. Las gréficas fueron realizadas mediante el software GraphPad
Prism5®.

Resultados

Con el fin de identificar el modelo celular mas adecuado para contestar nuestros
objetivos, caracterizamos en un principio los niveles de DAXX tanto a nivel mMRNA
como a nivel proteina en diferentes lineas celulares (Figura 8). Cultivamos tres
lineas celulares cromosémicamente estables (PCS-200-010, HCT116 y SW626) y
dos con inestablidad cromosémica (SKOV3 Y OVCARS3). Utilizamos como control
normalizador para el estudio a la linea celular PCS-200-010, la cual es una linea
primaria epitelial no neoplasica de queratinocitos neonatales. En cuanto a la
expresion del gen (Figura 8a), DAXX se encuentra sobreexpresado 0.8 veces en
HCT116 (p<0.05), mientras que en las otras lineas no hubo cambios significativos.
De manera similar, la abundancia de la proteina DAXX (Figura 8b) no varia entre
las lineas, sin importar el tejido del que provengan o si son inestables o estables.
Teniendo en consideracion lo anterior se escogié a HCT116 como el modelo de
estudio; ésta no solo presenta a DAXX tanto en mRNA como proteina, también es

cromosdémicamente estable, y mas facil de transfectar que los queratinocitos. Lo
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gue nos permitié observar el efecto de la subexpresion de DAXX en la induccién
de CIN.
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Figura 8. Expresién y abundancia de DAXX en lineas celulares con y sin
inestabilidad cromosdmica. Los andlisis fueron realizados mediante el empleo de
triplicados bioldgicos de las lineas celulares PCS-200-010, HCT116, OVCAR, SKOV3,
SW626. Empleamos como normalizador al gen GAPDH y como calibrador la linea celular
no neoplasica PCS-200-010, por lo que se determin6é que esta ultima tiene un valor de
expresion y abundancia igual a uno. a Los niveles del transcrito de DAXX fueron
evaluados mediante RT-gPCR. b Los niveles de abundancia de proteina fueron
cuantificados mediante Western Blot. *=p<0.05. Las barras muestran la desviacién

estandar. E.C.=estabilidad cromosémica, I.C.= inestabilidad cromosdmica.

Una vez determinado el modelo celular, estandarizamos la transfeccion del siRNA
para lograr una buena disminuciébn de DAXX (Figura 9). En primera instancia
determinamos cual era la mejor concentracion de siRNAs a utilizar (Figura 9a 'y
9b). Utilizamos tanto HCT116 como PCS-200-010, puesto que desconociamos si
alguna de las dos lineas era mejor de transfectar que la otra. HCT116 result6 ser
mas conveniente para la transfeccion puesto que por su velocidad de crecimiento
y el tamafio de sus células, obteniamos un boton de mayor tamafio para la
extraccion de proteina. Esto se tradujo en una mayor concentracion de proteina. A
partir de lo obtenido, elegimos la concentracion de 50 nM para futuros ensayos
puesto que disminuyo los niveles de proteina en ambas lineas celulares. Si bien la

disminucién no es significativa, si fue la que logré la mayor inhibicion.

A continuacion, puesto que el kit de siRNA consistia en 4 secuencias distintas,
cada una en un tubo por separado, probamos si el efecto de inhibicion era mayor
con algun siRNA en especifico o con la combinacién de todos (Figura 9c). La
utilizacion de los siRNAs por separado logré una mayor inhibicion con respecto a
la mezcla. Destacan los siRNAs tres, con una inhibicion del 90%, y cuatro (70% de
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inhibicion). Por lo anterior, decidimos emplear a partir de entonces, estos dos
SsiRNAs para lograr disminuir eficazmente a DAXX.
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Figura 9. Estandarizacién de los siRNAs para el silenciamiento de DAXX. Para la
estandarizacion se emplearon dos lineas celulares cromosémicamente estables: PCS-
200-010 y HCT116. La efectividad de inhibicion fue evaluada mediante un Western Blot a
las 72h. a Curva de concentracién en la linea celular PCS-200-010 utilizando el conjunto

de cuatro siRNAs. b Curva de concentracion en la linea celular HCT116 volviendo a
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utilizar los cuatro siRNAs. c¢ Inhibicion de DAXX utilizando los siRNAs por separado en
HCT116. *=p<0.05, **=p<0.01 y ***=p<0.001. Las barras muestran la desviacion estandar.

Una vez determinada la mejor condicion para el KD de DAXX, proseguimos a
evaluar si ésta generaba CIN mediante el ensayo de micronucleos. Por su parte,
con el fin de conocer el efecto de la pérdida de la metilacion en la induccion de
CIN, fue necesario estandarizar la dosis del farmaco control positivo de
desmetilacion, 5-Aza-2’-desoxicitidina (DAC). Por lo que realizamos un ensayo de
viabilidad mediante la técnica de MTT (Figura 10). Empleamos tres
concentraciones distintas del farmaco, basandonos en las reportadas para otros
ensayos de metilacién en la literatura >*. La 5-aza-2’-desoxicitidina es un farmaco
derivado de la 5-aza-2’-acitidina, analogo de la citosina. El cual se incorpora
durante el ciclo celular en vez de la citosina y tiene como blanco la unién a la
citosina metilada del DNA con el sitio catalitico de las DNMTSs, lo que ocasiona la
inhibicién de estas enzimas, atrapandolas e impidiendo su funcionamiento >°. De
esta forma, al no poder mantenerse la marca de metilacion durante la division
celular, el DNA se va desmetilando de manera pasiva cada vez que la célula se
divide. Con el conocimiento de que HCT116 tiene una division (ciclo celular) cada
18 horas, consideramos que 72h o 4 divisiones, era el tiempo adecuado para
observar un efecto desmetilante en el DNA. Por lo tanto realizamos un ensayo de
viabilidad con MTT a 72h utilizando 5-aza-2’-desoxicitidina (DAC) (Figura 10) la
cual tiene una vida media muy corta por lo que tenia que ser afiadida cada 24
horas °°. Encontramos que tanto 5uM y 2uM DAC mantenian mas del 70% de la
viabilidad celular en comparacion con el 60% de 10uM; sin embargo se
desconocia cual de los dos lograba una mayor desmetilacion, por lo que para los

futuros experimentos utilizamos ambas concentraciones.
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Figura 10. Ensayo de viabilidad con 5-Aza-2’Desoxicitidina. Se midi6é la viabilidad
celular mediante el ensayo de MTT empleando tres concentraciones distintas de 5-Aza-
2’Desoxicitidina por 72 h en HCT116. Los andlisis fueron realizados por triplicado

biolégico. *=p=<0.05, **=p=<0.01 y ***=p=<0.001. Las barras muestran la desviacion estandar.

Proseguimosa realizar el ensayo de micronucleos a 2 tiempos diferentes: 48h y
72h (Figura 11). Empleamoscomo control negativo de la técnica citocalasina B y
como control positivo el tratamiento con mitomicina C. Esta es un clastégeno
conocido que induce una gran generacion de micronucleos. A las 48h (Figura
11a), las células DAXX-KD en combinacién con 2uM de DAC y el medio de
transfeccion (Dh) no indujeron micronucleos, en comparacion con los distintos
tratamientos con DAC. DAXX-KD induce la generacién de microndcleos a partir de
la 48h. Después de 72h, todos los tratamientos incluyendo al KD-DAXX, producen
micronucleos en comparacion con los controles negativos de la técnica. En
conjunto esto nos indico que la subexpresion de DAXX es capaz de generar CIN.
Sin embargo aunque induce micronucleos, no observamos un efecto sinérgico con
el KD-DAXX vy el tratamiento con DAC (Figura 11b).
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Figura 11. La inhibicibn de DAXX genera inestabilidad cromosémica en
HCT116. Se empled la mitomicina C como control positivo. La linea punteada
indica el umbral a partir del cual se consider6 se genera inestabilidad
cromosOmica. a Ensayo de micronucleos a 48h. b Ensayo de micronucleos a 72h.
¢ Imagenes de lo que fue considerado como célula binucleada con micronucleo.

Las flechas sefalan los microntcleos.
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Una vez demostrado que la inhibicion de DAXX ocasionaba CIN,
realizamos un ensayo de MeDIP. Con el fin de demostrar que nuestros
resultados son confiables utilizamos primers contra diferentes regiones
controles, donde se conoce el estado de metilacion. Primero se corrieron
las muestras control provistas por DIAGENODE con un DNA procarionte
metilado in vitro y otro completamente desmetilado (meDNA y uDNA)
(Figura 12a). También utilizamos la regién promotora de los genes TSH2B y
GAPDH como controles metilado y no metilado respectivamente (Figura
12a). Nuestros controles demuestran que se pudo diferenciar claramente
regiones metiladas y no metiladas del genoma. También realizamos los
experimentos con los tratamientos 2 y 5 yM DAC, como se esperaba el
tratamiento con DAC disminuyo los niveles de metilacion del promotor de
de TSH2B, aunque no de forma significativa, mientras que en GAPDH se
encontré un aumento de metilaci6n de DNA en su promotor, producto del

tratamiento con DAC (Figura 12a).

Posteriormente, mediante el empleo de primers especificos para distintas
regiones de heterocromatina, evaluamos el estado de metilacion de esas
areas. En primera instancia se realizd el PCR para LINE1, ésta es una
familia de secuencias repetidas dispersas a lo largo del genoma.
Aproximadamente el 99% de las 500,000 copias se encuentran inactivas y
metiladas, por lo que las consideramos como un posible blanco de
desmetilacién por el KD de DAXX. Como se observa en la Figura 12b, el
KD de DAXX desmetila la regién, sin embargo esa disminucién no parece
ser significativa, al igual que la dosis 2 yM DAC. Por el contrario, todos los
demas tratamientos con DAC, ya sea con o sin KD-DAXX o Dh, bajaron los

niveles de metilacion de los repetidos LINEL.

Por su parte, en las regiones donde se sabe que DAXX ejerce su funcion de
chaperona de histonas, es decir los telomeros (Figura 12c) y la region
pericentromérica (Figura 12d), el KD de DAXX causo la desmetilacion de

esas areas, siendo mas pronunciada la desmetilacion en el teldbmero. En
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ambos casos, todos los tratamientos causaron una pérdida de metilacion

significativa.

De manera inesperada encontramos que el KD de DAXX también afecta la
metilacion del centrémero (Figura 12e), asi como nuestros controles
positivos. La desmetilacion del centrémero fue incluso mas pronunciada

que la de la regidn pericentromérica.
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MeDIP. Niveles de metilacion en el repetido LINE 1 (b), en el telémero del brazo corto del
cromosoma X(c), en el satélite alfa (d) y satélite 2 (e). Se normalizé el valor del IP con el
anticuerpo especifico 1gG. *=p=<0.05, **=p<0.01 y ***=p<0.001. Las barras muestran la

desviacion estandar del triplicado técnico.

A continuacion, determinamos si los cambios de metilacion e induccion de CIN
observados en las células DAXX-KD eran debidos a cambios en la expresion de
las enzimas encargadas de la generacion de heterocromatina. Realizamos por lo
tanto un ensayo de expresion en un panel RT2 que contenia 84 enzimas clave en
la remodelacién de la cromatina. Dentro de lo que encontramos, las enzimas
encargadas de la metilacion del DNA (DNMTSs) y del posicionamiento y lectura de
H3K9me3 (EHMT2 y SUV39H1) no se ven afectadas al disminuir los niveles de
DAXX (Figura 13). Por el contrario, la placa nos indicé que el gen SETD1B se
encuentra sobreexpresado. Esta es una metiltransferasa de histonas que deposita
la trimetilacion de la lisina 4 (H3K4me3), caracteristica de genes activos o
eucromatina. En el sentido inverso, observamos la subexpresion del gen MBD2, el
cual codifica para una enzima de union a DNA metilado. Estos resultados nos
sugirieron que el efecto observado en la perdida de metilacion del DNA por KD-
DAXX, no tiene que ver con la alteraciébn de expresion génica de las enzimas
epigenéticas encargadas del mantenimiento de la heterocromatina. Por lo tanto
tiene mas que ver con alteraciones en el posicionamiento de la DNMTs a las
regiones blanco de DAXX.

Finalmente decidimos evaluar si la expresidbn de genes relacionados con la
generacion de CIN se veia afectada al disminuir los niveles de DAXX. Con la
ayuda de nuevas placas de RT2 que contaban con genes relacionados con el
mantenimiento de la estabilidad cromosomica (Figura 14), pudimos observar que
ninguno de éstos se veia afectado. En cambio, genes que no imagindbamos como
EPO, un gen de hipoxia que se sobreexpresa al tener a DAXX-KD y otro como

KDR, un receptor de VEFG se encuentra subexpresado.
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Enzimas necesarias para el mantenimiento de heterocromatina en la placa de RT2.

Categoria

Enzimas

Metiltransferasas del DNA

DNMT1, DNMT3A, DNMT3B.

Metiltransferasas de histonas

EHMT?2, SETDB2, SUV39H1

Proteinas con el dominio SET (con
actividad de metiltransferasa de
histonas)

SETD1B, SETDS8, SETDB1, SUV39H1.

Desmetilasas del DNA e histonas

KDM1A (KDM1), KDM5B, KDM5C,
KDM4A, KDM4C, KDM6B,

Desacetilasas de histonas

HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC4,
HDACS5, HDACG6, HDAC7, HDACS,
HDAC9, HDAC10, HDAC11.
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Figura 13. La disminucién de DAXX no afecta a las principales enzimas de
mantenimiento de la heterocromatina constitutiva. Diferentes representaciones en Scatter
plot (a), heat map (b), Volcano plot (c) y cladograma (e). p<0.05. El color rojo indica genes
sobreexpresados (SETD1B) mientras que el verde sefiala los subexpresados (MBD?2). La tabla
e sefiala a los genes de las enzimas involucradas en el mantenimiento de la heterocromatina
constitutiva que contenia la placa.
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Figura 14. La subexpresion de DAXX afecta genes involucrados en angiogénesis,
migracién e hipoxia. Diferentes representaciones en Scatter plot (a), heat map (b), Volcano

plot (c) y cladograma (e). p<0.05. El color rojo indica genes sobreexpresados (EPO) mientras 54
gue el verde sefiala los subexpresados (KDR). La tabla e sefiala a los genes de las proteinas
relacionadas con inestabilidad cromosdmica que contenia la placa.



Discusioén

Aungue la mayoria de los estudios sobre DAXX se han enfocado a su funcion en
apotosis, existe un creciente interés por estudiar a esta proteina en su papel como
chaperona de histonas. Independientemente de su funcién, existen pocos reportes
en los que se hayan medido los niveles de DAXX en diferentes tejidos y lineas

celulares 3448

. Nuestros resultados sugieren que, contrario a lo reportado por Pan
et al. (2013), las lineas celulares de ovario no tienen una mayor abundancia de
DAXX en comparacion a nuestros controles, sin embargo ellos utilizaron un control
la linea celular HelLa, mientras que nosotros empleamos una linea epitelial
primaria como control. Generamos un modelo KD-DAXX en HCT116 empleando el
SiRNA 3 y el siRNA 4, los cuales lograron inhibir alrededor del 80-60% de la
proteina respectivamente. Seleccionamos esta linea celular ya que, no soélo
validamos la abundancia de DAXX en ella, sino que a diferencia de las otras lineas
celulares que observamos, ésta tiene un crecimiento rpido y no cuenta con
inestabilidad cromosdmica. Lo que nos permiti6 observar el efecto de la

disminucion de DAXX en la inducciéon de CIN.

Existen varios reportes en donde se ha visto que la alteracién en la maquinaria de

represion conlleva a la generacion de CIN 41464754

, por lo cual la generacion de
micronucleos al emplear a DAC como un inhibidor de DNMTs era de esperarse. El
KD de DAXX por su parte, indujo CIN, aunque en menor medida que DAC. En
tumores neuroenddcrinos pancréaticos (PanNETs) donde el 43% tiene una
mutacion con pérdida de funcion ya sea en ATRX o DAXX, se ha visto que la
pérdida de DAXX se relaciona con CIN y un peor pronéstico para los pacientes °’.
A pesar de que el niumero de micronucleos es menor en las DAXX-KD, en
comparacion con las tratadas con DAC, podemos ver que a las 72h si se indujo
CIN, donde observamos que las células KD-DAXX presentaban un incremento en
la formacién de micronucleos a la 72h (alrededor del 60%). De acuerdo a las
especificaciones del proveedor del siRNA (Dharmacon), se tiene de 48 a 96 horas
para ver el efecto de inhibiciébn a nivel proteina, por lo que probablemente a las

48h la inhibicibn apenas comenzaba y por lo mismo no se observo el efecto tan
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marcado como a las 72h. Para futuros experimentos podria intentarse evaluar un
punto intermedio de tiempo para ver lo ocurre, y comprobar si 48h es suficiente
tiempo.

De manera general, nosotros observamos que el numero de microndcleos es
menor a 48h que a 72h, lo que indica que conforme transcurre el tiempo aumenta
la inestabilidad cromosomica. Sin embargo, nosotros esperabamos ver un efecto
sinérgico en las células DAXX-KD junto con DAC, siendo esta combinacioén la que
causaria la mayor cantidad de micronucleos. Esto no fue asi, puesto que en
comparacion con las células tratadas con DAC, la combinacion presenta menor
namero de micronucleos. Esto se pudo deber a que no todas las células contadas
en ese tratamiento tuvieran a DAXX disminuido. Se ha visto que el KD de DAXX
disminuye la viabilidad celular *°, y quiza al juntar el KD con DAC solo las células
gue no lograron transfectarse hayan podido dividirse, o también es posible que las
células hayan activado algin mecanismo que les haya permitido contra restar la
induccion de CIN. Sin embargo no existe reporte alguno que apoye esta idea, por

lo que seria interesante abordarlo de manera futura.

En conjunto, nuestros resultados sugieren que la subexpresion de DAXX es
suficiente para generar CIN, y que la combinacion de las células KD-DAXX y DAC
a 72h genera menor cantidad de micronucleos en comparacion con el KD-DAXX

solo.

Una vez comprobado que el KD-DAXX generaba CIN, decidimos evaluar si la
induccion de CIN observada a 72h era causada por la desmetilacion de las
regiones de heterocromatina constitutiva. Para lograrlo, empleamos el ensayo
MeDIP, con el que encontramos que el KD-DAXX causa la desmetilacion de las
regiones teloméricas, pericentroméricas (satélite 2) y centroméricas (satélite alfa).
Por el contrario, la metilacion de los repetidos LINE1 no se vio afectada
significativamente. Los LINES son secuencias repetidas dispersas a lo largo del
genoma denominadas en inglés: long interspersed nucleotide elements *°. La
familia de LINE1l se encuentra dispersa a lo largo del genoma, pero es mas

abundante en regiones ricas en A-T, con escasez de genes y con bajas tasas de
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recombinacion ®°. Existen diferentes familias de LINES, pero es la L1 la de mayor
importancia cuantitativa, al constituir el 17% del genoma humano °°. La mayoria de
las 500,000 copias existentes (alrededor del 99.8%) se encuentran inactivas
mediante metilacién del DNA, y sélo 90 L1 se consideran activos *°. Junto con las
secuencias Alu, representan el 50% de la metilacion global del genoma y la
hipometilacion de estos elementos se ha asociado con inestabilidad cromosomica
®l  La exposicion a factores ambientales afecta diferencialmente el estado de
metilacion de estos dos elementos, lo que sugiere que la metilacién de L1 y Alu
representan diferentes medidas de metilacién en diferentes partes del metiloma ©*.
Similar a nuestros resultados, Marinoni et al. (2017) observaron que la
disminucion de DAXX no afecta significativamente los niveles de metilacion de
estas secuencias. Esto puede ser atribuido a su distribucion a lo largo del genoma:
es posible que gran cantidad de estas secuencias se encuentren en regiones
donde no es DAXX la proteina encargada del recambio de histonas, sin embargo

no existen articulos que lo demuestren.

Esta ampliamente reportado que DAXX ejerce su papel de chaperona de histonas
en las regiones de heterocromatina constitutiva de los telomeros y la regién
pericentromérica. Nosotros observamos que las células KD-DAXX cuentan con
una desmetilacion en dichos bloques de heterocromatina, lo cual vimos al analizar
las secuencias repetidas que en parte constituyen dichas regiones génicas. Los
telédmeros de los mamiferos consisten en secuencias repetidas ricas en guanina,
gue se unen a complejos de proteinas que protegen y cubren los extremos de los

cromosomas para conservar la estabilidad genémica °2.

Por su parte se
encuentran los satélites, también secuencias repetidas entre las que destaca el
satélite 2. Este se encuentra conformado por su unidad bésica de 23-26pb rico en
las secuencias GGAAT y ATC, seguido en menor medida de CGAAT *’. A pesar
de gue su tamafio puede variar entre los individuos, abarca megabases, y es
debido a la complejidad de su estructura que es dificil de estudiar ®. Dichos
repetidos son heterocromatinizados no soélo por razones de represion, si no con
fines estructurales de la cromatina. Esto sucede mediante metilacion del DNA y

modificaciones postraduccionales como H3K9me3, H4K20me3, que en conjunto
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funcionan como un codigo que recluta proteinas que establecen y mantienen el
estado de heterocromatina constitutiva ®*. Nuestros resultados sugieren que DAXX
participa en la generacion y mantenimiento de la metilacion de DNA a estas
regiones. En el caso del telomero, la disminucién de la metilacion fue de alrededor
del 40% mientras que en el satélite 2 fue del 10%. Se ha visto que la alteracion en
la metilacién de los telémeros ®° asi como la regién pericentromérica ocasiona la

4786 Incluso se ha asociado la

acumulacion de alteraciones cromosomicas
hipometilacion de la region pericentromérica con fenotipos mas agresivos de

cancer de mama .

La razén por la que estas regiones se desmetilan podria ser causada por la
interaccion de DAXX con la DNMT1 %, DAXX y la DNMT1 comparten 1174 sitios,
de los cuales al subexpresar a DAXX s6lo 192 se mantienen . Los resultados del
ensayo de meDIP podrian sugerir que la DNMT1 deja de metilar estas regiones,
siendo entonces DAXX otro mecanismo por el cual se puede dirigir de manera
especifica a DNMT1 a estas regiones criticas para la estabilidad gendmica. Sin
embargo a la fecha no existen reportes que lo demuestren y se requiere por lo

tanto de mas estudios para entender la importancia de este mecanismo.

Un hallazgo novedoso de nuestro estudio es, que a diferencia de lo que
observamos en el repetido pericentromérico (satélite 2), en el repetido satélite alfa,
observamos que la disminucién de DAXX promueve una pérdida de alrededor del
50% de la metilacién del DNA. Esto es importante ya que este es un repetido en
tandem de 171 pb que conforma el 5% del genoma y es caracteristico de las
regiones centroméricas del genoma . A su vez a diferencia del satélite 2 y el
telomero, ésta no incrementa con la combinacion con el tratamiento con DAC.
Esto sugiere que DAXX es una proteina importante y podria ser muy especifica en
el mantenimiento y generacion de la metilacion de DNA en las secuencias
centroméricas. La pérdida de metilacibn en esta region es critica para el
mantenimiento y el control de la estabilidad cromosomica, en especial durante la

69,70

division celular Hasta la fecha no se le habia atribuido la pérdida de

metilacion del centromero a la disminucion de una chaperona de histonas diferente
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a la que deposita CENP-A, la variante de histonas caracteristica de centrémero "*.
En un principio se pensaba que DAXX soélo era capaz de interactuar con la
variante de histonas H3.3, sin embargo al haber una sobreexpresion de CENP-A,
también es capaz de interactuar con ella y despositarla en otras regiones como

brazos del cromosoma, ocasionando entonces inestabilidad cromosdmica >3

Contrario a lo reportado anteriormente "

, huestros resultados sugieren que la
disminucion de DAXX si parece afectar la zona del centrbmero, de manera mas

especifica la metilacion de esta region.

La generacion de inestabilidad cromosdémica a través de la desmetilacion de estas
regiones no es un tema del todo nuevo. El que la subexpresion de una chaperona
de histonas como lo es DAXX pueda ocasionarlo, lo es. Cada chaperona de
histonas interact(ia con distintas proteinas y complejos 3, por lo que al afectar los
niveles de éstas se alteran de manera diferencial los factores de remodelacion.
Como se pudo observar, la funcién de la DNMT1 parecia verse afectada con la

disminucién de DAXX, sin embargo era necesario corroborarlo.

Para determinar no sélo si las DNMTs se encontraban alteradas al subexpresar a
DAXX, sino también la maquinaria de heterocromatina, utilizamos un panel de
expresion (RT2) que nos permitia observar cambios en las enzimas de
modificacion de la cromatina. Nosotros observamos que ninguna de las enzimas
de la maquinaria de heterocromatina se vio afectada al disminuir a DAXX, ni
siquiera las DNMTs o SUV39H1/2. Esto podria indicarnos que el KD-DAXX no
altera la expresion de las enzimas encargadas de poner las marcas represivas,
pero podria causar una deslocalizacién de estas proteinas %. De cualquier modo,

se necesitan mas experimentos para corroborarlo.

Sin embargo, el panel arrojé6 que el KD-DAXX provoca la sobreexpresiéon de
SETD1B y subexpresion de MBD2. El primero es una de las seis metiltransferasas
de histonas del complejo Tritorax que deposita la modificacion de trimetilacion de
la lisina 4 en la histona 3 (H3K4me3) "*’°. Esta modificacién postraduccional es
abundante en regiones activas de la cromatina. La sobreexpresién de esta enzima

sugiere que esta marca de eucromatina podria ser aumentada a lo largo del
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genoma, perdiéndose entonces la heterocromatina y posiblemente afectado la
regulacion de algunos genes. Sin embargo, se necesitan mas experimentos para
afirmarlo, puesto que sdélo se observo la sobreexpresion del gen SETB1B y no que

efectivamente la enzima lleve a cabo una funcion descontrolada.

Por su parte, el gen MBD2 codifica para la proteina con dominio de union a
citosinas metiladas. Esta proteina es capaz de unirse a sitios CpG metilados,
especialmente en promotores de genes con islas CpG y de esta forma regular la
estructura de la cromatina y la represion transcripcional "®. A diferencia de las
demas MBDs, ésta se une con mayor afinidad al DNA altamente metilado y ayuda
a regular genes de supresores de tumores ’’. El haberlo encontrado subexpresado
al disminuir los niveles de DAXX, indica que la metilacion del DNA se ha visto
afectada en estos genes que son relevantes en enfermedades como el cancer.
Nuestros resultados dan pie a estudiar este posible mecanismo, ademas de ser de
los pocos estudios que sugieren la capacidad de DAXX no sélo de regular
regiones de heterocromatina constitutiva, si no también participar en la regulacion

génica.

Finalmente, una vez comprobado que la maquinaria de heterocromatina no se ve
afectada al subexpresar a DAXX, tratamos de elucidar si la expresion de genes
relacionados con la inestabilidad cromosOmica se alteraba. Utilizamos entonces la
placa RT2 de vias de cancer para analizarlo. De manera general se sabe que
alteraciones en los niveles de expresion de DAXX resultan en un peor prondstico
para pacientes con distintos tipos de cancer (C.W. Lin et al., 2016; Pan et al.,
2013; Shing Kwan et al., 2013). Al respecto, se encontr6 que dos genes en vias
relacionadas con cancer se desregulan al subexpresar a DAXX, sin embargo
ninguno de ellos relacionado con induccion de inestabilidad cromosomica. El
primero de ellos es el gen EPO, el cual codifica para la eritopoyetina y se
encuentra altamente sobreexpresado. Hasta 1990 se pensaba que la Unica
funcién de esta proteina era la estimulacion del crecimiento y diferenciacion de las
células rojas sanguineas, sin embargo se observo que EPO también participa en

la proliferacién celular y angiogénesis de células tumorales de endoteliales .
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Otros estudios sugieren que también esta involucrado en una mayor migracion, lo
que promueve la metéstasis y una menor supervivencia . La expresién de este
gen se encuentra regulado por los niveles de oxigeno a través de la hipoxia "°. Por
su parte la transcripcion de DAXX es negativamente regulada por la hipoxia, y su
subexpresion se relacién con una mayor invasién en cancer de pulmén *3. Lo que
se puede observar es que al disminuir a DAXX el gen de eritropoietina se
sobreexpresa, y esto podria activar las vias de angiogénesis, proliferacion y
migracion, que podrian desencadenar en un tumor mas agresivo. A pesar que en
el experimento no se trabajaron con condiciones de hipoxia, el efecto al
subexpresar a DAXX es el mismo en cuanto a la sobreexpresion de EPO, lo que
podria indicarnos que DAXX regula de manera negativa a dicho gen.

En el sentido opuesto, la subexpresién de DAXX también causa la subexpresion
del gen KDR (kinase insert domain receptor), el cual codifica para uno de los
receptores de VEGF (factor de crecimiento vascular endotelial), por lo que se
encuentra altamente relacionado con la angiogénesis . La disminucién de KDR a
su vez, ha sido asociada a la induccién de apoptosis en cancer de mama 2*. Al
igual que en el caso anterior, la hipoxia también subexpresa a KDR, alterando la
via de VEGF y por lo tanto atenuando la angiogénesis 2. Es posible pensar que la
disminucién de DAXX tenga un efecto similar en la regulacion de genes que se
alteran por hipoxia, ocasionando la alteracion de su expresion, sin embargo ese no

fue el objeto de estudio del presente trabajo, por lo que no se ahondé al respecto.

Al igual que con los genes anteriores habria que validar los resultados obtenidos
del panel RT2. Este primer abordaje nos indicod que el KD de DAXX no afecta a las
enzimas clave de formacién y mantenimiento de heterocromatina, ni a los genes
relacionados con inestabilidad cromosdmica, pero si tiene la capacidad de afectar
genes involucrados en la remodelacion de cromatina y otras funcion celulares.
Esto apoya la importancia de seguir estudiando a la chaperonas de histonas para
comprender la implicacion de estas en la regulacién génica y la estabilidad

genomica.
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Conclusion

La disminucién de los niveles de DAXX genera inestabilidad cromosdmica, la cual
podria asociarse a la desmetilacion de los telomeros, la region pericentromérica y
centromérica. La disminucién de DAXX no afecta la expresion de enzimas de la
maquinaria epigenética de posicionamiento y mantenimiento de la
heterocromatina constitutiva, ni de genes relacionados con inestabilidad

cromosomica.
Perspectivas

e Generar un modelo con mayor inhibicion de DAXX mediante el empleo de
CRISPR-cas9.

e Medir los niveles de las enzimas DNMTs y SUV39H1/2 al realizar el KD de
DAXX a través de un western blot, asi como observar su localizacion
mediante inmunofluoresencia.

e Realizar un ChIP de las DNMTs y SUV39H1/2 con las células KD de DAXX
en las regiones de LINE1, Telémero, region pericentromeérica y centromero.
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Lista de Abreviaturas

ADD: ATRX-DNMT1-DNMT3L Domain

ATRX: alpha thalassemia/mental retardation syndrome X-linked
CAF1: Chromatin assembly factor 1

CENP-A: Centromere protein A

ChlP-seq: Secuenciacién de la inmunoprecipitacion de la cromatina
CIN: Chromosome instability (inestabilidad cromos6mica)
DAXX: Death Domain Associated Protein

DBM: DAXX binding motif

Dh: Medio de transfeccion del siRNA, control negativo

DHB: DAXX helical bundle

E.C.: Estabilidad cromosémica

H3K27me3: Trimetilacion de la lisina 27 en la histona 3
H3K4me3: Trimetilacion de la lisina 4 en la histona 3
H3K9me3: Trimetilacion de la lisina 9 en la histona 3
H4K20me3: Trimetilacion de la lisina 20 en la histona 4

HBD: Histone binding domain

HCT116: Linea celular de carcinoma de colon

HDACSs: Desacetilasas de histonas

HIRA: Histone Cell Cycle Regulator

HP1: Heterochromatin Protein 1

KD: Knock down (subexpresion)

MIN: Inestabilidad microsatélital, por sus siglas en inglés
MeDIP: Inmunoprecipitacion del DNA metilado, por sus siglas en inglés
NIN: Inestabilidad de Nucleétidos, por sus siglas en inglés

OVCARS3: Linea celular de adenocarcinoma de ovario



PC3: Linea celular de cancer de préstata

PCS-200: Cultivo celular de queratinocitos neonatales

PTM: Modificaciones postraduccionales, por sus siglas en inglés
SIM: SUMO interacting motifs

SKOVa: Linea celular de adenocarcinoma de ovario

SPE: Segmento rico en Ser/Pro/Glu

SPT: Region rica en Ser/Pro/Thr

SUV39h1/2: Suppressor of variegation 3-9 homolog 1/2

SW626: Linea celular de adenocarcinoma de ovario, derivado de tumor de colén
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