INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL

Escuela Nacional de Ciencias Biologicas

DEPARTAMENTO DE CIENCIAS QUIMICOBIOLOGICAS
TESIS

“ESTUDIO DE LA ACTIVIDAD DEL HDAC1 EN LA
EXPRESION DEL VHL Y DEL VEGF EN EL QUERATINOCITO”

PARA OBTENER EL GRADO DE:

DOCTOR EN CIENCIAS QUIMICOBIOLOGICAS

PRESENTA

M. EN C. ANGELICA REYNOSO ROLDAN

México, D.F. Noviembre, 2010.




INSTITUTO POLITECNICO NACIONAL SRR
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

ACTA DE REVISION DE TESIS

En la Ciudad de México D. F., siendolas 12:00 horasdeldia 22 del mesde
noviembre del 2010 se reunieron los miembros de la Comisiéon Revisora de Tesis designada

por el Colegio de Profesores de Estudios de Posgrado e Investigacion de  la Escuela Nacional

de Ciencias Bioldgicas para examinar la tesis titulada:

Estudio de la actividad del HDAC1 en la expresion del VHL y del VEGF en el queratinocito

Presentada por el alumno:
Reynoso Roldan Angélica

Apellido paterno Apellido materno Nombre(s)

Conregistro:‘B]0[6|1 Ol3|1

aspirante de:
Doctorado en Ciencias Quimicobiolégicas

Después de intercambiar opiniones, los miembros de la Comisién manifestaron APROBAR LA
DEFENSA DE LA TESIS, en virtud de que satisface los requisitos sefialados por las
disposiciones reglamentarias vigentes.

LA COMISION REVISORA

Directores de tesis

/

Dr. Jlmos Cancino Diaz Dr. Mario ni’Cancino Diaz

>4
Dra. Maria Lilia/{VJminguez Lopez

/ /é///////

<Br. César Hugo Hernandez Rodriguez

PRESIDENTE DEL COLE D

S EP
Dr. Manuel Jesus Pilon LOpez_ e nacional de
Ciencias Biologicar



INSTITUTO POLITECNICO NA CIONAL
SECRETARIA DE INVESTIGACION Y POSGRADO

CARTA CESION DE DERECHOS

En la Ciudad de México, D.F.. eldia 22 del mes noviembre del afio

2010 , el (la) que suscribe Angélica _Reynoso _Roldan

alumno (a) del Programa de Maestria en Ciencias Quimicobiol6gicas  con numero de

registro B061031 , adscrito a la_Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas,

manifiesta que es autor (a) intelectual del presente trabajo de Tesis bajo la direccién del
y ceden los derechos del trabajo intitulado

, al Instituto Politécnico Nacional para su difusion, con fines académicos y de investigacion.

Los usuarios de la informacién no deben reproducir el contenido textual, graficas o datos del
trabajo sin el permiso expreso del autor ylo director del trabajo. Este puede ser obtenido
escribiendo a la siguiente direccion angiereyr@hotmail.com. Si el permiso se otorga, el

usuario debera dar el agradecimiento correspondiente y citar la fuente del mismo.

Dr. Juan Carlos Cancin

Dr. Mario Eugenio Cancino
Nombre y firma del (los) director (es)




International Journal of Dermatology

HDAC1, LL-37, HIF-1alpha and VHL regulate the expression
of VEGF in keratinocytes

Journal: | International Journal of Dermatology

Manuscript ID: | 1JD-2010-1117

Manuscript Type: | Report

Date Submitted by the

it o 26-Aug-2010

Complete List of Authors: | Reynoso-Roldan, Angélica; Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas
del Instituto Politécnico Nacional, Inmunologia

Cancino-Diaz, Juan C; Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del
Instituto Politécnico Nacional, Microbilogia

Rodriguez-Martinez, Sandra; Escuela Nacional de Ciencias
Biologicas del Instituto Politécnico Nacional, Inmunologia
Cancino-Diaz, Mario; Escuela Nacional de Ciencias Bioldgicas del
Instituto Politécnico Nacional, Inmunologia

Keywords: | angiogenesis, psoriasis, biology

| )L F l \”*j L_




Este trabajo se desarrollo en el laboratorio de
Inmunologia Basica del departamento de Inmunologia
de la Escuela Nacional de Ciencias Biologicas del
Instituto Politécnico Nacional, bajo la direccion de Dr.
Juan Carlos Cancino Diaz y el Dr. Mario E. Cancino
Diaz, con apoyo del proyecto CONACyYT clave 60310 y
el proyecto SIP clave 20090937.



El alumno fue apoyado por el programa Institucional de
Formacion de investigadores (PIFI) por el proyecto SIP
20090937 y agradece al CONACYyYT por la beca otorgada
para su estudio de doctorado.

El programa de Doctorado en Ciencias
Quimicobiologicas forma parte del PNP.



Contenido
Tabla de figuras 8
Abstract 9
Resumen 10
Introduccion 11
Justificacion 18
Hipotesis 21
Objetivo general 22
Objetivos especificos 22
Material y métodos 23
Clonacion. 23
Ensayos de transfeccion. 23
Aislamiento del ARN y analisis por RT-PCR. 24
Tratamiento de células HaCaT con tricostatina A (TSA). 24
ELISA. 24
Analisis de inmunofluorescencia. 25
Resultados 27
HDACL1 regula la expresion de VEGF positivamente. 27

La expresion del VHL disminuye la expresién de VEGF en las células HaCaT. 32

LL-37 produce un exceso de VEGF en las células HaCaT. 34

Efecto de co-participacion de HDACL, LL-37 y VHL en la expresién de VEGF en

las células HaCaT. 36
Efecto del HDAC1, LL-37 y VHL sobre HIF-1lalfa en las células HaCaT. _____ 39
Discusion 42
Conclusiones 45

Bibliografia. 46




Tabla de figuras

Figura 1. Mecanismo de regulacion oxigeno-dependiente de HIF-1y la

estabilizacion de la transactivacion. 17
Figura 2. Mapa del vector de expresiéon pcDNA3.1/V5-His-TOPO® 26
Figura 3. Amplificacion de la secuencia codificante del HDACL1. 28
Figura 4. Autenticidad del inserto HDACL1 ligado al vector de clonacion___ 29

Figura 5. Analisis de la orientacion del inserto mediante digestion enzimatica

de ADN plasmidico 30

Figura 6. El HDAC1 incrementa la produccion de VEGF en las células HaCat

31
Figura 7. VHL disminuye la expresion de VEGF en los queratinocitos. 33
Figura 8. LL-37 aumenta la expresion de VEGF en los queratinocitos. 35

Figura 9. Efecto de la co-transfeccién con pHDAC1/pLL-37 pHDAC1/pVHL 6
pVHL/pLL-37 sobre la expresion de VEGF en los queratinocitos. 358
Figura 10. Expresion y localizacién de HIF-1 alfa en células HaCaT

transfectadas con HDAC1, VHL 6 LL-37. 41




Abstract

In the psoriatic skin the angiogenesis is activated and the keratinocyte plays an
important role in the production of VEGF, nevertheless the mechanism to
regulate VEGF expression in this cell remains unknown. In hypoxic tumoral
tissues the expression of VEGF is regulated by HIF lalpha. HIF-lalpha is
ubiquitinated by VHL for its proteosomal-degradation and it can be inhibited by
HDACL1 and LL-37 activity. Objective: Since VEGF, HDAC1, and LL-37 but not
VHL, have been found over-expressed in the psoriatic skin, we studied the
participation of these molecules in the regulation of VEGF expression in the
keratinocyte. Methods: hdacl, vhl and II-37 genes were cloned to transfect
HaCaT cells. Inhibitors of HDAC1 (TSA and HDAC1- siRNA) were also
assayed. RT-PCR and ELISA were developed to analyze the expression of
VEGF in the transfected-cells. HIF-lalpha was also analyzed by
immunofluorescence in these cells. Results: The production of VEGF was
increased in HDAC1 and LL-37-transfected HaCaT cells (p<0.05) meanwhile
VEGF production decreased in HaCaT cells treated with TSA and HDAC1-
siRNA, and in VHL-transfected HaCaT cells. The levels of expression of
intracytoplasmic HIF-lalpha were high in pLL37-transfected cells but low in
pVHL- and pHDACL1- transfected cells. HIF-1alpha was only detected into the
nucleus of HDAC1-transfected cells. The expression of VEGF and HIF-1lalpha
was high in pHDAC1- and pLL-37-co-transfected cells, and both expressions
decreased when pVHL was present. Discussion: The results of this study are
consistent with those reported by other authors,, which showed that HDAC1 is
able to inhibit the activity of proteins other than histones as the VHL in different
cell lines, in this study we studied functional activity of HDAC1 in HaCat
keratinocytes, VHL inhibitory activity leads to decreased expression of VEGF
due to the blockade of proteasomal degradation of HIF-1 alpha. Conclusions:
These data demonstrate that HDAC1, LL-37 and VHL modulate the expression
of VEGF via HIF-1alpha in keratinocytes.
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Resumen

En la piel psoridsica la angiogénesis es activada y los queratinocitos juegan un
papel importante en la produccién de VEGF, sin embargo, el mecanismo para
regular la expresion de VEGF en este tipo celular se desconoce. En hipoxia, en
los tejidos tumorales la expresion de VEGF esta regulada por HIF-1 alfa. HIF-1
alfa es ubiquitinado por el VHL para su degradacion proteosomal y este a su
vez puede ser inhibido por la actividad de HDAC1 y LL-37. Objetivo: Dado que
el VEGF, HDAC1, y LL-37 pero no el VHL, se han encontrado sobre-
expresado en la piel psoridsica, se estudio la participacion de estas moléculas
en la regulacion de la expresion de VEGF en los queratinocitos. Métodos: los
genes de hdacl, vhl y 1I-37 fueron clonados para transfectarlos en células
HaCaT. Los inhibidores de HDAC1 (TSA y siRNA-HDAC1) se analizaron
también. La RT-PCR y ELISA se realizaron para analizar la expresion de VEGF
en las células transfectadas. HIF-1 alfa también fue analizado mediante
inmunofluorescencia de estas células. Resultados: La produccion de VEGF se
incrementd en células HaCaT transfectadas con HDAC1 y LL-37 (p <0.05)
mientras que la produccion de VEGF en las células HaCaT tratados con TSA 'y
HDAC1-siRNA y en las células HaCaT transfectadas con VHL disminuyo. Los
niveles de expresion de HIF-1 alfa intracitoplasméticos fueron elevados en las
células transfectadas con pLL37, pero disminuyeron en células transfectadas
con pVHL y pHDAC1. HIF-1 alfa s6lo se detectd en el nucleo de las células
transfectadas con HDAC1. La expresion de VEGF y HIF-1 alfa fue alta en
células co-transfectadas con pHDAC1 y pLL-37, y la expresién de ambas
disminuy6 cuando pVHL estaba presente. Discusion: Los resultados obtenidos
ser congruentes con los reportados por otros autores, donde se demostrd que
el HDACL1 es capaz de inhibir la actividad de otras proteinas diferentes a las
histonas como el VHL en diferentes lineas celulares, es este estudio se estudio
actividad funcional de HDAC1 en los queratinocitos HaCat, su actividad
inhibitoria sobre VHL conduce a la disminucién de la expresion de VEGF
debido al bloqueo de la degradacion proteasomal de HIF-1 alfa. Conclusiones:
Estos datos demuestran que HDAC1, LL-37 y el VHL modulan la expresion de

VEGF a través de HIF-1 alfa en los queratinocitos.
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Introduccion

La angiogénesis es un proceso complejo para la formacion de nuevos
vasos sanguineos a partir de los vasos preexistentes en los tejidos. Este
proceso juega un papel importante en la exacerbacion de algunas
enfermedades como el cancer, la artritis y la psoriasis. El proceso angiogénico
puede ser activado por varias moléculas producidas por las células epiteliales,
los fibroblastos y las células tumorales. El factor de crecimiento del endotelio
vascular (VEGF) es el principal factor pro-angiogénico cuya produccion esta

estrechamente regulada.

El gen de VEGF consta de ocho exones separados por 7 intrones, la
region codificante es de aproximadamente 14 kb. Las formas activas del VEGF
se sintetizan, ya sea como homodimeros (40-45 kDa), o como heterodimeros
con otros miembros de la familia VEGF como PIGF por ejemplo. A partir de
este gen se generan 5 isoformas por splicing alternativo, que tienen un tamafio
de 121, 145, 165, 189 y 206 aminoacidos. ElI VEGF nativo (VEGF165) es una
glicoproteina de 45 kDa, basica, homodimérica con varios puentes disulfuro
intra e intercatenarios. Los dos mondmeros se asocian de forma antiparalela, y
su reduccién implica la pérdida total de su actividad biol6gica, VEGF es
sintetizado por diversos tipos de células normales y neoplasicas. Expresandose

de manera ubicua [1].

En condiciones de normoxia, factores como el factor de crecimiento
transformante alfa (TGF-alfa), el factor de crecimiento epidérmico y el factor de
crecimiento semejante a la insulina tipo | y Il (IGF-I/ll) entre otros, estan

implicados en la induccion de la produccion de VEGF en los queratinocitos [2].

En condiciones de hipoxia, el factor de transcripcion inducible por hipoxia
1 alfa (HIF-1alfa) es un regulador clave responsable de la induccion de genes
que facilitan la adaptacion y supervivencia celular y es el principal elemento
implicado en la expresion de VEGF en las células tumorales [3]. Por tanto es
considerado como el mediador primario de la respuesta celular, local y

sistémica a hipoxia. HI-1a tiene una estructura heterodimérica constituida por
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las subunidades HIF-1alfa y HIF-1beta, pertenece a la familia de proteinas con
capacidad de union a DNA bHIH (basic helix-loop-helix PAS). A la fecha se
han descrito tres genes hHIF en humanos: hHIF-1a, hHIF-2a (también
conocido como EPAS1 y MOP2), y hHIF-3a [4].

La proteina de hHIF-1a consta de 826 aminoacidos y es de
aproximadamente 120kD, la proteina hHIF-2a es de 874 aminoacidos y de 115
kD y la proteina de la isoforma mas larga de hHIF-3a (hHIF-3a1) comprende
668 aminoacidos y pesa 73kD. Las proteinas hHIF-1a, hHIF-2a y hHIF-3a
poseen un dominio bHLH (basic helix-loop-helix), dos dominios de homologia
PAS A y PAS B (Per/ARNT/Sim), un dominio de degradacion dependiente de
oxigeno ODDD (oxigen-dependent degradation domain) y dos dominios de
transactivacion N-TAD y C-TAD (amino y carboxilo terminal respectivamente).
La subunidad hHIF-13 (también llamado ARNT de aryl hydrocarbon receptor

nuclrear translocator) oscila entre 91 y 94 kD [5].

HIF-1 beta se expresa constitutivamente mientras que la subunidad HIF-1alfa
se regula en funcion de los niveles disponibles de oxigeno. Ademas, hHIF13
puede dimerizar con otros miembros de la familia de proteinas bHLHPAS,
como AhR (aryl hydrocarbon receptor) y formar parte de otros complejos
proteicos (Hoffman et al., 1991). Las tres isoformas de hHIF-a poseen dos
sefiales de localizacion nuclear (NLS) tipo bipartito N-NLS y C-NLS que
consiste de dos a cinco residuos basicos separados por una secuencia
espaciadora larga. EI C-NLS esta localizado entre N-TAD y C-TAD de
hHIF-1a y hHIF-2a y antes del segundo motivo LXXLL de hHIF-3al. El C-
NLS es necesario para la localizacion nuclear de hHIF-1a, hHIF-2a y

hHIF-3a [6].

En normoxia HIF-lalfa es hidroxilado, un residuo de prolina en el motivo
conservado LAPYIXMD dentro del dominio ODDD (P564), y otro residuo de
prolina fuera del ODDD (P402) son hidroxilados por las enzimas prolil
hidroxilasas (PHD) que son dependientes de 2-oxoglucorato y oxigeno, una vez

que el HIF-lalfa esta hidroxilado, es ubiquitinado para ser degradado en el
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proteosoma. El proceso de hidroxilacion de HIF-lalfa es requerido para el
reconocimiento de este por el Von Hippel-Lindau (VHL) para la consiguiente
degradacion proteasomal de HIF-1alfa [7,8].

Asi mismo la hidroxilacion del residuo de asparagina 803 por parte del
factor inhibidor de HIF-lalfa (FIH), que ademas de ser dependiente de 2-
oxoglucorato también requiere la presencia de Fe®" y ascorbato como
cofactores, impide la interaccion de HIF-1lalfa con el complejo CBP/p300 que
actla como coactivador de la transcripcion de los genes blanco de HIF-lalfa
[8]. Ademas, la acetilacion de HIF-1alfa en el residuo de lisina 532 por accién
de la acetiltransferasa ARD1 mejora la interaccion del VHL con el HIF-lalfa
[10]. Asimismo, la fosforilacion de HIF-1alfa por accién de las MAPKs p42/44 y
p38 estimula la actividad transcripcional de HIF-1alfa en condiciones de hipoxia
(Figura 1) [11].

El VHL es un supresor del tumor, el gen VHL esta constituido por 3
exones que codifican una proteina (pVHL) de 213 aminoacidos y de
aproximadamente 30 kD. El gen es conservado de manera evolutiva y codifica
dos transcritos de aproximadamente 6 y 6.5 kilobases. La falta de su expresién
se asocia con una variedad de tumores, incluyendo hemangioblastomas de la

retina y del sistema nervioso central [12].

El producto del gen VHL, consiste estructuralmente de dos dominios
macromoleculares: el dominio alfa localizado en la region carboxilo terminal y
el dominio beta que se encuentra el la region amino terminal, ambos
dominios tienen afinidad de unién a diferentes proteinas. La pVHL se localiza
principalmente en el citoplasma aunque ocasionalmente se puede observar

también en el nucleo [12].

En condiciones de normoxia, el dominio alfa de pVHL, que a su vez esta
formado por tres hélices alfa, se une directamente a la hélice alfa de la
elonguina C y genera un grupo de cuatro hélices alfa intermolecular. La
elonguina B se une al pVHL a través de la elonguina C, formando un complejo
trimerico que a su vez se que se une a la proteina Cul2. Posteriormente, el

complejo pVHL/elonginaBC/Cul2 interactia con una ultima molécula proteica
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que es la Rbx1 (también llamada Hrtl o ROC1), lo que genera el complejo
VHL®E® 6 complejo VEC E3 ubiquitina ligasa, paralelamente el dominio beta
del pVHL se une directamente al HIF-1a, marcandolo para su degradacion en
el proteosoma [13]. En condiciones de hipoxia, el VHL esta regulado por
proteinas del tipo de las desacetilasas de histonas (HDACSs) [14]. Las HDACs
carecen de actividad intrinseca de unién al ADN pero son recrutadas a genes
blanco a través de su asociacién directa con activadores trancripcionales y
represores, asi mismo la incorporaciéon en complejos multiproteicos produce la

activacion o la represién de los factores de transcripcion [15].

Las proteinas HDACs son expresadas de manera ubicua, se localizan
predominantemente en el ndcleo, y presentan actividad enzimatica hacia los
sustratos de las histonas [16]. Estas proteinas catalizan la eliminacion de
grupos acetilo de los residuos de lisina de las histonas y proteinas no histonas,

lo que resulta en la represion de la transcripcion.

Existen tres clases conocidas de HDACs en el humano, clasificadas en
base a su homologia estructural con las HDACs descritas primariamente en
levadura. La clase | (semejante a Rpd3), clase Il (similar a Hdal) y clase llI
(similar Sir2/Hst) los miembros de este ultimo grupo son evolutivamente
diferentes. Las enzimas de las clases | y Il (HDAC1-11), también conocidas
como la familia clasica de las HDACs, comparten un nucleo desacetilasa, una
region de aproximadamente 390 aminodcidos que contiene un sitio catalitico.
Este sitio es conservado en células eucariontes y esta constituido por un saco
tubular con paredes hidrofobicas y un catibn de Zn (Il) al fondo de esta
estructura [17,18].

La expresion de la clase Il de las HDACs es en general tejido
dependiente. Este grupo de proteinas se puede subdividir en enzimas de clase
lla (HDAC4, HDACS5, HDAC7 y HDACY isoformas a y b) y enzimas clase lIb
(HDACG6 y HDAC10). Las HDACSs clase lla comparten la region amino-terminal
que tiene dominios para interaccion para factores de transcripcion. Ademas
poseen un sistema de lanzadera entre el citoplasma y el ndcleo. Las enzimas

de la clase Ilb tienen dominios cataliticos duplicados y ambos son
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principalmente citoplasmaticos. Estas enzimas solo se translocan al nucleo en

respuesta a ciertos estimulos [19].

Las HDAcs humanas agrupadas en la clase Il a diferencia de las
HDACSs de las clases 1y Il, son dependientes de NAD+ y los subproductos de
reaccion son nicotinamida y O-acetil-ADP-ribosa. En este grupo clasificado
siete proteinas (Sirtl-7), la actividad biologica de la mayoria de ellas aun no
esta bien descrita. [20-22].

La HDACL1 es un polipéptido de 55 KDa que tiene una homologia de
60% con la secuencia de la proteina RPD3 de levaduras. Particularmente
forma parte del complejo Sin3 de mamiferos, el cual puede interaccionar con
proteinas que se unen al DNA y tiene un papel funcional en la regulacion
transcripcional. El dominio catalitico de la regiébn amino terminal de la HDAC1

conforma la mayor parte de la proteina [23].

La inhibicion de la actividad global de las HDAC inhibe la angiogénesis y
el crecimiento tumoral mediante la reduccion de la expresion de factores
proangiogénicos [24-26]. En particular, los niveles de HDAC1 incrementan en
condiciones de hipoxia lo que conduce a su vez a la disminucion de los niveles
de VHL y de P53, esto genera la acumulacion de HIF-1alfa y el aumento en la
produccion de VEGF en las células endoteliales humanas induciendo la
angiogénesis [14].

En la piel psoriasica se producen alteraciones en la proliferacion de los
queratinocitos, procesos como la inflamacion y la angiogénesis también
participan en esta patologia. Es bien sabido que los queratinocitos producen el
VEGF; sin embargo la forma en que la expresién de este factor esta regulada
en esta célula, aun se desconoce. La importancia del VEGF en la psoriasis
necesito ser determinada a partir de ratones transgénicos K14-VEGF (los
queratinocitos producen un exceso de VEGF) que originan una piel parecida a
la psoriasica con la mayoria de las caracteristicas de la psoriasis humana [27].
Por otro lado, nuestro grupo ha informado que no el VHL pero si el HDAC1, el
HIF-1alfa, el LL-37 y el VEGF son sobre-expresados en las lesiones de la piel
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psoriasica [28], lo que sugiere que estas moléculas estan implicadas en la
angiogénesis psoriasica. En este trabajo células HaCaT fueron transfectadas
con el cDNA de la secuencia codificadora para el HDAC1, el LL-37 y el VHL
para observar la participacion de estas moléculas en la regulacion de la

expresion de VEGF en estas células.
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Figura 1. Mecanismo de regulaciéon oxigeno-dependiente de HIF-1 y la
estabilizacion de la transactivacion.

En normoxia (izquierda), dos residuos de prolina (P42 Y Psss) Yy uno de
asparagina (Ngpz) de HIF-lalfa son hidroxilados por las PDHs y FIH-1
respectivamente. HIF-1alfa hidroxilado se une al complejo VHL, que conduce a
su degradacion por el proteosoma. La acetilacion de la lisina (Ksz2) por ARD1
favorece la interacciéon de HIF-lalfa con el VHL. Ngp3 hidroxilado bloquea la
interaccion del coactivador transcripcional CBP/p300 a HIF-1alfa. En hipoxia (la
derecha), las actividades de las PHDs y de FIH-1 son inhibidas por la falta de
O,. Por lo tanto, HIF-1alfa se estabiliza y se transloca al nucleo para unirse a
HIF-1beta. HIF-1beta se une preferentemente a la forma fosforilada de HIF-
lalfa inducida por MAPK. La Ngp; de HIF-lalfa no hidroxilada permite el
recrutamiento de CBP/p300 a los genes blanco, dando lugar a la transcripcion
de genes. Ademas, la expresion de ARD1 se reduce en condiciones de hipoxia,

produciendo una menor acetilacion de HIF-1alfa.
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Justificacion

La transformacion angiogénica del endotelio es un proceso muy
complejo que implica la activacion de muy diversas vias de sefalizacion
intercelulares. Cuando las células endoteliales en reposo se activan por el
estimulo angiogénico, son inducidas a producir proteasas que les permiten
degradar la matriz extracelular, migrar, proliferar, evitar la apoptosis inducida
por la pérdida de las sefiales de supervivencia y, finalmente, diferenciarse para

formar nuevos vasos sanguineos [29].

La angiogénesis ocurre de forma reactiva al dafio tisular, e induce a la
hipoxia local, elemento que se comporta, de forma légica, como un potente
estimulo angiogénico [30]. Ademas de la hipoxia local, existen una serie de
compuestos bioquimicos capaces de estimular la angiogénesis: IL-1, IL-6 e IL-
8, metaloproteinasas, el factor de crecimiento epidérmico (EGF), el factor de
crecimiento derivado de plaguetas (PDGF), el factor estimulador de colonias de
monocitos (M-CSF), el factor estimulador de colonias de monocitos y
granulocitos (GM-CSF), la proteina-1 quimiotactica de monocitos (MCP-1), el
factor de crecimiento transformante-a (TGF-a), TGF-[3, leucotrieno B4, el factor
de necrosis tumoral a (TNFa), monéxido de nitrégeno (NO), IFN-y y factores de
crecimiento angiogénicos (a/B-FGF, VEGF) [31]. Se sabe que el péptido PR39,
se comporta también como un inductor de respuesta angiogénica al prevenir la

degradacion por el proteosoma de HIF-1 alfa [32].

La hipoxia es el principal regulador de la expresion de VEGF tanto in
vitro como in vivo, via la ruta de supresion del gene supresor del tumor VHL-
HIF-lalfa [32]. EI VEGF es por lo tanto mayormente expresado en areas
necroticas adyacentes. La regulacién de VEGF por la hipoxia se produce por la
activacion de la transcripcién, y por mecanismos post-transcripcionales. En
primer lugar, la disminucion de la tension de oxigeno causa un aumento de la
transcripcion del gen de VEGF a través del factor de transcripcion HIFlalfa. En
situacion de hipoxia, HIF1a es estabilizado y se une a un elemento de
respuesta a hipoxia situado a 1 kb upstream del sitio de inicio de transcripcion

[34]. Una vez sintetizado el RNA mensajero de VEGF, este se une a la proteina
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HuR y otras proteinas que inhiben la degradacion del transcrito en condiciones
de hipoxia [35]. El transporte de VEGF del reticulo endoplasmatico al complejo
de Golgi esta controlado por la chaperona ORP150, que es también inducible

por hipoxia [36].

Las subunidades HIF-1alfa son labiles bajo normoxia y son degradadas
después del proceso de poliubiquitinacion por parte del complejo E3 ubiquitina
ligasa, el dominio minimo que confiere inestabilidad a HIF-1 alfa ha sido
puntualizado y nombrado apropiadamente como ODDD (oxigen-dependent
degradation domain). El dominio beta de pVHL del complejo E3 ubiquitina
ligasa reconoce de manera especifica los residuos prolil-hidroxilados de los
dominios ODDD, que es la sefial molecular para iniciar su actividad de
ubiquitinacion sobre el HIF-1alfa marcéndolo asi su degradacion por la via

proteasomal [37-40].

La interaccion VHL/HIF-1 alfa en ratones deficientes 6 con mutaciones
en el gene VHL da por resultado un incremento en la vascularizaciéon vy la
generacion de tumores [41]. Se han descrito mecanismos que afectan la
induccién de la expresion de HIF-1alfa, como la actividad de ciertas citocinas,
factores de crecimiento y mutaciones oncogénicas en condiciones de normoxia,
gue explican la presencia de la proteina HIF-lalfa en areas no hipéxicas de
tumores que pueden contribuir al desarrollo de angiogénesis tumoral temprana
antes del inicio de la hipoxia [42-44]. Por otro lado se han propuesto
mecanismos involucrados en el incremento de la traduccion del mRNA de HIF-
lalfa 6 la induccion de modificaciones post-traduccionales como son el
proceso de fosforilacion o la acetilacion que puede afectar la estabilidad de la
proteina HIF-1 alfa [45]. En el 2002 se reportd que la acetilacion del residuo
K532 del HIF-l1lalfa se lleva a cabo por la enzima acetil transferasa ARD1 lo
cual propuso un nuevo mecanismo de control de la estabilidad del HIF-1alfa [9].
Yoo y colaboradores demostraron que la proteina asociada a metastasis
(MTA1) promueve la desacetilacion de HIF-1 alfa debido al incremento de la
expresion de HDACL1 [46].

Kim informé que la TSA induce la expresion de p53 y de VHL bajo

condiciones de hipoxia, mientras que la expresion de VEGF y de HIF-lalfa es
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reducida. Proporcionalmente, la expresion de p53 y VHL disminuyd por
sobreexpresion de HDAC1, pero la expresion de HIF-1a y VEGF se
incrementaron. En este mismo estudio se observd que HDAC1 estimula la
angiogénesis tanto in vivo como in vitro, sugiriendo una actividad significante
para HDAC1 en angiogénesis inducida por hipoxia. En base en estos estudios,
parece probable que HDACL1 esta implicada en la regulacion de la estabilidad
de HIF-1alfa a través del proceso reversible de la acetilacion [14].

Muchos tipos de tumores sobre-expresan el VEGF, pero la actividad del VHL, o
las rutas bioquimicas de cdmo estan participando en la regulacion del VEGF en
algunos tipos celulares como en los queratinocitos humanos no esta aun
caracterizado. El estudio realizado por Tovar et al.,, en 2004 sobre el analisis
comparativo de la expresion de VHL y genes pro-angiogénico como HDAC1,
HIF-1a y LL-37 en biopsias de lesiones psoriasicas, demuestran de manera
particular una expresion del gen HDAC1 en estas muestras, contrariamente, en
las muestras de individuos sanos no se manifiesta la expresion de este gen.
Los resultados en cuanto a la expresion del VHL son antagonistas a los
observados con HDACL1 [28]. Por lo que en este trabajo se estudié y analizo la
expresion de VEGF en base al posible papel regulatorio de HDAC1 para asi
determinar en parte un mecanismo de regulacion de VEGF y genes

relacionados en su expresion en el queratinocito humano.
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Hipotesis

Como el producto que codifica el gen hdacl presenta actividad
angiogénica, entonces inducira la expresion de VEGF en el modelo de
queratinocitos humanos cultivados in vitro, esta induccion estara mediada por
la actividad de HIF-1a en condiciones de normoxia. Asi mismo se inhibird la

actividad de VHL y como consecuencia no habra degradacion proteasomal de
HIF-1a.
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Objetivo general

® ANALIZAR LA ACTIVIDAD DEL HDAC1 EN LA EXPRESION DEL
VEGF EN EL QUERATINOCITO.

Objetivos especificos

é Clonar el gen hdacl a partir de queratinocitos humanos HaCat, y verificar
la insercion y la orientacion del inserto en el vector de clonacién, con la
finalidad de obtener células HaCat transfectadas con este gen, para
estudios posteriores.

é Observar en las células HaCat transfectadas con los plasmidos pHDAC1,

pVHL y pLL-37 el efecto sobre la regulacion de la expresion de VEGF.

é Determinar el efecto del inhibidor de HDACL1 (tricostatina) y el efecto del
silenciamiento de este gen sobre la expresion de VEGF en células HaCat

no transfectadas con el gen HDACL..
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Material y métodos

Clonacion.

El DNA que codifica la secuencia de HDAC1 fue amplificado por RT-
PCR a partir de células HaCat utilizando un par de iniciadores especificos, el
iniciador sentido 5’- atggcgcagacgcagggcacccgg 3’ esta localizado entre la
posicion 64 pb — 87 pb de la secuencia del RNA mensajero del HDAC1; y el
antisentido (5’ ggaggaggtcaagttggcctga 3’ entre la posicion 1490 pb- 1512 pb
de la misma secuencia, el amplificado tiene un tamafio esperado de 1449 pb.
La clonacién se llevé a cabo en el vector pcDNA3.1/V5-His-TOPO (Invitrogen,
Carlsbad CA, EE.UU.)(Figura 1). El plasmido generado fue nombrado
pHDAC1. Posterior a la reaccion de ligazén y la transformacion de las
bacterias E. coli con este plasmido, se aislaron las colonias recombinantes
que fueron analizadas por PCR para verificar si cada una de las clonas
contenian el inserto ligado al vector. Los productos esperados tienen un
tamafo aproximado de 352 pb dado que se utilizo para esta amplificacion un
juego de iniciadores internos especificos para HDAC1 (foward 5'-
ggcggtggttacaccattcgta 3° y reverse 5’-tctgacaaacgaattgcctgtg 3’). Para la
verificacion de la orientacién del inserto en el vector se realizd una digestion
enzimatica de DNA plasmidico tratado con las enzimas EcoRV y Sall, los
productos esperados tienen un tamafio de 6315 pb, 483 pb, 174 pb y de 4696
pb, 2242 pb respectivamente para cada tratamiento enzimético.

Ensayos de transfeccion.

Las células HaCaT se cultivaron en medio DMEM suplementado con 5%
de suero fetal bovino (SFB) (Gibco, Rockwille, MD, EE.UU.) en placas de 6
pozos hasta alcanzar una confluencia del 80%. Las células fueron
transfectadas con lipofectamine 2000 (Invitrogen) segun lo indicado por el
proveedor. Los sobrenadantes de cultivo celular fueron  obtenidos y
almacenados a 70°C hasta su uso, y las células transfectadas fueron tratadas
con Trizol (Invitrogen) para el analisis de la expresion del mRNA. Para los
ensayos con RNA pequefo de interferencia (SiRNA), se utilizaron 250, 500 y
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1000 ng / mL de HDAC1-siRNA y 500 ng / mL de control de siRNA (c-SiRNA,
Santa Cruz, Santa Cruz CA, EE.UU.) para transfectar células HaCat con los
plasmidos HDACL, y los obtenidos previamente pLL-37 y pVHL.

Aislamiento del ARN y analisis por RT-PCR.

La extraccion de RNA total se realizé con el reactivo Trizol. Para la
reaccion de transcriptasa inversa (RT), el RNA total (3 ng) con 0,5 ul de oligo-
(dT) 1518 (Invitrogen) se desnaturalizaron en 70°C durante 10 min. La mezcla
maestra para la sintesis de la primera cadena se prepar6 con regulador 1X, 0,5
mM DTT, 500 uM_de cada dNTP (Invitrogen) y 200U de la transcriptasa inversa
MMLYV (Invitrogen). Las reacciones de RT se efectuaron en 42°C por 1 h. Las
reacciones de PCR se realizaron con 1U de Taq DNA polimerasa (Invitrogen),
1ul del cDNA, buffer 1X, 1 mM MgCl,, 200 uM de cada dNTPs y 0,2 uM de
cada cebador especifico correspondiente [15]. Condiciones 6ptimas de PCR
fueron: 30 ciclos de 30 s @ 92°C, 30sa 60°Cy30sa 72°C.

Tratamiento de células HaCaT con tricostatina A (TSA).

Para analizar el papel de HDACL1 en la expresion de VEGF, células
HaCaT fueron tratadas con TSA para inhibir la actividad de HDAC1. Las células
HaCaT se cultivaron en placas de 6 pocillos con DMEM complementado hasta
lograr el 85% de confluencia. Las células fueron tratadas con 30, 90, 150, 240y
480 ng / mL de TSA (Sigma, St. Louis, MO, EE.UU.) durante 24 horas. Los
sobrenadantes fueron mantenidos para medir la produccién de VEGF por
ELISA.

ELISA.

La ELISA se llevé a cabo para cuantificar el VEGF (Human VEGF
CytoSet™ kit, Invitrogene Biosource)) en el sobrenadante de los queratinocitos

transfectados y no transfectados. Brevemente, los pozos de poliestireno se
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recubrieron con el anticuerpo anti-VEGF monoclonal humano diluido en tampon
carbonato y se incub6 a 4°C toda la noche. Después se bloque6 con 3% de
leche descremada, 100 ul de sobrenadantes de cultivos se afiadid en cada
pocillo y se incub6 durante 1 h. Después del lavado, los pocillos se incubaron
con el segundo anticuerpo de conejo anti-humano—-VEGF conjugado con
biotina, la peroxidasa conjugada con estreptavidina se utilizd para desarrollar
el color con H,0; y o-fenileno-diamina como sustrato. La absorbancia se midio
a 492 nm.

Anélisis de inmunofluorescencia.

Las células HaCaT fueron cultivadas y tratadas sobre cubreobjetos. Las
células se fijaron con metanol absoluto frio durante 10 min y se lavé con TBS.
Los cubreobjetos fueron tratados con solucion de bloqueo (albumina sérica
bovina al 3%) durante 1h. Las células se incubaron con el primer anticuerpo
especifico para HIF-lalfa, VEGF, VHL, LL-37 6 IgG de conejo como control
(Santa Cruz) durante 1 h a 37°C. El conjugado FITC de cabra anti-conejo IgG o
Alexa Fluor-488 de cabra anti conejo IgG se utilizaron como anticuerpo
secundario para observar la expresion de las proteinas mediante microscopia

de fluorescencia.
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Figura 2. Mapa del vector de expresion pcDNA3.1/V5-His-TOPO®

Se muestra el sitio de clonacion para la generacion del plasmido pHDACL.
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Resultados

HDACL1 regula la expresion de VEGF positivamente.

La verificacion del fragmento amplificado HDAC1 para la clonacion se
analizé mediante un gel de agarosa al 1.5%, donde el tamafio de las bandas
corresponden al producto esperado (Figura 3). La autenticidad y la correcta
orientacion del inserto en el vector de clonacion se demostraron
satisfactoriamente mediante electroforesis de geles de agarosa posterior a la

reaccion de PCR vy la digestion enzimatica respectivamente (Figuras 4y 5).

Células HaCaT fueron transfectadas con pHDAC1 para analizar si
HDACL1 esta regulando la expresion de VEGF. Las células transfectadas con
pHDAC1 expresaron cantidades mas altas del ARNm- HDAC1 en comparacion
con las células transfectadas con el vector vacio pcDNA3.1-TOPO (control de
vectores; fig. 6 panel a). Cuando la produccion de VEGF se analiz6 en las
células HaCaT transfectadas con pHDAC1 encontramos que se produce en
exceso de manera dependiente del tiempo, con la mayor produccién a las 72
horas posteriores al tratamiento (p <0,05; fig. 6 panel b). La alta produccion de
VEGF intracelular también se encontr6 a las 72 horas de tratamiento
analizadas mediante inmunofluorescencia (fig. 6, panel c). Para corroborar el
papel de HDACL1 sobre la expresion de VEGF, tricostatina A (TSA) fue utilizado
para inhibir la actividad de HDACs. Las células HaCaT tratadas con TSA
disminuyeron la produccién de VEGF de manera dosis-dependiente (p <0,05;
fig. 6, el panel d). Las células HaCaT tratadas con siRNA-HDAC1 (250-1000
nM) disminuyeron la expresion de mRNA-HDAC1 en comparacion con las
células tratadas con c-siRNA (fig. 6, panel e). Como se esperaba, las células
HaCat transfectadas con siRNA-HDAC1 produjeron cantidades pequefas de
VEGF, como ocurrié en las células tratadas con TSA-A en comparacion con las
células tratadas con c-siRNA (p<0.05; Fig.6 panel f). Estos resultados indican

gue HDAC1 regula positivamente la expresion de VEGF en los queratinocitos.
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MPM 1 2 3

1449

Figura 3. Amplificacion de la secuencia codificante del HDAC1. Se
muestra la amplificacion de HDAC1 por RT-PCR en los carriles 1-3 se
observan las bandas de un tamafo aproximado de 1449pb, MPM marcador

de pesos moleculares.
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MPM 1 2 3 4 5 6

352 pb

Figura 4. Autenticidad del inserto HDACL ligado al vector de clonacion.

Se observa la amplificacion de HDAC1 por RT-PCR de los carriles 1-6, las

bandas son aproximadamente 352pb, MPM marcador de pesos moleculares
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Figura 5. Andlisis de la orientacion del inserto mediante digestion
enzimatica de ADN plasmidico. Se muestra el patron de corte esperado para
cada uno de los tratamientos enzimaticos; EcoRV 3 bandas de 6315 pb, 483pb
y 174 pb. Sall se observan dos bandas de 4696 pb y 2242 pb.
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Figura 6. El HDAC 1 incrementa la producciéon de VEGF en células HaCat.

Panel (a): Células HaCat fueron transfectadas con 0.4 yg de vector control
(pcDNA3.1) 6 con 0.4 ug de pHDACL, y se realiz6 la RT-PCR para analizar la
expresion del mRNA-HDAC1,; la expresion de GD3PH fue utilizada como un
control de carga. C= células no transfectadas. Panel (b): El VEGF extracelular
fue cuantificado por ELISA de células transfectadas con 0.4 ug de pHDAC1 a
diferentes tiempos de transfeccion. Panel (c): Immunofluorescencia de VEGF
intracelular en células transfectadas con 0.4 ug de pHDAC1. La IgG de conejo
fue usada como control. Panel (d): Produccion de VEGF (cuantificada por
ELISA) después del tratamiento de células con diferentes concentraciones de
TSA (inhibidor de HDAC1, el etanol fue probado, en este reactivo se disolvio la
TSA); C= células no tratadas. Andlisis de la expresion del mMRNA-HDACL1 por
RT-PCR (Panel e) y la produccion de VEGF por ELISA (Panel f) de células
transfectadas con diferentes concentraciones de siRNA para HDAC1 (HDAC1-
SsiRNA) y siRNA control (c-siRNA). Se realizo la prueba estadistica ANOVA,; (*)
indica diferencia estadistica entre células no transfectadas (C) y células

transfectadas.
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La expresion del VHL disminuye la expresion de VEGF en las células
HaCaT.

El VHL es un supresor de tumores que regula negativamente la
expresion de VEGF en las células tumorales [10]. También los queratinocitos
producen VEGF, pero no se sabe si el VHL participa en la regulacion de la
expresion de VEGF en este tipo celular. Para averiguarlo, las células HaCaT
fueron transfectadas con pVHL. Como era de esperar, las células HaCaT
transfectadas con pVHL mostraron alta expresion del mRNA-VHL en
comparacion con las células transfectadas con el vector control (Fig. 7, panel
A). Analizando la expresiéon del VHL por inmunofluorescencia, resultados
similares fueron encontrados (Fig. 7, panel b). Cuando se analiz6 la produccién
de VEGF en las células HaCaT transfectadas con pVHL, se observo que
disminuy6 de forma dependiente del tiempo, y después de 72 post-transfeccion
la produccion de VEGF se redujo en alrededor de cinco veces (Fig. 7, panel c).
Con el fin de confirmar la disminucion de VEGF, el VEGF intracelular se
determind mediante inmunofluorescencia y de nuevo se encontré su
disminucién en el citoplasma (Fig. 7, panel d). Estos resultados demuestran
que la expresion de VEGF esta regulada negativamente por el VHL en los

gueratinocitos.
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Figuran 7. VHL disminuye la expresion de VEGF en los queratinocitos.

Panel (a): Células HaCaT fueron transfectadas con 0.4 pg de pcDNAS3.1
(vector control) 6 0.4 ug de pVHL. La RT-PCR se llevo a cabo para analizar la
expresion del mRNA-VHL; la expresion de GD3PH fue utilizada como un
control de carga. C = no transfectadas células. Panel (b): inmunofluorescencia
para VHL intracelular utilizando un anticuerpo anti-VHL en las células HaCaT
transfectadas con 0,4 ug de pVHL. Panel (c): ELISA para VEGF extracelular
en los sobrenadantes de las células HaCaT transfectadas con 0,4 ug de pVHL
en diferentes tiempos de transfeccion. Panel (d): inmunofluorescencia para
VEGEF intracelular utilizando un anticuerpo anti-VEGF en las células HaCaT
transfectadas con 0,4 ug de pVHL. La IgG de conejo se utiliz6 como control en
los ensayos de inmunofluorescencia. Se realizé la prueba estadistica ANOVA,;
(*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre las células no

transfectadas (C) y transfectadas.
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LL-37 produce un exceso de VEGF en las células HaCaT.

Se ha reportado de que la catelicidina porcina PR39 aumenta la
produccién de VEGF en las células endoteliales transfectadas con este gen
[22]. Con el fin de estudiar si la catelicidina humana conocida como LL-37
muestra la misma actividad en los queratinocitos, transfectamos el gene LL-37
en células HaCaT. En los resultados obtenidos se observo una alta expresion
del mMRNA-LL-37en las células HaCaT transfectadas con el LL-37, pero no en
las células transfectadas HaCaT con el vector vacio como control (Fig. 8, panel
a), este péptido antimicrobiano también se encontrd en alta concentracion en el
citoplasma de la células HaCaT transfectadas con el LL-37 (Fig. 8, panel b). La
produccién de VEGF se incremento también de manera dependiente del tiempo
en los sobrenadantes de las células HaCaT transfectadas-LL-37 (Fig. 8, panel
c), ¥ la concentracion intracelular de VEGF en las células transfectadas-LL-37
también fue mas alto ( Fig. 8, panel d). Estos resultados sugieren que el LL-37
puede regular positivamente la expresion de VEGF en el queratinocito.
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Figura 8. LL-37 aumenta la expresion de VEGF en los queratinocitos.

Panel (a): células HaCaT fueron transfectadas con 0,4 ug de pcDNA3.1 (vector
control) 6 0.4 ug de pLL-37. La RT-PCR se llevo a cabo para analizar la
expresion del ARNm-LL-37; la expresion de GD3PH se utiliz6 como control de
carga. C= células no transfectadas. Panel (b): Inmunofluorescencia para LL-37
intracelular utilizando un anticuerpo anti-LL-37 en células HaCaT transfectadas
con 0.4 pg of pLL-37. Panel (c): ELISA para VEGF extracelular en los
sobrenadantes de las células HaCaT transfectadas con 0,4 ug de PLL-37 en
diferentes tiempos de la transfeccion. Panel (d): Inmunofluorescencia para
VEGF intracelular usando un anticuerpo anti-VEGF en células HaCaT
transfectadas con 0.4 ug of pLL-37. La IgG de conejo se utiliz6 como control en
los ensayos de inmunofluorescencia. Se realizé la prueba estadistica ANOVA,;
(*) indica una diferencia estadisticamente significativa entre las células no

transfectadas (C) y transfectadas.
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Efecto de co-participaciéon de HDACL, LL-37 y VHL en la expresion de
VEGF en las células HaCaT.

Dado que existe una relacion cercana entre HDAC1 [13], LL-37 [31] ¥
VHL [13] sobre la regulacién de la expresion de VEGF en las células
tumorales, los ensayos de co-transfeccion en células HaCaT se realizaron para
analizar la co-participacion de estas moléculas en la expresién de VEGF. Para
estudiar el efecto del VHL sobre HDAC1, las células HaCaT fueron co-
transfectadas con pHDAC1 (0,4 u g) y con diferentes cantidades de pVHL (0,1
a 1,6 ug). Se observé que la produccion de VEGF disminuyé a medida que
pVHL aumentada, sobreponiéndose a la induccion de la actividad del HDAC1
(p <0,05; fig. 9, panel a). Para el analisis inverso, se utiliz6 una cantidad
constante de pVHL y una cantidad variable de pHDAC1, se observé un
aumento de la produccién de VEGF a medida que se incrementaba la cantidad
de HDAC1 (p <0,05; fig. 9, panel b). De acuerdo con estos resultados, tanto
HDAC1 y VHL tienen un efecto contrario en la produccién de VEGF en los

queratinocitos.

El efecto de LL-37 sobre HDACL1 en la expresiéon de VEGF también se
estudié. La co-transfeccion de células HaCaT con pHDAC1 (0,4 ug) y
cantidades variables de pLL-37 mostraron un aumento de la expresion de
VEGF al incrementar la concentracion de pLL-37(p <0,05; fig. 9 en el panel c).
Resultados similares se obtuvieron cuando las células fueron co-transfectadas
con cantidades constantes de pLL-37 y diferentes de pHDACL1 (p <0,05; fig. 9
en el panel d). Estos resultados sugieren que ambas moléculas tienen un

efecto positivo en la regulacién de la expresién de VEGF en los queratinocitos.

El mismo efecto positivo de LL-37 se observo en las células co-
transfectadas con cantidades constantes de pVHL y cantidades crecientes de
pLL-37 (p<0,0; fig. 9, en el panel e), y efectos contrarios fueron observados en
las células co-transfectadas con cantidades constantes de pLL-37 y variables
de pVHL (p <0,05; fig. 9 en el panel f). Estos resultados muestran que LL-37
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tiene un efecto positivo sobre VEGF y que VHL tiene el efecto contrario en los

queratinocitos.
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Figura 9. Efecto de la co-transfeccion con pHDAC1/pLL-37 pHDAC1/pVHL
0 pVHL/pLL-37 sobre la expresion de VEGF en los queratinocitos.

ELISA para VEGF extracelular en los sobrenadantes de las células HaCaT co-

transfectadas con pHDAC1/pLL-37, pHDAC1/pVHL 6 pVHL/pLL-37. Se realizo
la prueba estadistica ANOVA; (*) indica una diferencia estadisticamente
significativa entre las células no transfectadas y las células co-transfectadas.
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Efecto del HDAC1, LL-37 y VHL sobre HIF-1alfa en las células HaCaT.

Se ha determinado que en las células tumorales y endoteliales HDAC1
[14], LL-37 [32] y VHL [13] juegan un papel importante en la regulacion de la
produccion de VEGF a través de HIF-1alfa. Nosotros estudiamos la expresion
y localizacion de HIF-lalfa por inmunofluorescencia en células HaCaT
transfectadas con HDAC1, LL-37 y VHL. Observamos que las células no
transfectadas y las células HaCaT transfectadas con el vector como control
tienen una expresion basal de HIF-1alfa en el citoplasma (Fig. 10, panel a). En
las células HaCaT transfectadas con pHDACL1 HIF-1alfa se transloca al nucleo,
y en las células HaCaT transfectadas con pLL-37 HIF-lalfa se encontré
aumentada solo en el citoplasma. HIF-lalfa se detecté sélo ligeramente en el

citoplasma de las células HaCaT transfectadas con pVHL (Fig. 10, panel a).

Los ensayos de co-transfeccion utilizando pHDAC1, pLL-37 y pVHL se
realizaron en células HaCaT para analizar el efecto en la co-participacién de
estas moléculas sobre HIF-lalfa. Cuando las co-transfecciones se realizaron
con pHDAC1 (0,4 ng) / PLL-37 (1,6 ng) 6 PLL-37 (0,4 ng) / pHDAC1 (1,6 ng),
que son proteinas que inhiben la degradacién de HIF-1alfa, ambos ensayos de
células co-transfectadas mostraron alta concentracion de HIFlalpha en el
citoplasma y la translocacién positiva de HIF-lalfa al nucleo (Fig. 10, los
paneles de bi y bii, respectivamente). Sin embargo las co-transfecciones con
pHDAC1 (0,4 ug) / pVHL (1,6 ug) presentaron bajos niveles de HIF-lalfa en el
citoplasma, y ademas HIF-1alfa no se transloca al nucleo (Fig. 10, biii panel).
Por el contrario, cuando las cantidades de pHDAC1 y pVHL se invirtieron
(pVHL (0,4 ng) / pHDACL1 (1,6 pg) las células co-transfectadas mostraron una
mayor cantidad de HIF-1alfa en el citoplasma, pero HIF-1alfa no se observo en
el nucleo (Fig. 10, panel biv). Por otro lado, cuando las células HaCaT fueron
co-transfectadas con pVHL (0,4 ug) / pLL-37 (1,6 ug) las células mostraron una
mayor concentracion de HIF-lalfa en el citoplasma en comparacion con las
células co-transfectadas con pLL-37 (0,4 ug) / pVHL (1,6 nug) (Fig. 10, bv y bvi,
respectivamente) y otra vez, la translocacion al nicleo no se observd. Estos
resultados muestran que en los queratinocitos LL-37 es capaz de evitar la

degradacion de HIF-lalfa, pero que no puede translocarlo al nacleo como lo
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hace HDAC1 y que VHL podria promover la degradacion de HIF-1alfa incluso
en presencia de LL-37 y de HDAC.
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Figura 10. Expresion y localizaciéon de HIF-1 alfa en células HaCaT
transfectadas con HDAC1, VHL 6 LL-37.

Inmunofluorescencia de HIF-1 alfa utilizando anticuerpos anti-HIF-1 alfa en

células HaCaT transfectadas con 0,4 ug de pHDAC1, pVHL 6 PLL-37 (Panel

a), y en las células HaCaT co-transfectadas con (0,4 6 1,6 ug) de
pHDAC1/pVHL, pHDAC1/pLL-37 6 pVHL/pLL-37 (Panel b).
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Discusion

Las HDACs se han relacionado con procesos de angiogénesis e
hiperproliferacion pues en las células tumorales tratadas con los inhibidores
para HDACSs, tales como la TSA [47] y el acido hidroxamico suberoilanilida
(SAHA) [48], se interrumpen estos procesos. En este trabajo se encontré que
en los queratinocitos tratados con TSA y con HDAC1- siRNA la produccion de
VEGF se redujo, lo que sugiere que HDACL1 juega un papel importante en la

produccion de VEGF en el queratinocito.

Se sabe que HDACL1 regula la expresion del VHL, por ejemplo, las
células endoteliales humanas transfectadas con HDAC1 tienen una baja
expresion del VHL [14]. Este informe esta de acuerdo con nuestros resultados,
porque hemos observado que en los queratinocitos transfectados con HDAC1
se mostré que HIF-lalfa se transloca hacia el nudcleo, asi como una alta
produccion de VEGF (Fig. 5, panel a), como ocurre cuando el VHL esta
ausente. Ademas, demostramos que HDAC1l puede actuar como un
antagonista del efecto-VHL sobre el VEGF cuando las células HaCat fueron co-
transfectadas con pHDAC1 y pVHL

Las HDACs actuan sobre diferentes sustratos, ademés de las histonas,
uno de ellos es el HIF-1lalfa acetilado [49]. En lineas celulares de cancer de
mama la desacetilacion de HIF-1alfa estd mediada por el complejo deacetilasa
remodelador del nucleosoma (NuRD) [45]. Este complejo consta de HDAC1 6
HDAC?2 y la proteina asociada a metastasis 1 (MTA1). La MTAL1 [50], la HDAC1
y la HDAC2 [51,52], se han visto expresadas en epidermis humana y en los
gueratinocitos HaCaT. Por esta razon, con nuestros resultados, sugerimos que
en las células transfectadas con el pHDAC1, el complejo NurD podria estar
desacetilando el HIF-1alfa para evitar su degradacion via VHL, lo que lleva a la

acumulaciéon de VEGF.

En las células tumorales ha sido bien determinado que, en condiciones
de normoxia la proteina VHL es parte del complejo ubiquitina ligasa E3 que
ubiquitina el HIF-lalfa hydroxilado, y que el HIF-lalfa ubiquitinado es

susceptible a la degradacién proteasomal, y que como consecuencia de los
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bajos niveles de HIF-lalfa la producciéon de VEGF disminuye [53]. En este
trabajo se observé que en los queratinocitos la produccién de VEGF es también
controlada de manera negativa por la actividad del VHL (que a su vez esta
regulada por el HDACI, fig. 2). Estos datos apoyan la observacion en las
biopsias de piel psoriasica (tejidos muy vascularizados) debido a la ausencia
del gene VHL y la presencia de HDAC1 en estas biopsias [28], lo que puede
explicar la elevada produccién de VEGF. Otras evidencias que apoyan esta
propuesta son los ratones que mantienen una seleccion epidérmica vhl-/ - que
muestran un aumento en la vascularizacion cutdnea [54], ademas de los
queratinocitos vhl-/ - sobre-expresan HIF-lalfa y HIF-2alfa [55] produciendo el
aumento de loe genes blancos de HIFs como el VEGF-, PGK-, GLUT1-, Inos-
MRNAS y eritropoyetina [56]. En el estudio de este fendbmeno biologico en los
gueratinocitos observamos que la sobre-expresion del VHL disminuye la
translocacion de HIF-1alfa al nucleo (Fig. 5, panel a). Estos resultados sugieren
que, como ocurre en los tejidos tumorales, el VHL regula negativamente la

expresion de VEGF a través de HIF-1alfa en los queratinocitos.

En las células endoteliales, la catelicidina humana LL-37 [57], asi como
el PR39 porcino [32], se han reportado que desarrollan actividad angiogénica.
Recientemente se informd que en los queratinocitos transfectados con LL-37
producen grandes cantidades de VEGF [58], y que peptidoglicano de
Staphylococcus aureus induce la produccion de LL-37 y VEGF en este tipo de
células [59]. Analizando en el queratinocito la actividad reguladora de LL-37
sobre el VEGF, observamos que LL-37, junto con el HDAC1, aumentan la
expresion del HIF-lalfa y de VEGF en las células co-transfectadas. Estos
resultados sugieren que el LL-37 tiene un papel importante en la angiogénesis
de la psoriasis, ya que este péptido esta altamente expresado en las lesiones
psoriasicas, junto con otras moléculas asociadas con la actividad pro-
angiogénica como el HIF-1afa y HDAC1 [28]. Ademas de la sugerencia de su
actividad pro-angiogénica, recientemente LL-37 se ha asociado fuertemente
como posible factor desencadenante en la etiopatogenia de la psoriasis. El
reporte de Lande, y colaboradores subrayd que los queratinocitos liberan su
propio ADN que forma complejos con el LL-37, que a su vez activa células

dendriticas plasmacitoides (pDCs) para producir interferon-alfa (IFN alfa) [60].
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Las células dendriticas dérmicas activadas por el IFN-alfa (producido por
pDCs) conducen a la produccion de citocinas Thl y Thl7, que a su vez,
inducen la proliferacion de los queratinocitos [61].

Resumiendo todos estos resultados, y su traslape a lo que ocurre en la
lesion psoriasica, sugerimos que la hiperproliferacién de queratinocitos conlleva
a condiciones de hipoxia (segun lo sugerido por otros autores) [56, 62,63] y, en
este entorno los queratinocitos producen grandes cantidades de VEGF a través
de HIF-1lalfa que no es ubiquitinado por el VHL, debido a la intervencion de

HDAC1y LL-37, como se ve en los tejidos tumorigénicos [3, 13, 14,32].

Con estos datos, los nuevos compuestos que inhiben la actividad de
HDAC1 y LL-37, o que activan el VHL, podrian ser utilizados como nuevos

blancos para el control de la angiogénesis en la psoriasis.
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Conclusiones

El HDACL1 tiene actividad proangiogénica al regular de manera positiva
la expresion de VEGF y de HIF-lalfa en el queratinocito, asi también al
disminuir la expresion de VHL en este tipo celular.

El VHL es capaz de regular negativamente la expresion de VEGF, LL-37,
y HDAC1 en el queratinocito, proponiendo a este gen supresor del tumor como
un agente antiangiogénico.

Los inhibidores de HDAC1 (TSA y el si-RNA-HDAC1) disminuyen la
expresion del HDAC y su unién al HIF-1 alfa evitando la degradacion de HIF-
lalfa, lo que deriva en la disminucion en la produccién de VEGF.
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