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RESUMEN

El control adecuado del ciclo celular mediante la acciéon coordinada de la familia de factores de transcripcion
E2F resulta ser clave para la homeostasis celular. El entender su modo de accién desde una perspectiva
epigenética resulta ser un tema de gran actualidad y cambia la vision de cémo es regulado el ciclo celular. Uno
de los principales reguladores epigenéticos estd conformado por el grupo de proteinas Polycomb (PcG),
relacionadas con procesos patolégicos como el cancer, a través de la desregulacion a nivel epigenético de genes
supresores de tumores como BRCAT, p16 y p53, entre otros. Con relacién a lo anterior, la regulacion del gen
supresor Retinoblastoma (Rb) ha sido ampliamente estudiado dada su importante participacién como regulador
negativo del ciclo celular, pero mas reciente se ha demostrado que su modo de accién esta relacionado con
el grupo de proteinas PcG. Cada uno de los procesos que involucran a componentes de la familia de factores
E2F, los miembros de Polycomb y la familia de proteina Rb, parecen ser en cierta medida independientes vy,
por ende, poco relacionados. Sin embargo, existen evidencias de una convergencia a nivel epigenético en la
accion de estos conjuntos de moléculas reguladoras de la progresion del ciclo celular y su desregulacién nos
puede llevar a entender mejor su contribucion al desarrollo de procesos patolégicos como el cancer.
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ABSTRACT

The coordinated contribution of the E2F-family of transcription factors is critical for the proper control of the cell
cycle with consequences in the cellular homeostasis. Such kind of regulation requires a renewed vision of the
control of the cell cycle through the basis of epigenetic mechanisms. One of such regulatory components is the
Polycomb Group (PcG) of proteins which have been involved in cancer development through the anomalous
regulation, at an epigenetic level, of tumour suppressor genes such as BRCI, p16, and p53, among others. In
particular, the tumour suppressor gene Retinoblastoma (Rb) plays a central role in the regulation of the cell cycle
and is regulated by PcG proteins. The relationship among E2F members, PcG and Rb has not been examined
in detail. Here, we describe the epigenetic interaction among these proteins, their association with epigenetic
processes and their contribution to cancer development.
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INTRODUCCION
ace mas de un siglo que se sugirié que la herencia @enes asociados con mayor frecuencia al desarrollo del cancer.
adquisicion de anormalidades genéticas predispone &ntre dichos genes se encuentran los oncogenes (que codifican
algunos individuos a padecer cancer. Pero no fue singproteinas con ganancia dominante de funcién) y los genes
hasta hace dos décadas, con el desarrollo de lasupresores de tumores (que codifican proteinas con pérdida
tecnologias de la biologia molecular, que se han identificadorecesiva de funcién) los cuales fueron descubiertos
principalmente por su alteracion en la mayoria de los canceres
humano¥. Gran parte del conocimiento de estos genes fue
Nota: Articulo recibido el 11 de febrero de 2011 y aceptado el 06 de g?nerado por- estudios blOC]UImIC,OS y fgnC|onaI9§ hechos en
abril de 2011. células en cultivo, aunque la mayoria de lainformacion actual que
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explica su contribucion en el desarrollo de cancer, proviene detomplejarepresor Polycomb (PcG). Este grupo fue inicialmente
estudio de su funcién anormal en modelos animales. descrito enDrosophila melanogastecomo proteinas
reguladoras de los genes homeoticos durante el desdrrollo
En la dltima década, con los crecientes avances cientificos yAsi mismo, un grupo de factores de transcripcién que se asocian
tecnolégicos, se ha generado un interés cada vez mayor pamon las proteinas PcG y que participan en la regulacién del ciclo
seguir entendiendo a niveles mas finos el funcionamiento de laselular son las proteinas de la familia E2F que describiré en la
células. Actualmente se sabe que la desregulacion de processgjuiente seccion.
vitales paralafisiologia celular llevaa estados criticos y anormales,
gue si se mantienen en el tiempo, pueden ser la causa déintes de describir los mecanismos de accién de los complejos
desarrollo de algunas enfermedades crénico-degenerativafolycomb, es necesario recordar algunos conceptos basicos
entre ellas el cancer. Dichas alteraciones fisioldgicas pueden seobre las modificaciones post-traduccionales que sufren las
por ejemplo, el estrés oxidativo generado por fuentes tantchistonas. Como se sabe, algunas de estas modificaciones post-
medio ambientales, como fisicasy quimicas, las cuales, si ocurretraduccionales son la acetilacion, la fosforilacion, la ubiquitinacién
de manera persistente, tienen diferentes consecuénéiste ylametilacion, entre otris Dichas modificaciones ocurren con
tipo de estrés dafia a las macromoléculas existentes en la célutaayor frecuencia en los residuos de los extremos amino terminal
y se sabe que la generacion de aductos de ADN, de proteinasdg las histonas, aunque también se pueden presentar en algunos
de lipidos, producto de la oxidacion, son factores que contribuyemesiduos mas internos. La metilaciéon es una de la marcas de
en la patologia de este tipo de enfermedades y, por otra part@jstonas relacionadas con PcG, en particular la trimetilacién de
activan de manera anormal vias de sefializacion involucradas €la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me3), modificacion que
la proliferacion y diferenciacion celular. Otro tipo de alteracién correlaciona con cromatina transcripcionalmente inactiva. En el
frecuente que también tiene relacién con el desarrollo degenoma esta marca puede presentarse en tres diferentes formas,
enfermedades, es la desregulacion de procesos epigenéticasono, diy trimetilacion (H3K27mel, H3K27me2y H3K27me3,
como: lamodificacion post-traduccional de histonas, lametilaciénrespectivamente). La abundancia relativa de cada una de estas
del ADN, la actividad de complejos remodeladores de lacromatinanarcas es diferente, siendo la mas abundante la H3K27me2, la
ATP-dependientes, la actividad de complejos Polycomb (PcG)cual constituye aproximadamente el 50% de toda la H3K27
y Trithorax (TrxG), los mecanismos de los ARN no-codificantes metiladain vivo. En contraste, la H3K27mel y la H3K27me3
y la participacion de la organizacion y dindmica nuclear, que saepresentan alrededor del 25% y 10%, respectivaffielbe
sabe, estaninvolucrados en casitodos los procesos relacionadegmplo donde la H3K27me3 se encuentra enriquecida, es el
con la homeostasis celulaf. Todos estos procesos procesoasociado alainactivacién del cromosofffaDe igual
epigenéticos mencionados ocurren en el ndcleo celular en elorma, H3K27mel se localiza principalmente en regiones de
contexto de lacromatinay, para clarificar su estudio, es necesaribeterocromatina pericentroméri@aaunque existe un estudio
empezar por definir a grandes rasgos algunos conceptos basicagenémico de alta resolucién en 2007, donde inesperadamente se
encontr6 enriquecida esta marca en mayor proporcién en
Para poder entender mejor los procesos vinculados a la regulaciggromotores activos que en los silenciddo&stos hallazgos,
epigenética presentamos brevemente una descripcion de cémaunque parezcan contradictorios, refrendan conceptos como el
el genoma se estructura y organiza en cromatina. En las célulade que existe un “codigo de histonas”, lo que significa que en
eucariontes el ADN esta enrollado alrededor de un octamero déa mayoria de los casos no es s6lo una modificacion de histonas
histonas, dos moléculas de cada una de las histonas H3, H4g que produce un efecto molecular, sino la combinatoria de mas
H2Ay H2B, para formar el nucleosoma, la unidad primaria que de una modificacién en las histonas, aunque sea una la marca
conformalacromatina. Los nucleosomas compactan el genomeepresentativa de un estado transcripcional especifico.
y restringen el acceso y reconocimiento del ADN a los factores
de transcripcion, de tal manera que existe un balance entre uBn suma, el objetivo de esta revision es abordar el aspecto
empaquetamiento efectivo del genoma y la accesibilidad derelacionado con la contribucién de estas dos familias de
proteinas regulador@ls A esta regulacion contribuyen la reguladores (PcG y E2F) en el control transcripcional a nivel de
actividad de enzimas que reposicionan, reconfiguran o disociaha cromatina, y entender su relacién con el gen supresor de
nucleosomas llamadas genéricamente “remodeladores de laimores Retinoblastoma, asi como su participacién en el
cromatina”, asi como la actividad de enzimas modificadoras dedesarrollo del cancer.
histonas, llamadas “modificadores de la cromatina”, como las
proteinas histona acetiltransferasa (HAT), las proteinas histondOS FACTORES TRANSCRIPCIONALES DE LA FAMILIA DE
metiltransferasa (HMT) las proteinas histona desacetilase®?ROTEINAS E2F
(HDAC) y las proteinas ADN metiltransferasas (DNMT1, Elprimer paso enlaexpresion génica es latranscripcion. Dicha
DNMT3ay DNMT3bJ®. Evidencia de laimportanciaque tiene etapa esta regulada a dos niveles, el primero por la estructura'y
la actividad de este tipo de proteinas en procesos celulares éas modificaciones en las histonas presentes en la cromatina,
el hecho de que algunas enzimas HMT, forman parte delreconocidas por proteinas modificadoras de la cromatina, y
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en segunda instancia por los factores de transcripcion y suprocesos ha sido relacionada a su capacidad para modular la
co-factores y las polimerasas de ARNUN grupo importante  respuesta transcripcional de sus promotores bl&hco
de factores de transcripcién que se ha conservado durante lactualmente se sabe que en la gran mayoria de los canceres en
evolucién desde invertebrados, peces y aves hasta mamiferosumanaos, la actividad de los factores E2F se encuentradesregulada
son las proteinas E2F y cuya contribucién es esencial para la través de diferentes mecanismos y que, en general, la via Rb/
regulacion transcripcional de un grupo de genes responsableS2F es uno de los principales blancos. Algunos autores han
del control del ciclo celulé&f!, demostrado lo vital que son estas moléculas a partir de la pérdida
funcional de la proteina Rb, el aumento en la transcripcion de la
Lafamiliade factores de transcripcion E2F (Figura 1), nombradaciclina D que fosforila a Rb, la pérdida de p16, el cual es un
asi por la capacidad para unirse al promotor delEfede inhibidor de cinasas dependiente de ciclina que inhibe la
adenovirus, ademas de regular tanto positiva comofosforilacionde Rb,ylaexpresionde laoncoproteina E7 delvirus
negativamente la expresion de genes necesarios paralatransicidiel papiloma humano que secuestra a Rb e interfiere con la
de lafase G1 a la fase S del ciclo celular, también regula otroformacién del complejo Rb-E2F (Figur&2)3.
genes necesarios para el control del BREl&ntoces, la familia
E2F esta implicada en el control y regulacion tanto de proceso&n el genoma de mamiferos, las proteinas E2F estan codificadas
celulares, como la mitosis, apoptosis, reparacion del ADN ypor ocho genes diferentes que dan lugar a nueve proteinas
funciona como sensor de los puntos de revision de dafio al ADNgdlistintas (Figura 1). El inico miembro de esta familia que codifica
asi como en lafisiologia del organismo, por ejemplolaregulaciéndos proteinas a través del uso de promotores alternativos, es el
de ladiferenciacion, el desarrollo y tumorigénesis. En general, ldactor E2F89. Todas las proteinas E2F muestran un alto grado
habilidad de los miembros de la familia E2F para regular estosde identidad en su dominio de unién al ADN, lo cual se demostro
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Figura 1. Esquema de la familia de proteinas E2F. En la imagen se muestran los diferentes dominios que se encuentran en cada una

de las proteinas, asi como su tamafio. NLS: sefal de localizacién nuclear. PP: proteinas “pocket”. DP: proteinas compaiieros de
dimerizacién. Modificado de De Gregory & Johnson!'4.
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con estudiosn vitro, donde se observé que todos los factores Otra clasificacion mas ampliay general agrupa alos factores E2F
se pueden unir a la secuencia consenso 5-TTTNNCGC-3'comoactivadores]os cuales reclutan complejos que ayudan a
(donde N puede ser G o0 C). relajarla estructura de lacromatina como las HATs que contribuyen
a activar genes en la fase S. Las proteinas que pertenecen a este
La afinidad de union de cada miembro de lafamiliaala secuencisubgrupo son los factores E2F1, 2 y 3a, cuya localizacion es
mencionada, esta determinada por la naturaleza de las seis basasclear e interaccionan especificamente con!RbEstos
centrales que conforman el motivo de unién, por el estado y tipdactores son liberados del complejo Rb-E2F cuando Rb es
celular, y por lafase del ciclo enla que se encuentre la célula (parteiperfosforilado y, de esta manera, pueden activar a su gen
central de la Figura 2. Dicha uniéontambién se ve afectada por blanco. Asi mismo, se sabe que la sobre-expresion de cualquiera
la metilacion del dinucleétido CpG en la secuencia consensode los E2F activadores induce la entrada al ciclo celular
interfiriendo con la unién de algunos miembros de la familia E2F proliferativo, mientras que su pérdida genera una disminucién
y favoreciendo la incorporacién de proteinas represoras comdaotal de la proliferacion celulat.
MeCP2, convirtiéndose esaregién en un blanco de silenciamiento
epigenéticBY. En conjunto, estos aspectos contribuyen a El otro subgrupo formado por los factores E2F3b, 4y 5, poseen
explicarlaampliagama de genes blanco de lafamilia E2F y comaina funciérrepresora aunque algunos autores los consideran
es que en distintos momentos celulares los miembros de unpropiamente comactivadores débilesun aspecto que sigue
misma familia pueden activar blancosincluso antagénicos. Caben debate. Estos factores se localizan en el citoplasma y tienen
resaltar que algunos miembros de la familia de factores deaun dominio de unién a proteinas “pocket”, siendo E2F4 capaz
transcripcién E2F son los efectores de la via del supresor déle interaccionar con todas elfisAdemas reclutan enzimas
tumores Retinoblastoma (Figura 2) y se han clasificado demodificadoras de la cromatina como las HDACsy las proteinas
diferentes maneras. Algunas de las clasificaciones se basan earacteristicas de heterocromatina Suv39H1yHP1. En contraste
su capacidad para regular la transcripcién de genes especificospn los factores E2F con funcién activadora, la sobre-expresion
enla posibilidad de formar homo o heterodimeros con alguno dele estos factores represores no correlaciona o no es suficiente
los miembros de la familia de proteinas llamadas “comparfieros’para superar el arresto del ciclo celular e inducir prolifer&ion
de dimerizacion (DP por sus siglas eninglés) (DP1, DP2/3 o DP
4) y, finalmente, por su propiedad de interaccionar con lasUn subgrupo de factores, también represores, lo conforman las
proteinas de lafamilia “pocket” p1®8, p 1075, p13(FE-2RB208, proteinas E2F6, 7 y 8. Se clasifican como represores
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Figura 2. Esquema de la via p16™*“/Rb en el ciclo celular y la participacién de los factores E2F en cada fase. En la figura central
se muestran las fases del ciclo celular y los factores E2F, tanto activadores como represores, presentes en cada fase. En la figura
externa se muestra la dindmica de disociacién, via fosforilacién/defosforilacién del complejo Rb-E2F/DP a través de las fases del
ciclo celular.
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transcripcionales independientes de la interaccién con proteinasomplejos se ha predicho que en vertebrados existen al menos
“pocket”, dado que carecen de dominio de unién a este dominisesenta combinaciones posibles entre las proteinas que
peptidico (Figura 137. El factor E2F6 ha sido relacionado con conforman PRO2. También existen los que contienen a la
complejos proteicos que actian en etapas especificas del cicioroteina Enhancer de Zeste (E(z)), llamados genéricamente
celular. En particular, se ha demostrado su asociacién con lasomplejo represor Polycomb 2 (PRC2) o complejo de inicio del
proteinas represoras PcG, un aspecto que se abordara cailenciamient?. Algunas de las proteinas PcQtesophila
detalle mas adelante y cuya desregulacion tiene que ver con ¢élenen homologos en humano y en otras especies que incluyen
inicio y/o progresion de un proceso tumoral. Por otra parte,desde plantas, nematodos, peces hasta aves. En la Tabla | se
aunque se ha demostrado que las proteinas E2F7 y 8 se unenmuestra un compendio de estas proteinas y algunas de sus
mismo sitio consenso E2F, se consideran factores E2F atipicofsinciones. EI mecanismo de accién de estos complejos se
porque en su estructura contienen dos dominios de union a ADNlescribird con detalle mas adelante, pero de manera muy general
y, ademas, esta union es independiente de la interaccion con la® ha demostrado que estos complejos tienen que ser atraidos
proteinas DP®24, De los factores E2F7y 8 se haacumulado pocaen forma secuencial a su sitio blanco. EI PRC2 es el primer
informacion, sin embargo, ya se les han atribuido funcionescomplejo que se reclutay el que inicia el proceso de silenciamiento
como represores en la proliferacién celular, la apoptosis, se hanarcando dicha zona genémica con la trimetilacion de la lisina
descrito que se induce su expresion en respuesta al dafio al ADIRY de la histona H3 (H3K27me3). Esta marca es “leida” por el
incluyendo procesos carcinogénicos. complejo represor PRC1 el cual modifica la lisina 119 de la
histona H2A parareforzar el silenciamiento, y ademas favorecer
Es posible considerar y hacer la analogia de que para llevar mteracciones con otras proteinas represoras como HP1, DNMTs
cabo procesos celulares, como la regulacion de la expresiog HMTS®,
génicaen el contexto cromatinico, existantres niveles o jerarquias
de accion, es decir, en principio estarian todas aquellas proteinasdemas de la regulacion de los genes homedticos, se ha descrito
encargadas de “escribir las instrucciones”. En segundainstancique estas proteinas tienen diversas funciones reguladoras en el
estarian las proteinas que “leerian” dichas instrucciones y lagsontrol génico de distintos organisnids como en
transmitirian. Es en estos dos niveles donde actuarian laBrosophild®?, mamifero8¥y enArabidopsi€®, donde regulan
proteinas represoras del grupo PcG. Finalmente, en el tercda proliferaciony la diferenciacion celular, la capacidad de auto-
nivel, todas las proteinas encargadas de “ejecutar o procesarénovacion de las células madre y hasta en los procesos que
dichas instrucciones. En esta etapa estarian todas las proteindsterminan los distintos linajes celulares. La participacion de las

efectoras, por ejemplo, las de la familia E2F. proteinas PcG en el mantenimiento de la pluripotencialidad y de

la memoria celular, se demostré generando ratones mutantes
LA FAMILIA DE PROTEINAS REPRESORAS PoLycoms para estas proteinas y se observo que en estos animales no se
(PcG) formaban adecuadamente las células troncales, o bien, las células

Cada vez hay mas evidencia que sustenta la participacion de laa establecidas mostraban unafisiologia y diferenciacion celular
proteinas del grupo Polycomb (PcG) en la regulacién deficienté&. Del mismomodo, se hademostrado que las proteinas
transcripcional de genes implicados en la mayoria de procesoBcG participan en el control de la transcripcion, en el desarrollo,
celulares importantes, tales como el control del ciclo celular, laen la organogénesis, la estabilidad genética, la herencia
diferenciacion y el desarrollo, entre offdsPor lo que en esta  epigenética de los programas de regulacion transcripcional y en
seccion se explicara la relevancia de esta familia de proteinasnfermedades como el caritef. De hecho, existen varios

Los genes del grupo represor PcG y del grupo activador Trithoraxeportes en la literatura donde estudian a miembros especificos
(trxG) codifican para co-reguladores epigenéticos antagénicosde PcG tales como Bmil, EZH2 y CBX, enlos cuales se demostr6é
Las proteinas PcG en un inicio se identificaron genéticamenteque se encuentran desregulados en cancer presentando una
enlamoscade lafrufarosophila melanogastecomofactores  expresion anorm@t=4, hecho por el que EZH2 y Bmil se han
requeridos para mantener la expresion correcta en tiempo ganado el calificativo de oncogenes.

espacio de los genes homeéticos a través del des@trblo

familia Polycomb consiste de alrededor de 20 proteinas, lasEn Drosophila, se han caracterizado secuencias en el ADN
cuales pueden formar distintos complejos multiprotéicos queresponsables de reclutar vivo las proteinas PcG que son
tienen la capacidad de influir en la estructuracion de la cromatinaonocidos como elementos de respuesta a Polycomb o PRE (por
via un arreglo de distintas actividades modificadoras de lassus siglas en inglés: Polycomb Response Element). Se piensa
histona&%21. Se ha demostrado que se asocian entre ellas pargue estos elementos tienen un papel central en el silenciamiento
formar diferentes tipos de complejos represivos, de los cualegénico y una vez ya establecido, en el mantenimiento de éste a
a la fecha se ha reportado que existen los que contienen a tsavés de las generaciones celul&teblasta el afio 2007 no se
proteina Polycomb (Pc), llamados genéricamente: complejohabia descrito la existencia de secuencias PRE en mamiferosoen
represor Polycomb 1 (PRC1 y PRC1-like), también conocidoalgin otro organismo. La primera evidencia en mamiferos fue
como complejo de mantenimiento del silenciamiento. De estosdescrita por Ku y colaboradores, en 2008, quienes realizaron un
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andlisis de alta resolucién a nivel gendmico en células troncalesexperimentales han definido mas claramente la posibilidad de
En este estudio se demostré que los complejos Polycomb estéue en mamiferdd y otras especi&d existan estas secuencias
distribuidos generalmente en regiones de genes involucradode reclutamiento de PcGy que ademas participen en laregulaciéon
en el control del desarrollo. En particular se determiné que el 97%ranscripcional de los genes blanco de PcG. En resumen, este
delos blancos de PcG corresponden aislas CpG o regiones ricaspecto resulta relevante dado que el definir secuencias tipo PRE
en CG, lo cual sugirié que podrian ser sitios de acumulacion deudiera permitir reconocer sitios de accién del complejo
los complejos PcG con la capacidad de funcionar como losPolycomb en el genoma de diversos mamiferos.

elementos de respuesta similares alos descrifresaphild*?.

Estas evidencias sugieren que proteinas que reconozcan y §&nembargo, porlainformacion existente sobre larelacion entre
unan aregionesricas en CpGs, pueden contribuir al reclutamienttas familias PcG y E2F, lo cual profundizaré mas adelante, y por
de PcG. No obstante estas regiones carecen de una secuendatos experimentales generados en nuestro laboratorio, sabemos
determinada que sea recurrente, lo cual podria ser (til pargue E2F6 se une al promotor del §dyy reprime su actividad
identificar otros candidatos como reclutadores de PcG. En sumgPavalos-Salast al.,datos no publicados], por tal razén, hemos
aun es dificil identificar regiones similares a los PREs depensado que E2F6 puede ser un fuerte candidato reclutador de
Drosophilague tengan en los mamiferos la funcién de reclutar PcG hacia sus blancos de accion, en particular, agenes supresores
aPcG asusgenes blanco, mas aun, es dificil definir las condicionete tumores y contribuir de esta manera a la desregulacion génica
en las que Polycomb es atraido a secuencias blanco especificdandamental en procesos carcinogénicos.

ya que éstas varian de acuerdo al tipo y contexto ¢&lular

Actualmente existen Unicamente tres articulos, incluyendo eldéA continuacion, se describiran brevemente algunas
Simony Kingston, en 2009, que mediante diferentes estrategiasaracteristicas de las proteinas que forman cada uno de los dos

N

Subunidadesde | SubunidadesdePcG| Complejoal Dominios identificados Funciones bioguimicas
PcG enDrosophila enhumanos gue pertenecen enlaproteina
melanogaster
Polycomb CBX2(PC1),CBX4 PRC1 Cromodominioydominio | Se une alaH3K27me3
(PC2),CBX6,CBX7y ‘shadow’
CBX8(PC3)
Polyhomeotic PH1yPH2 PRC1 Dominio SAM y dedos dg Interacciones de alto orden
BMI1,MEL18 zincC2-C2
Posterior Sex combs(PCGF2)yNSPC1 PRC1 Dedos RING (dedos de | CofactordelaenzimaE3
(PCGF1) zincC3HC4) ubiquitina ligasa y ayuda a
compactar polinucleosomag
Sexcombs extra (RING)RING1y PRC1 Dedos RING (dedos de | EnzimaE3ubiquitinaligasa
RING1B (RNF2) zincC3HC4) delaH2AK119
Enhancer of Zeste | EZH1yEZH2 PRC2 Dominio SET, dominio Histona metiltransferasa cg
CXC y dominios de especificidad para la H3K27
homologialy Il
Suppressor of SuUz12 PRC2 Dedos de zinc C2-H2y | Estimula ala Histona
Zeste 12 dominio VEFS metiltransferasa con
especificidad parala H3K27
Extra Sex combs EED (variantes con PRC2 Repetidos WD Estimula a la Histona
and Extra Sex diferentes extremos metiltransferasa con
combs-like amino-terminal) especificidad para la H3K27
Nucleosome RBAP48(RBBP4)y PRC2 Repetidos WD Se une a las histonas
remodeling factor | RBAP46(RBBP7)
55 (p55 and CAF1)
Polycomb-like PHF1(PCL1), MTF2 UneaPRC2 Dos dedos PHD y un Estimulalatrimetilacion de
(PCL2)yPHF19 dominio Tudor H3K27 yreclutaa PRC2
(PCL3)
| Tomado de Simon & Kingst&#i. )

Tabla I. Funciones de las proteinas Polycomb en Drosophila y humano y los complejos que forman.
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complejos represores de Polycomb, esto con la finalidad decon una sefializacién epigenética especifica, necesaria para la
entender mejor como se induce la formacién de cromatinaejecucion apropiada de los programas de expresion durante el
inactiva o compacta. desarroll&9.

Complejo de inicio del silenciamiento o complejo El siguiente paso en todo el proceso de silenciamiento iniciado
represor Polycomb 2 (PRC2) por PcG es llevado a cabo, como se menciond antes, por otro
Como se mencioné antes, el primer grupo de proteinas Polycomigonjunto de proteinas de esta misma familia, el complejo de

elcualinicia el proceso de silenciamiento es el complejo represomantenimiento PRC1.

Polycomb 2 (PRC2) o complejo de inicio del silenciamiento. El

PRC2 esté conformado por diferentes proteinas de lafamilia Pc&@&omplejo de mantenimiento o complejo represor
(Figura 3), sin embargo, la proteina central de este complejo eBolycomb 1 (PRCT1)

Enhancer de zeste 2 (EZH2), que es una metiltransferasa dén mamifero, las cuatro subunidades que forman el nicleo de
histonas especifica de lisina (HKMT), que cataliza principalmentePRC1 son PHC, CBX, BMI1 y RING1 que @rosophila

latrimetilacién de lalisina 27 (H3K27mé&3) Asi mismo, EZH2

melanogasterson los homoélogos de Ph, Pc, Psc, y dRing,

también cataliza la trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3 respectivamente (Figura 3). Asi mismo, en mamiferos hay al
(H3K9me3)ylametilacion de lalisina 26 de la histona H1 (H1K26), menos cuatro paralogos de la proteina con dominio “Ring finger”
marcas de cromatina cerrada, aunque en menor proporcion guesc, que son: BMI1, Mel18, MBLRy NSPc1. Unaspectorelevante

laH3K27me83,

es gue éstas interactiian con otras proteinas PcG para formar
subtipos de complejos PRC1, porejemploNSPcly RING1B son

En el complejo PRC2, ademas de EZH2, existen otras proteinagarte del complejo represor BCOR mientras que MBLR y

gue forman parte del nicleo del complejo y que son esencialeRING1B estan relacionados con E2F6 con funciones
parasu actividad catalitica, como Supresor de Zeste 12 (SUZ12)egpresord®’. Cabe resaltar que la importancia de que se formen
la proteina de desarrollo del ectodermo embriénico (EED) y lasdiferentes sub-complejos de PcG radica en que de esta manera

proteinas de union a histonas RBAP46/ RBAP48Igunos de

se aseguraunadiversificacién de blancos de Polycomb. Enla Tabla

estos componentes regulan a EZH2, por ejemplo EED es unase describen mas funciones de cada una de estas proteinas.

proteina que contiene un dominio repetido WD40, motivo de

triptéfano y aspartato que favorece la interaccién proteina-Otra de las funciones que se le han atribuido al complejo PRC1
proteina, de la cual existen diferentes isoformas. Cada una dg sus variantes, es la actividad de monoubiquitinar la lisina 119
estas isoformas le confieren a EZH2 especificidad por eldelahistonaH2A (H2AK119Ub), una modificacién relacionada
sustraté”’. Asi mismo, recientemente se descubrié que SUZ12con cromatina cerrada o compacta y que contribuye en el
ocupauna porciénimportante de promotores de genes necesaripsoceso de silenciamiento. Aunque existen cuatro proteinas del
para la diferenciacion de las células troncales, donde también seomplejo PRC1 con dominios “Ring finger”, se ha demostrado
encontré la variante de histona H2A.Z. De esta manera, seue sélo RING1A y RING1B son las que llevan a cabo la
establecio que la colocalizacién de las proteinas, EZH2 y SUZ12ibiquitinacién de proteinas histofdy la auto-ubiquitinacion

con H2A.Z resulta en la formacién de cromatina especializadapara su propia regulaci&h También se sabe que RING1B

Figura 3. Representacién grifica de los componentes peptidicos que
conforman a los complejos represores Polycomb. Del lado izquierdo
se muestran las proteinas que conforman el nicleo del complejo
represor 2. RBBP: Proteina de unién a Retinoblastoma, también
conocida como NURF55 o RBAP48. SUZ12: Supresor de zeste. EED:
Proteina del desarrollo embriénico del ectodermo. EZH2: “Enhancer”
de zeste homélogo 2. Del lado derecho se muestran las proteinas del
complejo represor 1. RNF2: Proteina 2 con dominio “ring finger”.
RING1: Proteina 1 con dominio “ring finger’. PHC: Proteina
homéloga de “polyhomeotic”. CBX: Proteina homéloga “chromobox”.
BMI1: “BMI1 polycomb ring finger oncogene”. Tomado de Mills*.

participa en la regulacién de genes que controlan la
embriogénesis, el desarrolloy lainactivacion del cromosoma
X, donde una de las modificaciones caracteristicas es la
H2AK119ub1°*%, ademas existen evidencias que sugieren
gue esta participacion puede ser via ARNs no-
codificante§9.

Por otra parte, datos bioquimicos sugieren que la familia
de proteinas CBX, homoélogos de la proteina Pc de
Drosophilg las cuales contienen un cromodominio, son
clave paralafunciéndel complejo PRC1 dado que reconocen
y se unen diferencialmente a las histonas con las marcas
H3K27me3 y H3K9me3. En consecuencia, esta accion
contribuye a destinar a los complejos PRC1 a diferentes
blancos de acciény asi mantener el silenciamiento iniciado
en estas regionés

Dada la relevancia de PcG y la creciente participacion de
los ARNs no-codificantes en la mayoria de los procesos
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celulares, es importante resaltar que tanto PRC1 como PRCgariantes que oscilan entre 770y 1050 pares de bases (pb) como
pueden interactuar con estos ARNs no-codificantes y serconsecuencia de diferencias en el procesamiento del ARN
dirigidos a sus sitios blanco. Recientemente se ha demostradmensajero. La proteina E2F6 carece de los dominios homélogos
gue SUZ12 interactia con el ARN no-codificante llamado amino-y carboxilo-terminal presentes en los factores E2Fs 1 all
HOTAIRD® y que EZH2 interactla a través de un dominio 5 (Figura 1), los cuales contienen a su vez los dominios de unién
especifico identificado recientemente llamado ncRBDAsi con los miembros de la familia Rb, es decir, no se une con las
mismo, se demostré que un complejo EED-EZH2 se une al ARNproteinas “pocket”, ademas de los dominios de transactivacion
no-codificante Kcnglotl para silenciar regiones especificas deb represiéii®. Algunas de las modificaciones que se pueden
genoma durante el desarrollo embrioréffio presentar en la variante mas comun de la proteina son el cambio
de ciertos aminoacidos que podrian modificar las caracteristicas
En conclusion, resulta importante resaltar la existencia defisicoquimicas de la proteina, teniendo consecuencias en su
diferentes combinaciones peptidicas de los complejos Polycomipapel como factor represor en lavia de p16/Rb (Figura 2), aunque
gue son atraidos a sus sitios blanco a través de diferentessto todavia no ha sido probado experimentalmente.
factores de transcripcién como las que se mencionan aqui, en
particular E2F6 o incluso por ARNs no-codificantes, confiriendo Recientemente se ha demostrado que la actividad represora de
al grupo PcG su especificidad y diversidad de blancosE2F6 es independiente de la asociaciéon con proteinas de la
involucrados en una amplia gama de procesos celulares. familia de Rb y que ocurre principalmente en genes regulados
especificamente enlatransicion de fases del ciclo celularGlasS,
El mecanismo de accién de los complejos Polycomb donde el factor E2F6 es sobre expresado. Ademas inhibe la
En mamiferos, a diferencia de lo que ocurreDensophila, entrada y salida de la fase S del ciclo cefilaEste efecto,
ninguna de las proteinas del complejo PcG tiene dominio deopuesto al de los otros miembros de la familia, es la maneraenla
unién al ADN, por lo que el complejo PRC2 necesita ser atraidocual E2F6 contribuye a la regulacién adecuada del€igien
a su sitio blanco. Existen varios estudios donde se relaciona s procesos de diferenciaciény quiescencia, reprimiendo genes
proteinas comoelfactor Yin Yang (YY1), 0CT4,SOX2yNANOG especificos necesarios para el mantenimiento de la fé&e=@a
y co-factores asociados como potenciales reclutadores delin estudio donde se apoya el papel de E2F6 en la diferenciacién
complejo Pc@*®, sin embargo, los datos bioquimicos son y progresiéon a través del ciclo, se demostré que parte del
insuficientes para asignarles por completo el papel de reclutadoremecanismo por el cual E2F6 funciona como represor
de los complejos Polycomb. En lo particular, una asociacién detranscripcional es debido a su asociacion con®Pdatos que
PcG que ha sido mejor investigada es la que ocurre con el factapoyan lo anterior demuestran que E2F6 se encuentra co-
E2F6. De maneraimportante se ha demostrado que E2F6 puedsistiendo con un complejo llamado hPRC-H que se forma
reclutaraBMI$9, RING1A, RING1B®¥y EPC1-EZH-24. Con especificamente en la fasgdel ciclo celular, asociacion que se
las evidencias sefaladas de que en mamiferos existen factorpgerde en el desarrollo de un osteosaréd®m@iambién se ha
especificos que son capaces de atraer a PcG a sus sitios demostrado la relacién con otras proteinas como supresor de
accion, en especial con la capacidad de E2F6 de unirse a variagriegacion 3-9 homélogo 1 (Suv39H4)proteina 6 del grupo
proteinas PcG, se puede especular sobre lo importante que gmlycomb con dominiaring finger’ (PCGF6 o MBLR), factor 2
por un lado, que un solo factor, el cual interviene en multiplesasosiadoa YY1 (YAFZ} y metiltransferasas de histonas (HMT),
procesos y etapas celulares, sea el que dirige o determine Ia@inque el mecanismo preciso y su funcién biolégica todavia no
genes que podrian regularse. Por otra parte, no se sabe o0 alns® entiende completamefté?. Cabe resaltar que todas estas
setiene claramente definido el dominio de interaccion entre E2F6nteracciones estan relacionadas con el silenciamiento génico a
y PcG, pero es muy atractivo pensar o sugerir que PcG tambiénivel epigenético en ciertas etapas del ciclo celular. No obstante,
puedaunirse a otros miembros de la familia E2F, dada la similitudE2F6 se expresa durante todo el ciclo, lo cual sugiere que ademas
entre todos los factores E2F (Figura 1). Lo cual ayudaria a explicapodria tener un papel funcional en otras etapas del ciclo celular
la participacion temporal del grupo PcG en diversos procesogjue a la fecha no han sido investigé@és Por ejemplo, hay
especificos durante el desarrollo. A continuacién integraremosestudios que involucran a E2F6 en procesos celulares como la
lo que se sabe de las familias E2F y Polycomb con los mecanismaseiosis, donde se demostré que el motivo de union de E2F6 esta
mas generales involucrados en la regulacion del silenciamientgresente en la region proximal de los promotores del 79.2% de
génico. genes especificos de meiosis y que su union contribuye en la
regulacion de la expresién de estos géhes
CONTRIBUCION DE LOS MECANISMOS EPIGENETICOS

AL SILENCIAMIENTO GENICO En resumen, toda esta serie de evidencias a nivel epigenético
La relacién entre E2F6 y las proteinas del grupo muestran la relevancia del grupo PcG y su relacion con el factor
Polycomb E2F6. A su vez, se ejemplifica como su desregulacion tiene

El genE2F6estalocalizado en el cromosoma 2 enlaregion p25.1,consecuencias en el desarrollo de procesos criticos de lafisiologia
esta constituido por nueve exones que pueden generar setelular. Ademas, existen evidencias claras de su participacién en
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procesos tumorigénicos, donde la proliferaciéon celular y el muchos casos como éste, llevé a Knudson a postular la hipoétesis
control de la expresion génica estan totalmente desreguladosle los “dos hits” la cual establece que se produce un primer

contribuyendo asi al desarrollo y progresion del cancer. evento “primer hit” en la linea germinal que inactiva uno de los
dos alelos. Y que la pérdida del segundo alelo “segundo hit”

EL GEN SUPRESOR DE TUMORES RB Y SU RELACION debe ocurrir en un tejido somatico para que ahi se desarrolle el

CON EL DESARROLLO DE CANCER tumor2. Actualmente sabemos que la pérdida de cualquiera de

Ademas de las evidencias claras ya mencionadas del grupo PcI8s dos alelos se puede producir de diversas maneras, tanto por
y el factor E2F6 con la desregulacion del ciclo celular y, mutaciones, como por cambios epigenéticos como la
consecuentemente, con el desarrollo de cancer, existe otro grupuetilacién’ 73,

de proteinas intimamente ligadas al control del ciclo celular, estas

son las proteinas supresoras de tumores, por ejemplo, la proteifarticipacién de la interaccién de Rb, E2F6 y el
Retinoblastoma (Rb). En particular, nos interesaresaltar el papagrupo PcG en el desarrollo de cancer

del gen RetinoblastomaRl), cuyo silenciamiento a nivel La actividad mejor conocida y mas estudiada de la proteina Rb
epigenético parece estar involucrado en el desarrollo de procesas la capacidad de reprimir latranscripcion de los genes regulados
tumorales. Por tal motivo, es necesario poner en contexto Igor la familia de factores E2F. En la mayoria de las plantas y
importanciaRb. El genRb es uno de los genes supresores de animales, los miembros de la familia Rb proveen un freno
tumores mas estudiados. Esta localizado en el cromosoma 13 émportante en la actividad de los factores E2F, en consecuencia,
la posicion 13g14.2, en la Figura 4 se muestra un panorama déh ausencia de esta restriccion coloca a las células en un estado
contexto gendmico en el que se encueRiiaSe sabe que las  permisivo para proliferar y preparadas para responder a sefiales
mutaciones que ocurren en el g&gson claves en el desarrollo  pro-proliferativas. Las proteinas de la familia Rb bloquean la
de cancer infantil de retina, ademas se ha visto que en el 90% deanscripcién promovida por los factores E2F activadores (E2F1,
los casos de canceres humanos la proteina Rb es inactiva o @y 3) y activan la transcripcién de aquellos blancos en complejo
casos extremos no se sintefi%Zd. El hecho de identificaralgen  conlos E2F represores (E2F3b, 43/5En la Figura 2 se muestra

Rb inactivo, llevé a describirlo como un regulador de la el papel de la proteina supresora de tumores Rb y de algunos
proliferacion celular. Por otra parte, el descubrimiento de que lacomponentes de la via, o que en el pasado explicaba que la
sobre-expresion de la proteina Rb ocasionaba que las célulg®rdida de funcion, basicamente ocurria a nivel de proteina o por
fueran arrestadas en lafase G1 del ciclo, mientras que las célulasutaciones de su gen. Sin embargo, ahora se sabe, y es lo que
deficientes de Rb mostraban una acelerada transicion por la fasgueremos resaltar en esta revision, que la pérdida de funcion
G1, apoyé fuertemente la idea de que elRjeera un inhibidor supresora de tumores puede ocurrir mediante acciones
del ciclo celuldfy. En los casos clinicos de retinoblastoma epigenéticas orquestadas por Polycomb, los factores E2F (en
familiar, se hereda una mutaciér/sen lalineagerminal,ylos  particular E2F6) y por el mismo Rb, asi como por lainterrelacion
individuos afectados desarrollan tumores en la retina cuando seon otros factores epigenéticos como HDACs, HMTs, DNMTs
inactiva genéticamente el segundo alelo, lo que se considerg la proteina HP1. Dos ejemplos de la actividad epigenética de
como el paso limitante en el desarrollo de cancer. El estudio déa proteina Rb son: el primero, un estudio del locu8't&n

Cromosoma 13, Localizacion: 13914.2
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Figura 4. Paisaje gen6mico del gen Rb. Se muestra de arriba hacia abajo la localizaci6én genémica de Rb y genes adyacentes y las
islas CpG asociadas al gen [modificado de http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgGateway].
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2007, donde se demostrd que la incorporacion de la marcanecanismos de silenciamiento epigenético de los genes
H3K27me3 llevada a cabo por PRC2, no ocurria o disminuia ersupresores de tumores. En particular es necesario profundizar en
ausencia de proteinas funcionales de la famili& RBl otro las relaciones de E2F6 ademas de PcG, con otros componentes
ejemplo es el descrito por Longworth donde demostré que Rlepigenéticos como los ARNs no-codificantes, los complejos
estainvolucrado enlos procesos de compactacién de lacromatim@modeladores dependientes de ATP, las HDACs, HMTs y
gue ocurre en la mitosis, en la senescencia y la formacion y/dHATs, con la finalidad de enriquecer el conocimiento de sus
redistribucion de heterocromatina, es decir, Rb y los otrosmecanismos de accion.

miembros de lafamilia participan en laformaciény organizacion
de dominios transcripcional&s

|
PRC2 t

Sin embargo, como se menciond, la pérdida de funcién no sél¢ e
ocurre anivel de la proteina Rb, incluso elgbmismo, puede
ser desregulado epigenéticamente, lo cual ha sido tema d¢l
interés del grupo y es actualmente una de las areas dg
investigacion. De hecho existen resultados que demuestran qye
uno de los mecanismos de regulacién epigenética del promotdr
del gerRh es llevado a cabo por el factor CT@HNo obstante,
existen otros factores que pueden contribuir a esta regulacioér).
Basados en esta hipétesis, realizamos un andlisis bioinformaticp
de la secuencia del promoRiny se identificd un sitio de unién -4
a factores E2F en el cual, en teoria, todos los miembros de ega TR
familia se pueden unir. Sin embargo, sabemos por resultadog
experimentales, que en particular en el promotor deRipen .
preferentemente E2F6, es el que se une. Asi mismo, se investigé PRC2

Salaset al, datos no publicados]. Integrando las evidencias

experimentales que hemos descrito, es factible predecir un

interrelacion entre las tres familias (Figura 5). Es decir, E2F6 y PcQ F
interactan y se ha demostrado que esta relacion tiene efectgs PRC1

en la expresion de genes y que, en algunos casos, ademas tigne Q‘-‘_

estas evidencias podemos postular una posible relacion ¢

interrelacion Rb-E2F6-PcG, que no sélo explicariala pérdida dg

funcién y/o actividad dRb, sino de otros genes, supresores de

tumores 0 no, que en su region promotora tenga sitios de uniop

afactores E2F, especificamente E2F6.

;romamr R!

12

el efecto de la sobre-expresion del factor E2F6 sobre la actividadl

del promotorRby se encontré que ésta disminuye [Davalos-

consecuencias en el desarrollo de cancer. Por otra parte, la '

actividad de E2F6Rbestan aparentemente relacionadas, y con Tomiar i
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Dados los diversos procesos en los que participan los gene
regulados por las proteinas de la familia E2F, resulta necesari
seguir profundizando en lo relevante de su funcién dentro de la
fisiologia celulary, enparticular, enlaregulaciéon del ciclo celular.
La especificidad de los factores E2F por el gen blanco esta dada
por el subtipo de factor E2F (activador o represor) y por la unién
conalguna proteina DP particular. Por otra parte, los factores E2
no clasicos (E2F6, 7 y 8), hasta ahora son los menos estudiadés
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y enlos cuales habra que profundizar mas para conocer con mejbigura 5. Modelo de un posible mecanismo de inactivacién del

detalle sumecanismo de acciény su participacionenla represiéﬁ'_e

n supresor de tumores Rb. En la parte superior de la figura
muestra la participacién de las proteinas PcG y E2F6 en la

transcripcional, dado que no interaccionan con las proteinas dfactivacién del promotor Rb. En la parte inferior de la figura
la familia Rb, como los E2F clasicos. Asi mismo, faltan mas se resumen los posibles cambios que ocurren en el metabolismo

estudios para empezar a entender la relacion entre reguladoréé

epigenéticos con familias como Polycomb y los diversosdel desarrollo de tumores.

fisiologia celular, asi como las seis capacidades que adquieren
células transformadas que al acumularse son responsables
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