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Resumen
La regulacion transcripcional se da a tres niveles: 1) Cromosoma, 2) Dominio y 3) local.
En el laboratorio, nos hemos interesado en el estudio de los dos ultimos niveles de
regulacion. Usando como modelos los dominios a- y B-globina de pollo, nosotros
decidimos plantear dos proyectos para la realizacién de la presente tesis. A nivel de
dominio, nos concentramos en el estudio de un elemento tipo “insulator”, conocido
como cHS4, localizado en el dominio B-globina de pollo, el cual delimita dicho dominio
de una region de heterocromatina (16 kb). Dicho elemento posee la capacidad de
proteger transgenes contra el microambiente al cual se someten, evitando su
silenciamiento, asi como permitiendo una expresion estable y sostenida de éstos. Ha
sido propuesto que dicha habilidad del “insulator” se basa en el reclutamiento de
complejos remodeladores de cromatina que acetilan y metilan histonas, lo cual permite
el establecimiento y propagacién de marcas de cromatina abierta que aislan al transgen
del microambiente cromatinico exterior. De esta manera, nuestro interés se centrd en
determinar si la integracion dirigida de un transgen flanqueado con el cHS4 a una
region de heterocromatina constitutiva (Teldmero) permite la proteccion de la expresion
de mencionado transgen contra el silenciamiento. Nuestros datos muestran que la
presencia de secuencias teloméricas provoca un silenciamiento drastico de los
transgenes sin “insulators” analizados, y dicho silenciamiento, conocido como efecto de
posicion telémerico, es provocado por desacetilacion de histonas y metilacion del ADN.
Por su parte, transgenes protegidos con el cHS4 permitieron una expresion sostenida
del transgen, sugiriendo que el cHS4 protege contra efectos de posicion teloméricos. El
andlisis de modificaciones epigenéticas nos permiti6 determinar que en el contexto
telomérico, el transgen mantiene una presencia significativa de marcas de cromatina
abierta como la metilacién de histonas, pero no asi de acetilacion. Nuestros resultados
muestran evidencia contraria a la ya descrita, pero deja al descubierto la propuesta que
el mecanismo de proteccion de transgenes por parte del cHS4 depende del contexto al
gue se encuentre.

En cuanto a la regulacién transcripcional a nivel local, se decidi6 estudiar los
mecanismos genéticos y epigenéticos que controlan la expresion de los genes del
dominio a-globina de pollo. Dicho dominio posee tres genes, el gen embrionario = y los

genes adultos o y o, los cuales son regulados durante el desarrollo y la diferenciacién



eritroide. El dominio a-globina de pollo posee un elemento tipo enhancer, el cual se
encuentra constituido por tres sitios de unién al factor GATA-1, localizado rio abajo de
los genes globina. El andlisis bioinformético de las regiones aledafias al enhancer
permiti6 caracterizar una region de 120 pb localizadas rio abajo del enhancer
conservadas en el pato y en el pollo. Inicialmente, nosotros evaluamos si dicha region
es de relevancia para la funcion del enhancer. Nuestros resultados muestran que la
region de 120 pb modula la funcion del enhancer durante la diferenciacién. Dicha
modulacion se basa en la co-existencia e interaccion de GATA-1y YY1 sobre la region
de 120 pb. Asi mismo, al evaluar el efecto de dicho enhancer sobre los 3 promotores a-
globina, encontramos que dicho efecto es diferencial, con una marcada preferencia de
trans-activacion por el promotor embrionario. A través del uso de inhibidores de la
metilacion del ADN, detectamos que el gen embrionario © se encuentra metilado en el
locus enddgeno. La metilacion local del ADN evita que el promotor del gen embrionario
sea activado en etapas adultas, asi mismo sugerimos que dicha marca epigenética es
establecida en etapas tempranas de la diferenciaciéon adulta. La manutencion de la
metilacion sobre el promotor embrionario es dependiente de MeCP2. En resumen, la
regulaciéon de genes globina a nivel de dominio y local es mas compleja que lo
previamente reportado, involucrando elementos que actlan en los dos niveles de

regulacién abordados en esta tesis, es decir, tanto a nivel local como de dominio.



Abstract
Transcription regulation can be studied at three differents levels: chromosome, domain
and local level. During the last 10 years, our laboratory has been interested in studying
the local and genomic domain regulation levels, using the chicken globin loci as models.
These loci, composed by the o- and B-globin group of genes, are a complex system
widely used for analysis of eukaryotic gene expression. Two questions were adressed
for the development of this thesis. For the domain level, we choose the chicken B-globin
cHS4 insulator from the B-globin domain, which is located at the 5" end of the domain
and establish the boundary between a 16 kb heterochromatic region and the B-globin
locus. The cHS4 insulator can protect a transgene against chromosomal position effects
allowing a stable and constant expression of a linked reporter gene. It has been
suggested that this protection is due to the active recruitment of chromatin remodelers to
the insulator, like histone acetyltransferase and histone methyltransferases. However, it
is not clear whether the cHS4 insulator is able to protect transgen expression against the
silencing effect of a constitutive source of heterochromatin, like telomeres. Using either
an insulated or a non-insulated transgene flanked with telomeric repeats, we targeted
the transgene integration at a telomeric region. The integration of a non-insulated
transgene at the telomere resulted in a dramatic alteration of transcription, including a
rapid silencing of expression. This phenomenon is known as telomeric position effect
and is mainly dependent on DNA methylation and histone deacetylation. Nevertheless,
the integration of cHS4 insulated transgene had no effect over the expression of the
reporter, even after 100 days of continuous culture in absence of selection, showing that
the cHS4 insulator protects against telomeric position effects. The analysis of epigenetic
marks demostrated the establishment of open chromatin marks in the insulated
transgene, including dimethylation of lisine 4 and 79 of histone H3. However, acetylation
marks are absent from the transgen, supporting the idea that this modification is not
required by the cHS4 insulator for the establishment of an open transcription domain at
the telomere. In other words, our work proposes that the cHS4 insulator may adapt by
itself to the environment where it is integrated in order to keep its protective role.

At the local regulatory level, we decided to use the chicken a-globin domain,

D

which is composed by three genes, the embrionic = gene and the adult o® and o®

genes. These genes are regulated along erythroid development and differentiation and



the major known regulator is a silencer/enhancer element located side-by-side at the 3’
end of the domain. The enhancer was initially identified as a DNA sequence mainly
composed by three GATA-1 binding sites. Sequence comparison between duck and
chicken allowed identifying a conserved 120-bp region downstream of the enhancer, but
its relevance is not clear. Curiously, it is not clear whether the enhancer is selective for a
specific a-globin promoter, even less the relevance of the conserved 120-bp DNA-
fragment for the enhancer function. We first addressed the function of the conserved
120-bp fragment in the context of the enhancer function. Using an array of transient
transfection, point-mutation and GATA-1 over-expression assays, we found that the 120-
bp element can modulate the enhancer trans-activation ability differentialy during
development and differentiation. The modulation depends on GATA-1 interaction with an
ubiquitously-expressed transcription factor, named Ying Yang 1. Interestingly, the
enhancer can trans-activate the expression of the three a-globin promoters at different
levels, showing a preference for the embrionic = promoter during all the studied stages
of erythroid development and differentiation.

It is known that the a-globin genes are developmentally regulated. This is
suggested by the transient expression of the embryonic = gene until the 5" day post-
coitum, when a-globin switching off takes place, silencing the embryonic gene and
turning on the expression of the adult genes. Although the expression of the = gene is
restricted to erythrocytes between 5™ to 7" day postcoitum, our data show a latent ability
to trans-activate the expression of the embryonic gene in adult stages during
development. Curiously, the promoter of the © gene in adult stages exhibits a stable
DNA methylation pattern and its inhibition produces the reactivation of the embryonic =
gene in adult-committed erythroblasts. However, the methylation-dependent associated
machinery is not recruited to the promoter until the last stages of differentiation, when
the adult genes are being expressed. On the other hand, chromatin immunoprecipitation
allows us to suggest that the transcription factor composition of the embryonic promoter
is simpler than the adult promoters, and this simplicity seems to be responsible for the
potential activation in adult committed erythroblast. In general our results support that
epigenetic mechanisms, mainly DNA methylation, are needed in order to avoid the early
expression of the embryonic gene in adult stages offering a novel view of globin
regulation.
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ADN- Acido desoxiribonucleico

ARN- Acido ribonucleico

LCR- Region de control del locus

cHS4- Sitio de hipersensibilidad 4 del dominio B-globina de pollo
CRDA- Complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP
H3K9me3- Di-metilacion de la lisina 9 de la histona H3
H4K20me3- Di-metilacion de la lisina 20 de la histona H4
H3K4me2- Di-metilacion de la lisina 4 de la histona H3
H3K79me2- Di-metilacion de la lisina 79 de la histona H3

ChIP- Inmunoprecipitacion de cromatina

TSA- Tricostatina A

5azaC- 5-aza-2'-deoxicitidina



1. Introduccién

Hasta antes de los anos 90, el atributo principal conferido al nucleo celular fue el
contener a un universo de genes, que constituyen la base de los principales
mecanismos de herencia y procesos bioquimicos que perpetdan la vida celular. Por lo
tanto, el conocer la cantidad de genes que conforman el genoma, sus productos
potenciales y sus mecanismos de regulacidén se volvioé una prioridad. En este ambito, los
estudios se realizaron considerando que el ADN se encontraba “desnudo” con lo que se
consideraba que toda la maquinaria transcripcional tenia libre acceso. Aunque dichos
estudios proporcionaron conceptos basicos para un entendimiento inicial de la
regulacion génica, ha sido necesario considerar que el ADN no se encuentra en forma
lineal y “desnudo”; por lo que muchos conceptos se han replanteado. El genoma de un
organismo eucarionte se organiza en una serie de estructuras que han mostrado ser
fundamentales para efectuar diversas funciones. El ADN se asocia con un conjunto de
proteinas, conocidas como histonas, constituyendo lo que se conoce como “Cromatina”.
Esta estructura nucleoprotéica posee una organizacion, regulaciéon y localizacion
definida dentro del nucleo celular. Dicha organizacién en conjunto con la participacion
de elementos reguladores que se localizan en el ADN permiten una regulaciéon fina y
especifica, la cual dicta los patrones de expresion para cada gen en un momento y
tejido dado de un organismo.

Durante los ultimos afos el ndcleo ha resultado ser un universo de secretos
sorprendentes e insospechados. De ser considerado como un “plato con espagueti”
donde el genoma no poseia una organizacion definida, el nucleo se ha convertido en un
organelo cuya organizacion es fundamental para la regulacién y dinamica de la

expresion genica. Durante mucho tiempo, la atencion se centrd en las regiones donde
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se encuentran los genes, asi mismo se planteé que el resto de genoma estaba
constituido por “ADN basura”. Sin embargo, durante los ultimos 20 afos ha sido
evidente que este adjetivo no es tan real y ha sido injustamente usado. Con base en
que sélo el 2% del genoma humano contiene secuencias codificantes, resulta intrigante
cuestionar por qué las células incrementaron de manera significativa la cantidad de
ADN y no asi el numero de genes a lo largo de la evolucidén. De lo anterior surgieron
diversas preguntas con el fin de entender como es que un organismo tan complejo
como el ser humano aun preserva millones de pares de bases de ADN sin “ninguna”
aparente funcion (secuencias no-codificantes). En la actualidad se considera que
procesos tan complejos y vitales como diferenciacién, desarrollo, meiosis y mitosis,
tener una dependencia tanto funcional como estructural hacia el ADN no-codificante.
Por lo anterior, en esta tesis se pretende mostrar un panorama mas amplio de la
relevancia de los elementos de regulacion localizados en el ADN no-codificante, con la

finalidad de reivindicar su importancia en diversos procesos biol6gicos.
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2. Regulacion transcripcional

La regulacion de los genes eucariontes esta dada por una serie de elementos en
cis codificados en la cadena del ADN, los cuales son necesarios para que la maquinaria
transcripcional pueda establecer la presencia de un gen. Los principales elementos en
cis que controlan la expresién de los genes son los promotores y los elementos de
regulacion a distancia (Figura 1). El promotor es la region localizada cercana al sitio de
inicio de la transcripcidén y esta compuesto por un elemento minimo (+/- 30 pares de
bases del sitio +1) y por elementos de regulacion proximales. El elemento minimo esta
constituido frecuentemente por una secuencia Py.CAPys (Py: pirimidina) localizada
entre -3 a +5 conocida como iniciador, asi como una secuencia TATA (caja TATA)
localizada alrededor del nucleétido -25. Durante los dltimos afios otras dos nuevas
secuencias han sido caracterizadas, el elemento de unién al factor TFIIB, conocido
como BRE vy, por otro lado, el elemento DPE —del inglés “donwstream promoter
element’-, localizado usualmente alrededor del nucleétido +25. Diversos promotores
poseen uno o varios de estos elementos, sin embargo existe evidencia que sugiere que

en algunos casos estos elementos pueden ser dispensables entre si (Figura 1)(74).
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Figura 1.- Elementos de regulacion transcripcional. Los elementos de regulacion son los proximales y
distales. Los elementos proximales estan constituidos por elementos minimos y proximales, los cuales
reclutan a la maquinaria basal (RNA Polimerasa I, Il o lll, asi como factores transcripcionales —TFs-) y a
factores transcripcionales especificos de tejido, respectivamente (TBP, proteina de unién a la secuencia
TATA; TAF, Proteina asociada a TBP). Por su parte, los elementos distales estan involucrados en la
regulacion en tiempo y espacio de genes especificos. Estos elementos reclutan a factores especificos de
tejido que actlan sobre su promotor blanco de manera independiente a la distancia entre ellos.

El elemento minimo es la secuencia de ADN reconocida por los factores generales de la
transcripcion —maquinaria basal- y que posee la capacidad de mediar la iniciacion
correcta y basal de la transcripcidon, al menos en condiciones in vitro. Por otro lado y
cubriendo un area de 400 pares de bases (pb) rio arriba del sitio +30, usualmente se
localizan los elementos proximales del promotor y, frecuentemente, contienen sitios de
union a factores de transcripcién (143). La union de activadores o represores a este
elemento, en cooperacién con la maquinaria basal, coordinan y permiten un incremento
mayor en los niveles de expresion de un gen, asi como una regulacién mas especifica
del proceso en tiempo y espacio (74).

Los elementos de regulacion a distancia son secuencias localizadas en regiones

del genoma que van de unas cuantas decenas de pares de bases a cientos de pares
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bases del promotor, sin importar su posicion respecto a éste. Dentro de estos
elementos podemos encontrar secuencias potenciadoras y silenciadoras de la
transcripcion. Funcionalmente, los potenciadores o enhancers se definen como
secuencias que incrementan la transcripciéon de un promotor, de manera independiente
de su posicidon y orientaciéon (61, 178). Dentro de este tipo de elementos podemos
encontrar a los elementos de control del locus (LCRs) y a potenciadores -enhancers-
(ver mas adelante). Por otro lado, existen elementos que poseen el efecto contrario al
disminuir los niveles de expresion de un gen, conocidos como silenciadores; la
funcionalidad de estos elementos también es independiente de la orientacion y posicion
(43). Como se puede apreciar, la regulacion génica es compleja tanto por los
componentes como por los mecanismos que se utilizan. Asi mismo, el panorama se
complica al contemplar el entorno gendémico y la organizacién cromatinica que el

genoma adquiere tanto a nivel local de un gen como a nivel cromosémico.

2.1 Transcripcion por la RNA Polimerasa Il

En eucariontes la transcripcion de los diferentes mensajes codificados en el
genoma es realizado por 3 diferentes RNA polimerasas, la cuales se denominan |, Il y
lll. Dentro de estas, la RNA polimerasa Il (RNA Pol Il) es la responsable de producir la
mayoria de los ARN mensajeros que codifican para proteinas. Esta polimerasa es un
complejo proteico de gran tamafo (>500 kDa) compuestos de 8-14 subunidades.
Funcionalmente, la RNA Pol Il es incapaz de iniciar la transcripcién por si misma,
debido a que requiere de un conjunto minimo de factores de transcripcion auxiliares,
gue en su conjunto se le conoce como maquinaria basal. Este concepto va de la mano

con la definicién de un promotor minimo, ya que es la secuencia minima requerida para
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que dicha maquinaria basal inicie la transcripcion (74). El paso inicial en la formacién
del complejo es el reclutamiento del factor TFIID a la caja TATA. Este factor posee dos
componentes esenciales, una proteina que reconoce la secuencia TATA, denominada
TBP —del inglés “TATA binding protein”; asi como un numero variable de factores
asociados a la proteina TBP, llamadas TAFs — del inglés “TBP-associated factors”-
(Figura 1) (103). Diferentes TAFs pueden unirse a la TBP y, de esta manera, discriminar
entre los diferentes promotores a activar. Asi mismo, la expresidén diferencial de las
TAFs modula y determina el patron de expresidon de ciertos genes, con el fin de
seleccionar el promotor a activar. Existen TAFs con estructuras o dominios proteicos
similares al dominio central de las histonas (143), y cuya presencia en el complejo de
iniciacion resulta fundamental para la expresion de genes especificos en levadura (117).
Asi mismo, algunas TAFs poseen actividad de acetiltransferasa de histonas, la cual se
ha sugerido que es relevante para la remodelacion estructural del promotor (ver mas
adelante) (74). Por otro lado, la unién de la TAFllx3 con TBP y evita que cualquier
secuencia TATA en el genoma sea reconocida, ya que la regién de interaccion sobre la
TAF mimetiza el surco menor de dicha secuencia. Una vez reconocido el blanco sobre
el promotor, TFIIA se incorpora al complejo establecido y desplaza a la TAF230 y
favorece el desplazamiento del TBP sobre la regién +30 hacia +10. TBP puede ejercer
una torsién sobre el ADN del promotor con el objetivo de favorecer la exposicion del
BRE vy el posterior reconocimiento por TFIIB (111). La subsecuente incorporacion de
TFIIB en la region posterior a TBP estabiliza el complejo y al parecer expone la
superficie necesaria para la incorporacion de la RNA polimerasa. Posteriormente, el
factor TFIIF, acoplado a la RNA polimerasa, permite el posicionamiento de la

polimerasa sobre el promotor. Sin embargo, el inicio de la transcripcién se da hasta que
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los factores TFIIE, H y J son incorporados al complejo en el orden que se mencionan.
TFIIH, quien posee actividad de cinasa, helicasa y ATPasa, fosforila el extremo
carboxilo de la RNA polimerasa Il. Dicho extremo carboxilo consiste de 25-52
repeticiones del heptamero YSPTSPS, denominado como CTD — del inglés “Carboxyl-
Terminal Domain”- el cual se hiperfosforila en los residuos de serina causando la
liberacién de la polimerasa del promotor y el inicio de la transcripcion. Conforme las
investigaciones han avanzado, este proceso ha mostrado ser mas complejo, dado que
necesita del reclutamiento de diferentes y nuevas entidades proteicas para lograr el
adecuado reconocimiento del promotor blanco.

Como ya se menciond, los factores transcripcionales (activadores) pueden
identificar a sus secuencias blanco sobre elementos proximales del promotor (dentro de
las 400 pb rio arriba del sitio +30); esta unibn es necesaria para identificar los
promotores en el contexto de la compleja organizacion que representa la cromatina (ver
mas adelante). Por lo que se sugiere que, dentro de los pasos previos a la interaccién
con la maquinaria basal, el reconocimiento de factores transcripcionales sobre el
promotor es fundamental para remodelar la estructura de la cromatina que posee el
promotor. Un ejemplo de esta situacién ocurre sobre el promotor del gen del interferdn
beta en linfocitos T, en la cual el factor NF-kB interacciona con su secuencia blanco en
su secuencia promotora. Dicha unidén permite la atraccion de complejos de remodelaje
dependientes de ATP (SWI/SNF) junto con acetiltransferasas de histonas (1). El
promotor descubierto o remodelado, finalmente es identificado por la maquinaria basal
de transcripcion, contribuyendo al inicio de la expresion del gen bajo su control. En
resumen, la combinacion adecuada entre secuencias en cis, la maquinaria basal,

factores generales de transcripcidén y asociados, asi como actividades enziméaticas que
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remodelan la estructura de la cromatina es fundamental para llevar a cabo la expresion

especifica de los genes.

2.2 Enhancers y regiones de control del locus (LCR)

Existen ciertos genes cuya regulacion necesita ser controlada de manera
especifica de acuerdo al tejido y al momento en donde se deben de expresar, y cuyas
secuencias promotoras nos son suficientes para proporcionar niveles adecuados de sus
productos proteicos. En estas circunstancias, los genes hacen uso de elementos que
potencian la actividad transcripcional del promotor y que pueden actuar sobre distancias
largas. Dentro de estos elementos encontramos a los potenciadores o enhancers, asi
como a los elementos de control del locus (LCR) (61, 178). Funcionalmente, estos
elementos son definidos como secuencias que incrementan la transcripcién de un
promotor ligado a éste y que actian de manera independiente a la orientacién y
posicidn respecto al promotor que regulan. La caracterizacion de estos es, inicialmente,
realizada a través de ensayos de sensibilidad al corte por la endonucleasa DNasa |;
usualmente los sitios hipersensibles al corte por esta enzima —sin incluir a las regiones
promotoras- correlacionan con algun elemento a distancia (53).

Los potenciadores o enhancers son elementos en cis cuya secuencia se
organiza de forma modular y especifica, a la cual se unen diversos factores
transcripcionales tanto tejido especificos como ubicuos (53). Dichos elementos pueden
ser regulados a través de modificar post-traduccionalmente a las entidades proteicas
reclutadas a éstos (43). Hasta el momento, estudios genéticos y moleculares han

ayudado a la caracterizacion de varios elementos tipo enhancer tanto en genes tejido
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especifico como en genes constitutivos. A pesar de ello, aun persisten dudas en cuanto
a sus mecanismos y modos de accién.

Los LCRs por su parte son elementos potenciadores localizados a grandes
distancias de los genes que modifican. Estos elementos tienen una actividad tejido
especifica, y sus blancos son genes que necesitan ser expresados en una determinada
etapa del desarrollo o diferenciacion (107). Usualmente, y a diferencia de los
enhancers, estos elementos estan constituidos por varios sitios de hipersensibilidad a la
DNasa | (SHD) cuya similitud a nivel de secuencia entre ellos no es un requisito,
aunque pueden compartir sitios de unién a los mismos factores. La organizacion de
cada uno de estos sitios de hipersensibilidad es modular y resulta importante remarcar
su funcion es tejido especifica. Funcionalmente, los LCRs se definen por su capacidad
de incrementar la transcripcién de un promotor unido a éste de manera dependiente al
namero de copias e independiente al sitio de integracion tanto en ratones transgénicos
como en un contexto estable en células en cultivo (40). La funcién de los enhancers con
respecto a los LCRs es distinto, con base en que los potenciadores que actuan sobre
secuencias transgénicas no son funcionales en todos los sitios de integracion a los que
son integrados. Durante los afios 90s se propuso que los LCRs poseen ademas una
actividad de apertura de la cromatina, la cual favorece la expresidbn génica en la
mayoria de los contextos gendmicos a los que fueron incorporados (88, 91).

Los potenciadores son elementos que estan involucrados en dirigir el tiempo y la
especifidad de tejido en el que un gen debe ser expresado. Se ha sugerido que estos
elementos son primero identificados por factores especificos, y existe evidencia de que
la maquinaria transcripcional (RNA pol Il y TAFs) pueden ser reclutada (104, 105).

Posteriormente, la maquinaria es trasladada al promotor para remodelarlo y facilitar el
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inicio de la transcripcion. En consecuencia durante el proceso de activacion
transcripcional, los potenciadores y promotores, separados por distancias
considerables, deben de encontrarse fisicamente cercanos para iniciar la transcripcion
(43). Sin embargo, hasta el momento no queda claro como los potenciadores realizan
dicho proceso de reconocimiento a distancia. Evidencia genética y bioquimica ha
permitido apoyar 3 modelos (Figura 2):

1) Modelos de formacion de asas. En este modelo la organizacion del genoma en
cromatina y su subsiguiente estructuracién en asas cromatinicas podria permitir que
elementos que se encuentran a grandes distancias se aproximen e incluso se asocien.
Lo anterior con base en un estudio denominado de 3C (captura conformacional del
cromosoma), que permite, experimentalmente, demostrar que dos secuencias
gendmicas -linealmente distantes- se encuentren en contacto o fisicamente cercanas
(25, 26). Dicha estrategia utiliza la inmovilizacién de la cromatina a través de un proceso
reversible de fijacién con formaldehido. Posteriormente, la cromatina es digerida con
enzimas de restriccion y religada, para posteriormente realizar amplificaciones de ADN
usando oligonucleétidos de las dos regiones distantes a analizar, en espera de aislar
una secuencia bien definida. De esta manera se ha encontrado que estos elementos
pueden coexistir en un area relativamente cercana. Esta cercania favorece la formacion
de holocomplejos que agrupan de manera altamente especifica tanto a factores
transcripcionales como remodeladores de la cromatina, con la finalidad de activar la
transcripcion de un gen de manera especifica (61).

2) Modelo de interacciéon facilitada. En este modelo se propone que existen
proteinas que se localizan a lo largo de la fibra de cromatina y sirven como un puente

estructural para identificar y atraer al promotor blanco. Esto con base en experimentos
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de genética en Drosophila y al descubrimiento de proteinas como Chip (proteina de
union a dominio LIM), las cuales son requeridas para la actividad maxima de ciertos
enhancers en Drosophila. Chip puede interaccionar entre proteinas LIM reclutadas por
factores del enhancer, y cuyos sitios de unién estan interpuestos entre dichos
elementos y promotores. Este tipo de proteinas podrian facilitar la identificacién del

promotor blanco por la maquinaria transcripcional reclutada a los enhancers (25).

s—e= —(Cg=
/

BOB CRIMI

Figura 2.- Modelos de interaccion de elementos distales con promotores. Un elemento a distancia
podria, a través de la formaciéon de un asa, interaccionar con su promotor blanco. Por otro lado, el
enhancer y la maquinaria asociada a el podria rastrear sobre la cromatina hasta localizar el promotor
blanco. O finalmente, proteinas facilitadoras ayudarian al enhancer a encontrar a su promotor blanco.
Estos modelos no son excluyentes entre si. Esquema tomado de Bulger M.,(26) .

3.- Modelo de rastreo. En este modelo se propone que la maquinaria transcripcional es
inicialmente reclutada en el enhancer o el LCR, e inicia un rastreo a lo largo de la
cromatina hasta encontrar su promotor blanco. Si consideramos este modelo como
valido, la actividad basal de la RNA polimerasa permitiria la transcripcién de regiones
intergénicas. Con el uso de sondas especificas, se han caracterizado recientemente

transcritos intergénicos, los cuales abarcan largas areas genémicas sobrelapando o no
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con secuencias codificantes. Se ha postulado que la transcripcién de estos ARNs es
una manera de mantener abierta una region transcripcionalmente activa (61). La
actividad basal de la transcripcion podria reclutar la maquinaria necesaria para
mantener remodelada la cromatina durante el tiempo que un gen sea activado por un
potenciador.

El espectro de elementos analizados y los resultados hasta el momento
obtenidos no permiten establecer qué modelo es el correcto a nivel molecular, sin
embargo, se considera més viable que estos modelos no sean excluyentes entre si.
Hasta el momento, diversos grupos de investigacion estan abocados a conocer el

mecanismo exacto de funcién de los elementos a distancia.

3. Organizacion del genoma en cromatina

3.1 Definicion y componentes

Una célula de vertebrados posee alrededor de 2-4 metros de ADN compactados en una
estructura de apenas 10 um de didmetro -el ndcleo-. Para alcanzar dicha compactacion,
las células organizan el ADN en cromatina, la cual consiste en la asociacién del ADN
con un conjunto de proteinas, denominadas histonas, con la finalidad principal de
compactar el genoma y lograr contenerlo al interior del nucleo (55). La unidad
fundamental de la cromatina es el nucleosoma, el cual abarca aproximadamente 146
pb de ADN (Figura 3) contactando de manera externa a un octamero de histonas.
Dicho octamero consiste en un par de cada una de las histonas H2A, H2B, H3 y H4. El
nucleosoma, quien representa el nivel primario de organizacién del genoma, compacta
alrededor de 6 veces el ADN. Cada nucleosoma esta asociado al nucleosoma vecino

por un fragmento de ADN que va de 40-60 pb, regién denominada internucleosomal. A
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nivel microscépico, dichos nucleosomas dispuestos sobre el ADN forman una fibra cuyo
grosor es de alrededor de 10 nm (Figura 3)(55). El siguiente nivel de organizacion esta
constituido por un conjunto de 6 nucleosomas cuya estructura posee un diametro de 30
nm, conocida como solenoide. Dicho conjunto de nucleosomas provoca una
compactacién total de 50 veces. Esta estructura es estabilizada por una quinta histona
que no forma parte del nucleosoma, conocida como H1 (ver mas adelante), y contribuye
a la formaciéon de una estructura tipo zig-zag. Dicho rearreglo es posteriormente
compactado a una estructura conocida como solenoide, a través del reclutamiento de
proteinas accesorias. Dichas proteinas, incluyendo a la histona H1, interaccionan con
las regiones internucleosomales estabilizando la estructura de 30 nm contribuyendo a la
formacién de los subsecuentes niveles de compactacién. Interesantemente, evidencias
experimentales, respaldadas por célculos matematicos, proponen que dicha fibra es en
donde se llevan a cabo los principales procesos de regulacion génica, ya que el area
del nucleo no seria suficiente si los genes activos se encontraran organizados en la
fibra de 10 nm. La fibra de 30 nm es posteriormente organizada y/o estructurada
favoreciendo la formacion de asas cromatinicas abarcando areas genémicas de incluso
cientos de kilobases, las cuales pudieran constituir dominios génicos. Posteriormente,
diversos niveles de compactacion mas complejos contribuyen a la formacién de una
fibra de 240 nm, la cual puede ser identificada como la base para la formacién de los
cromosomas metafasicos. Esta organizacién permite compactar el ADN alrededor de
10,000 veces (55). Sin embargo, al igual que en las estructuras previas a su formacion,
aun no ha podido ser descifrada. Como ya se menciond, el maximo grado de
compactacién se da durante la mitosis, pero qué ocurre en células que se encuentran

en interfase? La respuesta a la pregunta anterior esta bajo intensa investigacién, sin
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embargo varios estudios apuntan a que cada cromosoma ocupa una region discreta del
nucleo, denominado territorio cromosdémico, en este espacio nuclear las secuencias a
ser ftranscritas y las secuencias no-codificantes se encuentran aparentemente
distribuidas de manera no aleatoria. En este nivel, diversos grupos proponen que el
patrén de expresién de un cromosoma se sustenta en 3 factores, 1) el patron de genes
a expresarse en un tejido, 2) el orden lineal de éstos y 3) la organizacion topolégica que
la cromatina presenta dentro de cada territorio al interior del nucleo. En otras palabras,
el patron especifico de expresiéon se define por la suma de secuencias de eucromatina y
heterocromatina que cada cromosoma posee; ademas su distribucién tri-dimensional al
interior del nucleo contribuye a la regulacion diferencial de los genes (96). Asi, diversos
esfuerzos estdn en marcha con el fin de entender como se organizan y cuales son los
componentes de ambos tipos de cromatina.

Funcionalmente, el compactar el ADN en cromatina impone per se un
impedimento o control sobre diversos procesos, lo anterior como consecuencia de una
reducida accesibilidad a ciertas secuencias o regiones del genoma. Por ejemplo, las
zonas de eucromatina son duplicadas primero respecto a las de heterocromatina
ocurriendo en la parte final de la fase S del ciclo celular (24). En transcripcion, un
regulador o la maquinaria basal de transcripcion podrian tener o no acceso a una regién
de regulacién de acuerdo al grado de compactacion de la cromatina. Aunque esto
parece una desventaja, el proceso de compactacién puede ser necesario para ocultar
secuencias regulatorias de genes que no son requeridos en un momento dado, lo cual
sugiere que este proceso es finamente regulado. Si dicha compactacion fuera un
proceso definitivo o irreversible, la célula podria estar en problemas al compactar, por

ejemplo, a un gen esencial involucrado en el control del ciclo celular. Afortunadamente,
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la célula eucarionte desarrolld6 mecanismos de compactacion, asi como mecanismos
que revierten de manera regulada dicho proceso.

Un pilar clave en la organizacién y compactacién de la cromatina es el conjunto
de factores cuya tarea es la de fomentar, mantener o alterar la asociacion de las
histonas con el ADN. En los factores encontrados existen histonas que que sufren
diversas modificaciones post-traduccionales como la metilacion del ADN, el
reclutamiento de diversos complejos proteicos que remodelan la cromatina, asi como de
proteinas estabilizadoras de la cromatina que influyen sobre la transcripcion de manera
positiva 0 negativa (53, 55). Estos procesos constituyen la base de lo que se conoce
como “Epigenética”, concepto asignado a los procesos que modifican el patron de

expresion de un gen sin involucrar cambios en la secuencia del ADN (Figura 2).
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Figura 3.- Niveles de compactacion del ADN. El ADN se enrolla alrededor de un octamero de histonas
para dar lugar al nucleosoma. El cual con la ayuda de la histona H1 se organiza en la fibra de 30 nm.
Posteriormente, esta fibra forma asas de gran tamafio que constituye parte fundamental de niveles
superiores de compactacion hasta la formaciéon de cromosomas metafasicos. Imagen inferior. Estructura
cristalografica del nucleosoma a una resolucion de 2.5 A. Esquema tomado de Felsenfeld y Groudine
(55).
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3.2 Modificaciones post-traduccionales de histonas

Las histonas son blanco de modificaciones post-traduccionales que alteran su
relacion con el ADN. El efecto de estas modificaciones sobre la expresion génica debe
de ser entendida en el contexto de la naturaleza de los componentes que conforman a
la cromatina. Las histonas son proteinas que poseen una carga positiva (basica)
intrinseca proporcionada por aminoacidos como la lisina, favoreciendo una asociacion
muy fuerte con el ADN (cuya carga neta es negativa por los grupos fosfatos de lo acidos
nucleicos). Por lo tanto, una modificacion en la carga de las histonas puede alterar la
estructura del nucleosoma y su asociacién con el ADN. Cada histona se encuentra
constituida por dos dominios estructurales denominados dominio tipo histona — del
inglés: “Histone fold”, o regién “core” y de caracteristicas globulares cuya funcion es la

de fomentar los contactos entre histonas y favorecer el enrrollamiento del ADN (55).

Nucleosoma

Regulacion Positiva Regulacion Negativa

*Acetilacién de histonas *Desacetilaciéon

*Metilacion de histonas << gt 24 e ' *Metilacion de histonas

*Fosforilacién : * Metilacién del ADN

*Complejo Trithorax (C"G)

(TrxG) *Complejo Polycomb
(PcG)

*Complejos de
remodelaje dependientes i *Complejos de remodelaje
de ATP dependientes de ATP

Figura 4.- Regulacion epigenética. Concepto asignado a la regulacién de la expresion génica sin
involucrar la secuencia del genoma. Dicha regulacién puede favorecer o reprimir la expresién de genes, a
través de una serie de modificaciones covalentes sobre el ADN (metilacién en dinucleétido CG) e
histonas (metilacion, acetilacion, fosforilacion, etc.), asi como del reclutamiento de complejos proteicos
qgue ayudan a modificar la estructura de la cromatina de manera dependiente de ATP o independiente de
ATP (Grupo Polycomb y Trithorax).
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La porcién amino terminal de las histonas representa regiones dinamicas que
sobresalen del nucleosoma, por lo que son un blanco facil de modificaciones post-
traduccionales, aunque el dominio central o “core” puede ser modificado por diversas
enzimas (77, 114, 175). Las principales modificaciones son acetilacién, metilacion,
fosforilacion, sumoilacion y ubiquitinacion. Cada una de estas modificaciones posee un
efecto definido sobre la dinamica nucleosomal (Tabla 1). Para lo anterior debemos de
considerar que hasta la fecha se han reportado al menos 20 diferentes sitios
modificables en las cuatro histonas (Figura 5), por lo que son necesarias nuevas
investigaciones para evaluar su papel en la formacién, manutencién o remodelaje de la
cromatina (64, 77, 114). Por lo tanto, si consideramos el numero de aminoacidos
modificables, podemos deducir que el universo de combinaciones que se pueden
formar es grande y dificil de definir experimentalmente. A esta serie de combinaciones
factibles que se encuentran sobre los nucleosomas se le conoce como “codigo de
histonas” (55). Por lo que resulta de gran relevancia desarrollar estrategias que
permitan el andlisis de dichas combinaciones de modificaciones post-traduccionales
para cada histona. Pero mas importante aun, definir cual es la funcién fisiolégica para
cada grupo de modificaciones especificas, en particular, desde una perspectiva

epigenética (Tabla 1).

3.2.1 Acetilacion de histonas

La acetilacién en histonas neutraliza la carga positiva de la lisina por lo que la
interaccién histonas-ADN se debilita; dicha reducciéon en carga positiva favorece un
mayor movimiento del nucleosoma y, por lo tanto, fomenta el proceso de transcripcién

(77). Las enzimas encargadas de dicho proceso son conocidas como acetiltransferasas
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de histonas (HAT; del inglés: “histone acetyltransferase”), entre las que podemos
encontrar a p300/CBP, Gcn5, PCAF entre otras. La especifidad de estas enzimas esta

en duda, ya que se han caracterizado multiples sustratos para cada una de ellas.

Tabla 1. Modificaciones post-traduccionales en las histonas

Modificacién Aminoacidos Histona Efecto
modificados
Fosforilacion Treonina H3, H4, H2A y Condensacion de
Serina H2B cromosomas
Acetilacion Lisina H3, H4, H2A y Activacion de
H2B genes
Mutilacion Lisina H3, H4, H2A y Activacion y
Arginina H2B represion de
genes
Ubiquitinacion Lisina H2A y H2B Activacion de
gene
Isomerizacién Prolina H3 Activacion de
genes

Se ha sugerido que la incorporacion de estas enzimas a complejos multiproteicos
determina en gran medida el péptido a modificar. Por otro lado, las enzimas que
revierten el proceso de acetilacién, conocidas como “desacetilasas de histonas”
(HDAC), estan involucradas en compactar la estructura de la cromatina y por lo tanto
reducir la activacion transcripcional (175). Estas enzimas remueven el grupo acetilo de
las lisinas y permiten la recuperacién de la carga positiva de dicho aminoacido (77). Un
aspecto critico de dichas enzimas es que no interaccionan directamente con el ADN,
por lo que su reclutamiento a su regién blanco es promovida por factores y co-factores

transcripcionales especificos (175). Existen 3 familias de HDACs las cuales son

clasificadas de acuerdo a su sensibilidad a compuestos que inhiben su actividad.
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Las familias 1 y 2 estan conformadas por mas de 10 miembros y son sensibles a
Tricostatina A (TSA); estas proteinas se diferencian entre si por lo dominios
estructurales que poseen (83). La familia 3 utiliza NAD como cofactor, por lo que su
funcion puede ser antagonizada por nicotinamida (83). Estas proteinas se han
encontrado asociadas a complejos represores, dentro de los que podemos destacar a
las proteinas que reconocen ADN metilado (ver mas adelante), por lo que su
participacion en procesos de represion y silenciamiento génico se encuentra
ampliamente establecido. Y su presencia es regulada a nivel transcripcional y post-
transcripcional, asi mismo, su funcién puede ser controlada a través de su incorporacion
selectiva dentro de complejos multiproteicos que modifican la organizacion de la
cromatina. Recientemente se han caracterizados compuestos celulares que regulan la
funcion de estas enzimas conocidos como inhibidores de HDACs. Estas moléculas junto
con compuestos sintéticos estan siendo estudiadas en detalle para su probable uso
terapéutico contra el cancer, con el fin de reactivar genes que permitan reinstaurar el

control del ciclo celular en células tumorales (9).

3.2.2 Metilacion de histonas

La metilacién de histonas no altera la carga neta de la lisina (114), por lo que su
efecto sobre la dinamica de la cromatina no depende de alteraciones en las
interacciones electrostaticas entre las histonas y el ADN. La metilacion de histonas sirve
como marca molecular o “ancla” para la unién especifica de proteinas estructurales, las
cuales provocan una relajacion o compactacion de la cromatina con el fin de coadyuvar
a la activacién o represion génica, respectivamente (133, 137, 181). Por ejemplo, la

metilacion de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me) por metiltransferasas de histonas
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esta asociada con procesos de activacion transcripcional, dada su presencia exclusiva
en genes transcripcionalmente activos (114). Por otro lado, la metilacién de la lisina 9
de la histona H3 estd asociada a una cromatina compacta a través de su
reconocimiento por la proteina de hetercromatina HP1. Esta proteina interacciona con la
histona a través de su cromodominio, y provoca la expansion de dicha metilacién
mediante su interaccion con la metiltransferasa de histonas SUV39h. Dicha
metiltransferasa permite la modificacion de las histonas aledafas y, por lo tanto, el
subsecuente reclutamiento en la inmediaciones de la proteina HP1 (102). Al parecer, la
metilacion de aminoacidos sirve como plataforma estructural que permite dictar un
cédigo de unién a proteinas especificas para modular la compactacién de una zona
definida del genoma.

La metilacién se definié como un proceso permanente e irreversible sobre zonas
especificas del genoma, por lo cual ha sido propuesta como una especie de memoria
epigenética. Esta marca permite perpetuar la informacién contenida en la cromatina a
través de procesos tan drasticos y vitales, como la replicacién y la mitosis. La
estabilidad de dicha marca epigenética podria representar un problema para genes
cuya presencia es requerida en lapsos de tiempo cortos, por ejemplo, interleucinas en
linfocitos. La cromatina de la mayoria de los genes inducibles se encuentra en una
estructura compacta (heterocromatina facultativa), correlacionando con una resistencia
generalizada al corte por nucleasas, asi como una presencia marcada en la metilacion
de la lisina 9 (131). En dicho contexto, ;Cémo es posible que estos genes puedan ser
transcritos? La reciente caracterizacion de proteinas con dominios Jumonji —JmjX-
(donde X representa al menos 3 familias denominadas de la A-C) ha cambiado el

concepto de que la metilacidn de histonas es permanente (154, 165, 166). Estas
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proteinas pertenecen a un grupo conocido como metaloenzimas (debido al uso de
metales inorganicos como cofactores). Estas se dividen en al menos 3 familias, dentro
de las cuales JmjD y C poseen diferentes afinidades por aminoacidos especificos de las
histonas (165). Aunque su regulacién y genes blanco no han sido caracterizados, se
cree que estas proteinas deben de formar parte de complejos de gran peso molecular
involucrados tanto en activacion como en represion transcripcional dependiendo de la
isoforma reclutada y el aminoacido blanco. Por otro lado, la conversién de argininas
metiladas a citrulina ha sido otro mecanismo por el cual la metilacién pudiera ser

reversible y asi modificar la organizacién y estado transcripcional de un gen.

3.2.3 Fosforilacion, ubiquitinacion e isomerizacion en histonas

La fosforilacion de las histonas esta relacionada con procesos de condensacion
de cromosomas, en especial durante la fase M del ciclo celular. La funcion de la
histona H1, involucrada en la compactacién de la cromatina, es regulada mediante su
fosforilacion en serinas por cinasas especificas, por ejemplo, la cinasa Aurora. Por otro
lado, la fosforilacion de aminoacidos sobre la histona H3 afecta el reclutamiento de
componentes epigenéticos a las lisinas aledafnas a los sitios fosforilables, como es la
serina 10 (59).

Por otro lado, la ubiquitinacion, la cual consiste en la adicion de un pequeno
péptido de secuencia especifica, la ubiquitina esta asociada con modificaciones
subsecuentes de las histonas. Lo anterior con base en que la inhibicion de la
ubiquitinacion impide el establecimiento de otras modificaciones, como la metilacion de
histonas. En levadura, la metilacion de la lisina 4 de la histona H3 es dependiente de la

previa ubiquitinacidn de la lisina 123 en la histona H2B (153). Al parecer su papel en la
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activacién transcripcional de genes es fundamental para establecer y permitir
modificaciones especificas que mantenga el estatus transcripcional.

La isomerizacion de la prolina es un mecanismo usado frecuentemente en la
regulacion de vias de transduccién de senales. La prolina de diversos péptidos puede
adoptar dos estados conformacionales distintos, cis o trans, con consecuencias directas
sobre la estructura secundaria de las proteinas (124). La isomerasa de prolinas Fpr4
interacciona con el extremo amino terminal de la histona H3, con el fin de catalizar
isomerizacion de las prolinas 30 y 38. Dicha isomerizacion inhibe la metilacion de la
lisina 36 de la histona H3 por la metiltransferasa de histona Set2. La eliminacion de la
actividad catalitica de la isomerasa Fpr4 incrementa los niveles de la metilacién de la
lisina 36 y, consecuentemente, da lugar a una activacion mas lenta de ciertos genes
inducibles (124). Por lo tanto, la isomerizacién de prolinas en las histonas emerge como
un mecanismo no-covalente que regula la transcripcion génica, a traves de mediar los
niveles de lisinas metiladas en las histonas. En resumen, cada dia se demuestra un
papel relevante para cada una de las modificaciones post-traduccionales que sufren las

histonas, y tanto su niumero como su funcién aumentan cada dia (Figura 5).

3.3 Metilacion del ADN

Esta modificacién epigenética sobre el ADN se caracteriza por la incorporacién de un
grupo metilo al carbono 5 de la citosina, siempre y cuando se encuentre en el contexto
del dinucleétido CG. Lo anterior es hecho por un grupo de proteinas especializadas
denominadas metiltransferasas de ADN (Dnmts). La Dnmti se encarga de la
manutencién de la metilacion del ADN durante la formacion de novo de la cromatina.

Durante la replicaciéon del ADN, esta enzima modifica la citosina cuando el ADN se
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encuentra hemimetilado (Figura 6A) (167). Las Dnmt3a y b son fundamentales para la
metilacion de novo, en funcion de que son capaces de incorporar un grupo metilo a los
dinucleétidos CG del ADN no metilado en etapas tempranas del desarrollo (Figura 6A)
(167). Ambas enzimas usan la 5-adenosil-metionina como sustrato, con el fin de
transferir un grupo metilo a la citosina (41, 94). Esta modificacion se presenta en
organismos mas complejos, ya que por ejemplo las levaduras carecen de este proceso;
asimismo, en moscas y hongos existe una reducida presencia de esta modificacién, con
funciones poco claras hasta el momento. En cambio, en mamiferos una reduccién en
los niveles de citosinas metiladas desencadena una mayor inestabilidad gendémica y re-
expresion de genes silenciados (46). Dicho silenciamiento se debe a dos efectos:

1) Reclutamiento de proteinas de unién a ADN metilado. Existe un grupo de
proteinas capaces de reconocer citosinas metiladas, denominadas MBD (del inglés
“Methyl Binding Domain protein”) o MeCP (del inglés: “Methyl-CpG-binding protein”).
Estas proteinas se unen directamente a los grupos metilos de las citosinas y mediante
co-represores reclutan desacetilasas de histonas, extendiendo estas sefales represoras
a las secuencias aledanas (Figura 6B). Es necesario remarcar que la metilacién del
ADN esta directamente asociada a modificaciones post-traduccionales de las histonas
(45).

2) La metilacion del ADN puede impedir o alterar la unién de un activador
transcripcional. Los sitios de unidn, cuya secuencia contiene dinucleétidos CG, pueden
ser metilados y alterar la union de uno o varios factores transcripcionales, evitando con
esto ejercer su efecto regulatorio sobre el gen blanco (46).

La metilacién anormal del ADN se considera de importancia clinica, ya que su

presencia ha sido asociada con el silenciamiento de genes necesarios para el control
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del ciclo celular, promoviendo ciertos tipos de cancer (46). Por otro lado, la metilacion
del ADN juega un papel relevante en la reprogramacién del cigoto durante las primeras
etapas de la embriogénesis. Después de la fecundacién, el genoma paterno es
desmetilado casi por completo, seguido por la desmetilacién del genoma materno (76,
106). Esto ocurre a lo largo del genoma excepto en dominios con impronta (proceso
asociado a la expresion diferencial y mono-alélica de genes paternos o maternos). La
metilacion del ADN contribuye a establecer qué alelo debe de ser expresado o no.
Dicha funcién involucra factores transcripcionales cuya unién al ADN es afectada por la
metilacion en las citosinas, por ejemplo, el factor de uniéon a la secuencia CTCC

conocido como CTCF (35, 58, 93).

A B
vt +
ATACGATA ATACGATA
TATGCTAT TATGCTAT
Dnmti
Dnmt3a/b
m / m /
ATACGATA ATACGATA
TATGCTAT TATGCTAT
m m

Figura 6.- Metilacion del ADN. A) Las enzimas que metilan el ADN se denominan Dnmts. La metilacion
de manutencién es realizada por la Dnmt1. Por otro lado, Dnmt3a/b son las encargadas de realizar la
metilacion de novo. Funcionalmente, la metilacién lleva a que la transcripcidén de un gen (+) se apague (/).
B) la metilacién del ADN es reconocida por proteinas especializadas conocidas como MBDs (proteina de
uniéon a CpG metilados, circulo rojo), la cuales reclutan co-represores y deacetilasas de histonas para
compactar la cromatina e impedir la transcripcion.

En resumen, la metilacién es una marca epigenética necesaria para programar la
expresion geénica. El reconocimiento de co-represores, asi como su maquinaria

asociada, permiten la regulacién negativa de genes durante periodos en los cuales
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éstos no son requeridos. Cabe mencionar que dicha marca se considera permanente
y/o irreversible ya que hasta el momento no se ha caracterizado alguna actividad

enzimatica de desmetilacién del mismo.

3.4 Complejos de remodelaje dependientes de ATP

Los complejos de remodelaje dependientes de ATP (CRDA) tienen la capacidad de
modular la estructura de la cromatina a nivel del nucleosoma, a través de la alteracion
de las interacciones ADN-histona, con el gasto de ATP. La subunidad conservada entre
todos los complejos de remodelaje es la subunidad con actividad de ATPasa; dicha
subunidad se encuentra embebida en complejos multiproteicos que incluyen
componentes necesarios para su reclutamiento a la cromatina y/o su regulacién. Cabe
mencionar que los CRDA no pueden reconocer y unirse al ADN, por lo que deben de
ser reclutados por factores o co-factores, al igual que otras enzimas remodeladoras de
la cromatina (38). El dominio con actividad de ATPasa se encuentra estructuralmente
relacionado con dominios cataliticos encontrados en helicasas, y esto ha contribuido a
dilucidar las funciones de los complejos de remodelaje dependientes de ATP. La
hip6tesis mas apoyada sugiere que estos complejos trabajan como proteinas que
translocan el ADN una vez ancladas a la cromatina; la interaccion de la subunidad
ATPasa con su sustrato, el nucleosoma, junto con su actividad de translocacion del
ADN produce un cambio de los segmentos de ADN en relacién a la superficie de las
histonas (172). Lo anterior contribuye a exponer 0, en caso necesario, a ocultar
secuencias de ADN que son blanco de factores transcripcionales, con consecuencias

en la expresion génica dependiendo del factor asociado (38).
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Diversas evidencias apoyan de manera substancial la participacion de los CRDA
en regulacion transcripcional asi como en replicacion, reparacion y recombinacién del
ADN, cohesion de cromatidas hermanas durante la replicacién e integracion de
transposones dentro del genoma (172). Posiblemente, estas funciones no reflejen

diferentes funciones de dichos CRDA, sino funciones similares en diferentes contextos

cromatinicos.

Deslizamiento o “sliding”

- S

Cambios conformacionales

&

1/
i S c
: SR =

Figura 7.- Mecanismos de accion de los Complejos de Remodelaje dependientes de ATP (CRDA).
Dichos complejos utilizan ATP para relajar la fibora de 30 nm o para formarla. Hasta el momento, los
mecanismos de accion propuestos para los CRDA son dos: deslizamiento, en el cual el CRDA desliza a
un nucleosoma sobre el ADN, favoreciendo o impidiendo la exposicion de secuencias especificas.
Cambios conformacionales, en el cual el ADN asociado a un nucleosoma (A) es alterado
transitoriamente, desestabilizando al nucleosoma (B). Lo cual permite reposicionar al octamero de
histonas una nueva regiéon del ADN, permitiendo o impidiendo la exposicién de secuencias (C). Figura
tomada de (122).
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Los CRDA pueden promover la compactacion de la fibra de cromatina a través
de la organizacién de nucleosomas en estructuras espaciadas de manera regular. Para
dicho fin, los extremos amino terminales de las histonas, en especial de la histona H4,
son necesarios para las funciones ejercidas por estos complejos favoreciendo al menos
in vitro, la organizacion de la cromatina a un nivel supra-nucleosomal (64). Lo anterior
sugiere que los CRDA directamente interaccionan con los determinantes de la
estructuracién y compactacion de la cromatina. En este contexto, las diferentes
modificaciones post-traduccionales de las histonas juegan un papel fundamental para
sincronizar la compleja organizacion de la cromatina con los diferentes CRDA;
curiosamente, existe evidencia de que las desacetilasas de histonas son necesarias
para complementar las funciones de estos complejos (64).

A nivel molecular hay 2 modelos que se proponen para entender como estos
elementos alteran la dinamica de la cromatina (Figura 7)(38): 1) Deslizamiento: una vez
reclutado el CRDA al ADN promueve que los nucleosomas se recorran a secuencias
aledafnas, deslizdndose por la cadena de ADN; 2) Translocacion o cambio
conformacional: proceso por el cual un CRDA disocia parcialmente a un nucleosoma o
en caso extremo remueve un nucleosoma de un lugar y lo introduce en otra region
gendmica, con el fin de organizar estructuras compactas de la cromatina. Un efecto
paralelo de dicho remodelaje puede ser el bloqueo o exposicion de ciertas secuencias,
evitando o favoreciendo el acceso de activadores transcripcionales a regiones
reguladoras como los promotores (38).

En resumen, los CRDA forman parte fundamental de la maquinaria tanto para
permitir como para evitar la transcripcion, a través de modular la estructura de la

cromatina de una regién especifica, por ejemplo, elementos promotores. Asimismo,
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estos complejos exponen la importancia que la dinamica de las interacciones ADN-

histonas posee en procesos de expresion génica.

3.5 Histona H1

La compactacion de la cromatina a nivel de la fibra de 30 nm o solenoide esta
favorecida por la asociacion de la quinta histona, denominada H1. Dicha histona se une
de manera externa al nucleosoma, especificamente en los puntos de entrada y salida
del ADN (55). Estudios in vitro apoyan que la histona H1 estabiliza al nucleosoma vy
limita su movilidad. Dichas caracteristicas permiten alcanzar niveles superiores de
compactacién y, en consecuencia, se reduce el area del ADN expuesta sobre los
nuclesomas. En muchos casos el ensamblaje de la histona H1 sobre una regién
gendmica causa silenciamiento sobre la actividad transcripcional. Por consiguiente, las
regiones transcripcionalmente activas presentan una presencia reducida de la histona
H1(180). Existe evidencia de que la reduccidn en los niveles proteicos de ésta histona
conlleva a la activacion de varios genes, sin embargo, ciertos genes presentaron una
represién de los mismos sugiriendo que la compactacion de la cromatina de manera
global es necesaria para permitir que ciertos genes se vuelvan accesibles a la
maquinaria de transcripcién (50).

Aun cuando su funcién es estabilizar la fibra de cromatina, la histona H1 se
encuentra en un frecuente recambio durante el ciclo celular. La fosforilacion es la
principal modificacion post-traduccional que sufre dicha histona (29). Actualmente, la
modulacién y dinamica de la histona H1 es de gran relevancia para poder entender la

compactacién de la cromatina a niveles superiores a la fibra de 30 nm. Por lo tanto, la
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incorporacion de la “quinta” histona representa una via para la compactacion vy

estabilizacion de la cromatina.

3.6 Variantes de Histonas

Las histonas son de las proteinas mas abundantes dentro de las células
eucariontes, e interesantemente de cada una de estas existen isoformas alternas cuyas
funciones no han sido establecidas completamente (Tabla 2). Recientemente, diferentes
grupos se han abocado a la caracterizacion funcional de dichas isoformas y su potencial
para modular la dinamica nuclear de los nucleosomas, y en consecuencia la fisiologia
nuclear (79). Algunas variantes poseen diferentes caracteristicas biofisicas que ademas
de afectar al nucleosoma son capaces de incorporarse en regiones especificas del
genoma. A diferencia de las histonas canodnicas, la expresién de las variantes no se
restringe a la fase S, sino que son expresadas a través de todo el ciclo celular,
sugiriendo que su incorporacion podria ser independiente de la replicacién y, en
consecuencia, su funcion restringida a tiempos y zonas especificas del genoma (78).

Los genes que codifican a las variantes usualmente se encuentran en copia
sencilla y, a diferencia de las versiones canonicas de las histonas, los genes poseen
intrones y pueden ser poliadenilados (87). Conforme las células se diferencian, la
cantidad de diversas variantes de histonas se vuelve mas prominente; dicha
caracteristica sugiere que las variantes de histonas tienen funciones especializadas en
regular la dindmica de la cromatina en tejidos diferenciados. Por otra parte, existe
evidencia que sefala funciones especificas para cada variante, por ejemplo: la variante
H3.3 se incorpora en regiones transcripcionalmente activas, a diferencia de la histona

candnica H3 (H3.1), la cual se incorpora en regiones de baja actividad transcripcional
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(78, 79, 116). Un dato interesante es que dichas variantes solo poseen 4 aminodcidos
de diferencia en la regibn amino terminal, los cuales junto a la maquinaria que los
reconoce son los encargados de dirigir dichas variantes a sus respectivas regiones
dentro del genoma. Datos recientes sugieren que la incorporacion de estas variantes es
mediada por complejos de remodelaje dependientes de ATP (2). Existen mas variantes
para otras histonas y, al parecer, cada una de ellas juega un papel en funciones
nucleares especificas. En resumen, cada dia es mas evidente que las variantes pueden
ser utilizadas para enmarcar regiones del genoma con funciones definidas, tales como

transcripcion o sitios de dafno al ADN entre otras (Tabla 2) (79, 87).

Tabla 2. Ejemplos de variantes de histonas.

Variantes de histonas

Caracteristicas

Histonas de arqueas

Proteinas ancestrales con dominio tipo histona las cuales
no poseen extremo amino terminal. El ADN se enrolla en
unidades tetraméricas y modifican la expresion de genes.

H2A, H2B

Histonas canénicas codificadas por genes acoplados a la
replicacion

H2A.Z

Variante de la histona H2A con un dominio de auto-
interaccion muy divergente

macroH2A

Variante de la histona H2A con un dominio globular en el
extremo carboxilo terminal especifica de vertebrados. Se
encuentra enriguecida en el cromosoma X inactivo.

H2A-Bbd

Variante de la histona H2A que es globalmente
distribuida y especifica de vertebrados. Su
localizacién se excluye del cromosoma X inactivo.

H2AX

Es muy similar a la H2A pero con un dominio carboxilo
terminal hidrofébico que se fosforila en sitios en donde el
genoma sufre rupturas de doble cadena.

H3, H4

Histonas canoénicas codificadas por genes acoplados a
replicacién.

H3.3 (H3.2 en plantas)

Variante de la histona H3 y difiere en 4 aminoacidos que
permiten su deposicién en sitios transcripcionalmente
activos

Histonas de empaquetamiento

Histonas del nucleosoma y de unién adaptadas para unir
fuertemente el ADN y empaquetarlo en el ndcleo de el
espermatozoide y en el polen de algunos organismos

H5

Variante de la H1. Las células la expresan en condiciones
en donde el genoma debe de ser compactado de manera

global en un tejido diferenciado.
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4 El nucleo celular

El ndcleo es la estructura sub-celular que permite contener el genoma de una
célula eucarionte. Este organelo esta constituido por dos bi-capas de membranas
lipidicas rodeando el area del nucleo. Esta estructura es complementada por complejos
proteicos conocidos como poros nucleares, los cuales son necesarios para diversos
procesos tanto de regulacién transcripcional como de importe y exporte de moléculas
hacia el citoplasma. La membrana externa se extiende al citosol como una extensién
del reticulo endoplasmico. La membrana interna del nucleo mantiene una estrecha
interaccién con una capa proteica conocida como lamina nuclear, compuesta entre
otras muchas proteinas, por lamina nuclear A, By C (118).

En resumen, el nucleo es una estructura muy dinamica, hecho que se enfatiza a
través del ciclo celular (119). Durante la fase S, el nucleo debe de adaptarse en tamafo
debido a la duplicacion que ocurre en esta fase. Posteriormente en vertebrados, las
membranas que constituyen los limites del nlcleo desaparecen temporalmente durante
la fase terminal de la mitosis. Una vez que la citocinesis termina, el nucleo se ensambla
de nuevo en las células hijas (118), y durante todos estos procesos debe de existir una
coordinacion fina con diversos procesos de compactacién y relajacién a los que el
genoma debe de someterse. En conclusion, la dinamica y la organizacién deben de
coexistir en una coordinacion fina que permita la adecuada segregacion de la

informacién genética.

45



4.1 Estructura y Dinamica nuclear

Con la finalidad de ampliar nuestros conocimientos basicos relacionados con la
organizacion y dinamica nuclear, decidimos redactar una revision, la cual se encuentra
en el anexo 1. Esta revision contempla los modelos actuales sobre las diversas
estructuras dinamicas que el ndcleo posee, las cuales son de gran relevancia para

procesos como la transcripcion, re-localizacidn, replicacion y transporte de moléculas.

5. Dominios cromosomicos

Durante los ultimos afios diversas evidencias apoyan la idea de que el genoma
de una célula eucarionte se encuentra organizado en dominios. Lo anterior con base en
observaciones citolégicas, a través del uso de tinciones especificas para el ADN, que
permitieron delimitar regiones cromosoémicas en donde el genoma de una célula en
interfase se encuentra compactado y en otras en donde se observa una cromatina mas
relajada (97). ldea reforzada por la caracterizacién citolégica sobre cromosomas
politénicos de un patrén de bandas correspondientes a dominios transcripcionalmente
activos y no activos en Drosophila melanogaster (Figura 8). Un dominio es una region
del genoma que posee todos los elementos estructurales y de regulacién, tanto
positivos como negativos, que permiten la adecuada e independiente expresién de los
genes contenidos en ella. De manera funcional, se propone que existen dominios
transcripcionalmente activos y no activos (eucromatina y heterocromatina,
respectivamente). En resumen, modificaciones epigenéticas y factores genéticos se
deben de coordinar para establecer, mantener y/o cerrar un dominio cromosémico.

Diversos grupos de investigacion, incluyendo el nuestro, consideran que la

formacién de un dominio es un proceso regulado y que corresponde a uno de los

46



primeros niveles de regulacion. Dicho nivel representaria un estado previo a los

procesos de regulacion fina de los genes contenidos en dicho dominio.

5.1 Dominios Transcripcionalmente activos (Eucromatina).

Dentro de esta caracterizacibn de dominios, estudios citolégicos en D.
melanogaster han permitido determinar que un dominio que esta siendo transcrito se
encuentra acotado con respecto a una region de cromatina mas relajada (97). En
cromosomas politénicos, la induccién de los genes de estrés calbrico (del inglés: “Heat
Shock”) conlleva a cambios estructurales evidentes a nivel microscépico y especificos
de la regidon que se necesita expresar (Figura 8; areas de actividad transcripcional
conocidas como “Puffs”). Dominios activos como los ya mencionados reflejan su
actividad transcripcional a nivel epigenético ya que se pueden encontrar marcas como
la acetilacién de las histonas, metilacién de las lisinas 4 y 79 de la histona H3 que
delimitan un dominio genémico (129).

Las marcas epigenéticas pueden o no extenderse mas allad de los genes a
expresar, con la finalidad de acotar la region genémica que contiene a dichos genes
(ver mas adelante los dominios globina de pollo). Asimismo, cabe remarcar que el
cbdigo epigenético necesario para la estructuracion adecuada de cada dominio parece
ser especifico, lo cual impone una complejidad mayor a la regulacién de la expresion
génica (24). Incluso se ha propuesto que la formacién de un dominio puede ser un pre-
requisito y que su apertura ocurre incluso en etapas previas a la expresiéon de los genes

contenidos en él (140).
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Figura 8.- Cromosoma Politénico. Tincion de Giemsa para identificar regiones de heterocromatina (HC)
y eucromatina (EC). Las zonas de eucromatina pueden presentar rearreglos de grandes dimensiones
ante la activacién de los genes contenidos en dicha regién, conocidos como “Puff”.

Por otro lado, la presencia de ADN metilado es practicamente nula en los
dominios transcripcionalemente activos, aunque se sabe que existen genes cuyos
exones podrian estar metilados y regular la tasa de transcripcion (46). Asimismo una
regidbn del genoma que esta siendo transcrita puede poseer regiones discretas de
metilacion con el fin de regular, de manera fina, genes del dominio o modular la funcién
de elementos de regulacion durante el desarrollo y la diferenciacion celular (41).

A nivel de su organizacién estructural los dominios pueden ser caracterizados
por presentar una sensibilidad mayor al corte por la DNasa |, presencia de proteinas de
alta movilidad electroforética, conocidas como HMGs, y ausencia de la histona H1 (32).
Esto permite que la fibra de 30 nm recurra a procesos constantes y dindmicos de

descompactacion a la estructura de 10 nm y re-compactacion. Estos dominios, por lo
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regular, se agrupan en regiones discretas al interior del nucleo con alta abundancia de
la RNA polimerasa Il, conocidas como “fabricas” transcripcionales (125). Dichas fabricas
pudieran contener una serie de dominios génicos que deben de ser co-regulados por un
mismo conjunto de factores transcripcionales. La co-localizacién de dominios co-
regulados ha sido estudiada durante los ultimos 5 afos, en especial en los dominios
globina en el ratén, los cuales presentan una frecuencia mayor de co-localizacion
espacial cuando dichos dominios se encuentran transcripcionalmente activos (23). Los
dominios génicos modulados por este tipo de co-regulacion espacial varian de célula a
célula, con base en el diverso patrdbn de expresidn caracteristico de cada estirpe
celular. La composicién de los factores transcripcionales necesarios para dicho patrén
de expresién también varia, por ejemplo: GATA-1 es una proteina de unién al ADN cuya
expresién se restringe principalmente a células eritroides (5, 53). Factores tejido-
especificos y constitutivos estan encargados de orquestar junto con la maquinaria basal
de transcripcion diferentes actividades, incluyendo las epigenéticas, sobre los diferentes
dominios activos con el fin de posicionarlos e incluso re-localizarlos a las fabricas
transcripcionales en distintos compartimientos del nucleo celular; dicho mecanismo

puede ser de gran ayuda en la co-regulacion de genes tejido especificos.

5.2 Dominios transcripcionalmente inactivos (heterocromatina)

La heterocromatina se defini6 como segmentos del genoma que se encuentran
compactados de manera estable y que su replicacidén se realizaba en la ultima parte de
la fase S (176). Dentro de este tipo de dominios podemos definir dos clases: la
heterocromatina constitutiva, que se encuentra compactada de manera permanente en

todas las estirpes celulares (telémeros, centrdmeros, retroelementos como secuencias
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Alu y otras secuencias repetidas) y la heterocromatina facultativa (47). Esta ultima
enmarca dominios génicos cuya expresién no es necesaria en una determinada estirpe
celular, por lo que su estructura a nivel de la cromatina se encuentra compactada.
Contrario a lo que ocurre con la heterocromatina constitutiva, la heterocromatina
facultativa tiene la capacidad de revertir su compactacion formando eucromatina de
manera regulada (84).

La heterocromatina constitutiva se localiza en regiones especificas del nucleo, en
muchos casos asociada a la envoltura nuclear (85). Actualmente, nuestra percepcion
acerca de la distribucion de los cromosomas al interior del nucleo ha cambiado. El uso
de técnicas para pintar cromosomas ha permitido definir que cada cromosoma ocupa un
lugar discreto dentro del nudcleo, conocido como territorio cromosdémico, y que cada
territorio posee regiones de heterocromatina que no necesariamente co-localiza con la
periferia nuclear (85, 96). Por otro lado, la organizacion de dicha heterocromatina varia
entre diferentes estirpes celulares, debido a la composicién de la heterocromatina
facultativa que cada cromosoma posea. Funcionalmente, la heterocromatina juega un
papel importante evitando que secuencias de ADN mdviles, como transposones o
inclusive secuencias repetidas, desestabilicen el genoma y se produzcan alteraciones
gendmicas. Por otro lado, en este tipo de cromatina la maquinaria basal de transcripcion
tiene un acceso restringido, lo que contribuye a mantener a un gen o grupo de genes en
un estado trancripcionalmente inactivo (44).

De manera estructural la heterocromatina tiene una serie de caracteristicas
comunes. Su accesibilidad al corte por la DNasa | es reducida y los nucleosomas se
encuentran homogéneamente distribuidos y con reducida movilidad (176), en parte, por

que las histonas se encuentran desacetiladas, lo cual favorece una interaccién estable
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con el ADN (44). La desacetilacién de aminoacidos especificos, como la lisina 9 de la
histona H3, es fundamental para la organizacion de la cromatina, lo cual posee
drasticos efectos sobre la transcripcion llevando en casos extremos al silenciamiento de
genes (86). Como se habia mencionado, la lisina 9 desacetilada de la histona H3 puede
ser metilada por la enzima Suv39h1. Esta metiltransferasa de histonas adiciona tres
grupos metilos a la lisina 9, con el subsecuente reclutamiento de la maquinaria asociada
a la propagacion de un estado inactivo a la transcripcion, por ejemplo HP1.
Recientemente, en S. pombe se ha demostrado que el reclutamiento de la maquinaria
de silenciamiento posee un componente de ARN, conocido como ARN de interferencia
(33, 81, 126). Este mecanismo es necesario para organizar, mantener y extender la
formacién regulada de una heterocromatina represora. Curiosamente, HP1 posee la
capacidad de dimerizarse, lo cual sugiere otro mecanismo por el cual dicha proteina
favoreceria la compactacion de la cromatina, esto es por su interaccién con HP1s
asociadas a otros nucleosomas (81). La complejidad de este sistema se incrementa al
considerar que isoformas de esta proteina pueden realizar diferentes funciones que en
algunos casos son antagonicas. La eliminacién de HP1 conlleva a la re-expresién de
genes normalmente silenciados, pero a la vez, al silenciamiento de otros.
Interesantemente, el reclutamiento de HP1, mediante el uso de una proteina de fusion
a un gen activo, ocasiona el silenciamiento de los genes evaluados (173). Por otro lado,
la translocacion de un gen activo a regiones de heterocromatina conlleva al
silenciamiento gradual del mismo (ver adelante)(50).

Por su parte, la metilacién de la lisina 27 de la histona H3 sirve como marca de
reclutamiento para proteinas del tipo Polycomb (PcG), las cuales fueron descubiertas

como proteinas necesarias para la regulacion epigenética de los genes homeaticos en
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la mosca de la fruta (15). Estas proteinas se organizan en grandes complejos cuya
funcidén es la de organizar la cromatina y mantenerla en una conformacion cerrada e
inaccesible para la maquinaria basal de transcripcién (128).

Asimismo, la metilacién del ADN posee un papel relevante en la organizacion de
la heterocromatina, ya que la mayoria del ADN contenido en los elementos moviles,
retrotransposones, etc., se encuentran metilado (42). La pérdida de la metilacién del
ADN conlleva a un incremento en la inestabilidad gendmica, por ejemplo por la
recombinacién andmala de cromatidas hermanas, especialmente en regiones
teloméricas, durante la mitosis o reactivacion de elementos moviles (20). Durante los
ultimos afnos se ha puesto en evidencia una interdependencia entre la metilaciéon del
ADN vy el reclutamiento de marcas epigenéticas, que en su conjunto son la
responsables de establecer y mantener regiones de una conformaciéon de
heterocromatina constitutiva. Los diferentes dominios que constituyen este tipo de
cromatina, por ejemplo, centrbmero versus telomeros, poseen caracteristicas

estructurales que los diferencian.

5.2.1 Centromero

Esta estructura es de las principales caracteristicas fisicas de los cromosomas en
metafase, la cual se identifica como una pequefia constriccibn en el cromosoma
condensado. El centromero es la estructura cromosdémica reconocida por el cinetocoro,
el cual funciona como una columna de anclaje de los microtubulos para la segregacion
de los cromosomas a las células hijas durante la mitosis (4). Curiosamente, ha sido
complicado localizar o definir la secuencia de un centromero; en levaduras los

centrobmeros cubren un area aproximada de 40-100 kb y en la mosca de la fruta de 200-
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400 kb (4). Dicho elemento esta compuesto por secuencias repetidas denominadas
ADN satelital. En primates este tipo de elemento consiste de secuencias repetidas de
170 pb presentes en muchas copias. Sin embargo, la capacidad de esta regién de
segregar cromosomas no reside en la secuencia primaria del ADN. La estructura de la
cromatina en esta region es fundamental para discriminar entre diversas secuencias
centroméricas putativas que posee un cromosoma. La incorporacién de la variante de la
histona H3 conocida como CENP-A (en humanos) es fundamental para identificar a la
secuencia centromérica adecuada (78). La incorporacion de dicha variante de la
histona H3 se da de manera sincrénica a la replicacién del centrdmero, constituyendo
un mecanismo por el cual se sefiala epigenéticamente la localizacion del centrémero a
la cromatida replicada (78). El centrémero se encuentra organizado en heterocromatina,
denominada pericentromérica, la cual abarca a las secuencias repetidas de ADN
satelital que flanquean al centrémero. La regién posee histonas desacetiladas y se
replica durante la parte tardia de la fase S de la mitosis, asimismo la presencia de
genes es nula (36).

En levadura, la insercibn de un transgen a regiones de heterocromatina
constitutiva permitieron caracterizar el fenomeno de “Efecto de posicion” (3, 7, 8).
Dicho término se define como la expresién condicionada de un transgene de acuerdo a
la cromatina en la que éste es introducido. Estos resultados fueron confirmados en
Drosophila melanogaster, la translocacion del gen que determina el color de los ojos,
conocido como white, provoca la pérdida o expresién variegada del color de los ojos de
las moscas (115). El centrémero al poseer una organizacién compacta extiende marcas
represivas o de silenciamiento a las regiones aledafias a éste provocando el

silenciamiento del gen re-localizado (Figura 9) (3). Cabe mencionar que este proceso es
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determinante para la expresién heteréloga y sostenida de transgenes, ya que en la
mayoria de los casos la expresion de un transgene se ve comprometida por efectos de
posicion. Por lo que diversos laboratorios -incluyendo el nuestro- estan abocados a
identificar elementos que eviten el silenciamiento de transgenes y entender sus
mecanismos de silenciamiento, lo cual redituaria en mejores sistemas para la expresion

sostenida de proteinas heterdlogas o en terapia génica.

5.2.2 Teldmeros

Los cromosomas de la mayoria de los eucariontes estan compuestos de
segmentos lineares de ADN. Esta caracteristica impone un problema logistico al
momento de la replicacién del genoma, y es que durante cada ciclo de replicacién un
cromosoma se acortaria en tamano (34). Para resolver este problema, las células
desarrollaron una estructura que cubre, protege y organiza los extremos de los
cromosomas, la cual se conoce como teldmero. Los telémeros son importantes dado
que permiten diferenciar los extremos de los cromosomas de extremos ocasionados por
rupturas del ADN, los cuales deben de ser identificados como dafo al genoma para su
subsiguiente reparacién (39). El teldbmero esta constituido por varios cientos de
repetidas TTAGGG, cuya extension va desde 10-20 kb en humanos y de 25-40 kb en
raton, asi como una cadena sencilla de ADN rica en Gs, con una extensién de 150-200

pb (19).

54



Figura 9.- Efecto de posicidn. La expresién de un transgene integrado en una regiéon cromosémica esta
sometida a la ambiente cromatinico que lo rodea. A) La integracién de un transgene en una regién de
cromatina abierta permite la expresion del mismo (++). Sin embargo, si la integracién se da en una regién
centromérica, la heterocromatina del centromero eventualmente invade la regién del transgene y
provocando el silenciamiento del mismo (--). Este proceso ocurre en la mayoria de las regiones de
heterocromatina incluyendo el telémero. B) Efecto de posicion por la translocacion del gen white a
regiones intergénicas o centroméricas, provocando la expresion (ojos rojos) o silenciamiento (ojos
blancos) del transgen, respectivamente.

Por otro lado, se han descrito una serie de proteinas que protegen el extremo del
cromosoma denominadas factores de reconocimiento del telémero —TRF- (Figura 10).
Dichas proteinas reconocen las secuencias repetidas TTAGGG y a la cadena sencilla
rica en G con el fin de organizar el telomero en una estructura tipo bastén (Asa T y D;
figura 10), con el objetivo de protegerlo de eventos de recombinacién (20). En levaduras
los teldmeros se han observado asociados en grupos, cercanos o en asociacion de la
periferia nuclear. Esta localizacion se ve facilitada por una serie de proteinas
denominadas Ku, las cuales actian en concierto con las proteinas TRF y los

modificadores de la cromatina organizan el teldmero hacia la periferia nuclear; sin
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embargo, la ubicacion nuclear de los telomeros en células de mamiferos no ha sido bien
definida.

La telomerasa es la enzima responsable de mantener la extension de los
extremos de los cromosomas. Esta es una enzima poco usual la cual posee un
componente proteico y un componente de ARN; la region central de dicho
oligoribonucleétido contiene la secuencia complementaria a las poseidas por las
repetidas teloméricas. La telomerasa usa dicho ARN como molde para sintetizar y
extender la cadena de ADN que durante la replicaciéon del ADN se sintetiza mas
lentamente. Dicha sintesis se realiza durante etapas embrionarias y en célula
germinales con la finalidad de proteger los extremos de los cromosomas (20).

Los telobmeros poseen wuna organizacion nucleosomal, la cual sufre
modificaciones epigenéticas especificas y caracteristicas de heterocromatina
constitutiva. Esto sugiere la necesidad de un control fino a nivel estructural con el fin de
regular la longitud y estructura del teldmero (37). La caracteristica del ADN repetitivo en
los teldmeros favorece la formacién de heterocromatina con caracteristicas particulares,
y en consecuencia la zona es transcripcionalmente inactiva. Lo anterior se confirma con
la presencia de la proteina de heterocromatina HP1, incluyendo todas sus isoformas. La
presencia significativa de la metilaciéon de la lisina 9 (marca de reconocimiento para la
proteina HP1) y la lisina 20 de las histonas H3 y H4, respectivamente, apoyan este
hecho. Dichas modificaciones son realizadas por metiltransferasas de histonas como la

SUV39H y SUV4-20H (20, 149). La importancia de estas proteinas se ha puesto en
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Figura 10.- Estructura de los extremos de los cromosomas: el telomero. EIl telémero esta
compuesto de repetidas teloméricas y de una regién subtelémerica. Dichas secuencias repetidas estan
constituidas de la secuencia TTAGGG y de una regidon extendida de secuencia ricas en guaninas. La
replicacion del extremo terminal de cada cromosoma la realiza la telomerasa durante la etapa
embrionaria de cada organismo, compuesta de varias subunidades como TERT, TERC y DKO1 asi como
de un componente de ARN (verde); dicho ARN posee en su regidn central la secuencia complementaria a
la repetida telomérica. La cadena rica en Gs es capaz de invadir el extremo de los cromosomas con la
subsiguiente formacion de 2 asas conocidas como “T-Loop” y “D-Loop”, dichas asas protegen del acceso
a la telomerasa en etapas del desarrollo adultas. Figura tomada de Blasco MA 2006.

evidencia con la generacién de ratones con mutaciones en la metiltransferasa SUV39H,
cuyo fenotipo muestra un decremento global en la di- y tri-metilacion de la lisina 9 de la
histona H3 y pérdida de la unién de HP1, en especial en los telémeros (132). Estos
cambios correlacionan con una extension aberrante de las repetidas teloméricas y
alteraciones en la union de los factores TRFs. Lo cual sugiere que la pérdida de
heterocromatina conlleva a una descompactacion y re-organizacién del telémero y el
subsecuente acceso de la telomerasa a dicha region.

La organizacién de los telomeros en heterocromatina tiene efectos negativos y
dominantes sobre la expresién de genes localizados en regiones subteloméricas

aledanas a éste. La insercién de un transgen en una regién telomérica conlleva a la
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variegacion transcripcional del mismo, asi como su subsecuente silenciamiento (11, 37).
El silenciamiento observado puede acelerarse mediante la sobreexpresion de la
telomerasa, lo anterior causado por una extensibn de los telémeros. Dicho
silenciamiento es causado por la estructuracion de teldmero extendido en
heterocromatina y, en consecuencia, sus efectos negativos sobre la transcripcion se
incrementan. Al silenciamiento provocado por la heterocromatina de los telémeros se le
conoce como efecto de posicion telomérico y ha sido observado desde levaduras hasta
mamiferos (Figura 9) (7, 8, 11, 37). Este efecto puede ser antagonizado mediante el
uso de inhibidores de remodeladores de la cromatina, como la Tricostatina-A (TSA), la
cual inhibe a las desacetilasas de histonas (11). El papel de la metilacién del ADN ha
permanecido sin descubrir, sin embargo, Blasco y cols., han demostrado que las
secuencias sub-teloméricas poseen una gran cantidad de ADN metilado, la cual es
fundamental para mantener la estabilidad de los teldmeros (68). Inhibidores de la
metilacion del ADN provocan la re-expresion de transgenes integrados en los extremos
de los cromosomas, lo cual sugiere que la metilacion del ADN en regiones
subteloméricas es relevante para la organizacién y compactacion de la cromatina del
telémero (68).

En resumen, la manutencién y estabilidad de los telémeros es dependiente de
mecanismos epigenéticos que, a su vez, modula su organizacion en una estructura
compacta y estable permitiendo identificar a los extremos de los cromosomas.
Modificaciones epigenéticas sobre las histonas y el ADN estéan involucradas en dicha
organizacion con efectos negativos sobre la expresién génica. ldentificados desde
levaduras hasta humanos, los efectos de posicidén teloméricos muestran la fortaleza que

la organizacion del telémero tiene sobre la transcripcion. Interesantemente, hasta el
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momento so6lo en levadura se han caracterizado elementos de regulacion que bloqueen
el silenciamiento génico provocado por el telomero (123). Actualmente, nuestro
laboratorio se encuentra en el estudio de este proceso y de elementos que eviten el
silenciamiento provocado por el telébmero (Rincén-Arano y Recillas-Targa, en

preparacién; Anexo 2).

5.3 Heterocromatina facultativa

Las regiones del genoma cuyos genes y sus correspondientes productos
proteicos no son requeridos para la fisiologia celular de un tejido dado son compactadas
en heterocromatina, la cual es conocida como heterocromatina facultativa. Lo anterior
en funcién de que dependiendo de la estirpe celular, en la cual un gen debe ser o0 no
expresado, el entorno cromatinico del dominio génico se relaja 0 se compacta,
respectivamente. Las marcas de la cromatina que se localizan en una region o dominio
de este tipo de cromatina son muy similares a los conformados por heterocromatina
constitutiva (85). La presencia de di- y tri-metilacién de las lisinas 9 y 27 en la histona
H3, metilacién de la lisina 20 en la histona H4, presencia de HP1 B y vy, asi como
metilacion del ADN son de las principales caracteristicas epigenéticas de este tipo de
cromatina (86, 149). Por otro lado, la histona H1 y el reclutamiento de desacetilasas de
histona dependientes de NAD —como SirT1- son capaces de promover la formacion de
heterocromatina facultativa (171). A diferencia de la heterocromatina constitutiva, en la
heterocromatina facultativa existen regiones gendémicas cuya organizacién puede ser
regulada por factores transcripcionales especificos activados por sefales regulatorias

definidas (84).
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En resumen, la heterocromatina facultativa esta compuesta por regiones que se
pueden compactar o no de acuerdo a los requerimientos celulares. Por lo que delimitar
su presencia a lo largo de cada cromosoma es fundamental para coordinar el conjunto
de genes que no deben de expresarse en una estirpe celular dada, procesos que deben
darse en funcién de programas epigenéticos y genéticos muy precisos, en etapas
tempranas posteriores a la fecundacion. Por otro lado, el conjunto de genes a
expresarse debe de poseer los mecanismos necesarios para que su apertura y
manutencién no se afecte por las regiones de cromatina compacta con las que colindan.
Dicho limites son establecidos por elementos reguladores, dentro de los que destacan
los aisladores cromatinicos o “insulators”. Estos elementos surgen como una opcién
novedosa para la proteccion contra efectos de posicidon ocasionados por regiones de

heterocromatina.

5.4 Aisladores cromatinicos o “Insulators”

Ante el paradigma de que un dominio es la regidon que contiene a uno o varios
genes, asi como a todos los elementos de regulaciéon necesarios para la expresion de
los mismos, se ha cuestionado cémo es que un dominio se distingue de otro (89). Lo
anterior desde dos puntos de vista: 1) funcionalmente, cobmo es que los elementos de
regulacion de dominios transcripcionalmente activos no alteran de manera inespecifica
la expresién de dominios adyacentes. 2) estructuralmente, cbmo es que dominios con
estructuras de la cromatina antagénicas (heterocromatina versus eucromatina)
adyacentes no se afectan una a la otra. Estos dilemas empezaron a tener respuesta
hasta el descubrimiento de secuencias de ADN que permitian la expresién constante

del transposon Gypsy de manera independiente al sitio de integracion del mismo (100).
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Dichos elementos fueron denominados aisladores o “insulators”, los cuales pueden ser
definidos como secuencias que separan dominios funcional y estructuralmente distintos,
evitando la promiscuidad entre elementos de regulacion, asi como la modificacién de la
estructura de la cromatina por dominios vecinos (65).

Funcionalmente, los “insulators” se definen como secuencias neutras, es decir,
no afectan la transcripcién y en general se encuentran enmarcando dominios génicos
(31). Durante los ultimos afos, varios grupos han identificado elementos tipo “insulators”
en diversos dominios génicos, como el dominio B-globina de pollo o el locus improntado
Igf2/H19, entre otros (178). Experimentalmente pueden ser caracterizadas a través de
dos ensayos:

1.- Bloqueo de enhancer. Es la capacidad que tienen estos elementos para bloquear la

funcion de un potenciador sobre un promotor, siempre y cuando el “insulator’ se
encuentre entre estos dos elementos. Es la funcién mas estudiada de los “insulators”,
aungue sus mecanismos de accion no son claros. Uno de los principales responsables
de esta funcion es la proteina de unién a la secuencia CTCC, conocida como CTCF, la
cual se encuentra en la mayoria de los “insulators” de vertebrados (51, 139). Este factor
posee un dominio de union al ADN contituido por 11 dedos de zinc, los cuales usa de
manera diferencial para interaccionar con el ADN. Lo anterior impone un problema al
momento de caracterizar los sitios union de CTCF, ya que esta proteina usa una
combinacién especifica de dedos de zinc para reconocer diversas secuencias de union,
y por lo tanto, dificulta la caracterizacién de una secuencia consenso. La incorporacion
de un CTCF entre un enhancer y su promotor blanco en cromosomas artificiales
provoca un bloqueo en el traslado de la maquinaria transcripcional reclutada

inicialmente al potenciador (184). Este factor tiene la capacidad de formar dimeros, lo
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cual ha permitido sugerir que esta proteina unida en los extremos de un dominio
interacciona entre si para constituir una asa que permite definir estructuralmente un
dominio (Figura 11). Este modelo ha sido recientemente confirmado experimentalmente
mediante el ensayo de captura conformacional de cromosomas (3C) (108, 110, 168).
De manera interesante, la asociacién de CTCF a distintas zonas del dominio 3-globina
parece ser un evento temprano previo al inicio de la transcripcién.

La contribucion de los “insulators” a la organizacién topolégica del genoma se vé
apoyada por el descubrimiento de que el “insulator” Gipsy, cuyas copias en en genoma
se organizan en estructuras tipo rosetas. Dichas estructuras constituyen agrupaciones
conocidas como cuerpo de “insulators” (del inglés “insulator bodies”) y mediante
ensayos de hibridizacion fluorescente se ha podido establecer que de estos elementos
emanan asas cuya finalidad es la de organizar el genoma (31). Por otro lado, elementos
tipo “insulator” en levadura tienen la capacidad de interaccionar con proteinas del poro
nuclear (31). Dicha interaccion contribuiria a la organizacion espacial de dominios en
zonas especificas de la periferia nuclear, acelerando probablemente la exportaciéon de
ARN mensajeros hacia el citoplasma (22, 31, 100). Recientemente, usando el insulator
B-globina de pollo como modelo, se ha sugerido que la organizacion de la cromatina
sobre el insulator es fundamental para bloquear la funcién de un enhancer. El estudio
de dicho elemento sobre cromosomas artificiales sugiere que la funciéon de bloqueo de
enhancer depende de una reducida presencia de nucleosomas sobre el “insulator”
(184). En resumen, la organizacibn de dominios en unidades discretas con
caracteristicas estructurales y espaciales puede ser fundamental para afectar o

promover la comunicacion entre un elemento enhancer y un promotor (63).
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2.- Proteccidn contra el efecto de posicion (actividad de barrera cromatinica). Como ya

se ha mencionado, los efectos de posicién son la serie de eventos que el ambiente
cromatinico impone a un transgen de acuerdo al sitio de integracion del mismo. Los
“‘insulator” son elementos capaces de proteger la expresibn de un transgen
independientemente del sitio de integracion, tanto de efectos positivos como negativos
(123). Por ejemplo, estos elementos tienen la capacidad de evitar la propagacion de
heterocromatina, siempre y cuando éste elemento se encuentre posicionado entre la
secuencia que promueve la heterocromatina y el transgene sensible a ésta (178). Por
otro lado, los “insulators” pueden evitar que elementos de regulacién positiva aledanos

al sitio de integracidon modifiquen el patron de expresion del transgen a utilizar.
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Figura 11.- Modelo de accion de delimitadores cromatinicos (“Insulators”). A) Los ‘“insulators”
(circulo verdes) forman barreras estructurales que impiden (X) que potenciadores actlen sobre un
promotor o evitan que la cromatina de regiones vecinas se extiendan sobre el dominio que se regula. B)

Si un “insulator” no protege a ain dominio, los elementos de regulacion tienen libre acceso a los
promotores, lo cual conlleva a la activacion transcripcional.

Dicha actividad de barrera se ha propuesto que es realizada a través del
reclutamiento de actividades remodeladoras de la cromatina a dichos “insulators”, en

especial la acetilaciéon de histonas y metilaciéon de la lisina 4 en la histona H3, con el fin
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de contrarrestar el efecto de expansién de la heterocromatina (121, 179). Ademas,
datos aun no publicados proponen que estos elementos evitan que la metilacion del
ADN sea incorporada a las zonas promotoras de los genes del dominio (Felsenfeld,
comunicacion personal)(135). Las actividades de proteccion contra los efectos de
posicion y bloqueo de enhancer no son siempre incluyentes, esto es, que no
necesariamente todos los “insulators” poseen ambas propiedades, asimismo para
ciertos “insulators” ambas funciones son separables (142).

Experimentalmente, estos elementos son caracterizados por su capacidad para
proteger a un transgen contra los efectos de posicion originados a partir de distintos
sitios de integracion (135). Sin embargo, el estudio se basa en el analisis de diferentes
sitios de integracién, por lo que no se ha establecido si en todos los sitios de
integracion, incluyendo los mas represivos como los telomeros, estos elementos
mantienen su actividad de delimitador cromatinico. Lo anterior con base en que dichos
sistemas usualmente utilizan un gen reportero y otro de resistencia para la seleccion de
integrantes estables (clonas). Por lo que si el transgene es inicialmente integrado en
una region de heterocromatina e inmediatamente silenciado, la célula aun cuando haya
integrado el transgen morira por haber silenciado el gen de resistencia. Este problema
no ha sido abordado, por lo que resulta de interés demostrar si en cualquier contexto
cromatinico los ‘“insulators” protegen contra efectos de posicidén, en particular, en
aquellos lugares donde la presion selectiva es mas fuerte, como en los centromeros y
en los telémeros. En conclusion, los dominios puede ser separados por elementos tipo
“‘insulators”, los cuales delimitan a un dominio y evitan alteraciones sobre la expresion
de los genes, tanto de la cromatina como de elementos de regulacién aledarnos al

dominio que dicho aislador protege. Un ejemplo clasico de este tipo de elemento lo
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constituye un sitio de hipersensibilidad localizado en el dominio B-globina de pollo,
conocido como el “insulator” cHS4. Dicho elemento posee las dos propiedades
descritas previamente para este tipo de aisladores, pero para su entendimiento es

necesario disectar la arquitectura del dominio y su entorno cromatinico.

6. Dominios globina de pollo

El transporte de oxigeno es esencial en el desarrollo de cualquier organismo
multicelular, sin embargo los requerimientos de dicho gas durante cada etapa del
desarrollo son diferentes. Para poder transladar el oxigeno a lo largo del organismo se
requiere de la hemoglobina, la cual es una proteina sintetizada en los eritrocitos (127).
La hemoglobina es una proteina tetramérica compuestas de dos tipos de cadenas
polipeptidicas, denominadas o y B. Cada cadena es producida a partir de dos dominios
multigénicos localizados en diferentes cromosomas, pero co-regulados a lo largo del
desarrollo. Dichos dominios estan compuestos de genes embrionarios (¢ y p en el
dominio B, y 7 en el dominio o) y genes adultos (B* y B en el dominio B, y a® y o* en el
dominio o) (127).

Durante el desarrollo del embridon de pollo las células eritroides primitivas, las
cuales aparecen en la circulacion entre los dias 4 y 5 post-fecundacion, expresan los
genes embrionarios (52). A partir del 5° dia del desarrollo el linaje definitivo (adulto)
inicia la expresion de los genes adultos (B* y B en el dominio B, asi como o y o en el
dominio a). Sin embargo, existe evidencia de que los genes adultos del dominio o son
expresados a lo largo del desarrollo (52). A este proceso se le conoce como recambio
de genes globina (conocido en inglés como: “ hemoglobin switching” ) (127). Desde

hace mas de 20 afos se ha sugerido que dicho proceso esta dado por una estrecha
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relacion entre la regulaciéon genética y la epigenética. Este recambio correlaciona
también con la reorganizacién de las islas sanguineas que producen eritrocitos, cuyo
origen es el tejido mesodérmico. En ratén, durante los primeros dias las islas
sanguineas se organizan en el saco vitelino. Posteriormente, un sub-tipo de células
madre hematopoyéticas localizadas en la regién aorta-gonadal-mesonefros (AGM)
dentro del tejido embrionario, migran al higado (dia 5-6), y posteriormente a la medula
Osea (dia 10) (90, 127).

Durante el desarrollo, las células madre hematopoyéticas se comprometen a la
produccién de células con un linaje definido, proceso conocido como diferenciacion.
Esto incluye a las células eritroides, las cuales parten de un precursor totipotencial a
célula madre unipotencial y, finalmente, su diferenciacion a la estirpe eritroide madura, a
través de la expresion de factores especificos de tejido como GATA-2 y posteriormente
GATA-1 (Figura 12). La diferenciacién ocurre durante todos los dias de la vida de un
vertebrado, por lo que es de interés determinar como se lleva a cabo el proceso de
recambio de hemoglobina durante etapas sucesivas de diferenciacién (71, 90). Estudios
pioneros realizados por Weintraub y Groudine propusieron que la regulaciéon se da a
nivel transcripcional por mecanismos epigenéticos, los cuales deben de ser
aprovechados por la célula madre para establecer qué tipo de hemoglobinas adultas
deben de ser sintetizadas y usadas por el pollo adulto y, por el contrario, qué genes
embrionarios deben silenciarse, sin embargo la comprobacion de esta hipdtesis no se
ha realizado (72, 73).

Los genes globina representan un paradigma en la regulacion génica tanto por
poseer una organizacibn multigénica, como por su regulacion a través de la

diferenciacion y a lo largo del desarrollo. El estudio de estos genes permitié establecer
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las bases experimentales y conceptos necesarios para entender que la expresion de los
genes esta intimamente ligada a la estructura de la cromatina. A partir de los trabajos
pioneros de Weintraub y Groudine, quienes demostraron por primera vez que la
cromatina de los genes activos es mas sensible a la digestién por parte de la DNasa |
en comparacion a los genes inactivos dentro de una misma célula (177).
Interesantemente, observaron que dicha sensibilidad se extendia varias kilobases mas
alld de los genes. Estos resultados establecieron las primeras evidencias que muestran

que la estructura cromatinica de un dominio esta intimamente asociada a la actividad

transcripcional.
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Figura 12.- Diferenciacion eritroide. La célula madre hematopoyética (CMH) se diferencia a una célula
multipotencial mieloide eritroide (CMM). Posteriormente las CMM sufren divisiones celulares la cuales
permiten comprometerse (CPE), a través de la expresién de factores especificos (por ejemplo GATA-1 y
GATA-2), al linaje definitivo (por ejemplo eritrocitos).

Posteriormente, en estos dominios se establecié que las regiones que cubren
elementos de regulacién poseen una distorsion caracteristica en la cadena de ADN (52,
53). Dicha distorsion provoca una mayor sensibilidad al corte por la DNasa |,
nombrando a estas regiones como sitios de hipersensibilidad (HS). La sensibilidad al
corte por dicha enzima ha sido ampliamente usada durante los ultimos 20 afos para la
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caracterizacion de componentes estructurales y regulatorios, tales como promotores,
potenciadores, silenciadores e ‘“insulators”, localizados a lo largo de amplias
extensiones gendmicas. En si, los dominios globina de pollo representan un modelo
viable para el estudio de la regulacion de genes a nivel dominio y a nivel local, lo
anterior con base en que dichos dominios han sido claves en la identificacion vy

caracterizacion, tanto estructural como funcional, de elementos de regulacioén génica.

6.1 Dominio B-globina de pollo

El dominio B-globina de pollo es uno de los dominios gendémicos mejor
caracterizados y abarca alrededor de treinta kilobases y se localiza en el cromosoma 1;
esta4 compuesto de cuatro genes, un gen embrionario, uno fetal y dos adultos (p, €, "'y
BA, respectivamente; Figura 13). Cada uno de los promotores contiene la informacion
necesaria para la expresién en cada gen globina en la etapa del desarrollo donde su
expresiéon es requerida (52, 140). Dicha regulacidén estd basada en el reclutamiento de
factores transcripcionales ubicuos —como por ejemplo: Sp1, YY1- y especificos de tejido
—como por ejemplo: GATA-1, EKLF y NF-E2- (5, 21, 52). Interesantemente, la mayoria
de los elementos de regulacion de genes eritroides poseen de manera recurrente varios
sitios de union para los factores antes descritos que trabajan en conjunto. Los
elementos de regulacion donde interviene el factor GATA-1 comprenden regularmente
mas de dos sitios de union, co-existiendo en muchos casos con sitios de unién a otros
factores de regulacion, tanto ubicuos como eritroide especificos, los cuales en su
conjunto regulan la expresion de genes eritroides (70). Lo anterior es cierto para genes

globina cuyos elementos de regulacion tanto proximales como distales poseen
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generalmente mas de dos sitios de union al factor GATA-1 tanto en los promotores
como en potenciadores (30).

El dominio posee dos elementos potenciadores, un enhancer entre los genes p*
y €, asi como un elemento tipo LCR ubicado rio arriba del dominio B-globina. El
enhancer B*/e se ha propuesto que su funcién es la de favorecer la expresiéon de los
genes que lo enmarcan. Por otro lado, la regién 5’ del dominio posee 4 sitios de
hipersensibilidad al corte por la DNasa I. El sitio mas externo es constitutivo y constituye
un elemento tipo “insulator” conocido como cHS4 (ver mas adelante). Los 3 sitios
proximales respecto a los genes constituyen un LCR y se encuentran conservados
entre vertebrados. Dichos sitios son necesarios para potenciar la expresion de los
genes B-globina exclusivamente en tejido eritroide, sin embargo, la eliminacion de
alguno de estos sitios provoca que los sitios restantes se comporten como silenciadores
(56, 104). Mutaciones en las cuales se elimina el LCR en el locus end6geno provocan
niveles reducidos de expresion de los genes globina, y que la caracterizacion de dichas
mutaciones en humanos correlaciona con distintos tipos de anemia (14).

En el dominio B-globina de ratén se ha permitido establecer que el LCR se
encuentra en contacto directo fisico con los promotores blanco de acuerdo a la etapa
del desarrollo, lo anterior mediante la técnica de captura conformacional de cromosoma
(26). Por otro lado, el LCR posee sitios de union al factor NF-E2, y esta proteina puede
ser localizada en los promotores globina, los cuales no poseen sitios de unién para
dicho factor, confirmando la interaccion entre elementos tan distantes, apoyando el
modelo de asas para potenciadores (150, 168). Sin embargo, la caracterizacién de un
transcrito intergénico, que cubre gran parte del dominio B-globina, apoya que el LCR

podria trasladarse a lo largo de la cromatina apoyando el modelo de rastreo (168).
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Figura 13.- Dominio B-globina de pollo. EI dominio abarca alrededor de 30 kb del cromosoma 1,
compuesta por los genes globina (p, BH, BA y €). Dichos genes se encuentran bajo la influencia de un
elemento tipo LCR y del enhancer B*/e . Dos sitios de hipersensibilidad al corte por la DNasa | enmarcan
el dominio, conocidos como cHS4 y 3’HS, los cuales poseen funciones de delimitadores cromatinicos o
“insulators”. Rio arriba del dominio se encuentra una regién de 16 kb de heterocromatina, formada
principalmente de secuencias repetidas CR1. Los dominios génicos que rodean al dominio B-globina son
el del gen receptor de folato (GF) y un gen de receptor olfatorio (GO). El cHS4, caracterizado como una
secuencia minima de 250 pb, esta constituido de al menos 5 secuencias de interaccion para proteinas
(“caracterizados por ensayos de “footprinting”), de las cuales CTCF se une al sitio Il y USF en el IV (28,
54, 62). Las entidades proteicas localizadas en los sitios I, lll y V no han sido hasta el momento
caracterizadas.

A nivel de dominio se ha propuesto que el LCR del locus B-globina murino podria
estar involucrado en la apertura del dominio B-globina. La incorporacién de este
elemento a transgenes y la posterior integraciéon en un contexto cromatinico contribuy6
a definir que el LCR favorece una expresiéon dependiente del nimero de copias e
independiente del sitio de integracién. Dichos estudios permitieron postular que el LCR
podria abrir la cromatina del dominio con el fin de prepararlo para la expresion de los
genes que éste contiene. Sin embargo, la eliminacion del LCR murino permitié

establecer que aunque la expresién de los genes se mantiene en niveles bajos, la
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ausencia del mismo no altera la apertura y estructura de la cromatina del dominio -
globina restante (49, 151). Las secuencias rio arriba del LCR, las cuales incluyen sitios
de hipersensibilidad como el HS-62S, tampoco poseen un efecto significativo sobre la
expresion de los genes globina en presencia o ausencia del LCR (13). Por lo tanto, el
dominio B-globina parece contener dentro de las regiones génicas todos los elementos
necesarios para la correcta expresion de los genes y adecuada organizacién estructural
del dominio.

Si el LCR es fundamental para la expresién de los genes globina ;cémo es que
este elemento participa en el recambio de genes globina durante la etapa embrionaria a
la adulta? Durante dicho recambio de genes embrionarios por adultos, se pensaba que
el LCR competia por los promotores de los diferentes genes globina. En otras palabras
al encontrarse el LCR rio arriba de los genes, éste realizaba un rastreo del promotor
mas proximal, siendo éste el promotor embrionario. En etapas posteriores del
desarrollo, los promotores adultos se volvian mas atractivos para el LCR, lo cual
permitia la expresion de los genes adultos. Estas hipotesis han sido rechazadas con
base en resultados obtenidos en ratones transgénicos, en los cuales el LCR era
eliminado del contexto enddgeno. Lo anterior permitié demostrar que aunque los niveles
de los genes globina disminuian dramaticamente, el recambio de los genes
embrionarios por los adultos procedia correctamente. En otras palabras, el LCR no
juega un papel relevante en el recambio de genes embrionarios por genes adultos (12,
14, 82).

Otras hipoétesis plantean que los promotores compiten por la interaccion con el
LCR. Mediante el uso de ratones transgénicos se demostrd que la inversion del orden

de los promotores £ y B"' en el locus endégeno invertia la expresién de dichos genes
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durante el desarrollo. Asimismo, la alteracion del order del los genes globina en
transgenes posee un efecto similar. Sin embargo, evidencia en contra de la competicion
gradual del LCR por los promotores fue provista con la eliminacion de los promotores
globina en el locus endbégeno, concluyendo que los promotores restantes transcriben en
tiempo y espacio adecuado e independientemente de la presencia del promotor vecino
(12, 159). Aunque muchos de los estudios se han realizado en ratdén durante los ultimos
anos varios de los modelos se han trasladado a pollo y humano, sin embargo, la
veracidad e integracion de estos ésta aun bajo investigacién.

Recientemente se han caracterizado factores transcripcionales como
componentes fundamentales del silenciamiento de genes para permitir el recambio de
genes [-globina. Proteinas como SOX6 y Sp1 han sido involucradas en el
silenciamiento de genes B-globina de ratén, aunque solo SOX6 ha mostrado una
habilidad clara para silenciar el gen embrionario € en el dominio B-globina murino
durante etapas adultas (183). En pollo, dichas proteinas no han sido aun caracterizadas
por lo que su papel en la expresién diferencial de los genes B—globina es desconocido.
En otros sistemas como en ratdn, el silenciamiento auténomo del gen € es un fenédmeno
complejo que involucra secuencias dentro y cerca del promotor. Por ejemplo, la
caracterizacion de un sitio de union al factor eritroide GATA-1 parece ser fundamental,
ya que alrededor de dicha secuencia, existe un sitio de unién al factor de transcripcion
YY1. La interaccién de dicho factor ubicuo compite con GATA-1 por la interaccion a su
respectivo sitio inhibiendo la expresién del gen € (159).

Por otro lado, la regulacién epigenética esta involucrada en el silenciamiento de
genes embrionarios, ya que se ha encontrado una relacidon directa entre el estado de la

metilacion del ADN y los genes a silenciarse (159). Por ejemplo, el gen embrionario p
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de pollo se encuentra metilado en sitios CpG en etapas adultas (157, 158). Dicha
metilacion permite el reclutamiento de proteinas de unién a ADN metilado, como MBD2
(98). Sin embargo, los componentes que reclutan a la maquinaria que metila al ADN no
se conocen claramente. Una hipotesis probable consiste en que la ausencia de
transcripcion permita la metilacién del promotor del gen embrionario, o por otro lado,
factores transcripcionales y co-factores, que realizan el silenciamiento auténomo del
promotor, se encuentren acoplados a las metilasas de ADN. Interesantemente, en
humano, cuyos genes embrionarios también son metilados, el uso de un inhibidor de la
metilacion del ADN (5-aza-2’-desoxicitidina) puede reactivar la expresién de los genes
embrionarios en etapas adultas (146). Lo anterior sugiere que el silenciamiento del gen
embrionario se da en una etapa del desarrollo y después, mediante mecanismos
epigenéticos, la regulacién negativa se conserva. Hasta la fecha, no queda claro si la
cromatina local del promotor embrionario es compactada o si la metilacién del ADN solo
evita la unién de factores de transcripcion al promotor.

Otro problema al cual el dominio B-globina de pollo se debe de enfrentar se
encuentra localizado hacia el extremo 5’ del mismo. Felsenfeld y cols., caracterizaron
una region de 16 kb de heterocromatina, constituida por secuencias repetidas tipo CR1
y una alta densidad de CGs metiladas (28, 136). Hacia el extremo 3’, el dominio B-
globina colinda con dominios que contienen a los genes que codifican para un receptor
olfatorio (Figura 13) (28). La presencia de una zona de heterocromatina rio arriba del
dominio puede ser un “peligro” para la expresion de los genes globina.
Interesantemente, el dominio esta flanqueado por sitios de hipersensibilidad que son
constitutivos, el cHS4 y el 3’'HS, los cuales constituyen los limites del dominio y actian

como delimitadores cromatinicos —“insulators”- (28). Dentro del dominio, conforme las
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células eritroblasticas se diferencian a eritrocitos, a lo largo del dominio se van
adquiriendo marcas de cromatina abierta, por ejemplo: hiperacetilacion de las histonas
H3 y H4, asi como metilacion de la K4 de la histona H3 (109), previas a la expresion de
los genes globina. Dichas marcas presentan limites bien definidos los cuales coinciden
con los sitios de hipersensibilidad constitutivos -“insulators”-. En células no eritroides,
Unicamente las secuencias asociadas con los “insulators” mantienen marcas de
apertura, a diferencia del resto del dominio cuya cromatina refleja su estado
transcripcionalmente inactivo, como por ejemplo: presencia de di-metilacion de la lisina
9 de la histona H3 (28, 109). Este hallazgo permite sugerir que los “insulators” podrian
definir o delimitar regiones que contienen genes de las que no.

En resumen, mecanismos genéticos y epigenéticos deben de controlar la
adecuada activacion de los genes B-globina en tiempo y espacio. Aunque la informacion
necesaria para la regulacion de estos genes se encuentra en los promotores, resulta
clara la necesidad de la participaciéon de elementos de regulacion a distancia para
mantener los niveles necesarios de los genes globina durante la ontogenia. Un aspecto
fundamental en la diferenciacion eritroide debe de ser la seleccion correcta del dominio
y su adecuada organizacion de manera regulada e independiente del contexto
genomico en el que se encuentra. Para dichos fines elementos tipo “insulators” han
emergido como candidatos para la seleccion y apertura regulada de dominio génicos

(66, 75, 123).
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6.1.1 “Insulators” del dominio B-globina.

Como ya se menciond, el dominio B-globina posee dos sitios constitutivos de
hipersensibilidad al corte por la DNasa | que enmarca a este grupo de genes. Dichos
sitios han sido caracterizados como elementos tipo “insulator” y cuya funcién principal
es la de delimitar y proteger al dominio B-globina del microambiente epigenémico que lo
rodea (51). Sin embargo, estas caracteristicas, asi como las funciones asociadas a este
“‘insulator”, han sido establecidas indirectamente, ya que hasta el momento, el
“insulator” cHS4 no ha podido ser removido de su contexto endégeno.

El sitio de hipersensibilidad 3'HS, localizado en el costado 3’ del dominio, es un
elemento que posee actividad de bloqueo de enhancer dependiente de la proteina
CTCF (147). Por lo que se ha propuesto que el “insulator” 3’'HS evita la “promiscuidad”
entre los elementos de regulacion del dominio 3-globina con el o los dominios vecino(s)
localizados rio abajo de este. Por otro lado, el sitio de hipersensibilidad 4, conocido
como ‘“insulator” cHS4, tiene la capacidad de bloquear la comunicacién entre un
potenciador y su promotor, pero a su vez, también puede actuar como barrera
cromatinica (135). El elemento minimo del “insulator” cHS4 esta contenido en un
fragmento de ADN de 250 pb, constituido por al menos 5 sitios de unién a factores
nucleares, los cuales fueron caracterizados in vitro mediante ensayos de interaccién
proteina-ADN. Entre estos sitios de hipersensibilidad se encuentra el sitio 2, conocido
como Fll (del inglés: “Footprinting 11”), el cual es el encargado de reclutar al factor
CTCF y proveer la capacidad de bloqueo de enhancer (62, 139).

De manera paralela, el “insulator” cHS4 tiene la capacidad de proteger a distintos
tipos de transgenes contra los efectos de posicién causados por el entorno cromatinico
asociado al sitio de integracion (135). El enmarcar un transgen con dos copias del
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“‘insulator” cHS4 permite la expresion homogénea y constante a lo largo del tiempo
(Figura 14). Recientemente, el grupo de Felsenfeld y cols., caracterizaron la union de la
proteina USF a la secuencia FIV, y dicha proteina es, en parte, la encargada de
proteger a un transgen contra los efectos de posicidén a través del reclutamiento activo
de modificadores de cromatina como acetiltransferasas y metiltranferasas de histonas
(179). La caracterizacién epigenética de trangenes sin el “insulator” cHS4 permitié
establecer que el silenciamiento génico estd acompanado de una gradual
desacetilacion y metilacion de histonas y, subsecuentemente, una metilacion del ADN
asociado al transgen. Finalmente, estos procesos epigenéticos extinguen
progresivamente la expresidén del transgene (120). La actividad dual de este elemento
es evidente al confrontar estos resultados con la arquitectura del dominio B-globina
(Figura 13). Rio arriba del dominio existe una regién de 16 kb de heterocromatina v,
posteriormente, se encuentra localizado el siguiente dominio correspondiente al gen del
receptor a folato. Por lo que se ha propuesto que el cHS4 podria estar evitando la
propagacion de la heterocromatina hacia el dominio B-globina (investigacién en curso),
asi como evitando la promiscuidad entre sefales regulatorias. Aunque se ha analizado
la proteccién de un transgen contra los efectos de posicién por parte del “insulator” -
globina de pollo cHS4 en distintos sitios de integracién, no es claro si dicho elemento
protege la expresiéon de un transgene en regiones definidas como de heterocromatina
constitutiva como centromeros y telémeros. En resumen, el “insulator” B-globina cHS4
de pollo constituye un elemento de regulaciéon con actividad dual, el cual permite definir
y aislar al dominio globina. Este elemento constituye el prototipo de aislador

cromatinico, sin embargo, cabe mencionar que a la fecha sus mecanismos de accién no
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son claros y se encuentran bajo estudio por parte de varios grupos de investigacion

incluyendo el nuestro.

\ Transgen
Integracion /

Sin cHS4:
e i o Expresion
+-+ - +
++- + - E
T
Con cHS4: Expresion
/ ++++ 4+ E—_
4 ++++ +
T

“Insulators”

Figura 14.- Proteccion contra el efecto de posicion por parte del “insulator” cHS4. La expresion de
un transgene esta sometida al ambiente del sitio de integracion en el genoma. Por lo que la expresién (E)
va a ser heterogénea (+,-) y a lo largo del tiempo (T) va a decaer. El enmarcar al mismo transgene con el
“insulator” cHS4 permite una expresion mas homogénea sin importar el sitio de integracién y sostenida a

lo largo del tiempo (T).

6.2 Dominio a-globina de pollo

El dominio a-globina de pollo se encuentra localizado en el minicromosoma 14 dentro
de una regién de 40 kb, aproximadamente. Dicho dominio se conforma de un gen
embrionario y dos genes adultos, conocidos como w, o y o, respectivamente (Figura
15). La organizacion de dicho dominio varia significativamente a la del dominio (-
globina, incluyendo a los dominios homologos en humano y ratén. Los promotores de
los genes de pollo poseen una organizacion modular y contienen toda la informacién
necesaria para su expresion durante las diferentes etapas de desarrollo eritroide, sin
embargo requiere de elementos potenciadores para alcanzar los niveles de expresion

adecuados (52). Los tres promotores poseen una caja TATA y por lo general una serie
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de sitios de unién a los factores YY1, Sp1 y GATA-1, siendo este ultimo fundamental
para su activacién génica eritroide. Curiosamente, el promotor embrionario presenta, de
manera exclusiva, sitios putativos de reconocimiento al factor Sox6; por su parte, los
promotores adultos poseen sitios de reconocimiento al factor NF-E2, que no estan
presentes en el promotor embrionario. Este ultimo factor no posee sitios de unidén sobre
el promotor embrionario. Sin embargo la contribucion real de estos factores
transcripcionales no ha sido determinada.

A diferencia del dominio B-globina, en el dominio—a globina de pollo no se ha
caracterizado un elemento tipo LCR, aunque se ha propuesto la existencia de un
elemento de regulacion rio arriba del dominio mediante andlisis in silico. Dicho analisis
compard entre los difirerentes dominio a-globina de vertebrados caracterizando una
regidbn homologa que generaba un sitio de hipersensibilidad in vivo. En transfecciones
transitorias, éste sitio de hipesensibilidad al corte por la DNasal actia como un
potenciador apoyando la idea de que podria actuar como un LCR (Figura 15; Rebollar
et al datos no publicados) (60). Sin embargo, la relevancia y caracterizacion funcional
de dicho potenciador sobre el dominio a-globina de pollo se encuentra bajo estudio en
nuestro laboratorio.

Por otro lado, los principales elementos de regulacion, descritos hasta el
momento, son un silenciador/enhancer localizados en el extremo 3’ respecto a los
genes (Figura 15). El enhancer esta constituido por 3 sitios GATA-1 (95) y por un
fragmento de ADN conservado entre pollo y pato de 120 pb, cuya funcién hemos
estudiado en el contexto de esta tesis (162, 164). El silenciador por su lado esta
constituido por al menos tres sitios de union a factores nucleares, los cuales hasta el

momento no han sido identificados (162).
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Figura 15.- Dominio a-globina de pollo. El dominio abarca una regién aproximada de 40 kb, aunque no
se conoce los limites exactos del mismo. El dominio contiene a los tres genes globina (r, a” y o), asi
como los principales elementos de regulacién hasta el momento descritos, el silenciador (sil) y el
enhancer (enh). Los genes se encuentran enmarcados por islas CpG; la ubicada en el extremo 5’
corresponde al sitio de inicio de la transcripcién para el gen ggPRX. Rio arriba se encuentran 3 sitios de
hipersensibilidad (aEHS-1.4, aCHS-1.2 y aEH-1.0) dentro de los cuales se ha caracterizado un elemento
con actividad de bloqueo de enhancer, conocido como M9 (aEHS-1.4), y que une a CTCF in vitro e in
vivo. 5 kb arriba de dichos sitios se localiza una secuencia conservada entre vertebrados, a la cual se le
ha asignado una posible funcion de LCR. En la parte inferior del diagrama se denotan las regiones que
pueden tener una funcion estructural, las secuencias de uniéon a matriz nuclear (MAR) y los sitios de
uniébn a la topoisomerasa. Estos correlacionan con las islas CpG y son regiones gendémicas de
sensibilidad al corte por la nucleasa S1. Diagrama no a escala.

En contrasentido al dominio, se encuentra el gen -14 —ahora llamado ggPRX-, el
cual se encuentra conservado con respecto a su homologo en humano y en una gran
variedad de organismos (6). Aparentemente, dicho transcrito no codifica para alguna
entidad proteica, por lo que se cree que pueda tener un papel estructural a nivel del
dominio (140). La regulacion de dicho gen es desconocida y el promotor de dicho
transcrito ha sido caracterizado parcialmente en el contexto de esta tesis en
colaboracion con el grupo del Dr. Sergey Razin. 5 kb arriba del gen embrionario &, una
isla CpG fue identificada, y trabajos preliminares propusieron que podria tener actividad
de enhancer, sin embargo en transfecciones transitorias de este elemento sdélo

incrementé 2 veces la transcripcion. Alrededor de 6 kb rio abajo del gen o* hemos
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identificado otra isla CpG, cuya funcion es actualmente materia de estudio en nuestro
laboratorio. Estas islas correlacionan con sitios de hipersensibilidad al corte por la
nucleasa S1, la cual tiene preferencia por ADN de cadena sencilla, asi como a la
DNasal (experimentos en curso). La relevancia funcional de estas islas CpG dista
mucho de ser conocida, aunque por su sensibilidad a la nucleasa S1 se sugiere que
podrian estar participando de manera estructural en la formacion de asas cromatinicas
(138, 141).

Por otro lado, rio arriba de la isla CpG del costado 5 del dominio se han
caracterizado varios sitios de hipersensibilidad al corte por la DNasa |, tanto
constitutivos como especificos del tejido eritroide. Estos sitios de hipersensibilidad se
encuentran localizados entre 11 y 15 kb rio arriba del gen embrionario &, llamados
oEHS-1.4, aCHS-1.2 y aEH-1.0 (Figura 15). Recientemente, en nuestro laboratorio se
definié que dos de estos sitios (akEHS-1.4 y aCHS-1.2) poseian actividad de bloqueo de
enhancer dependiente de CTCF (170). Sin embargo, aunque se ha determinado dicha
actividad, no queda claro si estos elementos representan los limites del dominio o si
existe una transicion tan marcada como en el dominio B-globina. Varios de los sitios de
hipersensibilidad correlacionan con secuencias de unién a la matriz nuclear, por lo que
su papel en la organizacién del dominio debe de ser relevante inclusive para delimitar al
locus a-globina (138, 140). Dichos hallazgos junto con los datos del grupo de Higgs, en
relacion a un posible LCR rio arriba del dominio, podrian parecer contradictorios, sin
embargo varios resultados preliminares del laboratorio sugieren que los aisladores
caracterizados podrian ser regulables y actuar de manera coordinada con otros

elementos.

80



La caracterizacion de la estructura a nivel del dominio no se ha realizado a
detalle. Datos iniciales del grupo de Higgs sugieren que la cromatina a lo largo del
dominio a-globina de pollo se encuentra abierta, debido a una alta acetilaciéon en la
histona H4, la cual puede ser detectada mas alla de los sitios de hipersensibilidad con
actividad de “insulators” caracterizados en nuestro laboratorio (23). Dicha configuraciéon
de cromatina abierta parece estar conservada a lo largo de la evolucion. Los
mecanismos por los que este dominio se remodela para atraer a la maquinaria
responsable de transcripcion no son entendidos y se encuentran bajo estudio en
nuestro laboratorio.

Durante los afos 80s, experimentos pioneros realizado por Weintraub y
Groudine mostraron que el locus o-globina esta compuesto por sub-dominios, los
cuales adquieren caracteristicas estructurales especificas de acuerdo al gen globina
que debe de ser expresado de manera regulada. Por otra parte, presencia de ADN
metilado puede ser observada sobre el gen m en eritrocitos adultos, sugiriendo de
manera indirecta un remodelaje de la cromatina a nivel local (177). Esto podria sugerir
que la compactacion diferencial de la cromatina a nivel del dominio es un mecanismo
para determinar que genes deben de ser activados o reprimidos en funcién del
recambio de hemoglobinas embrionarias por adultas. Sin embargo, a diferencia del
dominio B-globina los factores y mecanismos involucrados en dicho recambio no son
conocidos.

En conclusion, el dominio a-globina representa un modelo atractivo de estudio
por las diferencias tanto estructurales como de organizacion que presenta respecto al
dominio B-globina. Especialmente, en el contexto de elementos de regulacién positiva,

el dominio a-globina se caracteriza por la presencia de dos elementos antagoénicos
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localizados uno al lado del otro, como lo son el silenciador y el enhancer 3’ (Figura 15).
A nivel de dominio, éste se encuentra en un contexto constitutivamente abierto aun
cuando se desconoce como la cromatina podria influir en la regulacién de los genes
contenidos en el mismo. Cabe mencionar que parte del interés de esta tesis se enfoca

en el estudio del potenciador del dominio a-globina de pollo.

6.2.1 El enhancer o-globina de pollo localizado en el costado 3’ del dominio.

El enhancer a-globina fue inicialmente descrito como una secuencia de 300 pb
compuesta por tres sitios de union al factor GATA-1. Dicho elemento puede trans-
activar a los promotores a-globina, sugiriendo que sélo actia de manera dependiente al
estado del desarrollo y del tipo de hemoglobina necesaria en cada etapa (52). Por otro
lado, el enhancer también posee dos sitios de reconocimiento al factor ubicuo Sp1
intercalado entre los sitios GATA-1. Aunque su funcién no se ha estudiado, se propone
que los sitios Sp1 coadyuvan a la trans-activacion efectuada por GATA-1, ademas de
tener una demostrada participacion en procesos de remodelaje de la estructura de la
cromatina (138, 140). La secuencia se encuentra conservada en pato y pollo e incluye a
una regién de 120 pb la cual posee sitios de unién a los factores EKLF, NF-E2 y GATA-
1 (Figura 16) (163). La relevancia funcional de dicha region no se conoce, pero se
propone que ayudan al potenciador a incrementar la transcripcion (163). Hasta la fecha
no se ha determinado si el enhancer del dominio esta directa o indirectamente
involucrado en el recambio de genes embrionarios por adultos, y mucho menos cémo el
silenciador, localizado rio arriba de éste, coordina la expresién de los genes a-globina

de pollo.
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Figura 16.- Descripcion del enhancer del dominio a-globina. El potenciador inicialmente descrito se
denomina elemento minimo y esta constituido por tres sitios GATA-1 y dos sitios Sp1. Un fragmento de
ADN de 120 pb localizado rio abajo del elemento minimo parece formar parte del enhancer. Dicho
fragmento posee sitios de union para los factores EKLF, NF-E2 y una cuarta secuencia de union al factor

GATA-1.
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7 Comentarios sobre los proyectos realizados durante el doctorado

Durante los ultimos afos, nuestro laboratorio ha estado interesado en el estudio de
la regulacién transcripcional a nivel de un dominio y a nivel local, considerando como
premisa que la seleccién y apertura de un dominio es un pre-requisito fundamental para
lograr una regulacién adecuada de los genes contenidos en el mismo. Sin embargo,
hasta el momento, no existe evidencia directa que permita establecer una co-
dependencia. Asimismo, para fines practicos de esta tesis y con base en como fue
desarrollandose experimentalmente, nosotros decidimos estudiar ambos niveles de
regulacion, los cuales proponemos que son interdependientes. Ante este panorama, se
decidi6é abordar conjuntamente dos proyectos de investigacion:

e Estudio de la proteccion contra efectos de posicidon por parte del “insulator”
cHS4 globina de pollo.

e Regulacién genética y epigenética de los genes del dominio a-globina de
pollo.

Ante dicho argumento, me gustaria aclarar que la tesis ha sido organizada en dos
partes. De esta manera, a continuacién expongo la relevancia del proyecto A, asi como
los resultados y conclusiones establecidas. De este proyecto nos encontramos
preparando un articulo que pensamos sera una aportacion relevante al entendimiento
del la regulacién a nivel de dominio. Posteriormente, abordaré el proyecto B con las
estrategias y hallazgos realizados durante mis estudios de doctorado que han sido
publicados parcialmente. Finalmente, presentaré una conclusion global final, asi como

las perspectivas que se derivan a partir de nuestros estudios.
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12 Parte

Estudio de la proteccion contra efectos de posiciéon por parte del

“insulator” cHS4 globina de pollo.

8 Planteamiento del problema

La integracion de un transgen en regiones aledanas a heterocromatina conlleva a
una extincidon gradual de la expresion del mismo, a dicho efecto se conoce como
efectos de posicion, el cual ha sido descrito tanto en levaduras como en células de
mamiferos. Por otro lado, el “insulator” cHS4 del dominio B-globina de pollo es capaz de
proteger contra los efectos de posicion cromosomales. Se sugiere que dicha proteccion
esta basada en el reclutamiento de actividades remodeladoras de la cromatina, por
ejemplo: acetiltransferasas de histonas. Sin embargo, no se ha establecido de manera
directa si el “insulator” cHS4 protege contra efectos de posicion provocados por una
fuente dominante de heterocromatina constitutiva, ya que previamente su estudio se
habia basado en el analisis de sitios de integracion aleatorios dentro del genoma de
pollo. De esta manera, la eliminacion de un ‘“insulator” del sitio de integracion
proporcionaria la evidencia necesaria para determinar si la proteccién contra los efectos
de posicion observados es realmente dependiente de la presencia del “insulator” cHS4.
Asimismo, la integracion dirigida de un transgen protegido con el “insulator” cHS4 a una
zona de heterocromatina constitutiva proporcionaria la via para evaluar si dicho

elemento protege contra los efectos de posicién telomérico.
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9 Hipotesis

El “insulator” cHS4 del dominio B-globina protege trangenes contra los efectos de
posicion cromosomales. Dicha proteccién se lleva a cabo por el reclutamiento de
enzimas modificadoras de la cromatina que mantienen abierta la regién en donde el
transgen se integr6. Por lo tanto la eliminacion in vivo de este elemento conllevara a
modificaciones en la expresién del transgen ligado a dicho elemento, provocando en
casos extremos el silenciamiento del mismo. Con este razonamiento, la introduccién de
un transgen protegido con el “insulator” cHS4 dentro de una zona de heterocromatina
permitird la expresién del mismo, aun en presencia de la heterocromatina que rodea al
sitio de integracion. Lo anterior como resultado de un efecto dominante del

reclutamiento de acetil- y metil- transferasas de histonas.
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10 Objetivo general

Analizar la capacidad del “insulator” cHS4 de proteger contra efectos de posicion

cromosomal en un mismo sitio de integracion ante un ambiente de heterocromatina.

10.1 Objetivos particulares

Desarrollar un nuevo sistema para el estudio de los efectos de posicion sobre la
expresion de un transgen integrado de manera estable en células de pollo en cultivo.

Evaluar si la eliminacion del “insulator” cHS4 en un mismo sitio de integracién afecta la

expresion del transgen.

Evaluar la capacidad del “insulator” cHS4 para proteger a un transgene del

silenciamiento provocado por heterocromatina constitutiva.
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11 Resultados
Sistema para estudiar efectos de posicion

A nivel de un dominio transcripcionalmente activo, las regiones de union a la
matriz nuclear y los aisladores cromatinicos o “insulators” tienen un papel importante en
la manutencion y estabilidad funcional de dominios génicos. Lo anterior se basa en las
caracteristicas funcionales de los elementos antes mencionados, ya que son capaces
de evitar la promiscuidad entre elementos de regulacion y tienen la capacidad de
proteger la expresion de transgenes enmarcados por estas secuencias. Para estudiar
esta Ultima caracteristica en vertebrados, Felsenfeld y colaboradores establecieron un
sistema basado en la co-transfeccidon estable de dos pldsmidos, uno que permitia la
seleccion de clonas estables y otro que era sensible a efectos de posicion (135). Los
transgenes sin proteccion eran silenciados rapidamente, y dicho silenciamiento se
encontraba asociado a la desacetilacion y metilacion de histonas, asi como a la
metilacion del ADN (121, 179). La estrategia se basa en la evaluacion de diferentes
sitios de integracion entre reporteros protegidos o no con el “insulator” cHS4. Sin
embargo, hasta la fecha no hay evidencia directa de que en un mismo sitio de
integracion un “insulator” proteja contra efectos de posicion. Por lo que ante este hecho,
propusimos establecer un sistema alterno y sensible a efectos de posicién y que
permitiera eliminar al “insulator” cHS4 dentro de un mismo sitio de integracién. Para
este fin, se construyeron una serie de plasmidos para evaluar su sensibilidad a efectos
de posicién; dichos plasmidos poseen elementos de regulacién virales (por ejemplo:
citomegalovirus) y eritroides (por ejemplo: promotor o del dominio a-globina de pollo)
que dirigen la expresién de la proteina verde fluorescente (Figura 17A). Los plasmidos
fueron transfectados establemente en la linea celular eritroblastica HD3 de pollo, y
clonas individuales fueron seleccionadas con el uso de un medio semisélido en
presencia de geneticina. La expresion del transgen fue evaluada por citometria de flujo
ya que las propiedades de fluorescencia de la GFP puede ser evaluadas por esta
metodologia, asimismo, ésta nos permite determinar el comportamiento poblacional de
cada clona (Figura 17B). Dentro del andlisis se fij6 como poblacién negativa la que
mostraba una fluorescencia dentro del rango de 10°%10" URF (unidades relativas de
fluorescencia); por su parte, la poblacién positiva se fijo a partir de 10" URF en adelante
(Figura 17B). Las lineas celulares estables fueron mantenidas en cultivo, en ausencia
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del antibiético de seleccién por 100 dias, con evaluaciones quincenales de los niveles
de expresion del transgen por citometria. Interesantemente, tanto los elementos de
regulacion virales como aquellos plasmidos que contienen al enhancer a-globina fueron
capaces de proteger contra los efectos de posicidn, esto es, las clonas resultantes eran
capaces de mantener la expresion del transgen aun después de 100 dias de cultivo
continuo (ver adelante). Por otro lado, las clonas resultantes de la transfeccién con el
plasmido regulado exclusivamente por el promotor o® mostraron un comportamiento
variegado de la expresion en la mayoria de las clonas después de 30 dias en cultivo, el
silenciamiento total se observo alrededor del dia 50 (Figura 18).

Los resultados muestran que la expresion del transgen seleccionado (pGaD3) es
dependiente del microambiente en el cual dicho plasmido se integré en el genoma de
las células HD3 e independiente del niumero de copias. La extincién gradual de la
expresion del transgen sugiere que éste se encuentra sometido a efectos de posicion
por la cromatina circundante o que el transgen fue eliminado del sitio de integracion.
Para determinar si la primera opcién era la correcta, decimos evaluar la capacidad de
reactivar la expresién en las clonas silenciadas. Para dicho fin, las células fueron
incubadas con inhibidores de remodeladores de la cromatina asociados al
silenciamiento, en particular inhibidores de desacetilasas de histonas y metilacién del
ADN. Las clonas silenciadas fueron incubadas con tricostatina A (TSA), inhibidor de
desacetilasas de histonas, durante tres dias con el fin de evaluar la cinética de
reactivacion. El 90% de las clonas fueron reactivadas con dicha droga, lo cual excluye
que el transgen haya sido eliminado del sitio de integracién. El porcentaje de células
reactivadas varidé de acuerdo a la clona estudiada, obteniéndose reactivaciones en un
rango que va del 15% hasta un 65% de la poblacién; los porcentajes mayores de
reactivacion fueron observados a las 72 h de incubacién con TSA (Figura 19A). Estos
resultados sugieren que el silenciamiento observado del transgen bajo el control del
promotor o es causado por una desacetilacion gradual de las histonas que cubren la

region.
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Figura 17.- Plasmidos disefiados para evaluar su sensibilidad a los efectos de posicion. A) El gen
reportero utilizado fue el que codifica para la proteina verde fluorescente (GFP), cuya expresidén se
encontraba bajo el control de elementos de regulacion viral (CMV o SV40) o eritroide (promotor o con o
sin el enhancer a-globina de pollo —ver a la derecha de la figura-). Debido a la capacidad del enhancer a-
globina para proteger contra efectos de posicién, diferentes versiones mutadas (x) sobre el fragmento de
ADN de 120 pb del enhancer fueron analizadas en el mismo sistema, con la finalidad de debilitar su
capacidad potenciadora. B) Andlisis de clonas transfectadas establemente, considerando como poblacién
negativa la region del histograma denominada como M1 y considerando a la region M2 como la de
expresion del transgene (en escala logaritmica).
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Figura 18.- Analisis de efectos de posicion sobre un transgen. A) Clonas individuales HD3
transfectadas establemente con el pldsmido pGaD3, el cual dirige la expresion de la proteina verde
fluorescente a través del promotor of, exclusivamente. Se muestran 5 clonas correspondientes a
integrantes de copia sencilla (S) o multicopia (M) -evaluadas por southern blot-, cuya expresién del
transgen se evalué por 100 dias en auencia de antibiético de seleccion. La expresién de la mayoria de
las clonas se ve abatida después de 50 dias en cultivo continuo. B) El silenciamiento puede observarse a
nivel de microscopia de fluorescencia, como por ejemplo: la clona 323 que expresaba al transgen (Dia 0)
después de tres meses de cultivo (Dia 100) pierde la fluorescencia proveniente de la GFP.

Por otro lado, para evaluar si la metilacion del ADN participa en el silenciamiento
del transgen, realizamos experimentos de reactivacibn en presencia de 5-aza-2’-
desoxicitidina (5azadC). Dicho farmaco es un compuesto analogo de la citosina que no
puede ser metilado, por lo que su incorporacion al ADN durante la replicacion del ADN
elimina la presencia de citosinas metiladas del genoma, provocando la subsecuente
reactivacion transcripcional. Las clonas transfectadas con el plasmido pGaD3 e
incubadas en presencia de 5azadC provocd la reactivacibn del transgene.
Interesantemente, alrededor del 60% de la poblacion de cada una de las clonas
analizadas fue reactivada. Dicha reactivacion se observd en la totalidad de las clonas
analizadas (Figura 19B). Estos resultados sugieren de manera indirecta que la
metilacion del ADN también participa en el silenciamiento del transgen pGaD3 y que
dicha marca epigenética tiene una jerarquia mayor en relacion con la desacetilacion de

histonas. De esta manera, el uso de inhibidores de cromatina nos sugiere que el
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transgen se encuentra integro, ya que es posible reactivar la expresién del mismo; asi
como que la cromatina que rodea a cada sitio de integracién esta involucrada en el
silenciamiento observado. Estos ensayos nos permitieron confirmar la validez de
nuestro sistema experimental disenado para el estudio de los efectos de posicién,
demostrando que la cromatina es el principal factor para el silenciamiento génico de
transgenes. Asimismo, el sistema desarrollado muestra ventajas técnicas sobre el
protocolo previamente desarrollado por el laboratorio de Felsenfeld, ya que el uso de la
GFP como reportero evita el uso de anticuerpos y agiliza el analisis de las muestras por
citometria de flujo.

Proteccidén contra efectos de posiciéon por parte del enhancer a-globina de pollo

Durante la busqueda por elementos de regulacion sensibles a efectos de
posicién encontramos que el enhancer 3’ del dominio a-globina es per se capaz de
contrarrestar los efectos de posicién. Esta habilidad no fue sorprendente ya que ha sido
sugerida para otros elementos de regulacién positiva como elementos de regulacion de
locus (LCR) y otros enhancers (91, 160). Por otro lado, el promotor adulto of es
sensible a la trans-activaciéon provocada por el enhancer del mismo locus (ver mas
adelante). Dicha trans-activacion provoca un incremento considerable de la expresion
del transgen ligado a dichos elementos de regulacién tanto de manera transitoria como
en un contexto cromatinico (Figura 20). El enhancer esta constituido por un elemento
minimo compuesto de tres sitios GATA-1 y Sp1, asi como de un fragmento de ADN de
120 pb con sitios putativos de union a los factores EKLF, NF-E2 y GATA-1 (Figura 17).
Con la finalidad de debilitar la fuerza del enhancer y volver mas sensible al transgen a
los efectos de posicidon, se decidié mutar algunos de los componentes de este elemento
de regulacién. Para dicho fin, se disefiaron una serie de mutaciones en los sitios
putativos de union a factores transcripcionales sobre el fragmento de 120 pb localizado
rio abajo del enhancer.

92



A Clona 303

100 - [] 24nr
90 - ] 48hr
80 | B 2hr
70
60 -
50
40 -
30 A
20 A
10 ~

Porcentaje de células positivas
(%)

5azaC _
TSA —_—
But —_—

|+

B 5azaC

Clona — — -+ Clona

333

343

M 352

[

Figura 19.- Reactivacion de clonas silenciadas. A) La clona 323, transfectada establemente con el
plasmido pGaD3, fue incubada por tres dias en presencia de TSA (2.5 ng/ml) y la re-expresién del
transgen analizada por citometria de flujo. B) Clonas transfectadas estables obtenidas como en (A)
fueron incubadas con 5-aza-2’-desoxicitidina (3 mM 5azaC) por 48 h. La re-expresién del transgen fue
analizada por citometria de flujo.
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Nuestros resultados nos permitieron determinar que el sitio EKLF no afecta la expresién
del transgen en clonas estables. Por otro lado, la mutacién del sitio NF-E2 presenté un
mayor efecto disminuyendo la capacidad de trans-activacion del enhancer, provocando
una expresion variegada del transgen (Figura 20). Por su parte, la eliminacién del sitio
GATA-1 dentro de la regién de 120 pb provocé una mayor trans-activacion del promotor
adulto en las células bajo estudio, sugiriendo que dicho sitio podria modular
negativamente la actividad del enhancer a-globina de pollo (ver mas adelante; Rincdn-
Arano et al 2005). El uso de dichas mutantes para evaluar su sensibilidad a efectos de
posicién generd una serie de resultados que en forma global nos permitieron establecer
que el elemento minimo del enhancer —el cual incluye a los 3 sitios GATA-1 y dos sitios
Sp1- es suficiente para contrarestar los efectos de posicidén (Figura 20C). En resumen,
nuestros resultados sugieren que el elemento minimo del enhancer es un elemento lo
suficientemente “fuerte” para proteger a un transgen contra los efectos de posicion
cromatinicos, y que el enhancer 3’ a-globina de pollo posee un elemento dominante
dependiente de GATA-1 que modula su funcién en un contexto de cromatina. Datos
recientes de nuestro laboratorio confirman este planteamiento, dado que mutaciones en
sitios GATA-1, en un contexto cromatinico, provocan la pérdida total de la actividad del
enhancer mediante la formacion de una estructura de la cromatina compacta

(Escamilla-Del-Arenal y Recillas-Targa en preparacion).

Estrategias para eliminar a un elemento tipo “insulator” en el mismo sitio de
integracion

Los estudios iniciales sobre como el “insulator” cHS4 protege contra los efectos
de posicion consideraban el andlisis de diferentes sitio de integracién y la comparacion
entre un transgen protegido o no con dicho “insulator” en distintos entornos
cromatinicos. Para determinar si el “insulator” cHS4 protege en el mismo sitio de
integracion, nosotros planeamos el uso de dos estrategias experimentales: 1)
eliminacion in vivo de “insulators” protegiendo a un transgen mediante recombinacién
homologa sitio epecifica, y 2) evaluar la incorporacién de un transgen protegido o no
con el “insulator” cHS4 al mismo sitio de integracion por medio de la técnica de

intercambio de casete mediado por la recombinasa (RMCE) (112).
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Figura 20.- El enhancer a-globina protege contra efectos de posicion. A) Células HD3 fueron
transfectadas de manera estable con plasmidos que expresan al reportero GFP, el cual se encuentra bajo
el control del promotor o solo o con diferentes versiones del enhancer a-globina (Enh, enhancer
completo; Enh-120, elemento minimo; EnhAEKLF, EnhANF-E2 y EnhAGATA-1,, mutaciones en los sitio
de unién a factores dentro de la region de 120 pb). La expresién fue analizada con histogramas
separando la intensidad de fluorescencia en cuatro regiones (M1-M4), con el fin de analizar el porcentaje
de células que emiten fluorescencia dentro de cada una de esas regiones para cada construccion. FPE%,
porcentaje de expresion poblacional de fluorescencia. B) Determinacién del nivel de expresién del
transgen bajo la regulacion de diferentes versiones del enhancer a-globina. C) Evaluacion de la
sensibilidad del enhancer a-globina a efectos de posicién. Se muestran 2 clonas tanto de la construccién
con el elemento minimo del enhancer como del enhancer completo mutado en el sitio GATA-1,4 dentro de
la regién de 120 pb.
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1- Eliminacion in vivo de “insulators”

Para dicho fin, disefiamos una serie de plasmidos que nos permitirian evaluar si
en un transgen protegido con el “insulator’ cHS4 e integrado en un contexto
cromatinico, la eliminacién in vivo del “insulator” someteria al transgen a los efectos de
posicion. Con esto en mente, el “insulator” cHS4 fue flanqueado con sitios de
recombinacién sitio especifico LoxP y FRT, los cuales a su vez protegen a un gen
reportero (Figura 21). Dicho plasmido es linearizado y transfectado establemente en
células HD3. Clonas individuales fueron mantenidas en cultivo en ausencia de
antibiético y la fluorescencia analizada por citometria de flujo. Los resultados muestran
que el “insulator” cHS4 protege la expresion del transgen por periodos superiores a 100
dias (Figura 21B), de manera independientemente al numero de copias integradas del
transgen. Dichos resultados validan el sistema desarrollado ya que reproducen y son
consistentes con los resultados previamente publicados (120, 121, 135). El enmarcar a
los insulators con sitios de recombinacion sitio especifico nos permitira, mediante la
expresion transitoria del las recombinasas CRE y FLP, eliminarlos en un contexto
cromatinico, y asi determinar si el efecto in vivo de la proteccion contra efectos de

posicion.

2- Intercambio de casete mediado por la recombinasa Cre (RMCE).

Dicha estrategia contempla el uso de una serie de plasmidos proporcionados por
el laboratorio del Dr. Mark Groudine del Fred Hutchinson Cancer Research Center,
Seattle, EU. El plasmido pLHyTKL contiene un gen que codifica una fusién entre dos
proteinas, permitiendo obtener clonas estables por seleccidén positiva, asi como por
seleccion negativa para analizar la ausencia del mismo. Dicho gen expresa a una
proteina de fusion compuesta por el gen de resistencia a higromicina (Hy) y el gen de la
cinasa de timidina (TK). La co-existencia del producto proteico de este gen en presencia
de ganciclovir causa dafo celular, caracteristica utilizada para seleccionar
negativamente la pérdida del gen de resistencia. Dicho transgen se encuentra bajo el
control del promotor/enhancer del citomegalovirus, asi como enmarcado por sitios de
recombinacién LoxP invertidos (Figura 22). El plasmido es transfectado de manera
estable y se seleccionan clonas estables de copia sencilla a través de la incubacién en
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medio semisolido con higromicina, y subsecuente analisis por “Southern blot”. Cinco
clonas de copia sencilla fueron aisladas para su posterior estudio.

Por otro lado, se utiliz6 el plasmido pB1LL1 para flanquear a un transgen,
protegido o no con el elemento minimo del “insulator” cHS4, con sitios de
recombinacién LoxP (Figura 22). Una vez transferido el fragmento de interés al vector
pB1LL1, este es linearizado y co-transfectado junto con los plasmidos que contienen las
secuencias codificantes de las recombinasas Cre y FLP, lo anterior se realiza en las
clonas estables a higromicina previamente obtenidas. Dicha co-transfeccion fue
realizada con el fin de expresar a la recombinasa Cre e intercambiar el casete que
posee el transgen de interés por el casete de resistencia a higromicina. El intercambio
de lo casetes fue seleccionado mediante una incubacion con ganciclovir, ya que el
mismo casete de resistencia permite usar este antibiético para una selecciéon negativa
(56).

Los avances de estas estrategias fueron satisfactorios; lamentablemente, dichas
estrategias fueron publicadas por el grupo de Dr. Bode en Alemania en el transcurso del
ano 2005 (67), tiempo en el cual nosotros nos encontrdbamos transfectando los
diferentes plasmidos para iniciar el analisis del comportamiento de las distintas
construcciones. Los resultados muestran que el “insulator” cHS4 protege contra efectos
de posicion en cada uno de los sitios de integracion evaluados en dicho estudio (67). A
pesar de lo anterior, los vectores aqui generados siguen siendo de gran utilidad para la
realizacion de futuras investigaciones basadas en el planteamiento de nuevas

preguntas (ver perspectivas).
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Figura 21.- Ensayo para evaluar la capacidad del “insulator” cHS4 para proteger contra los efectos
de posicion cromosémicos. A) Se disefiaron plasmidos con un transgen sensible a efectos de posicion
flanqueado con el elemento minimo del “insulator” cHS4 y la version de 1.2 kb. Cada aislador cromatinico
fue a su vez enmarcado con sitios de recombinacion sitio especifico LoxP y FRT. Dichos sitios permitirian
la eliminacion especifica del “insulator” del sitio de integracion. Los plasmidos fueron linearizados con las
enzimas Apall o EcoO109 |, transfectados e integraciones de copia sencilla fueron seleccionadas. Dicha
estrategia nos permitiria analizar si existen las marcas epigenéticas estan involucradas en dicho
silenciamiento y como se modifica la localizacién nuclear del transgen comparando los resultados de un
mismo sitio de integracion. B) Proteccién contra efecto de posicion por parte del “insulator” cHS4. Clonas
transfectadas con el transgen protegido, tanto de copia sencilla (S) o multicopia (M), fueron mantenidas
por 100 dias y la expresién fue analizada por citometria de flujo.
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Figura 22.- Estrategia para evaluar la proteccion contra efectos de posicion por parte del
“insulator” cHS4 utilizando el intercambio de casete mediado por la recombinasa Cre. Esta
estrategia utiliza un transgen, que permite tanto seleccién positiva como negativa, el cual es inicialmente
transfectado establemente en la linea celular HD3 de pollo. Integrantes de copia sencillas son
seleccionadas para posteriormente ser co-transfectadas con las construcciones que llevaran a cabo el
intercambio (transgen con o sin el “insulator cHS4) y el plasmido con la secuencia de la recombinasa Cre.
48 h posteriores a la transfeccion, la células son incubadas en presencia de ganciclovir para seleccionar
las clonas que satisfactoriamente intercambiaron el casete. Finalmente, la orientacién e integridad de los
transgenes intercambiados fueron analizadas por “Southern blot”.

El “insulator” cHS4 protege contra efectos de posicion telomérico (objetivo 1.3)
Las estrategias hasta ahora descritas en células de vertebrados estan enfocadas
a evaluar la capacidad de un “insulator” en diferentes entornos cromatinicos, pero no de
manera directa sobre regiones de heterocromatina constitutiva. Para contestar dicha
pregunta, decidimos plantear en paralelo la posibilidad de dirigir a un transgen protegido
0 no con el “insulator” cHS4 hacia una region genémica de heterocromatina constitutiva.
Lo anterior con base en una estrategia previamente descrita, en la cual a un transgen
se le incorporan secuencias teloméricas TTAGGG, favoreciendo que dicho transgen se
integre en regiones teloméricas por recombinacién homodloga (10). Aunque dicho
procedimiento fue desarrollado para células de mamiferos, las secuencias teloméricas
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se encuentran conservadas entre levadura, aves y mamiferos, lo cual nos motiva a
evaluar la misma estrategia en nuestro sistema para estudiar efectos de posicién (10,
11).

Con esto en mente, 1.6 kb de secuencias repetidas teloméricas TTAGGG fueron
incorporadas rio arriba de un transgen protegido o no con el elemento minimo del
“insulator” cHS4. Asimismo, para evaluar el efecto de la eliminacion del “insulator” in
vivo, el aislador del extremo 5’ respecto al transgen fue enmarcado con sitios de
recombinacién LoxP (Figura 23). Dichos plasmidos se transfectaron en la linea celular
HDS3 de pollo, y clonas estables fueron aisladas bajo las condiciones ya establecidas en
el laboratorio.

Se obtuvieron quince clonas independientes de cada construccidén las cuales
fueron mantenidas en cultivo continuo por 100 dias en ausencia del antibidtico de
seleccion. Las clonas aisladas muestran un nivel de expresion bajo con respecto a las
clonas transfectadas con las construcciones sin secuencias teloméricas, con una
fluorescencia media de 10'-10% Las clonas transfectadas con el transgen sin “insulator”
presentan una expresion variegada respecto al tiempo, y en algunos casos es
drasticamente silenciada. Este proceso de silenciamiento se observa en un intervalo de
20-30 dias, en promedio, lo cual es mas rapido en comparacion al silenciamiento
observado en las clonas integradas aleatoriamente en el genoma (40-50 dias) (Figura
24A). Interesantemente, el patrén de expresion de las clonas silenciadas muestra que
los niveles de expresidn se pierden casi completamente (Figura 24A). En resumen, la
presencia de secuencias constituidas por repetidas teloméricas alrededor del transgen
posee un efecto negativo sobre la expresion del transgen, asi como dominante respecto
a transgenes integrados al azar.

El silenciamiento observado puede ser revertido con el uso de inhibidores de
remodeladores de la cromatina, principalmente de la metilacion del ADN (5-aza-2’-
desoxicitidina, 5azaC) (Figura 24C), en todas las clonas silenciadas. La tricostatina A o
la nicotinamida no tienen ningun efecto sobre el silenciamiento del transgen por si solos.
Sin embargo, el uso de la tricostatina A en células tratadas con 5azaC tiene un efecto
sinérgico sobre la reactivacion, ya que la intensidad media de fluorescencia se
incrementa. Dicho efecto no es observado con la nicotinamida, excluyendo a la familia

de desacetilasas Ill en los efectos de posicidn teloméricos (Figura 24C) (11).
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Figura 23.- Integracion de un transgen en regiones telomericas. El transgen GFP bajo el control del
promotor o fue flanqueado o no con el “insulator” cHS4. Rio arriba de dichas construcciones se clonaron
1.6 kb de secuencias teloméricas TTAGGG. La linearizacion de los plasmidos, transfeccion y seleccion
fueron realizadas bajo las condiciones previamente establecidas en el laboratorio. Clonas estables HD3
fueron obtenidas con el fin de evaluar la expresién del transgen sin (A) o con (B) el “insulator” cHS4 en un
contexto de heterocromatina constitutiva. Cabe mencionar que la construccién protegida fue a su vez
enmarcada con secuencias de recombinacién LoxP, para eliminar al “insulator” in vivo ante la expresién
de la recombinasa Cre (C).

Por su parte las clonas transfectadas con el transgen protegido con el “insulator’
cHS4 presentan niveles similares del gen reportero con respecto a la construcciéon no
protegida con el “insulator” al inicio del experimento (dia cero). Sin embargo, la
incubacion de dichas células por un periodo mayor a 100 dias muestra que las células
mantienen la expresién del transgen, lo cual sugiere que la presencia del “insulator”
cHS4 protege al transgen de los efectos de posicion. Dentro de las clonas analizadas
podemos detectar dos tipos de comportamientos, aquellas lineas establecidas que
desde el inicio presentan un reducido nivel de expresion (Figura 24B; clona 611,612,
613 y 615) y las que expresan el transgen en nivel similares a la construccion sin

proteccién (Figura 24B; clonas 603, 605, 606, 613 y 615). Estos resultados sugieren
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que las clonas 611 y 612, podrian estar en un ambiente mas represivo o que el
transgen podria haber sufrido algun dafo. Nosotros apoyamos el segundo escenario,
ya que el analisis por southern blot identific6 que las dos clonas mencionadas
presentaban una pérdida de una parte del transgen (datos no mostrados), por lo que el
efecto sobre la expresién podria deberse a dicha alteracion. En resumen, la presencia
de secuencias repetidas TTAGGG resulta en un silenciamiento mas dramatico del
transgene, sin embargo, la proteccion del mismo con el “insulator® cHS4 permite la
expresiéon del transgen contrarrestando los efectos de posicion provocados por dichas
secuencias teloméricas. Estos resultados son relevantes dado que representan el

primer estudio de “insulators” asociados a secuencias de heterocromatina constitutiva.

Figura 24. EIl “insulator” cHS4 protege contra los efectos de posicion teloméricos. Clonas
transfectadas con transgenes en ausencia o presencia del “insulator” cHS4 fueron mantenidas en cultivo
continuo en ausencia de antibiético de seleccion hasta por 100 dias y analizadas por citometria de flujo
cada quince dias. A) Las clonas sin “insulators” presentan alteraciones en los patrones de expresién
durante los primeros 20-30 dias, dichas clonas fueron mantenidas en cultivo hasta un periodo de 100
dias, sin alteracién alguna en su patrén de expresién al mostrado al dia 45. B) Por su parte, el transgen
protegido con el “insulator” cHS4 muestra que la expresién del mismo es mantenida hasta por 100 dias
en cultivo, sin alteracion alguna en los patrones de expresion. C) Grafica representativa de la reactivacion
de la clona 805. Dicha clona fue incubada con 5-aza-2’-deoxicitdina (5azaC), Tricostatina A (TSA) y
Nicotinadima (NAM). La expresion del transgen fue analizada por citometria de flujo (n=3 +/- ES).
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Analisis del sitio de integracion en teldmeros

Para verificar la integracion del transgen en secuencias teloméricas se utilizé una
prueba bioquimica conocida como ensayo de “Pull down” especifico para secuencias

teloméricas. Dicha prueba consiste en el uso de oligonucleétidos biotinilados
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complementarios a las secuencias teloméricas que, mediante estreptavidina acoplada a
perlas magnéticas, separan a los telébmeros del resto del ADN gendmico.
Posteriormente, por ensayo de “Southern blot” se evalua si la secuencia de interés
(transgen) se encuentra presente en la fraccién telémerica recuperada. Como control,
ADN gendmico de las lineas estables con el transgen protegido con el insulator cHS4 e
integradas al azar fueron incorporados al estudio. Inicialmente, la membrana fue
hibridada con oligonucle6tidos marcados radioactivamente complementarios a las
secuencias teloméricas (Figura 25B); los resultados muestran que efectivamente
podemos aislar regiones telomericas de diferentes tamanos. Al utilizar como sonda la
secuencia codificante de la GFP, se observa que en la clona 613 presenta una sefal en
la fraccién unida confirmando la presencia del transgen en la fraccién unida a lo oligos
complementarios a las repetidas teloméricas (Figura 25B). Dicha senal se observa
como un barrido el cual es ocasionado por los diferentes tamafnos que poseen los
telémeros. Por otro lado, la clona 801 y 615 no parecen estar integradas en telédmero

debido a que no se observd una sefal clara en la fraccion unida del transgen.

Figura 25.- Analisis de la incorporacion del transgen a secuencias teloméricas. A) Clonas estables
transfectadas con el el transgen con (613 y 615) o sin (801) “insulators” y direccionados a regiones
teloméricas, asi como una clona cuya integracién del transgen protegido es aleatoria. EIl ADN gendmico
fue digeridos con Stul y se hibridd con oligonucleétidos (TTAGGG)s biotinilados. Los oligonucleétidos
fueron recuperados mediante streptavidina acoplada a perlas magnética y un separador magnético, para
separar la fraccién teldmerica (Tel) del resto del genoma (sup). B) Las fracciones unidas (B) y no unidas
(UB) fueron separadas en un gel de agarosa al 0.8% y transferido a una membrana para su posterior
andlisis. Para determinar la eficiencia de la fraccion unida, la membrana fue hibridada con un
oligonucleétido TTAGGG marcado radioactivamente. La misma membrana fue lavada y re-hibridada con
una sonda correspondiente a la secuencia codificante de la GFP. La clona 801 no parece estar integrada
en una region telomerica.
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La eficiencia de los ensayos de integracién en el telomero no ha sido analizada;
con base en la comunicacion directa que mantuvimos con los autores que desarrollaron
este sistema, se sugiere que dichos eventos de recombinacion no son muy frecuentes,
por lo que resulta imprecindible corroborar la integracién al menos por dos estrategias
diferentes. La presencia de los transgenes utilizados en regiones teloméricas esta
siendo confirmada por medio de hibridizacion in situ fluorescente. Dicha técnica fue
aprendida durante la realizacion de una estancia en el laboratorio del Dr. Mark Groudine
-Fred Hutchinson Cancer Research Center en Seattle, EU; durante el otofio del 2003- lo
cual me permiti6 adquirir los conocimientos necesarios para llevar a cabo esta
metodologia. Dicha técnica ha sido establecida en el laboratorio y nos encontramos
realizando los ensayos necesarios para corroborar los resultados ya obtenidos por los
ensayos bioquimicos (Hernandez-Hernandez, A, Rincdn-Arano, H. et al; sometido a
Genetics). Hasta el momento consideramos que la linea 613 posee al transgen

integrado en una regién telomérica.

Marcas epigenéticas en clonas protegidas con el “insulator” cHS4 B-globina de
pollo en regiones teloméricas

La actividad de los “insulators” esta en gran parte mediada por modificaciones
epigenéticas que modulan la estructura de la cromatina. Felsenfeld y colaboradores han
demostrado que el ‘“insulator” cHS4 es capaz de reclutar, a través del factor
transcripcional USF, una serie de proteinas involucradas en modificar la cromatina.
Dentro de esta maquinaria se encuentran acetiltransferasas de histonas y
metiltransferasas de histonas (121, 179). Por otro lado, transgenes que carecen de la
proteccidn por parte del “insulator” son silenciados en respuesta a una desacetilacion de
histonas en la regién y, subsecuentemente, metilacion de su ADN (135). Ante este
panorama, nosotros decidimos estudiar las marcas epigenéticas que se presentan en
un transgen protegido con el “insulator” cHS4 e integrado en una region telomérica.
Para analizar el estado de la cromatina se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion
de cromatina, incorporando al estudio marcas de cromatina abierta: Acetilacién de las
histonas H3 (acH3) y H4 (acH4) y dimetilacion de la lisina 4 (H3K4me2) y 79
(H3K79me2) de la histona H3; asi como marcas de cromatina cerrada: trimetilacion de
la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3) y lisina 20 de la histona H4 (H4K20me3). La
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cromatina de las lineas celulares caracterizadas fue fragmentada por sonicacion en un
rango de 100 a 500 pb e incubada con anticuerpos que reconocen las marcas
epigenéticas ya descritas. La cromatina recuperada de la inmunoprecipitacion es
purificada y utilizada como templado de ensayos de PCR duplex (usando dos pares de
oligonucleétidos en cada reaccién de PCR). Lo anterior con la finalidad de determinar
semicuantitativamente el enriquecimiento de una marca epigenética en especifico sobre
la region de interés respecto a una regién control que carece de dichas marcas. Para
las marcas de activacion se amplific6 como regién control un fragmento de ADN de 150
pb localizada en la regién de 16 kb de heterocromatina constitutiva localizada rio arriba
del dominio B-globina (Figura 13 y 26A). Para las marcas de cromatina cerrada se utilizé
como control una region localizada 5 kb rio arriba del dominio a-globina cuya
organizacion es principalmente de eucromatina (Rebollar E y Recillas-Targa F., en
preparacion).

Inicialmente se analizaron las marcas de activacion como la acetilacion de las
histonas H3 y H4, e interesantemente, las clonas 613 y 615 —cuyo transgen se
encuentra en una region telémerica- presentan nula acetilacién de dichas histonas, a
pesar de encontrarse activo transcripcionalmente (Figura 26B). Por otro lado, las
marcas H3K4me2 y H3K79me2 parecen estar presentes en el transgen, aun en
ausencia de las marcas de acetilaciéon. Ademas, la H3K4me2 parece estar mas
enriquecida respecto a la H3K79me2.

Por otro lado, analizamos marcas de cromatina cerrada caracteristicas de
regiones teloméricas, como la H3K9me3 y H4K20me3. Encontramos que el transgen
exhibe de manera significativa el enriquecimiento de la H3K9me3, la cual esta asociada
con heterocromatina constitutiva. Por otro lado, la H4K20me3 no se encuentra
enriguecida sobre el transgen, lo cual podria sugerir que el “insulator” cHS4 evit6 la
propagacion de dicha marca epigenética. En resumen, las marcas de activacion y
represidn hasta el momento analizadas muestran que existe un programa epigenético
especifico para bloquear el silenciamiento de un transgen en regiones teloméricas. Lo
anterior con base en que la expresién del transgen presenta marcas de cromatina
abierta, principalmente metilacién de histonas, aunque entre éstas no se encuentra la

acetilacién de histonas. Estos datos revelan que la funcion de proteccion contra efectos
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de posicién por parte del “insulator” cHS4 puede ser independiente del reclutamiento de

acetiltransferasas de histonas en un contexto telomérico.
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Figura 26 Modificaciones epigenéticas de la cromatina sobre el transgen enmarcado con el
“insulator” cHS4 integrado en telémeros. A) Reacciones de PCR duplex fueron utilizadas para
determinar semi-cuantitativamente el enriquecimiento relativo de las marcas epigenéticas bajo estudio.
Las marcas de activacion analizadas fueron la acetilacién de las histonas H3 y H4 (acH3 y acH4,
respectivamente), asi como la dimetilacion de la lisina 4 y 79 de la histona H3 (H3K4me2 y H3K79me2).
Las marcas de cromatina cerrada analizadas se encuentran la trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3
(H3K9me3) y la trimetilacion de la lisina 20 de la histona H4 (H4K20me3) -anticuerpos donados por
Thomas Jenuwein-. La sefal obtenida con los anticuerpos utilizados fue evaluada respecto a un
anticuerpo irrelevante (mock). B) Abundancia relativa de marcas epigenéticas. Gréfica mostrando el
promedio de abundancia relativa de 3 ensayos de amplificacion +/-ES.
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12 Discusion

El estudio de elementos con actividad de barrera cromatinica, conocidos como
“‘insulators”, es uno de los campos de mayor interés biomédico por su uso potencial en
vectores con capacidad terapeutica (141). Dentro de los “insulators” mas estudiados se
encuentra el “insulator” cHS4 B-globina de pollo, cuyas actividades funcionales se
restringen hasta el momento en su capacidad de bloquear la comunicacion enhancer-
promotor, asi como de proteger a un transgen contra efectos de posicidn, esta ultima
funcion es la menos estudiada debido a limitaciones técnicas. Felsenfeld y
colaboradores establecieron un sistema en el que se utilizé el receptor de interleucina 2
como transgen, y cuya expresion era seguida por citometria de flujo con anticuerpos
especificos. Dicho transgen, protegido o no con el “insulator” cHS4, era co-transfectado
con un plasmido que proporcionara resistencia a un antibiético. Sin embargo, dicha
estrategia permitia la evaluacion de sitios de integracién diferentes. En nuestro
laboratorio hemos desarrollado un sistema para el estudio de efectos de posiciéon con
ventajas relevantes sobre el sistema previamente reportado. Nuestro sistema hace uso
de un solo plasmido, el cual contiene tanto a la construccion de interés como un gen
que proporciona resistencia a un antibiético de seleccién. Asimismo, consideramos el
uso de la proteina verde fluorescente como gen reportero, lo cual permite evaluar su
expresion a nivel de una poblacién celular por citometria de flujo sin el uso de
anticuerpos. Las caracteristicas de fluorescencia de la GFP permiten que a través del
canal FL1 (excitacion 480/emisidén 530) del citdmetro se pueda registrar la presencia de
dicha proteina al interior de la célula. Sin embargo, cabe mencionar que nuestro
sistema también impone un problema logistico al estudio de efectos de posicion en
células de pollo. El uso de un solo pldsmido para evaluar efectos de posicién, cuyo
casete de resistencia a antibiéticos esta bajo el control de elementos de regulacién viral,
podria llevar a la trans-activacion y manutencién de la expresion de un transgen sin
“insulators”. Para disminuir dicho efecto, nosotros utilizamos elementos de regulacion
del virus SV40, el cual no es eficiente en células eritroides de pollo, pero permite la
expresidn necesaria del gen de resistencia para la obtencién de clonas estables
(Recillas-Targa, F., observaciones personales).

Dentro de los objetivos iniciales, se planteé el caracterizar elementos sensibles a

efectos de posicion. Para dicho fin, evaluamos la sensibilidad a efectos de posicion por
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elementos virales tal como el promotor/enhancer tempranos del citomegalovirus, el cual
no fue sensible a efectos de posicion y podia mantener la expresion del transgen por
periodos largos de tiempo. El andlisis de la secuencia de dicho elemento viral muestra
que existen diversos sitios de unidn a factores asociados con la apertura de la
cromatina y de expresién ubicua, los cuales podrian proteger de marcas represivas en
un contexto de cromatina. Debido a la necesidad de tener un sistema sensible a efectos
de posicién, decidimos evaluar elementos de regulacion celulares. Ante este panorama,
se evaluod la sensibilidad de elementos de regulacién tejido especifica contra los efectos
de posicién, tales como el promotor globina a” y el enhancer 3’ del dominio a-globina.
Interesantemente, nuestros resultados muestran que el enhancer 3’ del dominio a-
globina es un elemento de regulacion lo suficientemente fuerte como para aliviar la
expresion de un transgen en contra de efectos de posicién. Esta habilidad se encuentra
en el elemento minimo, compuesto por tres sitios de unién al factor GATA-1
intercalados con sitios Sp1 (140). GATA-1 es capaz de interaccionar con
acetiltransferasas (113), y dicha interaccién podria ser suficiente para proteger contra
efectos de posicion. Este hallazgo, aunque es novedoso para el laboratorio, no es el
unico, ya que elementos de regulacién como regiones de control de locus (LCR), entre
otros, son capaces de contrarrestar los efectos de posicion (48, 91, 160).
Interesantemente, el enhancer B*/e del dominio B-globina, el cual posee sitios de unién
al factor GATA-1, es sensible a efectos de posicion (135). Lo anterior podria ser
consecuencia de la fuerza y/o capacidad que cada enhancer posee para trans-activar.
Sin embargo hasta el momento no se han realizado experimentos para evaluar dicha
hipétesis.

Ante estos resultados evaluamos la sensibilidad del promotor o solo, y dicha
construccion resultd ser la mas sensible a efectos de posicion por lo que fue
seleccionada para estudios posteriores (Figura 18), lo anterior con base en
reactivaciones de la expresion del transgen con inhibidores de enzimas que modifican
la estructura de la cromatina (Figura 19). La expresién dirigida por el promotor del gen
globina adulto o es reducida y lo bastante sensible a efectos de posicion.
Interesantemente, el promotor es inactivo en su contexto endégeno en células HD3 (ver
mas adelante; proyecto B, patron de expresion de lo genes a-globina de pollo en
cultivos primarios). Probablemente, la re-localizacién del promotor o a otras regiones
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genomicas permite que la maquinaria de transcripcion lo identifique, permitiendo la
expresién del gen reportero asociado a éste. La proteccion del mencionado transgen
con el “insulator’ cHS4 permite aliviar los efectos de posicidon y mantener la expresion
del mismo por periodos de hasta 100 dias, corroborando los resultados publicados por
Felsenfeld y cols., (135). Recientemente, se ha propuesto que la desacetilacion de
histonas es un proceso inicial en el silenciamiento de transgenes, para después
incorporar la metilacion de histonas y asegurar este proceso represivo con la metilacién
del ADN (121, 130, 135, 145). Nuestros resultados muestran que la inhibicion de
desacetilasas de histonas permite la expresion del transgen, sin embargo, la inhibicidén
de la metilacién del ADN posee efectos dominantes sobre el silenciamiento del mismo
(Figura 19). La metilacion del ADN asociado a un transgen parece ser un mecanismo de
proteccién celular. El efecto funcional de dicho proceso epigenético es el de colocar un
seguro estructural, como un mecanismo de defensa, a la transcripcién de un gen re-
localizado a otra region del genoma o en contra de ADN exdgeno (46, 152).

Para abordar la pregunta relacionada a la capacidad del “insulator” cHS4 para
proteger a un transgen en todos los contextos gendmicos, disenamos una serie de
plasmidos que nos permitirian abordar dicho estudio (Figuras 21 y 22). Inicialmente,
generamos plasmidos de transferencia, en los cuales un elemento tipo “insulator” puede
ser flanqueado con secuencias de recombinacidén sitio especifico LoxP o FRT.
Posteriormente los elementos ya flanqueados son colocados rio arriba y abajo del
transgen sensible a efectos de posicion. Estos plasmidos estan siendo utilizados con
otros “insulators” recientemente caracterizados en el laboratorio, con el fin de
determinar si protegen contra efectos de posicién.

De manera paralela, se decidié abordar con una estrategia alternativa la misma
pregunta, dicha estrategia consiste en el intercambio de casetes protegidos o no con el
“‘insulator” cHS4 dentro de una regién pre-determinada del genoma. Para dicho fin, se
generaron una serie de clonas estables con un transgen que permite la seleccidon tanto
positiva como negativamente. Lamentablemente, el grupo del Dr. Bode publicé un
articulo en el cual se hace uso de las mismas estrategias planeadas por nosotros, para
resolver las mismas preguntas (67). En dicho articulo se muestra que la eliminacién,
tanto rio arriba y/o abajo, del “insulator” cHS4 que se encuentra protegiendo un

transgen conlleva a severos efectos negativos sobre la expresion del mismo. Asimismo,
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el intercambio de un transgen protegido o no con el “insulator” cHS4 mediante la técnica
de RMCE en un mismo sitio de integracion, permitié evaluar si en un sitio definido como
de baja actividad transcripcional el “insulator” protege contra los efectos de posicion
cromosomales. De forma relevante, este grupo de investigacion demostré que el
“insulator” cHS4 permite una expresion sostenida y elevada del transgen al cual protege
comparado a un transgen sin “insulators”. Aunque el “insulator” cHS4 es considerado un
elemento neutro, dicho incremento en la transcripcion del transgen podria ser
ocasionado por la ausencia de una presion negativa sobre el transgen. Por lo tanto, la
expresion resultante del transgen es la consecuencia de la actividad basal de los
elementos de regulacién contenidos en el transgen (67).

Ante la situacién descrita decidimos enfocarnos a evaluar la capacidad del
“‘insulator” cHS4 para proteger la expresion de un transgen contra los efectos de
posicién generados a partir de regiones de heterocromatina constitutiva. En levaduras y
moscas se ha demostrado que la insercibn de un transgen cerca de regiones
teloméricas conlleva al silenciamiento del mismo de manera dependiente de
desacetilasas de histonas (37). En mamiferos, recientemente, Baur et al., demostraron
que la insercién de repetidas teloméricas en un plasmido favorece su integraciéon en
regiones teloméricas (11). Dichos estudios corroboraron que la presencia de un
transgen cerca o en secuencias teloméricas provoca un silenciamiento gradual de la
expresion del mismo. Usando esa misma estrategia, enmarcamos nuestro transgen con
dos copias del “insulator” cHS4 e introdujimos secuencias repetidas teloméricas a
dichos plasmidos. Nuestros datos muestran que la insercion de dichas repetidas causa
el silenciamiento de la expresidon de manera mas rapida a la de un transgen integrado
sin este tipo de secuencias repetidas. Interesantemente, la incubacion de las clonas
silenciadas con tricostatina A no es capaz de reactivar la expresiéon del transgen. Por su
parte, el tratamiento con 5-aza-2’-desoxicitidina reactiva en gran medida la expresion
del transgen en las clonas silenciadas, sugiriendo que la metilacion del ADN es el
principal responsable del silenciamiento. Lamentablemente nuestros resultados no nos
permiten determinar si durante el proceso de silenciamiento existi6 una desacetilacion
de histonas, sin embargo, lo que si podemos proponer es que una vez establecida la
metilacion del ADN, las desacetilasas ya no son requeridas. Dichos resultados

contrastan con los obtenidos con el transgen integrado sin repetidas telomericas, en el
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que la inhibicién de la desacetilacién de histonas juega un papel activo aun después de
establecida la metilacion del ADN. Nosotros creemos que estos resultados son en gran
parte debidos a los sitios de integracién a los cuales el transgen pudo acceder con o sin
repetidas teloméricas. Reportes previos han propuesto que la metilacion del ADN esta
asociada a una metilacion de aminoacidos especificos de las histonas, en especial de la
H3K9 (9, 45, 102, 112, 120, 186). Actualmente, nuestro laboratorio esta interesado en
analizar las marcas epigenéticas sobre los transgenes integrados en ausencia del
“insulator” cHS4. Por otro lado, Blasco y cols., recientemente establecieron que la
metilacion del ADN en regiones subteloméricas es el principal factor involucrado en el
silenciamiento en regiones teloméricas, evitando la recombinacion entre telémeros de
cromatidas hermanas, asegurando asi la estabilidad del genoma (68). Por otro lado,
nuestros resultados muestran que un transgen protegido con el “insulator” e integrado
en regiones teloméricas no muestra una presencia significativa de histonas acetiladas,
aun cuando permite la expresion del transgen. De esta manera, si no existe la
necesidad de mantener histonas acetiladas para permitir la expresion del transgen
protegido, tampoco se requiere la presencia de desacetilasas de histonas. Asimismo,
nuestros resultados contrastan a los previamente publicados, ya que la expresién de un
transgen en regiones teloméricas podia ser parcialmente recuperada por la presencia
de tricostatina A (11, 130). Esta inconsistencia podria deberse a las lineas celulares y
elementos de regulacion usados entre dicho reporte y nuestros datos, por ejemplo:
elementos virales reportados versus elementos celulares utilizados en nuestros
estudios.

Los analisis bioquimicos de las clonas protegidas con el “insulator” cHS4 y
enmarcado con secuencias teloméricas, nos permitieron encontrar dos lineas estables
cuyos trangenes se encuentran integrados en las inmediaciones de una region
telomérica. Interesantemente, dichas clonas presentan una baja pero mantenida
expresién del transgen (Figura 24). Esta expresion puede ser causada por el
aislamiento provocado por los “insulators” respecto a la cromatina, lo cual permite la
expresion basal del promotor sin ser afectada por la cromatina que la rodea provocado
en gran medida por la funcion de bloqueo de enhancer a partir del “insulator” cHS4
(139). Por otro lado, el andlisis de marcas epigenéticas nos permite proponer que la

capacidad del “insulator” cHS4 para proteger contra efectos de posicion teloméricos
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puede ser un atributo exclusivo de reclutar metiltransferasas de histonas. Lo anterior en
funcibn de que marcas de metilacion de histonas asociadas a dominios activos
transcripcionalmente (H3K4me2 y H3K79me2) pueden ser reclutadas al transgen
integrado en regiones teloméricas, pero no asi la acetilacién de histonas. Estos
resultados parecen contradecir los propuestos por el grupo del Dr. Felsenfeld, quien
sugiere que la funcion de proteccién es consecuencia de una co-existencia entre acetil y
metiltransferasas de histonas reclutadas al “insulator” cHS4 por el factor USF. Ante éste
panorama, nosotros proponemos dos hipétesis:

1- Las acetiltransferasas de histonas tienen un acceso restringido a las regiones
teloméricas, por lo cual el “insulator” favorece en este contexto en particular la atraccion
de metiltransferasas de histonas. Lo anterior aunque suficiente para proteger, reduce la
probabilidad de transcripcién lo cual podria ocasionar bajos nivel de la expresion del
transgen. Incluso, no podemos descartar el reclutamiento de metiltransferasas de
histonas distintas a las atraidas por el factor USF.

2- La proteccién contra efectos de posicion teloméricos no requiere de la
participacion de acetiltransferasas de histonas, por el tipo de silenciamiento que en los
teldbmeros se lleva a cabo. Ante cualquiera de estas dos alternativas, nuestros
resultados resultan ser relevantes desde la perspectiva de que el “insulator” tiene la
capacidad de “adaptarse” al ambiente genémico en el cual se ha insertado. Por otro
lado, es de importancia remarcar que dicho “insulator’” puede actuar en ausencia de
acetilasas de histonas. Lo anterior resulta ser una propuesta totalmente novedosa ya
gue se ha considerado que la acetilacidén es un requisito indispensable para promover la
transcripcion génica. Recientemente, en el genoma del ratén se caracterizé que existen
dominios cuya cromatina presenta metilacién y acetilacion de histonas co-existiendo o
separadas, definiendo distintos dominios génicos (182). Por lo tanto, nuestros datos
apoyan que la acetilacion de histonas no es un requisito indispensable para la
transcripcion.

Cabe mencionar que dentro de las marcas de cromatina cerrada que analizamos
se encuentra la trimetilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3). Dicha marca es
abundante en regiones de heterocromatina constitutiva como son los telomeros (20). En
nuestros experimentos la H3K9me3 se mantiene enriquecida significativamente sobre el

cuerpo del transgen utilizado. Aunque contradictorio, dicha marca epigenética ha sido
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encontrada en regiones de cromatina abierta, especialmente se ha encontrado
asociada a la elongacion de la transcripcion (169). Lamentablemente, nuestros datos no
nos permiten establecer si dicha marca es resultado de la transcripcion del transgen o
de una expansion de esta modificacién en particular sobre el transgen, sin afectar la
expresion del mismo. Aunque existen datos que relacionan la metilacién de la lisina 9
con la metilacién del ADN (169), hasta el momento, no conocemos el nivel de metilacién
del ADN del transgen en las diferentes clonas analizadas.

En resumen, la integracién de un transgen en regiones teloméricas causa el
silenciamiento de la expresion génica, dicho efecto puede ser contrarrestado por la
presencia del “insulator” cHS4 B-globina de pollo. La proteccion ejercida por el
“‘insulator” en regiones teloméricas se asocia al reclutamiento de metil-transferasas de
histonas, que modifican la estructura de la cromatina, haciéndola permisible a la
transcripcion. Aunque la metilacién del ADN es un pilar en el silenciamiento telomérico,
el “insulator” y la metilacién de histonas podrian estar evitando la presencia de dicha

marca sobre el transgen o sobre sus elementos de regulacion.
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13 Conclusion

En esta primera parte del trabajo de tesis establecimos un sistema para el
estudio de efectos de posicidén. Dicho sistema evita el uso de anticuerpos y facilita la
evaluacién quincenal por citometria de flujo de las clonas previamente caracterizadas.
Asimismo, se desarrollé6 un sistema de plasmidos que permiten enmarcar elementos
tipo “insulator” con secuencias de recombinacién sitio especifico. Lamentablemente,
nuestro objetivo de estudio no pudo ser completado, debido a la publicacién de una
investigacion similar. Sin embargo, la reciente caracterizacién de “insulators” en el
laboratorio y el establecimiento de los protocolos béasicos durante mi doctorado
permitirdn el estudio de los mecanismos por los cuales dichos elementos tienen la
capacidad de proteger a un transgen de los efectos de posicién. Nuestro sistema
experimental permitié reproducir los hallazgos previamente publicados (135), tanto para
transgenes protegidos o no con el “insulator” cHS4. Lo anterior nos permite validar
nuestro sistema y poder emplearlo para nuevas preguntas con la finalidad de entender
los mecanismos de accion de los “insulators”.

Los telomeros se caracterizan por ejercer una influencia dominante sobre la
expresion de un transgen localizado en las inmediaciones del mismo, en gran parte
debido a los efectos de posicidon provocados por la cromatina que poseen. Como un
resultado inédito de este trabajo de tesis, se propone que dichos efectos de posicidén
pueden ser satisfactoriamente aliviados por el “insulator’ cHS4, a través del
reclutamiento exclusivo de metiltransferasas de histonas. La ausencia de acetilacién en
el cuerpo del transgen protegido nos permite suponer que el reclutamiento de
acetilacién y metilacion de histonas son eventos separables en funcion del contexto
cromatinico en el que el transgen se haya integrado. Nuestros resultados revelan una
novedosa forma en la que un “insulator” actla diferencialmente ante el contexto
cromatinico en el que se encuentre con el fin de proteger a un transgen contra los
efectos de posicion (ANEXO 2).
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14 Perspectivas

En este trabajo de tesis se establecidé un sistema para evaluar efectos de
posicién, con la idea fundamental de evaluar la protecciéon contra dichos efectos por
parte del “insulator” cHS4 B-globina de pollo. El sistema establecido hace uso de un
elemento de regulacion lo suficientemente fuerte para permitir la expresién del
transgene asociado a éste, asi como lo necesariamente sensible para evaluar efectos
de posicién cromosomal. Esta estrategia establecida esta siendo usada en otra area del
laboratorio, ya que recientemente hemos caracterizado un nuevo “insulator” localizado
12 kb rio arriba del dominio a-globina. Por lo que, el establecimiento de esta estrategia
esta siendo redituable para el analisis de elementos que protegen contra efectos de
posicion.

Por otro lado, durante la busqueda de elementos sensibles a efectos de posicion,
encontramos que el enhancer 3’ del dominio a-globina de pollo tiene la capacidad de
proteger contra los efectos de posicion. Sin embargo, las entidades proteicas
responsables de dicha proteccion no han sido establecidas. Actualmente, nuestro
laboratorio se encuentra descifrando el cédigo proteico por el cual dicho elemento es
capaz de mantener una transcripcién constante de un trangen de manera independiente
al sitio de integracion.

De manera mas especifica a los hallazgos realizados en este trabajo de tesis,
nos encontramos comparando las marcas epigenética de trangenes protegidos con el
“insulator” cHS4 de pollo pero integrados al azar en el genoma de pollo. Lo anterior con
la idea de establecer la marcas epigenéticas reclutadas por dicho “insulator” en una
region telomérica respecto a una integracion al azar. Asimismo, como un control alterno,
marcas epigenéticas sobre cromatina de clonas transfectadas con un transgen sin
“‘insulators” integrado en el telémero estan siendo evaluadas. Al final, nos gustaria tener
un panorama sobre qué marcas epigenéticas son reclutadas por el “insulator” cHS4
dependiendo del contexto y si éstas son también reclutadas por otros elementos tipo
“‘insulator”. Por otro lado, hemos iniciado los experimentos de sobre-expresién de la
recombinasa CRE en las clonas obtenidas, con el fin de eliminar in vivo al “insulator”
cHS4 de regiones teloméricas. Lo anterior con el objetivo de obtener la evidencia
definitiva sobre la proteccién contra efectos de posicion por parte del “insulator” cHS4

del dominio B-globina de pollo.
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En general, estos resultados han abierto un nuevo panorama, y por lo tanto
nuevas preguntas para nuestro laboratorio, sobre los mecanismos que utiliza el
“‘insulator” cHS4 para proteger a un transgen contra los efectos de posicion,

especialmente de los efectos de posicidn ejercidos por los telomeros.
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22 Parte

Regulacion genética y epigenética de los genes del dominio a-globina

de polio.

Como se plante6 en un inicio, este trabajo de tesis también se centrd en el estudio de la
regulacion transcripcional a nivel local. Nuestro laboratorio ha estado interesado durante
los ultimos 6 anos en entender los mecanismos que regulan la expresion en tiempo y
espacio de los genes a-globina de pollo durante el desarrollo y diferenciacién eritroide.
Interesantemente, la organizacion de dichos genes posee diferencias significativas
respecto al dominio B-globina. Ante este panorama, hemos cuestionado si muchos de
los mecanismos hasta el momento establecidos son compartidos por el dominio «-
globina de pollo. Nuestros resultados muestran que los genes o-globina estan
regulados por factores ubicuos y tejido especificos similares a los usados por los genes
B-globina, sin embargo los mecanismos de accidn reflejan diferencias significativas no

descritas para ninguno de los dominios globina.
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15 Planteamiento del problema

La informacion codificada dentro del dominio esta regulada finamente por una
serie de mecanismos genéticos y epigenéticos. Dentro de la regulacién a nivel local, el
dominio B-globina de pollo ha sido usado como base para proponer varios modelos
sobre como funcionan los elementos de regulacion a distancia. Por su parte, el dominio
o-globina de pollo no ha sido estudiado con tanto detalle, interesantemente, su
arquitectura y organizacion muestran marcadas diferencias respecto al dominio B-
globina, como por ejemplo: la localizacién del enhancer rio abajo de los genes que
componen el dominio. La organizacién de dicho elemento de regulacion muestra ser
mas compleja de lo que inicialmente se considerd, y cuya relevancia funcional no ha
sido aun claramente estudiada. Dichos mecanismos aunque fueron parcialmente
abordados en el dominio B-globina no han sido estudiados en el dominio a-globina de

pollo.
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16 Hipotesis

El dominio a-globina estda compuesto por tres genes cuya expresion esta
regulada durante el desarrollo y diferenciacién eritroide de pollo. Los mecanismos que
gobiernan dicha regulacién tienen un componente genético constituido por un elemento
potenciador localizado rio abajo del dominio, ademas de las secuencias promotoras de
cada uno de los genes. El enhancer, inicialmente caracterizado como una regién
compuesta por tres sitios GATA-1, tiene un elevado grado de similitud en las regiones
aledanas al compararlo entre pollo y pato, especialmente dentro de la regioén rio abajo.
Andlisis in vitro permitieron establecer que dicha regién homéloga posee la habilidad de
unir factores de transcripcion, sin embargo su funcién in vivo no ha sido establecida
(163). Nosotros proponemos que dicha regién forma parte del enhancer previamente
descrito aunque sus funciones no han sido claramente definidas.

Asimismo, los elementos de regulacidon (proximales y distales) utilizan
mecanismos epigenéticos para activar la transcripcion. Lo anterior con base en
evidencia que muestra que el gen w, probable blanco del enhancer, se encuentra
metilado a nivel del ADN. Por lo que mecanismos epigenéticos mas complejos deben

de constituir una parte fundamental de la regulacién del dominio a-globina de pollo.
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17 Objetivo General

Estudiar la regulacién de los genes o-globina de pollo durante el desarrollo y la

diferenciacion eritroide.

17.1 Objetivos Particulares

Determinar los niveles de expresion de los genes a-globina de pollo.

Evaluar la funcionalidad del fragmento de ADN de 120 pb que colinda con el elemento

minimo del enhancer.

Caracterizar a los factores transcripcionales involucrados en la expresion de los genes

a-globina por los diferentes elementos de regulacion en cis —promotores y enhancer-.

Analizar la participacidén de la cromatina en la activacién transcripcional realizada por el

enhancer a-globina de pollo.
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18 Resultados
Evaluacion de los niveles de expresion de los genes o-globina en cultivos
primarios y lineas celulares transformadas de pollo

Los genes globina son familias multigénicas cuya expresién es regulada a lo
largo del desarrollo y de la diferenciaciéon (Figura 27A). Durante el desarrollo del pollo, el
linaje eritroride embrionario o primitivo aparece en la circulacion a partir de 4° dia
posterior a la fecundacion. Durante esta etapa, se ha reportado que los eritrocitos
expresan el gen embrionario &, asi como a los genes adultos o y o* (52). Durante los
dias 6-7 posteriores a la fecundacion, el linaje adulto inicia de manera especifica la
transcripcion de los genes adultos o y o* (52). Con base en estos antecedentes nos
propusimos abordar el analisis de la expresién de los genes a-globina por medio de RT-
PCR. Sin embargo, los resultados obtenidos daban evidencia de que durante todas las
etapas del desarrollo los tres genes a-globina se expresan. Ante esto, decidimos
establecer un sistema de RT-PCR semicuantitativo para el andlisis de la expresion de
los genes en cuestién. Dicho sistema se basa en la sintesis de ADNc con el uso
exclusivo de un oligonucleétido dT. Posteriormente, el ADNc es adicionado a una
reaccion de PCR duplex radiactiva, para amplificar el gen de interés junto a un gen de
expresion constitutiva, con el fin de normalizar la expresién dentro de la misma
reaccion. De esta forma, evaluamos la expresion de los genes a-globina en cultivos
primarios para determinar la expresién de los genes de interés durante el desarrollo.
Para el estudio de la diferenciacion, utilizamos una serie de lineas celulares arrestadas
en diferentes etapas de la diferenciacién eritroide adulta, incluyendo a la linea HD24
(precursor mieloide-eritroide), 6C2 (pre-eritroblasto en un estado de unidad formadora
de colonia, CFU-E), HD3 (eritroblasto), asi como la linea linfoide DT40, como control
negativo.

Nuestros resultados muestran que los genes globina se expresan
diferencialmente durante el desarrollo. EI gen embrionario © se puede detectar de
manera abundante en eritrocitos de 5 dias, posteriormente su expresidon decae
conforme se avanza en el desarrollo (Figura 27B). Por su lado, los genes adultos se
expresan de manera basal en eritrocitos de 5 dias, y sus niveles se incrementan a partir
del 72 dia. Dichos genes alcanzan sus niveles mas elevados de expresion alrededor del
dia 10 (Figura 27B), y este patrdn de expresidn se mantiene durante el resto de la vida

123



del pollo (73). Nuestros resultados discrepan de lo previamente reportado, mostrando
de manera clara que durante las etapas embrionarias la expresién del gen © se ve
favorecida. Alrededor del 6° dia post-fecundacion, los eritrocitos en circulacion realizan
el intercambio de genes globina embrionarios por los genes adultos, cuya expresion se
matiene por el resto del desarrollo. Este recambio se presenta en el dominio a-globina
de manera similar a lo reportado por el dominio 3-globina (12, 72).

Para determinar la expresion de los genes a-globina durante la diferenciacién,
los transcritos del dominio a-globina fueron analizados en lineas celulares que
mimetizan la diferenciacién eritroide adulta (16-18, 69). En otras palabras, estas lineas
celulares estan comprometidas a un linaje eritroide adulto por lo que su patrén de
expresion al final de la diferenciaciéon se espera muy similar al observado en eritrocitos
de 10 dias. Curiosamente, todos los precursores eritroides analizados presentan niveles
basales de los genes =, o y o* (Figura 27C). Por otro lado, la linea DT40 muestra una
nula expresion de los genes globina, lo cual correlaciona con su origen linfoide y valida
nuestro ensayo. En resumen, las lineas celulares analizadas muestran niveles
reducidos de los genes a-globina, sin poder observarse diferencias significativas en
cuanto a los niveles de expresion de cada uno de los genes (Figura 27).

En conclusion, nuestros resultados contribuyen una nueva visién de la expresion
de los genes a-globina de pollo, ya que en etapas embrionarias, el gen © es el principal
gen a-globina expresado, para un subecuente recambio por los genes adultos. En
nuestro sistema de estudio, hacemos uso de lineas celulares que mimetizan la
diferenciacién eritroide adulta. La expresién de los genes globina se presenta en las
etapas finales de la diferenciacién, ya que en etapas tempranas la expresion de los
genes es casi nula. Lamentablemente, la falta de un sistema similar para el estudio de
la diferenciacién eritroide embrionaria no nos permite establecer si este proceso es

similar durante la diferenciacion eritroide embrionaria o primitiva.

Trans-activacion de los promotores a-globina por el enhancer del dominio

El dominio a-globina, a diferencia del dominio 3-globina, posee dos elementos de
regulacion rio abajo de los genes que constituyen el dominio, y que corresponden a un
elemento de regulacion tipo silenciador y a un enhancer (140). Este ultimo fue

caracterizado como una regién de 250 pb las cuales contienen 3 sitios de union al factor
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eritroide especifico GATA-1. Sin embargo, la comparaciéon de las secuencias de la
region del enhancer entre pollo y pato permitié caracterizar una regiéon de 120 pb rio
abajo del enhancer, la cual incorpora secuencias putativas de unién para factores
eritroide especificos, tales como: sitios de wunién para EKLF/Sp1, sitios de
reconocimiento a proteinas de la familia Maf (NF-E2), y un cuarto sitio de unién al factor
GATA-1 (Figuras 16 y 28). Aunque en ensayos in vitro dichos sitios tienen la capacidad
de unir proteinas, la relevancia funcional de los mismos no se ha establecido. Del
mismo modo, la especificidad del enhancer 3’ por cada uno de los promotores a-globina
no habia sido establecida y creemos que dicha especificidad debe ser relevante durante
el desarrollo y diferenciacion eritroide (140).

Como un primer acercamiento, decidimos evaluar la capacidad de trans-
activacion del enhancer a-globina sobre los tres diferentes promotores del dominio, en
presencia y ausencia del fragmento de 120 pb. Para dicho fin, se clonaron cada uno de
los promotores a-globina a partir de ADN gendémico de pollo y se construyeron un
conjunto de plasmidos que expresan al gen reportero de la luciferasa bajo el control de
cada uno de los promotores, solos, en presencia del elemento minimo del enhancer, o
con el elemento minimo mas el fragmento de ADN de 120 pb (Figura 28A). Estas
construcciones fueron transfectadas transitoriamente en los distintos cultivos primarios y
lineas celulares para evaluar su capacidad para ser trans-activados durante el
desarrollo y la diferenciacién. Los resultados obtenidos muestran que el promotor ©
puede ser trans-activado tanto en eritrocitos de 5 como de 10 dias (Figura 28B).
Curiosamente este mismo promotor es frans-activado en todas las lineas precursores
eritroides, a pesar de su compromiso hacia eritrocitos adultos al final de su
diferenciacién. En resumen, el gen embrionario es trans-activado en todos los tejidos

eritroides sin importar el estado de diferenciacién y desarrollo.
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Figura 27.- Expresion de genes a-globina durante el desarrollo y diferenciacion eritroide. A)
Esquema del dominio a-globina de pollo. Se muestran los tres genes que constituyen al dominio, el gen
embrionario © y los genes adultos o y o, asi como los principales elementos estructurales hasta el
momento caracterizados (ver introduccion). B) Expresién de genes a-globina durante el desarrollo por
RT-PCR duplex. EI RNA mensajero fue obtenido de cultivos primarios de eritrocitos de pollo de 5,7 y 10
dias posteriores a la fecundacién. Oligonuleétidos disefiados en los sitios de empalme de los exones 2 y
3 de los genes embrionarios y adultos fueron utilizados para amplificar RNA mensajero maduro,
excluyendo posibles contaminaciones gendmicas. Se utiliz6 como control de amplificacion el primer exén
del gen para la B-actina. Se muestran 3 reacciones de PCR por cada gen analizado, especificando que
de 2 a 3 reacciones de transcripcién reversa independientes fueron realizadas. La sefal obtenida fue
normalizada con la amplificacién del transcrito de B-actina y graficada como unidades de expresién
relativa (UER) +/- ES. C) Expresion de genes a-globina en lineas celulares arrestadas en diferentes
etapas de la diferenciacion eritroide. Se muestra gel con las mismas especificaciones de (B), asi como los
resultados de la expresion graficados +/- ES. En dicha grafica se utilizé la sefial obtenida para eritrocitos
de 10 dias para comparar los niveles de expresion basal obtenida en dichas lineas celulares.
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Por su parte, los genes adultos son trans-activados por el enhancer a-globina
exclusivamente en un ambiente diferenciado sin importar el grado del desarrollo (Figura
28B). Interesantemente, el enhancer no activa la transcripcién de los promotores
adultos en los precursores eritroides (lineas celulares) aun cuando dichas células estan
comprometidas a la expresion de los genes adultos. Lo anterior sugiere que algun
componente dentro de los promotores adultos se encuentra presente de manera
exclusiva en un ambiente diferenciado (eritrocito). Asimismo, con estos resultados no
podemos discriminar si la regulacion diferencial proviene del enhancer o de la
combinatoria de éste con los promotores adultos (ver mas adelante).

Por otro lado, la adicién del fragmento de ADN de 120 pb al elemento minimo
tiene un efecto antagdnico de acuerdo al ambiente celular en el que se encuentre. En
eritrocitos de 5 dias, el fragmento de ADN de 120 pb parece tener un efecto potenciador
sobre la funcién del enhancer, sin embargo, en eritrocitos de 10 el mismo fragmento de
ADN tiene un efecto modulador sobre el enhancer (Figura 28B). En precursores
eritroides no parece haber un efecto claro, al menos en las construcciones bajo el
control del promotor &, ya que los genes adultos no son activos en dicho contexto
celular. Estos resultados sugieren el reclutamiento de una combinatoria proteica
diferencial sobre el fragmento de 120 pb de acuerdo al estado de desarrollo en el que
un eritrocito se encuentre.

En conclusién, la capacidad de trans-activacion del enhancer 3’ sobre los
promotores a-globina varia de manera dependiente al estado del desarrollo y
diferenciacién. Sin embargo, el promotor embrionario © parece ser mas susceptible a
ser trans-activado durante cualquier estado eritroide, diferenciado o no. Por su parte, el
efecto del enhancer sobre los promotores adultos depende una completa diferenciacion
para su consecuente activacion transcripcional. El fragmento de 120 pb juega un papel
en la modulacion de la trans-activacion solo en etapas adultas, sin embargo en etapas
embrionarias parece potenciar aun mas la transcripciéon. En resumen y como resultado
relevante, la especificidad del enhancer 3’ para trans-activar los promotores a-globina

es diferencial, con una preferencia especial por el promotor embrionario .
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Figura 28.- Ensayos de trans-activacion de promotores a-globina durante la diferenciaciéon y el
desarrollo. A) Los promotores a-globina fueron introducidos en plasmido pGL3 basic, solos o junto con
el enhancer 3 del dominio a-globina. Este enhancer fue utilizado tanto con su elemento minimo
(cuadrado gris) o junto al fragmento de 120 pb localizado rio abajo del mismo el cual contiene sitios de
unién a los factores EKLF1, NF-E2 y GATA-1. B) Los plasmidos con los promotores globina , o’ o o y
con las diferentes versiones del enhancer 3’ ya descritos fueron transfectados transitoriamente en células
6C2, HDS3 vy eritrocitos de 10 dias (RBC 10d) para mimetizar la diferenciacion eritroide. Por otro lado,
eritrocitos de 5 dias (RBC 5d) fueron transfectados con las mismas construcciones y comparadas a RBC
10d para evaluar el efecto del desarrollo sobre las diferentes construcciones analizadas. Se muestran
graficas representativas de 3 transfecciones independientes realizadas por triplicado cada una. Se
muestran las veces de incremento respecto al promotor usado +/- ES.
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El fragmento de ADN de 120 pb modula la funcion del enhancer a-globina

Los resultados obtenidos durante las transfecciones transitorias nos permitieron
observar que el fragmento de 120 pb, localizado rio debajo de los tres sitios GATA-1,
muestra un efecto antagdnico sobre la capacidad de trans-activar del enhancer
dependiente de la etapa del desarrollo. Sin embargo, dicha trans-activacién no parece
efectuarse sobre los promotores adultos en precursores eritroides. El incremento de
GATA-1 durante la diferenciacion eritroide ha sido bien documentado, por lo que la
abundancia de la proteina podria ser un factor determinante, aunque no el unico (5, 30,
185). Para evaluar si los niveles de GATA-1 son responsables de esta falta de
potenciacién por el enhancer a-globina, evaluamos el efecto de la sobre-expresién del
factor GATA-1 sobre la modulacién de la actividad del enhancer ejercida por el
fragmento de 120 pb. Para dicho fin, co-transfectamos pre-eritroblastos (linea 6C2) con
los plasmidos que contienen el promotor of y las diferentes combinaciones con
concentraciones crecientes del plasmido que contiene el ADNc para GATA-1. Los
resultados muestran que la sobre-expresién de GATA-1 no tiene efecto alguno sobre el
promotor o°, pero en presencia del elemento minimo del enhancer se observa una clara
trans-activacién del gen reportero (Figura 29). Interesantemente, la incorporacion del
fragmento de 120 pb al enhancer evita que dicha trans-activacién dependiente de
GATA-1 se lleve a cabo en células 6C2 (Figura 29). En su conjunto, estos resultados
sugieren que los niveles de GATA-1 pueden ser un factor importante en la trans-
activacién de promotores adultos, sin embargo, el fragmento de 120 pb ejerce un efecto

modulador sobre la funcién del potenciador.

GATA-1 y YY1 modulan la actividad del enhancer de manera especifica durante la
diferenciacion eritroide.

La capacidad de GATA-1 para activar la funcion del enhancer nos permite
suponer que dicho factor juega un papel importante en la regulaciéon de los genes o-
globina durante la diferenciacion. Asimismo, en la primera parte de esta tesis nos
abocamos a la busqueda de elementos sensibles a efectos de posicién, encontrando
que la mutaciéon del sitio GATA-1 contenido en el fragmento de ADN de 120 pb
incrementa la trans-activacion del enhancer sobre el promotor o°, sugiriendo que dicho
sitio actia como un modulador (Figura 20). Estos efectos nos motivaron a evaluar las
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secuencias aledanas al sitio de unién de GATA-1 en el fragmento de ADN de 120 pb.
Dicha busqueda nos permitié detectar que la secuencia colindante al cuarto sitio GATA-
1 posee un secuencia homadloga a la secuencia de unién al factor Ying Yang 1 (YY1,
Figura 30A). El factor YY1 es ampliamente reconocido por su actividad bimodal
(activador y represor) sobre la transcripcién. Para determinar si los sitios de unién a los
factores GATA-1 y YY1 tienen una actividad funcional, ambos sitios fueron mutados y
su efecto fue evaluado en transfecciones transitorias.

Los resultados muestran que la eliminacién de los sitios GATA-1 y YY1 en el
fragmento de ADN de 120 pb permite recuperar la trans-activacion ejercida por el
elemento minimo del enhancer (Figura 30B), por lo que proponemos que la modulacion
de la trans-activacion esta mediada en gran parte por dichos factores transcripcionales.
Para confirmar estos resultados, se decidié sobreexpresar al factor YY1, a través de la
co-transfeccion de un plasmido que contiene el ADNc de dicho factor junto con las
construcciones ya descritas, lo anterior se realizdé tanto en células 6C2 como en
eritrocitos de 10 dias (RBC 10d).
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Figura 29.- Trans-activacion del promotor adulto por el enhancer o-globina mediante la
sobreexpresion de GATA-1. Concentraciones crecientes (1 y 2 ug) del cDNA de GATA-1 fueron co-
transfectados transitoriamente en células 6C2 junto con los plasmidos controlados por el promotor adulto
o solo, o junto con las dos variantes ya descritas del enhancer a-globina (o°E o a°E+120). Se muestra
el promedio actividad normalizada de luciferasa (ANL) de 3 transfecciones independientes realizadas por
triplicado +/- ES (Rincén-Arano, H et al 2005; anexo 2).
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Interesantemente, la sobreexpresion del factor YY1 en presencia del enhancer
més el fragmento de 120 pb (a°E+120) provoca una reduccién de la trans-activacion
(Figura 30C). Asimismo, el incremento en los niveles de YY1 produjo un efecto negativo
sobre la trans-activacion del elemento minimo del enhancer (o°E), atin cuando no se ha
demostrado la presencia del factor sobre este elemento de regulacion. Este efecto
negativo se observd en las dos etapas de la diferenciacion analizadas, apoyando el
hecho de que dicha regulacion negativa es independiente del estado de diferenciacién
eritroide. En conclusién, nuestros resultados sugieren que YY1 tiene un efecto de
modulador negativo sobre la funcién del enhancer, aun en ausencia del sitio de unién
para dicho factor, sugiriendo también una unién basada en interacciones proteina-
proteina. Por lo tanto demostramos que YY1 es un componente peptidico reclutado al
fragmento de ADN de 120 pb, cuya finalidad es la de modular la funcién del enhancer 3’

a-globina de pollo.

GATA-1y YY1 interaccionan para modular la funcion del enhancer.

La cercania entre los sitios de union a los factores GATA-1 y YY1, asi como el
efecto modulador que ambos factores poseen sobre la funcién del enhancer en
presencia o ausencia del fragmento de 120 pb, nos permiten cuestionar si dichos
factores interaccionan fisicamente entre si. Ante esto, ensayos de co-
inmunoprecipitacion de proteinas fueron realizados utilizando extractos totales de
células precursoras eritroides de pollo (6C2 y HD3), eritrocitos maduros (RBC), células
eritroleucémicas de humano (K562) y como control una linea celular fibroblastica de
codorniz QT6. Anticuerpos contra los factores GATA-1 y YY1 fueron utilizados y los
complejos asociados fueron detectados por inmunoblot. La inmunoprecipitacion de
GATA-1 y la subsiguiente identificacion del factor YY1 permite demostrar que ambas
proteinas se asocian (Figura 31). El uso inverso de los anticuerpos nos permitid
corroborar lo anterior, ya que la inmunoprecipitacién del factor YY1 permite identificar a
GATA-1 dentro de las proteinas asociadas a éste factor (Figura 31). Para confirmar
dicha interaccién, se construyé una proteina de fusién con la secuencia codificante del
factor YY1 y de la proteina glutation-S-transferasa (GST), con el fin de realizar ensayos
de “Pull Down”. La proteina de fusién fue producida en E. coli (cepa pBL21 Lys) y
purificada de acuerdo a los procedimientos estandar, posteriormente fue incubada con
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extractos proteicos totales de precursores eritroides y de las lineas control ya
mencionadas. Los resultados muestran que la incubacion de la proteina de fusién con
los diferentes extractos permite identificar una asociacion (directa o indirecta) con el
factor GATA-1. Dicha asociacion no se observa en la linea fibroblastica, confirmando
que la asociacion detectada es especifica del tejido eritroide. Estos resultados sugieren
que GATA-1 y YY1 pueden interactuar entre si, y con base en los resultados de
transfecciones transitorias (Figura 29), nosotros proponemos que dicha interaccién es
necesaria para la modulacion del enhancer 3’ del dominio a-globina de pollo.

A pesar de haber demostrado la asociacion entre GATA-1 y YY1, nuestros datos
no aseguran que dicha interaccion ocurra in vivo. Para determinar si GATA-1 y YY1
interaccionan con sus sitios de wunién in vivo, se realizaron ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina sobre precursores eritroides y eritrocitos maduros, y
se utilizé la linea DT-40 como control negativo. La regién que cubre las 120 pb
localizadas rio abajo del enhancer 3’ puede ser amplificada a partir de la fraccion unida
por los anticuerpos que reconocen a los factores GATA-1 y YY1, lo anterior se observa
tanto en precursores eritroides como en eritrocitos (Figura 31C). Dicha interaccioén in
vivo no se logra observar en la linea linfoide DT-40, asi como con el uso de un
anticuerpo irrelevante, lo cual valida la especificidad del ensayo.

Para confirmar esta interaccién in vivo y determinar si la dinamica de
asociacién es dependiente del estado de diferenciacion, se evalud la co-existencia de
ambas proteinas dentro del fragmento de 120 pb al mismo tiempo. Para contestar dicha
pregunta se realizaron ensayos de ReChIP. Este ensayo se basa en la
inmunoprecipitacion inicial de una proteina de interés asociada a la cromatina, la
subsecuente eliminacion del primer anticuerpo y wuna segunda ronda de
inmunoprecipitaciéon con el anticuerpo que reconoce al factor presumiblemente asociado
a la proteina de interés. Finalmente, el ADN recuperado de la segunda
inmunoprecipitacion es usado en ensayos de PCR. Para esta metodologia, la cromatina
de pre-eritroblastos y eritrocitos, fue incubada inicialmente con el anticuerpo contra
GATA-1 y posteriormente con el anticuerpo contra YY1. Interesantemente, la
amplificacion de la regién de interés muestra que dichas proteinas co-existen en la
region de 120 pb solo en un contexto diferenciado (RBC), pero no asi en los
precursores eritroides (Figura 31D).

132



CCATG Consenso YY1
GATATCATTTT Silenciador €

3 -GATCCTGCCAGSTATCTTCATGCAGAGATG "
3 - CTAGGACGGTCCATAGAAGTACGTCTCTAC-5' 40 sitio GATA (120 pb)

GATCCTGCCAGGTRagTTCATGCAGAGATG AGATA-1
GATCCTGUCAGGTATCITEegGCAGAGATG AYYL

B | 62

Veces de 2
incremento -

o+ - - - -

oPE - + - - -

oPE+120 - - 4+ - -
oPE+120AYY1 - - - 4 -
OPE+120AGATA-1 - - - - 4

6C2 197
2 ° RBC
S_
] 7
6_
Veces de Vecesde s_|
incremento | incremento 4
3 —
] ]
1
oP o 4+ - - - - - -
Dy
R e
oPE+120 - . . o 4 4 4 oPE+120 - - - - L 4 4
YY1 - o1 . —1 YY1l . o —1 _ —]

Figura 30.- Modulacion de la funcion del enhancer a-globina por los factores GATA-1 y YY1. A)
Alineamiento del sitio de unibn GATA-1 y secuencias aledafias dentro del fragmento de 120 pb con
secuencias de unién al factor YY1 —consenso (CCATG) y Silenciador ¢ (TCAT)-. Este alineamiento
permite identificar la secuencia TCATG localizada inmediatamente rio abajo del sitio GATA-1 (marcada
con una linea negra). Se muestran las mutaciones disefiadas sobre el sitio de union al factor GATA-1
(AGATA-1) y al factor YY1 (AYY1) dentro de la secuencia de 120 pb. B) Transfeccién transitoria en pre-
eritroblastos (linea 6C2) de las construcciones que contienen al promotor a° solo o junto con las
diferentes versiones del enhancer, incluyendo las mutaciones para los sitios GATA-1 y YY1. Se muestra
el promedio de las veces de incremento, respecto al promotor o, de tres transfecciones +/- ES. C)
Sobre-expresién del factor YY1 en pre-eritroblastos (linea 6C2) y eritrocitos maduros de 10 dias (RBC).
Las células fueron co-transfectadas transitoriamente con cantidades crecientes (2 y 4 pg) del ADNc del
factor YY1 junto con los plasmidos ya descritos (o°, a°E, a°E+120). Se muestra el promedio de las veces
de incremento, respecto al promotor o, de tres transfecciones independientes +/- ES.
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Dicho resultado se corrobor6 al usar el orden inverso de los anticuerpos, pero no asi
cuando se usé un anticuerpo irrelevante. La ausencia de amplificacién en precursores
eritroides podria ser ocasionado por el bloqueo ejercido por algun complejo proteico en
eritroblastos, o por una baja concentracion local de alguna de las dos proteinas
estudiadas. Nosotros apoyamos esta Ultima opcién con base en datos que demuestran
que durante la diferenciacion eritroide la concentracién total de GATA-1 aumenta
gradualmente (Ver adelante). En resumen, GATA-1 y YY1 pueden co-existir en el
fragmento de ADN de 120 pb localizado rio abajo del elemento minimo del enhancer. El
reclutamiento de estos factores modula negativamente la funcién del enhancer, la cual

parece ser favorecida por un ambiente terminal de diferenciacién eritroide.

GATA-1 es reclutado al enhancer progresivamente durante la diferenciacion
eritroide

Los resultados del ensayo de ReChIP sugieren que GATA-1 o YY1 podrian
incrementar su presencia en el elemento de 120 pb del enhancer durante la
diferenciacién. Para demostrar si lo anterior es cierto, ensayos semicuantitativos de
inmunoprecipitacion de cromatina fueron realizados con cromatina de pre-eritroblastos,
eritroblastos y eritrocitos. Los factores GATA-1, YY1 y NF-E2 fueron inmunoprecipitados
y la cromatina obtenida fue utilizada en reacciones de PCR duplex. La region de interés,
la cual incluye al fragmento de 120 pb localizado rio abajo del enhancer, fue amplificada
junto con una secuencia localizada -9 kb rio arriba del enhancer, y que por analisis de
secuencia no muestra sitios de union al factor GATA-1. De esta manera se logro
demostrar que existe un enriquecimiento local y gradual del factor GATA-1 sobre el
fragmento de ADN de 120 pb del enhancer conforme la diferenciacién se lleva a cabo
(Figura 32). Por su parte, factores como YY1 y la subunidad p45 del factor NF-E2,
muestran una presencia constante sobre la secuencia de 120 pb durante la
diferenciacién (Figura 32). En resumen, aunque parte de la maquinaria proteica se
localiza sobre el elemento de 120 pb, la concentracién del factor eritroide especifico
GATA-1 se incrementa conforme la diferenciacion avanza. Este reclutamiento gradual
debe de modificar el estatus del enhancer favoreciendo un estado activo con capacidad
de frans-activar a un promotor determinado. Este hallazgo explica por qué en pre-

eritroblastos las dos proteinas no pueden ser encontradas al mismo tiempo sobre el
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enhancer (Figura 30). Este reporte es el primero que caracteriza la asociacion entre el
factor eritroide GATA-1 y el factor YY1, la cual conlleva a la modulacién del enhancer o-
globina. Nuestros datos en general, nos permiten proponer que el fragmento de ADN de
120 pb localizado rio abajo de enhancer constituye parte fundamental del mismo,
regulando su capacidad de trans-activacién de acuerdo al estado de diferenciacién en

el que la célula eritroide se encuentra.

Figura 31.- Interaccion fisica entre los factores transcripcionales GATA-1 y YY1. A) Para establecer
una interaccién entre los factores, ensayos de co-inmunoprecipitacion fueron realizados con anticuerpos
para los factores GATA-1 (a-GATA-1) y YY1 (a-YY1) utilizando extractos de una linea eritroblastica
humana (K562), precursores eritroides (lineas 6C2 y HD3) y eritrocitos maduros (RBC) de pollo. Las
proteinas asociadas fueron analizadas por inmunodetecciones. Se muestra un ensayo representativo de
2 experimentos realizados independientemente. El asterisco muestra una banda inespecifica que sirve
como control de cargado. B) Asociacion de YY1 con GATA-1, ensayos de “Pull Down” fueron realizados
incubando a las proteinas purificadas, YY1-GST o GST sola, con extractos totales de precursores
eritrorides y eritrocitos de pollo, asi como en fibroblastos de codorniz (QT6). Las proteinas asociadas se
analizaron por inmunodetecciones utilizando un anticuerpo contra GATA-1 (o-GATA-1). Se muestra
ensayo representativo de 2 experimentos. C) Interaccion in vivo de los factores GATA-1 y YY1 sobre el
enhancer. Ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina fueron realizados usando anticuerpos contra
GATA-1 y YY1 en cromatina de precursores eritroides (6C2 y HD3) y eritrocitos maduros (RBC), como
control la linea linfoide DT40. Se amplificaron las regiones de interés por PCR radioactiva de la fracciones
unidas (u) o no unidas (ub), tanto en el fragmento de 120 pb del modulador como en el enhancer /e del
dominio B globina como control. D) Co-habitacion de los factores GATA-1 y YY1. Se realizaron ensayos
de inmunoprecipitacion de cromatina con un primer anticuerpo (1% IP) de acuerdo a las condiciones en C
en pre-eritrobltos (6C2) y eritrocitos maduros (RBC), pero previo a la recuperacion del ADN, la cromatina
es incubada en 10 mM de DTT vy diluida 100 veces en amortiguador de dilucién, e incubada con un
segundo anticuerpo (2™ IP). Finalmente se amplifica la regién de interés y control de las fracciones
unidas (b) o no (ub) a lo anticuerpos ensayados. Muestra representativa de 3 inmunoprecipitaciones
independientes. (i) ADN no incubado con anticuerpos
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Figura 32.- Abundancia de factores transcripcionales sobre el enhancer a-globina. Ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina (ChIP) fueron realizados sobre cromatina de precursores eritroides
(6C2 y HD3) y eritrocitos maduros (RBC). Dicha cromatina fue incubada con anticuerpos para los factores
GATA-1 (2 ug), YY1 (2 ng), NF-E2 (5 ul, policlonal). PCR duplex fueron realizadas con el fin de amplificar
el fragmento de 120 pb asi como una regién intergénica como control de normalizacién. La sefial de dicha
amplificacion fue analizada y graficada como abundancia relativa, se muestra el promedio de al menos
tres reacciones de amplificacién y dos inmunoprecipitaciones independientes.

El gen &t es activado por GATA-1 en pre-eritroblastos adultos

Durante la diferenciacién eritroide, y dependiendo del organismo, ocurren al
menos un intercambio en la sintesis de hemoglobinas de embrionarias a adultas.
Usualmente dicho cambio es definitivo, provocando que los genes globina adultos sean
expresados durante el resto de la vida del organismo. Los mecanismos que conllevan al
intercambio de genes embrionarios por adultos han sido estudiados principalmente en
el dominio B-globina. Dicho proceso se basa en el silenciamiento autonomo del gen
embrionario y el reconocimiento del promotor subsiguiente por parte de los elementos
de regulacion. Asimismo, se ha establecido que existen factores especificos del
desarrollo que ayudan a establecer el patrdn de expresién de cada gen globina. Sin
embargo, nuestros resultados de transfecciones transitorias utilizando el promotor T,
nos permiten observar que dicho promotor es activo en los precursores eritroides de

etapas adultas a diferencia de los promotores adultos (Figura 28). Este hallazgo atrajo
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nuestra atencién, ya que dichas células (HD3) estdn comprometidas a expresar a los
genes adultos, sin embargo mantienen la capacidad de activar al promotor . Como
GATA-1 es un componente fundamental del enhancer, se evalué si la sobre-expresion
del factor GATA-1 puede potenciar en mayor grado la funcién del enhancer ante dicho
promotor. Células HD3 fueron co-transfectadas con una serie de plasmidos bajo el
control del promotor © solo y en presencia de las variantes ya usadas del enhancer
(Figura 28), junto con un plasmido que permite la sobre-expresién del ADNc de GATA-1
(Figura 33A).

Los resultados muestran que GATA-1, aunque tiene una tendencia a potenciar el
efecto trans-activador del enhancer, ésta potenciacion no es significativa (Figura 33B).
Lo anterior se observa tanto con el elemento minimo del enhancer (rE) como con la
version completa (tE+120 pb). Como los niveles de trans-activacién son elevados, se
dedujo que tal vez la capacidad transcripcional del promotor embrionario ha llegado a
un punto de saturacion, por lo que el efecto de GATA-1 se oculta.

Por lo tanto, se disefaron una serie de mutaciones en dos de los sitios GATA1
localizados en el elemento minimo, los fragmentos resultantes fueron incorporados al
plasmido regulado por el promotor embrionario. Estos plasmidos fueron transfectados
en eritroblastos (HD3) y la expresién de luciferasa fue evaluada. La eliminacion de los
sitios GATA-1 dentro del enhancer afecta dramaticamente la capacidad de trans-
acitvacién de este elemento sobre el promotor n (Figura 33C). Del mismo modo, se
realizaron mutaciones puntuales sobre los sitios de union al factor Sp1 del elemento
minimo del enhancer, sin embargo, no se observé efecto alguno sobre la capacidad de
trans-activacién del enhancer sobre el promotor embrionario (dato no mostrado). Con
estos resultados, el modelo en el cual GATA-1 es el principal responsable de activar el
promotor &t se favorece; asi como que los niveles de este factor, aunque reducidos, son

suficientes para llevar a cabo la activacion del promotor .
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Figura 33.- El enhancer o-globina trans-activa via GATA-1 al promotor embrionario 7w A)
Eritroblastos de pollo (HD3) fueron transfectados transitoriamente con un vector que permite la
sobreexpresién de GATA-1 (RSV-GATA). La sobreexpresién fue evaluada por inmunodetecciones con un
anticuerpo contra el factor GATA-1 (a-GATA). La misma membrana fue ensayada para la deteccion de
lamina B (a-lam B), como control de cargado. B) Célula HD3 fueron co-transfectadas con un plasmido
que expresa la luciferasa bajo el control del promotor embrionario & o junto con las variantes del enhancer
(nE, elemento minimo; nE+120, elemento minimo mas 120 pb), asi como con el vector que sobreexpresa
a GATA-1 (RSV-GATA). Se muestra el promedio de veces de incremento de 3 transfeccciones
independientes realizadas por triplicado +/- ES. C) Células HD3 fueron transfectadas transitoriamente con
los plasmidos bajo el control del promotor © descritos en B. Estos son comparados con dos plasmidos en
los cuales los 2 primeros sitios de unién al factor GATA-1, dentro del elemento minimo del enhancer,
fueron mutados (AGA1 y AGA2; Figura 28A). Se muestra el promedio de veces de incremento de 3
transfeccciones independientes realizadas por triplicado +/- ES.
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Con base en lo anterior, nosotros deseamos entender cuales son los procesos
que llevan a cabo la regulacién diferencial de los genes a-globina de pollo. Ante la
capacidad de trans-activacion del promotor & en eritroblastos adultos, hemos planteado
la hipbtesis que existen mecanismos epigenéticos que impiden la expresién del gen
embrionario en etapas avanzadas del desarrollo, los cuales a su vez favorecen la
expresion regulada de los genes adultos. De esta manera, nos enfocamos en
establecer cuales son los factores epigenéticos asociados a cada uno de los
promotores durante el desarrollo y la diferenciacion eritroide y su relacion con

elementos de regulacion a distancia.

El gen &t se encuentra epigenéticamente regulado en etapas tardias del desarrollo.

La regulacion epigenética en los genes globina fue sugerida desde los afos 70
por Weintraub y Groudine, quienes mostraron que la cromatina de los genes posee
caracteristicas especificas de acuerdo al estado transcripcional de los mismos.
Posteriormente, el andlisis de la metilacion del ADN de los genes embrionarios p y &
permitieron deducir que durante etapas adultas dichos genes silenciados se
encontraban metilados. Sin embargo, dicho andlisis fue realizado en cultivos primarios,
por lo que no se ha establecido si la presencia de dicha metilacién es consecuencia o
causa del silenciamiento. Para determinar el estado de metilacion del ADN sobre los
promotores globina y su efecto sobre la actividad de los mismos, se realizaron ensayos
de digestién de ADN gendémico con enzimas de restriccion sensibles a metilacién del
dinucleétido CpG. ADN gendmico, tanto de lineas celulares como de cultivos primarios,
fue digerido con las enzimas Hpall / Mspl, las cuales cortan la secuencia CCGG, sin
embargo Hpall no efectia dicho corte cuando la citosina intermedia se encuentra
metilada. El estado de la metilacion del ADN gendémico fue evaluado por Southern blot,
utilizando como sondas las ~300 pb representativas de cada uno de los promotores -

globina.
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Figura 34.- Estado de metilacion de los promotores a-globina de pollo. EI ADN genémico de
precursores eritroides (lineas 6C2 y HD3), eritrocitos (RBC) de 5,8, 10 dias y pollo adulto (PA), asi como
de la linea linfoide DT40 fue digerido inicialmente con las enzimas Mspl (M) y Hpall (H), posteriormente
digerido con la enzimas BamHI (B) y Hindlll (H) con el fin de obtener la banda parental (P). El ADN
digerido fue separado en un gel al 2% de agarosa y transferido a una membrana, la cual fue hibridada por
separado con sondas radiactivas para cada uno de los promotores a-globina.

Estos experimentos muestran que el promotor del gen m no se encuentra
metilado en eritrocitos de 5 dias, los cuales expresan a dicho gen (Figura 34). En esta
etapa del desarrollo, los genes adultos son expresados en niveles basales, e
interesantemente, sus promotores carecen de metilacion del ADN. Sin embargo, estos
promotores adquieren otras caracteristicas en tejidos adultos (Figura 34)(157, 158). La
metilacion del ADN se presenta en las diferentes lineas celulares precursoras utilizadas,
sugiriendo que ésta modificacion debe efectuarse temprano en la diferenciacion
eritroide, o que la célula madre progenitora establece y mantiene dicho patrén sobre el
dominio. Lo anterior con base en que los promotores adultos también se encuentran
metilados en los precursores eritroides, pero no asi en los eritrocitos maduros, en donde
su activacion se lleva a cabo (Figura 34). Este hallazgo abre la interesante posibilidad
de que los promotores adultos sean desmetilados para permitir la activacién de los
mismos, un aspecto que vale la pena ser explorado en un futuro. Por otro lado, se
concluye que el promotor embrionario se mantiene metilado una vez que el recambio de
genes embrionarios por los genes adultos se ha realizado, dicha metilacién es
establecida en etapas tempranas de la diferenciacion y se mantiene durante el

desarrollo del organismo
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La metilaciéon del promotor = evita la expresion del gen en etapas adultas

Inicialmente, la metilacion de los genes globina embrionarios fue sugerida como
un mecanismo para silenciar la expresién de dichos genes. Sin embargo nuestros datos
muestran que la metilacion es un proceso temprano en la diferenciacién y que se
presenta en los tres genes a-globina. Ante este hecho, se decidi6é estudiar el efecto de
eliminar la metilacion del ADN sobre la expresién basal de los genes oa-globina en
etapas tempranas de la diferenciacion. Para dicho fin, las células HD3 fueron incubadas
con el compuesto 5-aza-2’-desoxicitidina, el cual es un analogo no metilable de la
citosina. La incubacién se realizé por tres dias para fomentar su incorporacion durante
el ciclo celular, y, finalmente, la expresion de los genes fue evaluada por RT-PCR
duplex semi-cuantitativa. Interesantemente, la presencia del inhibidor permite la
reactivacion del gen =, incluso a niveles similares a los observados en eritrocitos
maduros de 5 dias (Figura 35A). En las mismas condiciones, la pérdida de la metilacién
del ADN sobre los promotores de los genes adultos no provocé una activacion
transcripcional de éstos.

Por otro lado, la reactivacion del gen n puede ser incluso detectada a nivel de
sintesis de hemoglobina mediante una tincién acida con benzidina (figura 35B). Dicho
compuesto tifie a las moléculas de hemoglobina, la presencia de tincion muestra que la
sintesis de dicha proteina se lleva a cabo. La formacién de hemoglobina funcional en
eritroblastos, en ausencia de metilacion del ADN, puede ser consecuencia de la
activacion del gen embrionario p del dominio B-globina, junto con el gen &, los cuales se
han encontrado metilados en etapas adultas. En resumen, estos resultados sugieren
que en eritroblastos se encuentra toda la maquinaria necesaria para la expresion
especifica del gen embrionario m, y que probablemente la expresion de los promotores
adultos requiera de factores adicionales obtenidos durante la diferenciacién eritroide.
Estos resultados son coherentes con la ausencia de trans-activacion de los genes
adultos por el enhancer 3’ del dominio en estas mismas células. Hasta el momento
desconocemos los mecanismos por los cuales los genes adultos inician su transcripcion
de manera regulada, aun cuando sus promotores se encuentran metilados. De esta
manera, estos experimentos aportan evidencia de que procesos epigenéticos son
requeridos para realizar y mantener el silenciamiento de un gen embrionario en etapas

adultas.
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Figura 35. Reactivacion del gen ©. A) Células HD3 fueron tratadas con 5-aza-2’-deoxicitidina (5azaC) -
el inhibidor de la metilacion del ADN- por tres dias. EI ARN mensajero fue purificado y la expresién de los
genes globina fue evaluada por RT-PCR duplex. La expresion fue normalizada contra el gen B-actina. Se
muestra ensayo representativo de al menos 3 experimentos independientes con amplificaciones por
triplicado. B) Tinciéon acida con benzidina. Las células tratadas con 5azadC (+) y control (-) fueron
incubadas en una solucion de benzidina &cida y analizadas por microscopia de luz.
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La proteina de uniéon al ADN metilado, MeCP2, es reclutada in vivo al promotor &
en eritrocitos de etapas adultas.

La presencia del ADN metilado sobre los tres promotores a-globina sugiere que
proteinas de unién a dicha marca epigenética pueden ser reclutadas. MBD2 y MeCP2
son dos proteinas con la capacidad de reconocer CpG metilados. MeCP2 ha sido
asociada a diferentes procesos de silenciamiento a través del reclutamiento de
desacetilasas de histonas (94). Por su parte, MBD2 ha sido principalmente localizada
en islas CpG metiladas, su asociacién con co-represores se ha sugerido como un
mecanismo de represion (94). Recientemente, MBD2 ha sido descrita como una
proteina con la capacidad de interaccionar con CpGs metilados sobre el promotor
embrionario p del dominio B-globina de pollo y dicha interaccion es especifica de etapas
posteriores al intercambio en la expresidon de genes globinas embrionarios por los
adultos (98). Con base en estos datos, se decidi6 realizar ensayos de
inmunoprecipitacion de cromatina para evaluar la presencia de las proteinas de unién a
ADN metilado ya mencionadas. La cromatina de eritrocitos de 5 y 10 dias, junto con la
de la linea HD3 (precursor eritroide), fueron incubadas con anticuerpos especificos para
las proteinas MBD2 y MeCP2. La cromatina recuperada fue incorporada a reacciones
de PCR duplex para evaluar de manera semi-cuantitativa la interaccién de dichas
proteinas. En los precursores eritroides no se encontrd asociaciéon alguna de las
proteinas MBD2 y MeCP2 al promotor embrionario m, aun cuando la secuencia del
promotor presenta metilacién del ADN. Por otro lado, los eritrocitos de 10 dias, los
cuales sélo expresan a los genes adultos, presentan in vivo una abundancia
significativa del factor MeCP2, pero no asi de MBD2. Dicha interaccion es especifica ya
que en eritrocitos de 5 dias, en donde el promotor = no se encuentra metilado, la
interaccién de MeCP2 no se lleva a cabo. En resumen, los resultados sugieren que en
precursores eritroides, aun cuando los promotores se encuentran metilados, la
maquinaria asociada a ADN metilado no es atraida al gen embrionario n. Sin embargo,
conforme la diferenciacion avanza, MeCP2 es reclutado al promotor embrionario pero
no asi a los genes adultos, los cuales aparentemente pierden la metilacion ante la
activacién trancripcional de los mismos (datos no mostrados). El reclutamiento
especifico de MeCP2 al promotor © debe involucrar un mecanismo de “memoria” que

evita la activacion del promotor embrionario en etapas adultas del desarrollo.
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Las deacetilasas de histonas son necesarias para mantener al gen embrionario
reprimido durante las etapas finales de la diferenciacion eritroide.

La interaccion especifica de MeCP2 con el promotor ©t durante la eritropoyesis
definitiva, permite suponer que otros co-represores deben ser reclutados para mantener
inactivo al promotor embrionario. Dentro de los co-represores frecuentemente
asociados a esta proteina de unién al ADN metilado se encuentran las desacetilasas de
histona (94). Para evaluar el papel de dicha maquinaria, tanto cultivos primarios como
lineas celulares de precursoras eritroides fueron incubados por 24 h con Tricostatina A
(TSA), un inhibidor de desacetilasas de histonas de las familias | y Il (83). La expresién
de los genes globina endégena fue analizada por RT-PCR duplex. Los resultados
muestran que en precursores eritroides los genes a-globina adultos no pueden ser
reactivados por el TSA. Sin embargo, en eritrocitos adultos la incubacién con TSA
provoca una reactivacion del gene embrionario y a un decremento en los niveles de los
genes adultos. Como resultado de este tratamiento los niveles de expresion entre ellos
son muy similares (Figura 37). En eritrocitos de 5 dias, donde mwse expresa, la
incubacion con TSA incrementa la expresion del gen embrionario, pero a la vez también
aumenta los niveles del gen adulto a®, y en menor medida el o*.

En resumen, nuestros resultados apoyan la idea de que existen modificaciones
especificas sobre la cromatina asociadas a los promotores a-globina que regulan la
expresion de los mismos. En eritrocitos embrionarios y adultos, la expresion de los
genes adultos es parcialmente controlada por desacetilasas de histonas. Nuestros
datos sugieren que estos eventos epigenéticos no se establecen en etapas tempranas
de la diferenciacién, ya que los precursores adultos no son sensibles al TSA. Estos
resultados son interesantes ya que la metilacion del ADN parece regular
exclusivamente la expresion del gen embrionario, pero la desacetilacion no. Sin
embargo, estos procesos parecen conectarse una vez que la célula eritroide se
compromete a expresar a los genes adultos, ya que la expresién del gen © se vuelve
parcialmente dependiente de las desacetilasas de histonas. La abundancia similar de
transcritos maduros ante el uso del TSA en eritrocitos adultos, nos permite sugerir que
los elementos de regulacion positiva tienen la misma probabilidad de activar a los tres
genes a-globina. En resumen, los resultados aqui mostrados sugieren una compleja

regulacion epigenética de los genes a-globina a nivel local, en conjunciéon con los
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elementos de regulacién a distancia, como el enhancer 3’. Estos mecanismos tienen
como objetivo evitar que en etapas tempranas de la diferenciacion adulta, la
transcripcion del gen embrionario © se lleve a cabo, y consecuentemente permitir la

expresion de los genes adultos.
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Figura 36.- Inmunoprecipitacion de cromatina para determinar la presencia de MeCP2 in vivo
sobre el promotor del gen embrionario . Cromatina de eritroblastos (HD3), eritrocitos de 5 y 10 dias
(RBC 5D y RBC 10D, respectivamente) fue incubada con anticuerpos contra MeCP2 y MBD2. Una
porcién del promotor n fue amplificada junto a una secuencia intergénica localizada 5 kb rio arriba del
promotor (ctrl.), mediante PCR duplex. IP, ADN de cromatina sin anticuerpos. La sefal del cociente de
entre el promotor de interés y la regién control del inmunoprecipitado fue dividida entre el cociente de la
sefal obtenida entre ese mismo cociente de la fraccion IP. La sefal obtenida de la fraccién IP se
considera como el basal (la linea punteada)
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Diferenciacion Desarrollo
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Figura 37.- Desacetilasas de histona regulan diferencialmente a los genes a-globina. Precursores
eritroides (lineas HD3) y eritrocitos maduros de 10 dias (RBC 10) y 5 dias (RBC 5) fueron tratadas o no
con tricostatina A (TSA) por 24 h. EI ARN mensajero fue purificado y se realiz6 una RT-PCR semi-
cuantitativa con el fin de evaluar el gen de interés del dominio a-globina y normalizando la expresién
respecto a la del gen B-actina. Se muestran ensayos por triplicado.

La asociacion de factores transcripcionales a los promotores adultos es mas
compleja que en el promotor embrionario T.

Hasta el momento, nuestros datos sugieren que en eritroblastos, comprometidos
a la expresién de los genes globina adultos, existe el potencial de activar al gen
embrionario . De acuerdo a las transfeccciones transitorias en las diferentes lineas
célulares y cultivos primarios, se pudo establecer que la actividad del promotor depende
de la presencia de un potenciador. Sin embargo de manera endbégena, procesos
epigenéticos, especialmente la metilacion del ADN, impiden la activacidn transcripcional
del promotor embrionario en eritroblastos adultos. Ante este panorama, nos
preguntamos si la composicion proteica localizada sobre los promotores a-globina
activos es similar. En otras palabras, si los factores transcripcionales reclutados a los

diferentes promotores determinan la actividad transcripcional en tiempo y espacio
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durante el desarrollo y la diferenciacion. Para dicho fin, evaluamos la presencia in vivo
sobre los promotores a-globina de una serie de factores eritroides (p.e. GATA-1 y NF-
E2) y ubicuos (p.e. YY1y Sp1), los cuales son usualmente requeridos para la expresion
de los genes globina (159). Asi, se realizaron ensayos de inmunoprecipitacion de
cromatina tanto en precursores como en eritrocitos maduros en las dos etapas mas
representativas del desarrollo -eritrocitos de 5y 10 dias-. En precursores eritroides, los
factores analizados no se encuentran asociados a ninguno de los tres promotores o-
globina (Figura 38). Lo anterior correlaciona con el hecho de que los genes a-globina no
son expresados y los promotores se encuentran metilados, lo cual podria evitar el
reclutamiento de los factores transcripcionales estudiados. Esta organizacion cambia en
eritrocitos maduros de 10 dias, en los cuales se expresan los genes adultos, donde los
factores estudiados son capaces de interaccionar con los tres promotores a-globina.
Cabe mencionar que el gen embrionario © se encuentra apagado en esta etapa del
desarrollo, y con base en nuestros resultados previos, por la presencia de una
conformacion cerrada de la cromatina sobre dicho promotor. Sin embargo, la capacidad
de reclutar a los factores transcripcionales se mantiene, incluyendo al factor NF-E2 para
el que dicho promotor no posee una secuencia consenso de unién. Por otro lado, los
promotores adultos reclutan a los factores GATA-1, YY1, Sp1 y NF-E2, dicho
reclutamiento correlaciona con el estado transcripcional de los mismos. Curiosamente,
el promotor o presenta una mayor abundancia de los factores estudiados respecto al
promotor o”. Este incremento podria ser ocasionado por la cercania de este gen
respecto al enhancer 3’ del dominio, el cual tiene la capacidad de reclutar los cuatro
factores analizados (Figura 32).

Por otro lado, en eritrocitos de 5 dias, los cuales expresan al gen embrionario T,
el promotor de este gen presenta el reclutamiento especifico de los factores GATA-1y
Sp1, pero no asi de YY1 y NF-E2. Interesantemente, el promotor a® muestra un
enriquecimiento significativo de los cuatro factores analizados, pero no asi en el
promotor del gen o*. La relevancia de dicho incremento se encuentra bajo estudio.

En resumen, nuestros datos describen cémo los promotores reclutan un conjunto
de factores especificos de acuerdo al estado de diferenciacién. Interesantemente, el
promotor embrionario recluta solo a dos de los factores estudiados. Por su parte, los

promotores de los genes adultos tienen un patron de factores mas complejo que el gen
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embrionario. Esta diferencia podria explicar la sensibilidad del promotor &t a ser activado
en cualquier estapa del desarrollo y diferenciacién eritroide. Por su parte, la metilacion
del ADN podria estar involucrada impidiendo el acceso de los factores al promotor & en
etapas adultas. Sin embargo, los factores estudiados, incluyendo los que carecen de un
sitio de unién, puede ser localizados sobre el promotor embrionario © en etapas adultas,
por lo que seguramente, la remodelacién de la cromatina asociada al promotor debe de
impedir el inicio de la transcripcion. En otras palabras, la metilacién del ADN, asi como
las actividades remodeladoras de la cromatina sobre el promotor embrionario funciona
como un seguro que evita la activacion del mismo, probablemente por elementos
potenciadores, en etapas tempranas de la diferenciacién. Lo anterior permite la
incorporacion de la maquinaria adecuada sobre los promotores adultos para su

posterior activacion.
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Figura 38.- Ocupacion in vivo de factores transcripcionales sobre los promotores a-globina
durante el desarrollo y diferenciacion eritroide. Ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina en
eritroblastos (HD3) y eritrocitos de 5y 10 dias (RBC 5 y 10, respectivamente). La cromatina fue incubada
con anticuerpos contra GATA-1, YY1, NF-E2 y Sp1. La fraccién unida fue sometida a reacciones de PCR
duplex para analizar la abundancia relativa de los factores transcripcionales evaluados. Se muestra el
promedio de enriquecimiento relativo de 3 reacciones de amplificacion de al menos dos ensayos de
inmunoprecipitacion independientes.
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19 Discusion

Los genes globina representan un paradigma en la regulacion génica diferencial
a lo largo del desarrollo y en la organizacion del genoma eucariote en dominios
multigénicos. Estos dominios, tanto el a como el B, permiten la expresion regulada en
tiempo y espacio de las subunidades necesarias para la formacién de las distintas
hemoglobinas. Durante etapas tempranas del desarrollo del pollo, los eritrocitos en
circulacion expresan los genes embrionarios p y m, posteriormente, un proceso de
recambio promueve el silenciamiento de dichos genes y la expresion de los genes
adultos de los respectivos dominio oy B (a°, o y B*, B, respectivamente). Inicialmente
se habia propuesto que los genes adultos del dominio a se expresaban durante todo el
desarrollo del pollo, y que el gen embrionario simplemente era silenciado en una etapa
en especifico (52). En el contexto de esta tesis analizamos de manera semi-cuantitativa
la expresion de los genes a-globina, y demostramos que el gen embrionario & es el
principal gen expresado en eritrocitos de 5 dias. En esta misma etapa los genes adultos
se expresan a niveles basales. El analisis de eritrocitos en etapas adultas, nos permitid
establecer que el ARN mensajero de los genes adultos puede ser detectado después
del dia 7 posterior a la fecundacién, concomitante con un decremento de los niveles del
gen w, el cual es completamente silenciado alrededor del dia 10. La hematopoyesis
inicial se da en el saco vitelino, posteriormente, el lugar de este proceso cambia y se
concentra en la region aorta-gonadal-mesonefros (AGM). Subsecuentemente, este
proceso se traslada al higado y, finalmente, a huesos largos. El intercambio de genes
embrionarios con los genes adultos coincide durante el cambio a la zona AGM.
Nuestros resultados pueden ser explicados desde dos perspectivas: 1- el progenitor
eritroide cambia de lugar junto con la eritropoyesis, y consecuentemente el proceso de
silenciamiento del gen &t se lleva a cabo. 2- los progenitores eritroides en el saco vitelino
y la region AGM, aunque tengan un origen en comun, son diferentes y se localizan en
distintos lugares, en consecuencia lo que ocurre es que la eritropoyesis embrionaria se
ve reemplazada por la adulta. Lo anterior permitiria plantear la hip6tesis de que el
progenitor en la regién AGM ya contiene al gen © metilado estableciendo un mecanismo
epigenético que impide su expresidon en el desarrollo adulto del organismo. Lo anterior
podria ser abordado mediante el andlisis de los transcritos a-globina a nivel de células

individuales, con el fin de evaluar la presencia de los tres transcritos en una misma
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célula. Lamentablemente, nuestros experimentos analizan la abundancia relativa de los
RNA mensajeros maduros de los eritrocitos en circulacién, por lo que durante el
recamabio de genes globina (dia 7-8), estos experimentos no permiten distinguir si los
transcritos del los genes a-globina provienen de la misma célula o de diferentes
poblaciones (Figura 27). Actualmente, nuestro grupo de investigacién se encuentra
estableciendo las técnicas de “Run On” y RNA-FISH, con el fin de evaluar la
acumulacién de los transcritos sobre células individuales y asi determinar cual de las
hipétesis planteadas es la verdadera.

Por otro lado, durante la diferenciacion, la célula madre pluripotencial se
compromete, bajo las senales adecuadas, a generar eritrocitos que expresan a
determinados genes globina. Durante este proceso, factores transcripcionales como
GATA-1 dictan el programa de expresion de los genes especificos para el sistema
eritroide. Dicho factor es fundamental para establecer el linaje eritroide, ya que su
ausencia afecta la eritroipoyesis (30, 57, 92, 99, 185). Los dominios a y 3 responden de
manera regulada a los niveles del factor GATA-1, asi como de GATA-2 (en etapas mas
primarias), de acuerdo al estado del desarrollo en que se encuentre el pollo. Para
estudiar la diferenciacion eritroide, en este proyecto hicimos uso de una serie de lineas
celulares de pollo que mimetizan dicho proceso en etapas adultas. Estas lineas
celulares fueron obtenidas de medula 6sea de pollo adulto y con un proceso de
diferenciacién detenido, por lo que su compromiso esta enfocado hacia la expresion de
los genes adultos o, a” y B?, B (16-18). Interesantemente, dichas lineas mantienen un
nivel basal de los genes a-globina, a diferencia de una linea linfoide la cual no los
expresa. La sobre-expresion del factor GATA-1 en estas lineas celulares provoca la
diferenciacién de las mismas, por lo que seria relevante establecer un sistema de
induccion controlada del factor que nos permita evaluar la presencia de GATA-1 sobre
la expresién de los genes globina en cultivo.

El dominio a-globina, a diferencia del dominio 3, se encuentra embebido en una
region de cromatina constitutivamente abierta, asi mismo su organizacién varia
considerablemente respecto al dominio 3. Este ultimo ha sido ampliamente estudiado
tanto en pollo, ratén y humano, y muchos de los modelos de regulacion establecidos se
han basado en dichos estudios. Sin embargo, el analisis de la organizacion del dominio
o refleja diferencias significativas respecto al dominio . Previamente, el Unico elemento
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de regulacién caracterizado para el dominio a globina de pollo es un enhancer que se
encuentra rio abajo de los genes globina, compuesto por tres sitios GATA-1 y dos sitios
Sp1. El analisis de secuencia de las regiones aledafas permitidé identificar una
secuencia de 120 pb rio abajo del enhancer conservada entre pato y pollo (140, 163,
164). Para determinar si dicha region es funcionalmente relevante y si la trans-
activacion es especifica, se evalué la capacidad del elemento minimo y del fragmento
de 120 pb para trans-activar a los tres promotores a-globina en transfecciones
transitorias. El enhancer tiene la capacidad de trans-activar eficientemente a los tres
promotores en un ambiente diferenciado sin importar el estado del desarrollo.
Curiosamente, la presencia de la secuencia de 120 pb modula la funcién del enhancer
dependiendo de la etapa desarrollo. Por otro lado, el analisis de las mismas
construcciones en precursores eritroides nos permitieron detectar que los promotores
adultos no son funcionales en dichas células, probablemente por los reducidos niveles
de GATA-1. Interesantemente, el promotor embrionario conserva su sensibilidad a la
trans-activacién aun cuando estos precursores eritroides estdn comprometidos a la
expresion de los genes adultos. Ante este panorama se plantearon dos preguntas para
el estudio de los genes a-globina: 1- ;por qué mecanismo el elemento de la region de
120 pb modula la funcién del enhancer?, y 2- ;cudles son los mecanismos que activan

y reprimen la expresién del gen embrionario ?

Modulacion de la funcién del enhancer por GATA-1y YY1

El fragmento de 120 pb localizado rio abajo del enhancer a-globina posee una
organizacion modular, lo anterior con base en los diferentes sitios de union
caracterizados previamente por “footprinting” in vitro (140, 163, 164). La trans-activacion
de un promotor adulto por el enhancer en precursores eritroides es dependiente de la
abundancia de GATA-1 presente. Esta trans-activaciéon dependiente de GATA-1 se ve
modulada por la incorporacion del fragmento de 120 pb a las construcciones
analizadas, principalmente por la presencia de un cuarto sitio de unién al factor GATA-
1. Por ensayos de anadlisis de secuencia, mutaciones y retardo en movilidad
electroforética, se caracterizd un sitio de union al factor YY1 rio abajo de la secuencia
de unién al factor GATA-1. La modulacion del enhancer se vé comprometida al mutar
los sitios GATA-1 y YY1 respectivamente, sugiriendo que estas proteinas son las
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responsables de mencionado efecto (ANEXO 3). Ensayos de interaccién proteina-
proteina nos permitieron establecer que los factores descritos interaccionan entre si,
aunque nuestros estudios no permiten determinar si dicha interaccion es directa o no. El
efecto de YY1 sobre la funcidon del enhancer en pre-eritroblastos y eritrocitos es
negativo, sugiriendo que su presencia es necesaria para modular la funcién del
enhancer. Se ha descrito que en el gen embrionario del dominio B-globina en ratdn
existe una region necesaria para el silenciamiento de éste, y que es dependiente de la
presencia de GATA-1y YY1 (159). Sin embargo, nuestros datos muestran por primera
vez la interaccion entre ambos factores transcripcionales con el fin de modular la
funcién de un enhancer. Asi mismo, estos resultados apoyan la idea de que el enhancer
es mas complejo, tanto a nivel de componentes como de su funcién, de lo que
previamente se sospechd. La importancia de dicha modulacion recae en datos que
sugieren que los niveles de los distintos tipos de proteinas globinas son criticos. La
sobreexpresion de genes globina lleva a una agregacion anémala de la hemoglobina, la
cual afecta su funcion transportadora de oxigeno (127). Por lo que mantener los niveles
de expresidon precisos es necesario y podria requerir la presencia de moduladores de
este tipo para dicho fin. La falta de ensayos que permitan la eliminaciéon del enhancer
en el locus enddgeno no nos permite establecer contundentemente la funcion in vivo de
dicho elemento. A pesar de ello, en el laboratorio nos encontramos desarrollando una
estrategia para la eliminacion de elementos de regulacion en la linea linfoide de pollo
DT40. Esta linea linfoide posee una tasa elevada de recombinacién, por lo que se
puede utilizar para eliminar regiones de interés mediante recombinacion homéloga.
Posteriormente, el cromosoma modificado es transferido a un ambiente eritroide para su
evaluacién in vivo durante la diferenciacion eritroide. Esta metodologia nos permitira
analizar la relevancia funcional de diferentes elementos de regulacion.

El mecanismo por el cual estas proteinas ejercen su efecto no lo hemos
establecido, pero suponemos que procesos de acetilacién y desacetilacion de histonas
podrian estar involucrados. YY1 ha sido identificado como un factor con actividad
represora y activadora, con la capacidad de reclutar acetiltransferasas de histonas y
desacetilasas de histonas. Estas enzimas pueden remodelar la cromatina localizada
alrededor del factor asi como el estado de acetilacién del factor, con la finalidad de
influir sobre la transcripcion (64, 83). A su vez, GATA-1 recluta enzimas que acetilan el
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contexto con el cual este factor interacciona, y, a su vez, éste puede ser acetilado
incrementando la afinidad por su sitio de unién, provocando un aumento en su potencial
de trans-activacion (80, 101). Se ha demostrado que GATA-1 interacciona con
CBP/p300, una acetiltransferasa de histonas y de factores de transcripcion, la cual
puede modificar el estado de acetilacion de YY1 y/o los nucleosomas asociados a la
region de union (113). Por medio de ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina,
demostramos que YY1 y GATA-1 co-habitan en el fragmento de 120 pb, y que dicha
presencia es dependiente del estado de diferenciacion. En precursores eritroides y en
eritrocitos maduros la presencia de YY1 sobre el modulador es constitutiva, pero la
concentracion local de GATA-1 no, ya que ésta se va incrementando de acuerdo a la
diferenciacién. Por lo que nosotros sugerimos que en precursores eritroides YY1 podria
estar actuando como un modulador negativos, que con la llegada gradual de GATA-1
durante la diferenciacion, el estado de acetilacion de YY1 se podria modificar via
acetilasas asociadas al factor entrante (Figura 39). Esta modificacién conllevaria a
relajar la funcidbn moduladora sobre el enhancer y en consecuencia a una mejor
capacidad de ftrans-activacion. Esto explicaria por qué los promotores adultos en
precursores eritroides no son transcripcionalmente activos. El requerimiento local de
GATA-1 controla la funcién tanto del elemento minimo como de la region moduladora
(fragmento de 120 pb). Como perspectivas de este estudio estamos interesados en
conocer como GATA-1 y YY1 interaccionan entre si, y qué consecuencias, a nivel de
acetilacion, ocurren como resultado de dicha interaccion (ANEXO 3).
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Trans-activacion .y
Modulacién
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Figura 39.- Modulacion del enhancer 3 del dominio a-globina. A) El elemento minimo del enhancer,
mediante los sitios GATA-1, tiene la capacidad de trans-activar a sus promotores blanco. Sin embargo,
dicha transactivacién se ve modulada por un fragmento de 120 pb de ADN localizado rio debajo de los
sitios GATA-1. En especial, la interaccién de GATA-1 y YY1 sobre el modulador ayuda a mantener los
niveles precisos de transcritos. B) Modelos propuestos para la modulaciéon dl enhancer dependiente de
GATA-1 y YY1. En precursores eritroides, YY1 interaccionaria con maquinaria que regula la cromatina
ocasionando la represidn de los genes asociados a dicho elemento. Dicha regulacién es aliviada por el
reclutamiento gradual del factor GATA-1, el cual modifica la funcién de YY1, asi como la composicién de
sus factores asociados, con la finalidad de permitir la activacion transcripcional de manera regulada.
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La metilacion del ADN de la region promotora del gen = evita su activacion y
permite la expresion de los genes adultos del dominio a-globina

El gen embrionario © se encuentra regulado a lo largo del desarrollo, ya que su
expresion se restringe a los eritrocitos producidos hasta el 5%-7° dia post-fecundacion.
Gradualmente, el gen es silenciado y dicho proceso es mantenido durante el resto de la
vida del organismo. Hasta antes de este trabajo, se habia postulado que la activacion
selectiva de los genes globina era el resultado de la expresion de factores especificos
de cada etapa del desarrollo (155, 159). Asi mismo, el reclutamiento de factores
especificos de etapas adultas a los promotores embrionarios promovia el silenciamiento
del mismo. Por ejemplo, en el dominio B-globina de ratdn, la proteina Sox6 se expresa
en etapas adultas con el fin de silenciar al gen fetal € (183). Sin embargo, demostramos
qgue en etapas avanzadas del desarrollo adulto, el promotor © puede ser potencialmente
activado, inclusive en precursores eritroides. Dicha activacién estd basada en la
sencillez de su promotor al requerir aparentemente sélo de las proteinas GATA-1 y Sp1,
lo cual se sustenta por ensayos de inmunoprecipitacion de cromatina para dichos
factores (Figura 38). Ante esto, nos preguntamos qué mecanismos mantienen al gen &
apagado, aun cuando existe la capacidad de activarlo. En 2001, a través de ensayos de
secuenciacion de ADN tratado con bisulfito de sodio, se reporté que el gen © se
encuentra metilado en sitios CpG en etapas adultas (158). Nuestros datos apoyan
dichos resultados y sugieren que la metilacion se establece en los precursores
eritroides al inicio de la diferenciacién, después del dia 5 posterior a la fecundacién. En
eritrocitos de 5 dias en los cuales el promotor del gen es activo, éste no se encuentra
metilado, con lo que se sugiere que la metilacién correlaciona con el silenciamiento del
gen embrionario en etapas adultas. La presencia per se de la metilacién no es suficiente
para reprimir la transcripcion (94), una maquinaria epigenética especializada es
reclutada a la region para llevar a cabo dicho silenciamiento. En el dominio B-globina de
pollo, MBD2 fue recientemente identificada como una proteina que interacciona con el
promotor embrionario p cuando éste se encuentra metilado (157). En el dominio a-
globina de pollo, se habia reportado la formacion de un complejo proteico que
interacciona con el promotor © metilado, dichos ensayos fueron realizados in vitro y la

entidad proteica no fue caracterizada (158). Interesantemente, nuestros resultados
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sugieren la presencia in vivo de MeCP2 sobre el promotor embrionario  en eritrocitos
de etapas adultas. Dicha asociacién no se efectua en precursores eritroides, sugiriendo
que su posterior reclutamiento es consecuencia de procesos adicionales y/o
complementarios a la diferenciacién eritroide. Asi mismo, MBD2 no fue identificada in
vivo sobre el promotor w, a diferencia del promotor p (98). Usualmente, MBD2 esta
asociada a islas de dinucle6tidos CpG metilados (94), sin embargo, el promotor © no
posee una cantidad significativa de dinucle6tidos CpG, por lo que no puede ser
catalogada como una isla CpG, lo cual explicaria que una maquinaria de represion
distinta sea reclutada por el dominio a-globina de pollo. Otro escenario posible es que la
metilacion sea reclutada por la isla CpG que se encuentra rio arriba del dominio a-
globina de pollo. En colaboracion con el grupo del Dr. Razin hemos identificado un
elemento silenciador dependiente de CTCF, el cual forma parte del promotor del gen
99gPRX1, transcrito en sentido inverso a los genes globina (ANEXO 4). Esta isla podria
favorecer una extensién de la metilacién sobre el promotor embrionario en etapas
especificas. Sin embargo, un contra-argumento a este evento es que la distancia de la
isla al promotor embrionario es de alrededor de 5 kb y entre ambos existe una reducida
presencia de dinucledtidos CpG.

La presencia del ADN metilado puede ser consecuencia o causa del
silenciamiento del gen n. Si la hipétesis valida fuese la primera, la reactivacion del gen ©
seria imposible porque los mecanismos que reprimen al gen estarian irreversiblemente
presentes. Pero si la metilacion fuese la causa, su eliminacion permitiria la re-expresion
del gen embrionario. Para tratar de clarificar este aspecto, lineas celulares de
precursores eritroides fueron incubadas con 5-aza-2’-desoxicitidina, con el fin de
interferir con la metilacion del genoma. Dicha eliminacién permite la re-expresién
especifica del gen embrionario, sin embargo no asi la de los genes adultos. Estos
resultados apoyan que la metilacion del promotor m es en parte responsable del
silenciamiento; del mismo modo, esto apoya el hecho de que el potencial para expresar
al gen embrionario se encuentra latente. Ante esto, el organismo aprovech6 un
mecanismo epigenético para evitar la expresion de dicho gen en etapas adultas. Sin
embargo, nuestros resultados, aunque revelan un papel fundamental de la metilacion
del ADN, no permiten establecer quién es el responsable de silenciar el gen embrionario
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7y promover su subsecuente metilacion del ADN. Este es otro aspecto relevante que
surge de nuestro estudio y que se encuentra actualmente bajo estudio.

Ante esto surgen preguntas tales como ¢ qué factor o cuales son los mecanismos
responsables de atraer la metilacion del ADN a la region promotora del gen embrionario
y bloquear la transcripcion? Dentro de los eventos descritos como importantes para
favorecer la metilacion del ADN se encuentra la desacetilacion y, subsecuente,
metilacion de histonas (102, 161). Sin embargo, la desacetilacion, al menos, no parece
ser relevante para la manutencion del silenciamiento del gen embrionario en el dominio
a-globina. El tratamiento con TSA no permitié la re-expresién del gen &, aunque si la de
los genes adultos en eritroblastos. Estos datos son relevantes, ya que indican que
diferentes mecanismos, los cuales involucran a la estructura local de la cromatina,
regulan a cada uno de los promotores a-globina de pollo. Probablemente, el estadio de
diferenciacién de los eritroblastos (linea celular HD3) permite establecer un re-arreglo
de la maquinaria especifica sobre los promotores adultos, favoreciendo su seleccion y
posterior activacion en eritrocitos maduros.

Por otro lado, la sensibilidad de frans-activacién del promotor & por elementos a
distancia, como el enhancer 3’, esta determinada por su habilidad para reclutar un
conjunto aparentemente m’ss sencillo de factores transcripcionales, como son los
factores GATA-1 y Sp1 (Figura 40) (ANEXO 5), por lo que el mantener controlada la
estructura local de la cromatina del promotor ©= es un mecanismo para evitar dicha
promiscuidad en etapas adultas. Esta promiscuidad se encuentra latente, ya que en
eritrocitos adultos podemos encontrar la presencia de GATA-1, YY1, NF-E2 y Sp1 sobre
el promotor &, aun cuando éste se encuentra inactivo. Para evitar la activacion del gen
embrionario, la maquinaria especializada, como MeCP2 y desacetilasas de histonas, es
reclutada al promotor; nosotros proponemos que dichas proteinas mantienen una
estructura de la cromatina localmente cerrada sobre el promotor (Figura 40). Cabe
mencionar que resulta interesante evaluar la extension del remodelaje del promotor ,
asi como la metilacién del ADN asociada a éste hacia los genes adultos, ya que éstos
se encuentran a solo 2 kb respecto al promotor embrionario.

Pero ;por qué mantener epigenéticamente silenciada la expresion del gen n?
Parte de la contestacién se debe de considerar con base en nuestros ensayos de

reactivacion en eritrocitos maduros de 10 dias. El tratamiento con TSA permitié la
158



expresion del gen embrionario en este estadio adulto. Sin embargo, dicha reactivacion
provocod un decremento en el ARN mensajero de los genes adultos. Estos datos nos
permiten sugerir efectivamente que el elemento potenciador 3’ puede ser compartido
por los tres promotores a-globina. Dicho de otra manera, el enhancer 3’ tienen la misma
capacidad y probabilidad de activar a cada uno de los tres genes a-globina. Por lo
tanto, y para alcanzar los niveles de transcritos correspondiente a los genes adultos, es
necesario silenciar la expresion del gen embrionario (Figura 40). En otras palabras, en
etapas adultas el promotor del gen embrionario © podria competir con los promotores
adultos por un elemento de regulacién. Por lo que la complejidad o sencillez de los
promotores parece ser una variable importante para la regulacién de los genes o-
globina de pollo (ANEXO 5).

Finalmente, parte de los mecanismos para que un elemento a distancia
reconozca a su promotor blanco, estan basados en la combinatoria de factores
transcripcionales que participan en dicha interaccion. GATA-1 es necesario para la
actividad trans-activadora del enhancer a-globina sobre el promotor embrionario. Sin
embargo, nuestros datos sugieren que la maquinaria para activar la transcripcion de los
genes adultos o y o es mas compleja, ya que requiere de otros factores
complementarios a GATA-1 y Spi, tales como por ejemplo NF-E2, YY1, y muy
probablemente otros, para modular la expresion de dichos genes. Esta complejidad se
cumple durante la diferenciacion, ya que la abundancia local de estos factores sobre los
promotores solo se da en eritrocitos maduros. Los mecanismos por los cuales el
enhancer 3’ interacciona con los promotores a-globina no son conocidos, y son tema
actual de investigacién en el laboratorio. En la regién de control del locus asociado al
dominio B globina en raton, el sitio de hipersensibilidad 2 recluta al factor NF-E2 y la
potenciacién de dicho sitio se da porque el factor GATA-1, localizado sobre el promotor
que interacciona con NF-E2, induce una trans-activacion especifica (27, 148, 156, 174).
Sin embargo, no hay evidencia contundente de si este tipo de regulacion se lleva a
cabo en el dominio a-globina. Este tipo de preguntas estdn empezando a ser abordadas

experimentalmente en el laboratorio (ANEXO 7).
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Figura 40.- Regulacion de los genes a-globina de pollo. Dividiendo el desarrollo eritroide en dos
etapas (embrionaria y adulta) tenemos que los genes estan regulados por mecanismos genéticos y
epigenéticos. En la etapa embrionaria, aunque se carece de modelos para evaluar la activacion del gen r,
creemos que este gen es activado en etapas tempranass de la diferenciacién eritroide. Dicha activacién
se debe al reclutamiento del factor GATA-1, el cual es expresado en etapas tempranas de la
diferenciaciéon. Posteriormente, desacetilasas de histonas (HDAC) son reclutadas sobre los promotores
adultos para mantenerlos silenciados. En etapas adultas, el dominio a-globina es metilado a nivel del
ADN, probablemente en las células madre del sistema hematipoyético. Durante la diferenciacion eritroide,
la metilacién del ADN impide la activacion del promotor embrionario. Lo anterior permite el reclutamiento
de los factores necesarios para la expresion de los genes adultos y de la maquinaria que mantiene la
cromatina del promotor embrionario cerrada.
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20 Conclusién

El dominio a-globina es un dominio con regulacién y estructuras complejas, el
cual contempla una estricta interdependencia entre factores genéticos y epigenéticos.
Estos factores involucran elementos de regulacién proximal y distal. Por ejemplo, el
enhancer 3’, inicialmente caracterizado como un fragmento de ADN con tres sitios de
union al factor GATA-1, muestra una configuracion mas compleja a lo previamente
publicado. En este trabajo de tesis caracterizamos una secuencia de ADN de 120 pb, la
cual posee un efecto modulador sobre la actividad potenciadora del enhancer,
caracteristica novedosa no descrita previamente (144). Dicha funcién es en parte
dependiente de la interaccién entre los factores GATA-1 y YY1. Asimismo, nuestros
datos revelaron una interaccion fisica entre ambos factores de transcripcion, la cual es
necesaria para modular los niveles de transcripcién potenciados por el enhancer.

Por otro lado, haciendo uso de inhibidores de procesos epigenéticos logramos
establecer que el gen embrionario & es sensible a metilacion del ADN en etapas
adultas. Dicha metilacion es establecida en los precursores eritroides y sirve para
reclutar complejos co-represores que mantienen probablemente la estructura cerrada
del promotor en cuestién. Asi mismo, los promotores adultos poseen una estructura
especifica diferente a la del promotor embrionario. Si esta organizacién es establecida
por algun factor en especifico no es claro, pero hemos empezado a analizar posibles
candidatos, entre los que se encuentra el factor Sox6. Consideramos que la metilacién
del gen embrionario evita que la simplicidad de éste promueva su trans-activacién por
algun elemento a distancia (enhancer) en precursores eritroides durante etapas adultas.
Dicha activacion provocaria efectos negativos sobre la expresidon de los genes adultos,
cuya regulacion es mas compleja y dependiente de un ambiente eritroide mas avanzado
en su estado de diferenciacion. En resumen, el dominio a-globina posee caracteristicas
especificas no identificadas previamente que regulan la expresion de los genes
contenidos en el mismo, y que muestran diferencias significativas respecto a la
regulacién estudiada del dominio B. Por lo que el estudio del dominio contribuye a la
identificacion de estrategias celulares de regulacién en dominios multigénicos, con la
finalidad de entender mejor uno de los niveles primarios de regulacién génica en células

eucariotas.
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21 Perspectivas

En este trabajo nos hemos dado a la tarea de entender los mecanismos de
regulacién a nivel local de la expresién diferencial de los genes a-globina de pollo. De
esta manera hemos evidenciado la importancia de factores genéticos y epigenéticos
involucrados en la regulacién transcripcional. Asi mismo, estos resultados han sentado
las bases para el planteamiento de preguntas novedosas sobre los mecanismos finos
que regulan diferencialmente en tiempo y espacio la expresién de los genes a-globina y
el recambio de genes embrionarios por genes adultos. Actualmente en el laboratorio se
ha abierto una linea de investigacion para evaluar en detalle los mecanismos que
promueven el silenciamiento del promotor embrionario n. Esfuerzos importantes se
estan desarrollando para determinar las entidades proteicas responsables de llevar a
cabo el silenciamiento del mismo; recientemente, hemos adquirido un interés peculiar
en el factor Sox6, el cual es responsable de silenciar al gen € del dominio 3-globina de
raton en etapa adultas. La busqueda de sitios putativos de unién sobre los promotores
a-globina, nos permitié establecer que solo el gen embrionario © posee sitios de unién,
pero no asi los promotores de los genes adultos. Datos iniciales en transfecciones
transitorias muestran que Sox6 tiene un efecto negativo sobre la capacidad de trans-
activacién del enhancer 3’ sobre el promotor embrionario. Sin embargo, mas estudios
necesitan realizarse para establecer la funciéon in vivo de Sox6 sobre los genes -
globina de pollo.

Por otro lado, nos hemos interesado en descifrar cdmo es que el gen embrionario
7 mantiene una estructura local de la cromatina cerrada, aun cuando todo el dominio se
encuentra en una conformacién abierta. Recientemente, hemos decidido evaluar si para
dicho silenciamiento existe un componente de ARN. Actualmente, mecanismos de ARN
de interferencia, asi como de otros ARN pequerios, empiezan a establecerse como un
medio para regular la transcripcion génica a diferentes niveles. En levaduras y moscas,
la estructuracion local en heterocromatina de una region gendmica definida es
dependiente de la maquinaria de ARN de interferencia. Por lo tanto hemos inciado
estudios para evaluar si dichos mecanimos estan presentes en este dominio.

Por otro lado, la diferenciacion eritroide parece tener un papel determinante tanto
en la activacion de los genes adultos del dominio a-globina como en la manutencién del

silenciamiento del gen embrionario. Afortunadamente, la linea celular HD3, establecida
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como eritroblasto, puede ser inducida in vitro a diferenciacién terminal. Actualmente,
hemos establecido las condiciones para la diferenciacion de dichas células y nos
encontramos evaluando los niveles de expresidn de los genes adultos, en presencia o
ausencia de la metilacién del ADN. Lo anterior con la idea de establecer claramente la
relevancia de mantener el gen embrionario apagado durante la activacién de los genes
adultos.

Recientemente, hemos establecido contacto con grupos de investigacion en la
Universidad Auténoma de Michoacan, con la finalidad de implementar el uso de pollos
transgénicos. Esta idea nos permitiria evaluar la sobre-expresion de factores de
regulacion eritroide e incluso la evaluacién de mutaciones en su contexto enddgeno. Asi
mismo, se ha empezado a implementar el aislamiento y propagacion de células madre
de pollo, con el objetivo de evaluar los mecanismos que llevan a cabo la activacion del
gen embrionario © durante la diferenciacion.

En resumen, este trabajo de tesis ha sentado las bases e ideas necesarias para
realizar preguntas novedosas en relacion a la regulacién transcripcional del dominio a-

globina de pollo.
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22 Materiales y Métodos

Cultivo de tejidos

La linea celular 6C2 corresponde a una linea celular obtenida a partir de medula 6sea
de pollo y transformada con el virus de la eritroblastosis aviar, dichas células se
consideran como pre-eritroblastos arrestados en estado de CFU-E (Unidades
formadoras de colonias eritroides). Esta linea celular se mantuvo en medio a-MEM
(GIBCO) suplementada con 10% (v/v) de suero fetal bovino (SFB), 2% (v/v) de suero de
pollo (ChS), 1 mM de Hepes (pH 7.2) y 50 uM de B-mercaptoetanol. La linea celular
K562 originaria de un paciente con leucemia eritroblastica se cultivdé en IMEM
suplementada con 10% de SFB. Los medios y condiciones de cultivo para la linea
celular HD3 de pollo, la cual corresponde a eritroblastos arrestados a través de la
infeccidn del virus AEV, y la linea celular humana de cérvix HelLa fueron descrita en la
publicacién “Sustained heterologous transgene expression in mammalian and avian cell
lines” en la revista Methods in Molecular Biology (ver anexo 6). La linea celular de
fibroblastos de codorniz QT6 fue cultivada en DMEM suplementada con 8% de SFBy 2
% de suero de pollo. La linea celular linfoide de pollo DT40 (célula no eritroide) fue
mantenida en DMEM suplementado con 8% de suero fetal bovino, 2% de suero de pollo
y antibiéticos. Los cultivos primarios de eritrocitos de pollo fueron obtenidos mediante
puncion de la vena apical de embriones de pollo incubados durante distinto dias, con el
fin de obtener células rojas de las etapas del desarrollo requeridas (embriones de
Gallus gallus domesticus, Alpes, Puebla, México). El inhibidor de desacetilasas de
histonas, Tricostatina A —TSA-, fue utilizada a 2.5 ng/ml en medio de cultivo por 24 h. El
inhibidor de la metilacion del ADN, 5-aza-2’-deoxicitidina, fue utilizada a 3 uM por tres

dias, realizando cambios diarios de dicho reactivo.
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Plasmidos

Para transfecciones estables en las lineas 6C2 y HD3 se realizaron las siguientes
construcciones: El promotor/enhancer de CMV fueron obtenidos a partir del plasmido
pBS185 (Stratagene) y clonado en los sitios BamHI/Hindlll del sitio de clonacion
multiple del plasmido pEGFP1, el cual posee la secuencia de la proteina verde
fluorescente (GFP) y la capacidad de proporcionar resistencia a neomicina. En los
mismos sitios de clonacion fueron introducidos el promotor/enhancer de SV40, sin
embargo la eficiencia de expresion de este plasmido es reducida en células eritroides,
por lo que no se usd para estudios posteriores. El promotor globina o fue
proporcionado por el Dr. Sergey Razin y clonado en el sitio BamHI del plasmido
pEGFP1. El enhancer a-globina fue incorporado rié arriba del promotor a-globina en lo
sitios EcoRI/ Hindlll. Para la incorporacion de secuencias rio abajo del transgene (GFP),
un sitio de clonacién multiple fue disefiado, conteniendo los siguientes sitios de
restriccion: Aflll, BstElll, Pacl, Ascl, Mlul, y Aflll. Los oligonucledétidos fueron sintetizados
(SIGMA) y apareados entre si con el fin de fosforilarlos in vitro con la cinasa del
bateriéfago T4. Dicho oligonucleétido fosforilado fue clonado en el sitio Aflll del
plasmido pGaD1, para dar origen al plasmido pGaD3 (el cual contiene 2 sitios multiples
de clonacién, uno en costado 5’, y otro en el costado 3’). Dicho plasmido fue la base de
la mayoria de las construcciones utilizadas durante este proyecto.

Para flanquear a un transgen con elementos tipo “insulator”, inicialmente, el
“‘insulator” cHS4 B-globina de pollo fue clonado en el plasmido pBS246 (Stratagene). El
“‘insulator” cHS4 fue obtenido del pFRTG4, en cuyo plasmido se encontraba flanqueado
por sitios EcoRI/ BamHI. A través de una digestién EcoRI se linearizé el plasmido y se
rasur6 el extremo utilizando la enzima “Mung Bean Nuclease”, posteriormente,
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oligonucledtidos de doble cadena conteniendo el sitio BamHI fueron ligados a dichos
extremos. Finalmente la digestidon del fragmento con BamHI permitié la liberacién de un
fragmento de 2.5 kb conteniendo 2 copias del “insulator” cHS4 (2 x 1.2 kb). Dicho
fragmento fue ligado en el sitio BamHI del plasmido pBS246, lo cual permitié flanquear
al “insulator” cHS4 con secuencias de recombinacion sitio especifico LoxP (pBS1.22A o
B, de acuerdo a la orientacion del “insulator” cHS4). La digestion enzimatica del
plasmido pBS1.2B con la enzimas EcoRI/Sall permitié la remocion de un fragmento de
ADN conteniendo las secuencias LoxP1.2HS4LoxP, el cual fue introducido en los sitios
correspondientes del plasmido pGaD3, para dar lugar al plasmido pHR1. Para la
clonacién de la copias del fragmento de 1.2 kb del “insulator” cHS4 rio abajo del
trangene (GFP), el fragmento BamHI conteniendo al “insulator” cHS4 fue introducido en
el plasmido pZFRT2 (este plasmido permite flanquear al “insulator” con sitios de
recombinacién sitio especifico FRT). Este fragmento flanqueado puede ser recuperado
por una digestién con la enzima MIlul, para su posterior incorporacién en el sitio de
clonacién multiple 3’ del vector pHR1, para dar lugar al plasmido pHR11. Con el
elemento minimo del “insulator” cHS4 el cual comprende dos copias del fragmento
minimo de 250 pb, se realizaron una nueva serie de vectores con la misma estrategia
de clonacién descrita previamente, dando lugar a los plasmidos: pHR5 y pHR55.
Durante el proceso de disefo de plasmidos, se genero el plasmido pLCC el cual
parte del pHRS5, y en el que un fragmento conteniendo dos copias del elemento minimo
del “insulator” cHS4 fue directamente clonado en el costado 3’ en el sitio Pacl. Un
fragmento del 1.6 kb de repetidas teloméricas, obtenido con BamHl, fue incorporado rio
arriba del “insulator” del costado 5’, usando el sitio Bglll, para dar lugar al plasmido

pTLCC. Por otro lado, el plasmido con 1.6 kb de secuencias teloméricas (TTAGGG)n,
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pSX1.6RT, fue amablemente donado por la Dra. Titia de Lange (Rockefeller University,
NY, EU).

Para debilitar la fuerza del enhancer a-globina de pollo, decidimos utilizar
mutaciones previamente realizadas en el laboratorio (Briones, M., tesis de maestria)
Dichas mutaciones eliminaban por separado los sitios EKLF, NF-E2, el cuarto sitio
GATA-1 o la combinacién GATA-1/NF-E2.

Por otro lado, para el analisis de efecto de posicién en células de origen humano
y con el objeto de evaluar la proteccién del “insulator” cHS4 en un sistema heterélogo,
se utilizé el plasmido antes descrito, pGCMV1, asi como el pERb. Este dltimo fue
producido a través de la amplificacion por PCR con oligonucleétidos especificos para el
promotor del gen humano de retinoblastoma (450 pb) disefiados con sitios BamHI.
Dicho fragmento fue clonado en el sitio BamHI del pEGFP1. Debido a la capacidad de
dicho promotor para mantener por largos periodos de tiempo la expresion ectépica del
gen reportero (GFP), y con base en la caracterizacion de un sitio de union para el factor
CTCF (Ver anexo 4), se decidi6 analizar la sensibilidad del promotor en ausencia de
dicho sitio. Para esto se disefiaron oligonucleotidos especificos para la amplificacién del
promotor Rb sin el sitio CTCF, dando lugar al pERbACTCF.

Para el estudio del enhancer a-globina de pollo, éste fue obtenido a través de
una amplificacién por PCR con oligonucleétidos especificos usando ADN genémico de
eritrocitos de 10 dias fraccionado con la enzima EcoRI. Este elemento de regulacion fue
clonado rio abajo del gen reportero de la luciferasa en el plasmido pGL3basic. Al menos
tres versiones de dicho elemento fueron obtenidas, las cuales incorporan al elemento
minimo del enhancer (tres sitios de union al factor GATA descritos previamente (E), el

elemento minimo mas el fragmento de 120 pb (E4) localizadas rio abajo de éste, o el
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fragmento de 120 pb, exclusivamente (95, 163). El promotor del gen o fue clonado en
el sitio Bglll del plasmido conteniendo las diferentes versiones del enhancer a-globina,
para dar lugar a los plasmidos: pLaD, pLaDE, pLaDE4 y pLaD4. Los promotores para
los genes m y o fueron obtenidos por PCR con la ayuda de oligonucleétidos
especificos, y clonados el los sitios Kpnl/Hindlll de los plasmidos que contienen las
diferentes versiones del enhancer. Lo anterior dio lugar a los plasmidos: pLaA, pLaAE,
pLaAE4, pLaA4, pLr, pLnE, pLnE4 y pLn4.

La sobre-expresion del ADNc para GATA-1 de pollo fue realizada mediante el
uso del vector pPRSV-GATA (amablemente donado por Cecelia Trainor, NIH, EU). La
produccién de GATA-1 de pollo se realizd en E. coli utilizando el plasmido pET-
GATAopt (donado por Mike Pikaart, NIH, EU), el cual posee la secuencia de dicha
proteina con cambios en el uso de codones optimizados para la expresién en bacterias
(134). La sobre-expresién de YY1 y Sp1 de pollo se realiz6 a través de la clonacion de
los diferentes ADNCc’s en los vectores de expresion pCDNA3.1. ElI ADNc de YY1
(donado por Kenneth Walhs y Tamar Aprahamian) fue clonado en el mismo marco de
lectura de la Glutation-S-tranferasa (GST) codificada en el plasmido de expresién
pGEX-4T1 (Donado por Delia Pinto-Santini, Fred Hutchinson Cancer Research Center,

Seattle,EU).

Anticuerpos.

Los anticuerpos utilizados son: a-GATA-1 (N-200), a-YY1, a-SP1, a-TFIIB, o-
RNA Pol Il, a-lgG de raton-Peroxidasa de rabano (HRP) (Santa Cruz Biotechnology).
Los anticuerpos obtenidos de Zimed fueron: monoclonal a-Laminina B y a-lgG de

conejo-HRP. Los anticuerpos policlonales para las proteinas MBD2, MeCP2, Histona
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H3 y H4 acetiladas, asi como la dimetilacién de la lisina 4 de la histona H3 fueron
obtenidos de Upstate. ElI anticuerpo a-NF-E2p45 fue proporcionado por el Dr. James
Shen (Academia Sinica, Taiwan). El anticuerpo a-Lisina 79 dimetilada fue amablemente
proporcionado por el Dr. Dan Gottschling (Fred Hutchinson Cancer Research Center,
Seattle, EU). ElI Dr. Thomas Jenuwein (IMP, Viena, Austria) proporcioné anticuerpos
especificos para las siguientes modificaciones: trimetilacién de la lisina 9 de la histona
H3 y trimetilacidén de la lisina 20 de la histona H4.

Hibridizacion in situ fluorescente (FISH)

Las sondas fueron marcadas con dUTP fusionado a biotina o digoxigenina con
un kit de “nick-translation” de acuerdo a las instrucciones de la compariia (Invitrogen).
Para identificar por fluorescencia a la biotina se usé un anticuerpo anti-biotina o
digoxigenina acoplado a fluoresceina. Por otro lado, se utilizé streptavidina marcada
con rojo Texas en los experimentos indicados.

Las células fueron incubadas en una solucion hipoténica de 75 mM de KCI por 20
min a temperatura ambiente. Posteriormente, las células se mantuvieron en solucién de
fijacion (metanol/acido acético en relacion 3:1) por 30 min en hielo. Las células se
centrifugaron a 4°C por 5 min a 180 g y se repitié el tratamiento dos veces. 100 ul de
células (100 células/ul) son agregados por gotéo a laminillas cubiertas con Poly-L-
Lisina. Las muestras se dejan secar durante 16 h. Posteriormente, las laminillas son
desnaturalizadas en una solucion de formamida (70% formamide, 2xSSC) a 72°C por 2
min, después son agregadas en una solucion fria de etanol al 70% por 2 min.
Subsecuentes incubaciones de dos minutos en etanol al 90 y 100% permiten
deshidratar las muestras. Las muestras se dejaron secar a temperatura ambiente por 10
min y se adiciona la sonda marcada para su posterior incubacién durante 16 h a 37°C.
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Después a dicha incubacion, las laminillas son lavadas tres veces en solucién de 50%
de formamida/2xSSC a 42°C por 5 min. Posteriormente, éstas son lavadas tres veces
en 2xSSC a 42°C por 5 min y un lavado final en 4xSSC a temperatura ambiente. El
ruido de fondo se elimind incubando las laminillas en una solucibn 4xSSC
suplementada con 5% de leche libre de grasas. Para amplificar la sefal se utiliz6 el
sitema “Tyramide Signal Amplification Biotin system” (PerkinElmer) de acuerdo a las
indicaciones de la compafia. Finalmente se afiade medio de montaje adicionado con
DAPI (UltraCruz Mounting Médium, sc-24941) y se protege con un cubreobjeto y se

sella. Las laminilla fueron analizadas en un microscopio de epifluorescencia (Zeiss).

Analisis de la integraciéon de un transgen en regiones teloméricas

50 ug de ADN gendmico de las diferentes clonas estables fueron digeridos con la
enzima Stul en 100 ul de volumen final en la condiciones recomendadas por la
compania (NEB). La enzima se inactivo por calor, incubando la reaccién a 65°C durante
25 min. A dicha reaccion se agregaron 100 ul de amortiguador de unién (2% Triton X-
100/2xSSC). 5 pmoles de los oligonucleotidos (TTAGGG)3 y (CCCTAA)3 marcados con
biotina fueron adicionados a la reaccién, y, posteriormente, desnaturalizados por 5 min
a 80°C. La mezcla fue incubada a 65°C, 55°C, 45°C, 35°C y a 25°C por 10 min,
respectivamente. 10 ul de estreptavidina fusionada a perlas magnéticas fueron
incorporados a la mezcla e incubados a 4°C durante 16 h. Las perlas se recuperaron de
la mezcla usando un magneto (Novagen). La fraccidn no unida fue separada y el
tratamiento con los oligonucleotidos biotinilados fue repetido 3 veces. La fraccidén unida
a las perlas fue lavada 3 veces con amortiguador de unién, y finalmente fueron
resuspendidas en una solucidon de 0.1% Triton X-100/1xSSC. Dicha mezcla fue
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calentada a 80°C durante 5 min e inmediatamente la perlas fueron separadas de la
solucién con el uso de un magneto. EI ADN restante en la fraccibn no unida fue
recuperada con el uso de un sistema para limpiar ADN (Wizard purification system,
Promega). Las fracciones unidas y no unidas a la perlas fueron separadas en un gel de
agarosa al 0.8% y transferidos a membranas HybondN+ para su analisis por “Southern
Blot”. Un fragmento de 800 pb conteniendo la secuencia codificante de la GFP fue
usada como sonda. Dichas sondas fueron marcadas radioactivamente con [a-*?P]dCTP

mediante un kit de “random primer”.

Transfeccion transitoria

Las células HD3 y 6C2 fueron transfectadas transitoriamente por lipofeccion.
Para dicho fin 2x10° células fueron resuspendidas en 800 pl de DMEM sin suero y
colocadas en pozos de placas 6 pozos. Por otro lado, 2 ug de plasmido de prueba
fueron incubados con 200 ng de plasmido control pTK-Renilla (para normalizar la
transfeccién, Promega) en 100 ul de DMEM. Asi mismo se mantuvo una relacién 1:1 de
ADN/Liposomas (Lipofectamina 2000, Invitrogen) en 200 ul de DMEM. Ambas mezclas
fueron incubadas por 10 min a temperatura ambiente, para posteriormente ser
mezcladas por goteo e incubadas a temperatura ambiente por 20 min adicionales. Los
200 pl finales de la mezcla son agregados a la suspension celular y, finalmente, se
incubaron por 4 h a 37°C. Después de dicho tiempo 2 ml de medio DMEM
suplementado con suero fueron agregados a la transfeccion e incubadas por 48 h a
37°C. La transfeccién fue analizada por el sistema Dual Luciferasa en un luminémetro

20/20 Turner, de acuerdo con las instrucciones de la compafnia (Promega).
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Para los ensayos de reactivacién con Tricostatina A (TSA) sobre transfecciones
transitorias, la suspension celular transfectada fue dividida a la mitad e incubada por 24
h en presencia o ausencia de TSA.

Para los ensayos de sobre-expresion, los pladsmidos con los ADNc de YY1 vy
GATA-1 fueron co-transfectados utilizando una cantidad maxima de 3 ug, asi como
ajustando la cantidad de Lipofectamina a usar, conservando la misma relacion (1:1). En

los ensayos control se utiliz6 el vector de expresion vacio, usualmente pcDNA3.1A.

Extraccion de ARN y RT-PCR semi-cuantitativo

Las células fueron resuspendidas en Trizol (Invitrogen) y el ARN fue aislado
siguiendo las instrucciones de la compania. EI ARN mensajero fue disuelto en agua
liore de RNasas y cuantificado. La reaccidon de transcripcion reversa se realizd
utilizando el sistema de Transcripcion Reversa (Promega). Usualmente, 5 ug de RNA
fueron mezclados con Oligo dT en un volumen de reaccibn de 50 ul. Las
amplificaciones por PCR fueron realizadas utilizando la DNA polimerasa en presencia
de [a-**P]JdCTP. Las condiciones de amplificacién fueron las siguientes:
desnaturalizacién 5 min a 95°C durante 1 ciclo, desnaturalizaciéon 5 min a 95°C por 30
segundos, apareamiento a 65°C por 30 s y una temperatura de extensién de 72°C por
50 s durante 25 ciclos de amplificacién, para concluir un ciclo de extension de 5 min a
72°C. La reaccion de PCR fue disefiada para obtener de manera reproducible
condiciones lineales de amplificacién. Los fragmentos fueron separados en un gel de
acrilamida al 6% en TBE al 0.25X. El gel fue secado y expuesto a una pantalla sensible
a radiactividad y el registro se hizo en un sistema STORM. Los archivos fueron

analizados con el software ImageQuant3.
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Con el fin de hacer un célculo semicuantitativo, se realizd una PCR duplex
considerando dos pares de oligonucleétidos, un par que corresponde al gen de interés y
otro para un gen constitutivamente expresado (B-actina). Los oligonucleétidos para
amplificar los genes a-globina fueron disefados sobre la secuencia de empalme para
asegurar el analisis de ARN mensajero maduro y evitar la amplificacién de secuencias
de ADN gendmico.

Para el promotor © se uso: PHIF (5-TCACTGGAGAGGCTTTTTGCC-3’) y PHIR
(5"-GTGGGAAAGCAGCTTGAAGTT-3). El promotor oP, alphaDF (5-
GCTCTGACTAGGATGTTCACC-3); AlphaD R (5'- CTGCGACAACAGC TTGAAA TTG-
3’). El promotor o AlphaAF (5- CCCTGGAAAGGATGTTCACC-3’); AlphaAR (5™
GGCCCAGGAGTTTGAAGTTG -3°). Para el gen B-actina: BActinaF2 (5'-
CCAGACATCAGGGTGTGATG -3), BActinR (5'- GAACACGGTATTGTCA CCAACTGG

-3).

Lisado de células

1x10 células transfectadas establemente fueron centrifugadas a 2,300 g por 1
min en una microcentrifuga. La pastilla celular se resuspendié con 100 ul de una
solucién de lisis RIPA (150 mM de NaCl, 1% Triton X-100 (Sigma), 0.5 % desoxicolato
de sodio, 0.5% de EDTA y 50 mM de HEPES) que contenia inhibidores de fosfatasas (1
mM NazVO4s y 1 mM de p-nitrofenil fosfato) e inhibidores de proteasas (50 ug/ml
Aprotinina, 25 pg/ml Leupeptina, 25 pg/ml Pepstatina, y 2 mM PMSF). La mezcla se
incub6 en hielo durante 20 min y posteriormente se centrifugdé a 11,000 g durante 5 min
a 4 °C en una microcentrifuga. Finalmente, el sobrenadante se recuper6 y se transfiere

a un tubo nuevo para ser congelado a —70°C o para ser usado inmediatamente.
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Electroforesis de una dimensién

Para la separacion de proteinas de extractos celulares se realizaron geles de
poliacrilamida. La camara de electroforesis (BioRad) se monté como lo sugiere el
fabricante. Se prepararon geles (resolvedor) al 10% a YY1, GATA-1y Sp1. Los geles al
10% de acrilamida se prepararon mediante la mezcla de 1.25 ml de solucion
amortiguadora de corrida (48 mM de HCI, 3 M Tris base, pH= 8.9), 2.5 ml de la solucién
de acrilamida al 40 % (38.96 g de acrilamida (Invitrogen), 1.04 g de bis-acrilamida
(Invitrogen) en agua desionizada), 100 ul de 10% dodecil sulfato de sodio (SDS), 100 ul
de 10% persulfato de amonio (APS), 10 ul de TEMED vy llevando todo a 10 ml con agua
desionizada. A la mezcla resultante se le permite polimerizar en la camara de
electroforesis, asimismo por encima del gel se coloca una capa de n-butanol para dejar
el borde superior del gel uniforme. Después de la polimerizacién del gel, el n-butanol se

retira.

Para formar el gel concentrador (3.5% de acrilamida) se mezclaronn 1.25 ml de
soluciébn amortiguadora concentradora (500 mM Tris base pH= 6.7 en agua
desionizada), 0.75 ml de acrilamida 40%, 100 ul de 10% SDS, 100 ul de 10% APS, 10
w de TEMED vy llevando todo a 10 ml con agua desionizada. A la camara de
electroforesis (con los geles de 12 0 7.5% de acrilamida) se le colocd un peine de 0.5
mm y sobre el gel resolvedor polimerizado se agrega la mezcla del gel concentrador, a
este ultimo se le permite polimerizar. Las muestras de interés fueron mezcladas con el
amortiguador de muestras (5 ml de la solucién amortiguadora concentradora, 1 g SDS,
4 ml de glicerol, 5 mg de azul de bromofenol), posteriormente, las muestras son

hervidas durante 5 min a 100°C y cargadas en los geles. Los geles se corren en una
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solucion amortiguadora de corrida (25 mM Tris base, 190 mM glicina y 1 % SDS en

agua desionizada) a 20 mA por aproximadamente 30 min.

Inmunodetecciones

La membrana de difluoruro de polivinilideno (PVDF) se humedecié con metanol
por 15 s, se enjuaga con agua destilada y se incuba 15 min en solucion amortiguadora
de transferencia (25 mM Tris-HCI, 192 mM glicina y 20 % de metanol, pH= 8.3). Por otro
lado, el gel en donde se resolvieron las proteinas de interés se montd en el dispositivo
de transferencia. El dispositivo se instala colocando: una esponja, papel filtro, el gel, la
membrana de PVDF, una segunda capa de papel filtro y por ultimo otra esponja. La
transferencia se realiza en aparatos para minigeles (BioRad) siguiendo las instrucciones
del fabricante colocando la membrana en direccién al polo positivo, a 500 mA por 2 h.

La membrana de PVDF con las proteinas transferidas, se lavé dos veces con
PBS y se dejé en una solucién blogueadora (5% leche Carnation libre de grasas, 1%
BSA y 0.05 % Tween-20 en PBS) durante toda la noche. Posteriormente, la membrana
se incubd durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo deseado diluido en la
solucién bloqueadora. La membrana se lavo cinco veces con PBS y se deja incubando
durante 1 h a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario (anti-IgG de ratén o
anti-lgG de conejo marcado con peroxidasa) diluido en la solucién bloqueadora. La
membrana se lava cinco veces con PBS y se transfiere a un recipiente que contenga el
substrato quimioluminiscente “SuperSignal” (PIERCE) durante 5 min. Finalmente, la

membrana se expone por 10 min 0 mas a una placa fotografica para rayos X.
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Co-Inmunoprecipitacion de proteinas

100 ul de lisado celular se colocaron en un tubo eppendorf y se le agrega 1 ug
del anticuerpo deseado. La mezcla se incub6 durante 2 h a 4°C en agitacion en una
rueda giratoria. Posteriormente, al lisado se le agregé 40 ul de proteina A-Sefarosa
(Pharmacia Biotech.) disuelta en PBS y todo se incuba por 4 h a 4 °C en la rueda
giratoria. Después, la mezcla se centrifugd a 800 g durante 1 min en microcentrifuga y
el botén de los complejo con proteina A agarosa se lavo dos veces con la solucion RIPA
y cinco veces con PBS. Posteriormente, la proteina A-Sefarosa se mezcl6é con 35 ul de
solucién amortiguadora de muestra y se hierve a 100 °C durante 5 min. La mezcla
resultante se centrifugd a 800 g durante 1 min en microcentrifuga y se recupera el

sobrenadante. El contenido del sobrenadante se analiza por inmunodeteccién.

Inmunoprecipitacion de cromatina (ChiP) y ReChIP

1x10” de células fueron usadas por cada anticuerpo a probar. Las células fueron
lavadas dos veces con PBS suplementado con 2% de SFB. Las células fueron
resuspendidas in PBS mas 1% de formaldehido de concentracion final durante 8 min.
La células son lavadas dos veces con PBS frio suplementado con 1 mM PMSF. Las
células fueron resuspendidas en amortiguador de lisis (1% SDS, 5 mM EDTA, 50 mM
Tris-HCI, pH 8.1 mas inhibidores de proteasas) e incubados por 10 min en hielo. La
muestra fue sonicada con el fin de fragmentar la cromatina en tamafno que rondan las
200-500 pb (este rango es corroborado por electroforesis). Las muestras fueron
diluidas 10 veces con la solucién de dilucion (1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 150 mM
NaCl, 20 mM Tris-HCI, pH 8.1 mas inhibidores de proteasas). Con el fin de reducir el

ruido de fondo, la solucion fue incubada con perla de proteina A-agarosa (Santa Cruz
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Biotechnology) previamente bloquedas (PBS suplementado con 0.5% BSA, 100 ug/ml
de ADN de esperma de salmén incubadas al menos por 12 h a 4°C) y 20 pg de
esperma de salmon por 2 h a 4°C.

Las perlas fueron removidas por una centrifugacion a 800 g por 5 min. La
muestra se dividi6é en alicuotas de 1 ml e incubada con el anticuerpo de interés a 4°C en
un agitador giratorio durante toda la noche. Posteriormente, 20 ul de perlas de proteina
A-agarosa prebloqueadas fueron agregadas e incubadas por 4 h a 4°C. Las perlas
fueron recuperadas por una centrifugacién de a 800 g por 5 min. La fraccién no unida
en algunos casos fue conservada y el ADN de dicha fraccion recuperado para su
posterior andlisis. Las perlas fueron lavadas una vez con cada uno de lo siguientes
amortiguadores: Paro | (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 150 mM NaCl, 20
mM Tris-HCI, pH 8.1), Paro Il (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 500 mM NaCl,
20 mM Tris-HCI, pH 8.1), Paro Il (0.25 M LiCl, 1% NP40, 1% deoxycholate, 1 mM
EDTA, 10 mM Tris-HCI, pH 8.1) y TE (10 mM Tris-HCI, pH 8, 2 mM EDTA), cada uno
de los amortiguadores suplementados con inhibidores de proteasas. Las perlas fueron
incubadas en 1% de SDS, 0.1 M NaHCO; mas Proteinase K (Sigma) a una
concentracion final de 0.1 mg/ml. La fraccién soluble fue recuperada y limpiada con el
sistema de purificacion para PCR Minielute (Qiagen). PCR duplex en presencia de [o-
%P]dCTP y los fragmentos amplificados fueron separados en un gel de acrilamida al
6%. El gel fue analizado como se describié previamente.

El experimento de ReChlP es similar al descrito, sin embargo en esta ocasion en
el ultimo lavado de las perlas, éstas fueron resuspendidas en amortiguador TE (100 pl)
suplementado con 10 mM de Ditiotritiol (DTT), para disociar el primer anticuerpo. La
suspensiéon se incubd por 30 min a 37°C. Transcurrido dicho tiempo, la perlas fueron
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removidas por centrifugacién a 800 g por 1 min y la suspension se transferiere a un tubo
nuevo. La muestra fueron diluidos 10 veces con amortiguador de dilucién y el segundo
anticuerpo es agregado e incubado a 4°C durante toda la noche. Posteriormente, se
agregaron perlas preblogueadas y se incubd la suspension a 4°C durante 2 h.
Finalmente, se prosigue con el protocolo ya descrito. Los oligonucleétidos usados para

los experimentos de ChIP son descritos en la tabla 3.

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados para amplificar los elementos de regulacion
del dominio a-globina.
Regién Oligonucleotido (5'>3’) Orientacion

Amplificada

Promotor &t CGGGATCCGCTCAAAATCCATTGAAAGGCACG
CGGGATCCCCAGAGCAGGTTGTACTGAG Rev
Region control GTGACCTGCTGGTCGTACTGGGAGC Forw
CTTCAGCGCCGTGCCCTCAGTG Rev
Promotor o CGGGATCCCCTGCATGCAGTGTGGAGC Forw
CGGGATCCGGGCTGGTGGCTGGTGG Rev
Regién control GTGACCTGCTGGTCGTACTGGGAGC Forw
CTTCAGCGCCGTGCCCTCAGTG Rev
Promoter o CGGGATCCCTCCACCTGCACCAAGGCAGACC Forw
CGGGATCCGTGCCCCTGAAGTCTGCTGTCAGC Rev
Regién control GTGACCTGCTGGTCGTACTGGGAGC Forw
CTTCAGCGCCGTGCCCTCAGTG Rev
o globin Enhancer GACGTGGGCAGCAGATAGCCTCG Forw
GCCGGACCCCAATGGTGCCAG Rev
Regién control CAGTCTGTCAGGAAGAAAGA
TGTGGCCTGGTTTTAGCTG Forw
Rev
GFP ACATGAAGCAGCACGACTTC Forw
TGCTCAAGGTAGTGGTTGTC Rev
Control eucromatina GTGACCTGCTGGTCGTACTGGGAGC Forw
CTTCAGCGCCGTGCCCTCAGTG Rev
Control heterocromatina Forw
Rev
Isla CpG 5’ GTGACCTGCTGGTCGTACTGGGAGC
CTTCAGCGCCGTGCCCTCAGTG

Forw, representa la cadena 5’-3’
Rev, representa la cadena 3’-5’ (complementaria)

La abundancia relativa para cada anticuerpo fue calculada usando la siguiente
ecuacion: enriquecimiento = Ac (sefial de la region X / sefal de la region control)/
genomico (senal de la regidén X/ sefal de la region control). Las condiciones de PCR se
normalizan para obtener el rango de amplificacion lineal de la reaccién.
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Analisis de interaccion proteina-proteina por “Pull-Down”

La secuencia correspondiente al ADNc de YY1 de pollo fue introducida en el
plasmido pGEX-4T1 y expresada como una fusion a la secuencia de la Glutatién-S-
transferasa en la cepa de E. coli BL21. La proteina de fusién fue inmovilizada a perlas
de Sefarosa unidas a glutation e incubadas con 500 pug de extracto celular por 6 h a
4°C. Las perlas son lavadas 3 veces con PBS vy, finalmente, resuspendidas en 30 ul de
amortiguador Laemmli. Las proteinas unidas fueron separadas en un gel SDS-PAGE al
10% vy transferidas a membrana de PDVF. La deteccidon de la proteina de interés se

realizd por métodos inmunoldgicos.

Analisis de metilacion del ADN mediante bisulfito de sodio

1 ug de ADN gendmico purificado a partir de las diferentes lineas celulares o
cultivos primarios fueron digeridos con la enzima Sacl o BamHI dependiendo de la
regién a analizar. El ADN digerido fue desnaturalizado a 95°C por 5 min, enfriado en
hielo por 2 min e incubado con 0.3 M de NaOH (volumen final: 20 ul) a 37°C por 30 min.
Posteriormente, una solucién de bisulfito de sodio / hidroquinona (1.7 M y 0.5 mM,
respectivamente), cuyo pH fue ajustado a 5.0 con NaOH preparado al momento, fue
adicionado al ADN digerido en un volumen final de 240 pl. La solucion fue mezclada
suavemente e incubada a 55°C durante >16 h. El ADN fue limpiado con columnas de
purificacién Wizard (Promega) de acuerdo a las indicaciones de la compania. EI ADN
purificado fue incubado con NaOH a un concentracién final de 0.3 M por 30 min a 37°C,
posteriormente, se utilizd el sistema de purificacion de ADN ya mencionado para
eliminar el exceso de NaOH. EI ADN tratado con bisulfito se conserva a -20°C.
Reacciones de amplificacién consecutivas fueron realizadas con los siguientes
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oligonucleétidos, los cuales fueron disefados para analizar la metilacién del ADN del
sitio CTCF en la isla CpG localizada 5kb rio arriba del gen embrionario (20 pmol/ul de
cada wuno). SRbiF1: 5-GTGTTTTTAGT(C/T)GGTTGTTGT-3 y SRBIR1: 5'-
CTATACTATAATAAAAATATAAAAA-3’; para la segunda reaccion se usaron 5 ul de la
primera reaccién y los oligonucleétidos (20 pmol/ul de cada uno) SRbisF2: 5'’-
TTTT(C/G)GGGGTGTTTTA(C/G)GGTTGTTGT-3 'y  SRbisF2: 5-CTAAACTAA
ATAAAAAACACAAAAACTCAA-3). La reaccion de la segunda amplificacion fue
separada en un gel de agarosa al 1.5% y el fragmento de interés recuperado y
purificado. El fragmento de amplificacion se clon6 en el plasmido pDrive usando un
sistema de clonacién para fragmentos de PCR (Quiagen). Las clonas positiva fueron
seleccionadas con base en su capacidad de no formar colonias positivas a X-Gal y por
andlisis con enzimas de restriccién. Las clonas positivas fueron secuenciadas a partir
del oligonucleétido SP6 usando el secuenciador de la Unidad de Biologia Molecular del

IFC, UNAM.

PCR sensible a metilacion

Ensayo disefiado para el andlisis rapido del estado de metilacion del ADN, ya
que el ADN gendémico tratado con bisulfito de sodio fue utilizado en una reaccién de
PCR con oligonucleétidos que discriminan entre citosinas metiladas o transformadas. El
ADN genomico de las diferentes clonas fue tratado con bisulfito de sodio de acuerdo al
procedimiento ya descrito. 5 ul del ADN tratado fue agregado a una reaccion de
amplificacion usando los siguientes oligonucleétidos que discriminan entre citocinas
metiladas (Met) y citocinas transformadas (no metiladas, nmet) a una concentracién de
20 pmoles por reaccién. Para el promotor o®, aDms1.1 (Met, Oligonucleétido sentido):
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5-TATAG TTACGGTTTTTTCGTGC-3'. aDms1.2 (nmet, Oligonucleétido sentido): 5'-
GTAT AGTTATGGTTTTTTTGTGT. aDmsR1 (Oligonucleétido antisentido): 5’-
CCAAATACCCCTAAACCTAA-3'. Para el promotor embrionario m, phims1.1 (met,
Oligonucledtido  sentido): 5-TTAGGTTATACGGTTAATAC-3. phims1.2 (nmet,

Oligonucledtido  sentido):  5-TTAGGTTATATGGTTAATAT-3'. (Oligonucledtido

antisentido) 5-GGATTGTTGTTTTAGTTTTTTT-3. Las reacciones se amplificaron por
PCR se realizaron con 40 ciclos y Tm’s especificas para cada par de oligonucleétidos.

Los fragmentos fueron separados en un gel de agarosa al 1.5%.

Analisis de la metilacion del ADN por enzimas de restriccion metilo-sensibles.

10 ug de ADN gendmico de las diferentes lineas celulares y cultivos primarios
fueron digeridox con BamHI y Hindlll para obtener fragmentos parentales, asi como con
150 U de la enzima metilo-sensible Hpall o de su isosquisémero, Mspl durante toda la
noche. Las proteinas de la muestra fueron removidas con dos extracciones con fenol-
cloroformo y el ADN fue posteriormente precipitado con etanol. EI ADN fue
resuspendido en agua y los fragmentos separados en un gel de agarosa al 1.5%. Las
muestras fueron transferidas a una membrana HybondN+ y analizadas por “Southern
Blot”. Los fragmentos de ADN usados como sondas fueron obtenidos a partir de los
plasmidos pLz, pLaD y pLaA que contenian los diferentes promotores a-globina. La
membrana fue expuesta a peliculas de rayos X o a una pantalla sensible a
radioactividad. Para desnudar la membrana y ser re-utilizada, la membrana fue lavada

dos veces con una solucion hirviendo de SDS al 1% con 50 mM de NaOH.
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Diferenciacion de células HD3

Las células HD3 se encuentran arrestadas en un estadio de eritroblastos, pero
dicho arresto puede ser revertido mediante la incubacién de las células a 42°C. Dicha
cualidad puede ser usada para establecer un sistema inducible de diferenciacion.
Células HD3 fueron cultivadas en medio de diferenciacion (DMEM suplementado con
10% SFB, 10% suero de pollo, 1 mg/ml BSA y 100 mM B-mercaptoetanol) y en
presencia de 5% de suero de pollo anémico a 42°C por 5, 10 0 12 dias. El suero de
pollo anémico se obtuvo a través de desangrar por dos dias consecutivo gallinas de
primera puesta (12 semanas). Finalmente al tercer dia los animales son sangrados a
blanco. El suero se obtuvo a través de incubar la sangre por 1 h a temperatura
ambiente y 1 h a 4°C. La sangre se centrifuga a 800 g por 10 min a 4¢ C. Alrededor de
8 ml de suero de cada gallina fueron colectados bajo las circunstancias ya descritas.
Para determinar la diferenciacion de las células HD3, estas fueron tefidas con
benzidina en medio acido (0.5% benzidina en 0.3% V/V de H>O. y 1 M de &acido acético)
y analizadas en microscopio de luz. El porcentaje de diferenciacién es variable, pero en

condiciones Optimas, se ha obtenido un 70% de células diferenciadas.
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Las siguientes metodologias se encuentran completamente descritas en el anexo
2, mediante la publicacion “Sustained heterologous transgene expression in
mammalian and avian cell lines” en la revista Methods in Molecular Biology
durante el 2004.

1 Linearizacion de plasmidos para transfecciones estables

2 Transfeccion estable

3 Seleccidn de clonas estables para lineas celulares en suspensiéon o adheridas.

4 Extraccion de ADN gendmico

5 Southern Blot

6 Analisis de fluorescencia por Citometria de Flujo
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