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Resumen

La metilacién del DNA es determinante en la regulacion de la expresion génica, inactivacion
del cromosoma X y en la compactacion de la heterocromatina. Usualmente ocurre en los
sitios 5’-CpG-3’ y se asume que raras veces Se presenta en sitios no-CpG. Sin embargo, la
funcién de la metilacion no-CpG es adn incierta, aunque existe evidencia de su participacion
en la embriogénesis, en la regulacion de la expresion de p53 en algunos canceres. La
heterocromatina pericentromeérica es una region altamente metilada, se sugiere que es un
factor importante en la condensacion del centrbmero y previene reordenamientos
cromosoémicos. Ambas, la heterocromatina centromérica y la pericentromérica estan
compuestas en parte de regiones repetidas Ilamadas satélites 1, 2 y 3. Errores en la metilacion
en esta zona se asocian a desérdenes como el sindrome ICF algunos canceres e inestabilidad
cromosomica. La 5-azacitidina es un inhibidor de las DNA metiltransferasas y por lo tanto es
un desmetilante del DNA. Hasta la fecha no se habia hecho ningun estudio del efecto de la 5-

azacitidina en el satélite 2 en linfocitos humanos cultivados.

En esta tesis se estudid el efecto de la 5-azacitidina (10 mM) durante tres periodos de
tratamiento (24, 48 'y 72 h) en la metilacion de la heterocromatina pericentromérica utilizando
la reaccion de bisulfito de sodio en células somaticas de dos individuos sanos. Se encontrd
que el tratamiento con 5-azacitidina sélo tuvo un efecto significativo sobre la metilacion de
los sitios CpG a las 72 h de tratamiento en ambos individuos. No obstante el nimero de
citosinas CpG desmetiladas sélo representd el 20-25% del total de citosinas CpG, por lo que
el efecto de la 5-azacitidina sobre la metilacion CpG fue minimo. Contrariamente se detectd
la presencia de un patron de metilacién no-CpG en el fragmento de 400 pb del satélite 2 que
se estudio, el cual esta compuesto en un 66% por dinucle6tidos CpA. Los datos obtenidos
muestran un patron no-CpG dividido en cuatro grupos de respuesta. Este fue el patron de
metilacion que se afectd diferencialmente por el tratamiento con 5-azacitidina, y a su vez fue

donde se notaron algunas diferencias significativas en la respuesta al tratamiento.






Introduccion
1.-Metilacion del DNA

1.1 Historia y generalidades

La complejidad del DNA no s6lo se resume a sus cuatro bases nitrogenadas (adenina,
guanina, citosina y timina), sino que también estas mismas bases pueden presentarse en el

genoma de manera modificada por medio de mecanismos epigenéticos.

La metilacion del DNA es un fendmeno epigenético clave. Los fendmenos epigenéticos se
definen como aquellos cambios hereditarios que repercuten en la funcién de un gen que no
pueden ser explicados por la secuencia del DNA [67]. Dicha modificacién fue descubierta
por Hotckiss en 1948 [35] y es la Unica modificacion covalente del DNA que se conoce. Esta
es encontrada en sitios especificos del DNA: mientras en algunas especies ocurre en la
posicion N6 de los residuos de adenina, en otras ocurre en la posicién N4 y en el carbono 5
de los residuos de citosina. Esta Ultima es mejor conocida como 5-metilcitosina (m°C). La
metilacion del DNA se presenta de diferentes formas a lo largo de casi todos los fila,
incluyendo todos los vertebrados, angiospermas, algunas especies de hongos e invertebrados,

protistas, y muchas especies de bacterias.

La m°C es la modificacion que se presenta de manera comin en eucariontes, del 1 al 8% de
las citosinas de las células de eucariontes superiores (incluyendo mamiferos) estan metiladas
[3, 9,41]. Las m°C se localizan en el surco mayor del DNA de tal forma que no interfieren
con el apareamiento de bases segun el modelo de Watson y Crick [39]. Esta modificacion
ocurre preferencialmente en el dinucleétido C-G, donde la citosina metilada es seguida en su
lado 3’ por un residuo de guanina; la metilacion tiene como blanco preferencial los sitios
CpG, aungue también se observa, con menor frecuencia, en citosinas no-CpG.
Estructuralmente la metilacion sucede de manera bimodal o palindrémica dando la siguiente

estructura:

5 "CpG 3
3’ GpC™ 5’



Este tipo de estructura es conocida como completamente metilada, mientras que cuando sélo
una hebra del DNA estd metilada se conoce como parcialmente metilada o hemimetilada
(estructura comun en la replicacion del DNA), donde el mantenimiento de la metilacion
depende de lo que ocurra con el DNA hemimetilado. Cuando se presenta la hemimetilacion,
el sitio no metilado de la hebra complementaria sera restaurado a la condicion completamente
metilada, y ésta sera a su vez transmitida por medio de la hebra hija en la siguiente division.
Este proceso es estable y en raras ocasiones sucede un error que altere el patrén de

metilacion.

En base a estudios realizados por Wigler [79] donde se introdujeron de manera arbitraria
patrones de m°C a sustratos de plasmidos, los cuales fueron mantenidos de manera estable
durante varios ciclos celulares, se demostrd por primera vez que la metilacién se conserva a
lo largo de un tiempo, con un rango de error muy pequefio. Recientemente, Schubeler y Feng
(2000) [68] demostraron que el patron de metilacion fue mantenido esencialmente intacto
durante 80 divisiones celulares con una fidelidad del 95% aproximadamente, lo cual indica
que a lo largo de 80 generaciones existe un error del 5% en el mantenimiento de la
metilacion. Por lo que la metilacién de m°C es uno de los medios de propagacion de las

modificaciones de la cromatina relativamente estables a través de la division celular.

En las células somaticas humanas, las m°C corresponden a menos del 1% del total de las
bases de DNA vy afecta al 70-80% de todos los dinucledtidos CpG en el genoma [18, 64]. Por
supuesto este promedio conlleva una intrigante variacion espacial y temporal, ya que se ha

demostrado que el patron de metilacién cambia a lo largo de muchos afios [4].

La densidad de grupos m°C es muy variada a lo largo de los fila, existiendo ejemplos
extremos de patrones de metilacion como ocurre en algunos nematodos, como
Caenorhabditis elegans cuyo genoma carece por completo de grupos m°C y que a su vez no
codifica a la enzima DNA metiltransferasa convencional [18]. En Drosophila melanogaster
se observa una densidad de metilacion muy baja o casi nula, y curiosamente los pocos sitios
metilados corresponden a dinucledtidos CpT, a diferencia de los genomas de la mayoria de
los invertebrados que poseen niveles moderadamente altos de m°CpG concentrados en
dominios largos de DNA metilado, separados por dominios de longitud equivalente no
metilados. En el extremo opuesto estan los vertebrados, que poseen la densidad mas alta de

m°C en el reino animal. Dicha variedad de densidades en el reino animal, subraya la



posibilidad de que la distribucion a lo largo del genoma refleja una diferente funcion para el

sistema de metilacién [9,18].

Los patrones de metilacion no varian entre sexos. En un estudio en fibroblastos y lineas
celulares de cancer de colon, se vio que existe una alta similitud en los patrones de metilacion
del DNA de autosomas de ambos sexos [75]. Mediante estudios de inmunoprecipitacion de
DNA metilado, y los primeros anélisis que se hicieron de alta resolucion de metilacion del
DNA, se detectd que los niveles de metilacion mas altos tienden a estar localizados
generalmente en las bandas R de los cromosomas, y en mucho menor grado en las bandas G.
A su vez estos trabajos demostraron que los niveles més altos de metilacion se encuentran en
los cromosomas ricos en genes. Por lo que concluyeron que la densidad de genes correlaciona

con la densidad de la metilacion [4].

Sin embargo, las secuencias con mayores niveles de metilacion son la regiones repetitivas del
DNA, es decir las regiones satélites alfa, 1, 2 y 3, asi como las secuencias LINE y SINE, y los

promotores de genes improntados que residen en el cromosoma X [4, 9,18, 28, 29y 39].

1.2-Funcion de la metilacion del DNA

Las funciones bioldgicas de la metilacion del DNA son fundamentalmente diferentes entre
eucariontes y procariontes. En bacterias, la metilacion juega un papel central en la restriccion
del hospedero a los fagos de DNA, mientras que en eucariontes no existe evidencia
convincente de que éste sea un mecanismo de restriccion de virus. En bacterias, la metilacion
ocurre principalmente en residuos de adeninas en varios taxa, y se sabe que es importante
durante la reparacion del mal apareamiento de hebras, este fendmeno no ocurre en

eucariontes, como tampoco la metilacion de adeninas [4].

En eucariontes superiores, en especial en mamiferos, la metilacion tiene varias funciones.
Una de las mas importantes es la represion de la expresion génica. Existen varios estudios,
uno de los més caracteristicos es el de Chih Lin Hsieh y cols (1994) [9] donde generaron un
minicromosoma con cuatro diferentes densidades de metilacién, 0% metilado, 7% metilado
(con sitios CpG en todos los sitios Hhal), 23% metilado, y 100% metilado (con sitios CpG en
todos los sitios Hhal, Hpall y FnuDIl), los cuales fueron transfectados en fibroblastos

humanos. Estos minicromosomas tenian el gen de expresion de luciferasa. Sus resultados



demostraron que el simple hecho de presentar un 7% de metilacion disminuia de 3-10 veces
la expresion del gen, mientras que el estar 100% metilado disminuia la expresion del gen

reportero entre 500 y 1000 veces [37].

Otro evento asociado a la represion, y sin lugar a dudas una de las caracteristicas méas
relevantes del patron de metilacion de vertebrados, son las “Islas CpG”. Las islas CpG son
regiones ricas en G+C (>55%) que contienen una gran cantidad de sitios CpG, las cuales,
normalmente se localizan en las terminaciones 5’ de los promotores de muchos genes
humanos [18]. Actualmente se tienen detectadas alrededor de 29 000 islas CpG en el genoma
humano, localizdndose en el 76% de los promotores, y tienen una longitud de 0.4 a 3 Kb [4,
18]. Generalmente las islas de los promotores de los genes se encuentran desmetiladas en los
estadios tempranos del desarrollo, en todos los tipos de tejidos. Incluso se ha visto que estas
siguen desmetiladas aun cuando su gen asociado esta apagado. Pero cuando estas islas se
encuentran metiladas se convierten en represores génicos, y el gen que tienen asociado queda
establemente silenciado durante el desarrollo [18]. Sin embargo, una fraccion significativa de
las islas CpG en seres humanos es propensa a una metilacién progresiva en ciertos tejidos
durante el envejecimiento, lo cual sucede también en algunas células cancerosas y también en
lineas celulares inmortalizadas. Este fendmeno sucede de manera natural pero a un ritmo muy

lento, y esta asociado a la metilacion de novo que se comentara mas adelante [18, 64].

El patron de metilacidn es removido en los espermatocitos y durante las primeras fases de la
embriongeénesis, posiblemente para evitar el silenciamiento de genes importantes durante el
desarrollo, y mantener asi un genoma totipotencial, cuya diferenciacion en parte esta regulada
por el patron de metilacion que se va formando por accion de las DNA metiltransferasas de
novo. El patrén de metilacion es diferente segun el tipo celular, y la conservacion de éste es
llevada a cabo por la metiltransferasa de mantenimiento, pero dicha conservacion no es
perfecta y a lo largo de los afios el patron de metilacion es susceptible a cambios, lo cual se

ha propuesto como una posible causa de la transformacién maligna [4, 29, 71].

La represion génica de las islas CpG esté asociada a otra de las funciones de la metilacion del
DNA que es la impronta génica. El estado de metilacion cambia en los promotores que son
sujetos a un control tejido especifico. Si esta metilado el gen su transcripcion se inhibe, y
viceversa. Ambas, la metilacion y desmetilacion del DNA, ocurren durante la embriogénesis

fundamentalmente. Por lo que todas las diferencias alélicas son perdidas en el desarrollo de



las células germinales primordiales en el embridn, independiente del sexo, los patrones
previos de metilacion son borrados. Dicho patron se restablece en estadios tardios de la
embriogénesis e impuesto diferencialmente segun el sexo. Este patrdn y expresion diferencial
dependiente de si el gen es heredado por el padre o la madre se conoce como impronta
génica, y establece una diferencia en el comportamiento de los alelos heredados de cada uno
de los progenitores; es decir, por medio de una metilacion monoalélica en 5™CpG se inactiva

la expresién de un alelo.

Otra de las funciones conocidas de la metilacion del DNA es la inactivacion de uno de los
cromosomas X en las mujeres, el cual ocurre en cada ciclo celular y es azaroso en cualquiera

de los cromosomas X [73].

Existe evidencia de que los niveles de metilacion del DNA estadn conectados a una amplia
organizacion de la cromatina, donde el DNA no metilado usualmente da lugar a la
eucromatina, que es la region codificante del cromosoma o activa para la expresion génica;
mientras las regiones altamente metiladas dan lugar a otra conformacion llamada
heterocromatina, la cual es inactiva y altamente condensada, pero no de manera permanente,
ya que cuenta con mecanismos de relajacion para poder replicarse. La evidencia actual
sugiere que esto sucede no por la metilacion per se, sino mas bien por una gama de proteinas
que se unen a los sitios 5"CpG; proteinas conocidas como proteinas de unién a 5-
metilcitosina (MBD), dichas interacciones contribuiran a la inhibicion de la transcripcion de

promotores metilados.

La mas prominente de las proteinas de union al 5"CpG es la proteina de unién a metilcitosina
2 (MeCP2) que fue propuesta como la proteina represora global de los promotores metilados
[28]. A su vez han sido reportadas otras proteinas que interactian con CpG, llamadas
proteinas de unién a CpG metilados 2 (Mbd2) que se unen con alta afinidad a 5"CpG en
comparacion al analogo desmetilado [10]. La MeCP2 media su efecto inhibidor,
probablemente, a través del reclutamiento de la histona desacetilasa 1 (HDAC1) y a Sin3A
con el proposito de desacetilar las histonas cercanas a esos sitios 5"CpG. Por lo que se
entiende que MeCP2 usa a HDACL para inactivar a la cromatina [61]. De hecho, mutaciones
en MeCP2 promueven un aumento en la acetilacion de la histona 3 (H3) [69]. El efecto

contrario se observa cuando MeCP2 y MBD1 se asocian con una metilasa de histonas,



resultando en el aumento de la metilacion de la H3. Lo cual indica que la metilacion del DNA

regula més de una modificacion de las histonas [5].

Un ejemplo de la interaccion de MeCP2 con genes metilados se encuentra en la expresion del
gen que codifica al factor neurotréfico (BNDF) en células neuronales. La activacion de dicho
gen es concebida mediante dos mecanismos involucrando a MeCP2. En uno, el gen BNDF es
desmetilado lo cual disminuye la union de MeCP2 draméaticamente. En el otro camino,
MeCP2 es modificado mediante una fosforilacion resultando en la pérdida de la afinidad de la
proteina al DNA. Ambos procesos afectan la union de MeCP2 al DNA, cuya consecuencia es

la apertura de la estructura de la cromatina, evento seguido por la trasncripcion del gen [5].

Mutaciones en MeCP2 provocan desordenes en el desarrollo neuronal, por ejemplo el
sindrome de Rett en los seres humanos, y una enfermedad muy semejante en ratones. La
mutacion provoca la pérdida del reconocimiento de 5"CpG por MeCP2 y tiene como
consecuencia un retraso mental, a su vez el doble mutante resulta letal e embriogénesis [69].
También en ratones que carecen de MBD1 se presentan defectos en el sistema nervioso, lo
cual indica que varias proteinas de unién a 5"CpG son requeridas en el funcionamiento

adecuado del sistema nervioso [69].

La metilacion es un importante portador de informacion epigenética, sin embargo, el hecho
de que ocurra en m°C es paraddjico, ya que el que la citosina se encuentre metilada en el
carbono 5 le confiere la desventaja crucial de ser mas propensa a mutaciones, esto se debe a
que la desaminacién de esta base modificada resulta en una transicion mutante de mC->T.
Mientras que la desaminacion de la citosina no metilada resulta en la transicién a uracilo, el
cual es reconocido y reparado eficientemente por la via uracil-deglicosilasa [66]. Lo anterior
da como resultado que los sitios m5C sean sitios calientes (hot spots) para mutaciones, que
por si solos representan el 30% de las mutaciones puntuales en la linea germinal y de las

mutaciones somaticas adquiridas.

1.3-Quimica de la metilacion del DNA



El grupo de enzimas responsables de realizar la metilacion son conocidas como DNA
metiltranferasas (Dnmt), la primera fue descubierta en el afio de 1964 por Gold y Hurwitz en
un estudio en Escherichia coli. Once afios después de este hallazgo, Riggs y Holliday & Pugh
[32] predijeron la existencia de dos clases generales de Dnmt. Unas enzimas de novo que se
encargarian de establecer el patrén en secuencias especificas en el desarrollo temprano y
otras que se encargarian de mantener el patron de metilacion durante la division celular por
medio de la metilacion de CpG hemimetiladas producido por la replicacion
semiconservadora. Dichas predicciones fueron confirmadas mientras el conocimiento del
fendmeno de metilacién aumentaba, cuando Gruenbaum y colaboradores (1982) descubrieron
la primera Dnmt en mamiferos, enzima que hoy en dia es conocida como Dnmtl [66].
Estudios posteriores encontraron a tres miembros mas de las Dnmts en mamiferos, Dnmt 2,

3a 'y 3b, asi como otras Dnmt en plantas, como las cromometilasas [4, 18,29].

La metilacion del DNA es introducida después de la replicacion, y antes se creia que solo se
llevaba a cabo en la fase S del ciclo celular; en estudios recientes [26] se ha visto que las
Dnmts no son los suficientemente rapidas como para seguir el paso a la velocidad de la fase
S, por lo que el evento de mantenimiento de la metilacidn se extiende a lo largo de la fase G2
y M del ciclo, por medio de un sistema de interaccion de MBDs, Dnmts y de histonas. Esta
continuidad de la funcion de metilacion de novo a través de G2 y M sucede preferentemente
en la regidn de heterocromatina constitutiva, y es dependiente de los sitios N terminal de las
Dnmts [26, 29].

Las Dnmts usan S-adenosil-L-metionina (SAM) como fuente primaria de grupos metilo para
transferirlo a las bases del DNA [21,22, 27]. El grupo metilo de SAM unido a un ion
sulfonio, el cual desestabiliza termodindmicamente la molécula y hace que el grupo metiol de
la metionina sea muy reactivo contra un ataque nucleofilico por el nitrogeno, oxigeno y

atomos de azufre y carbocationes activados.

Las 5mC Dnmts estan compuestas de dos subunidades, una catalitica conservada en la region
carboxilo terminal y una region amino terminal variable. El evento clave de la catalisis es el
ataque nucleofilico que la enzima hace al carbono 6 de la citosina blanco. Este ataque es
generado por el grupo tiol de los residuos de cisteina del motif PCQ (motif 1V) formando un
aducto 5,6-dihidropirimidina. La formacion de dicha union covalente activa al carbono 5

hacia un ataque electrofilico que lleva a la adicién del grupo metilo al carbono 5 de la



citosina, seguido por la eliminacion del protén de la posicion 5 y la resolucion de un
intermediario covalente (Santi, modificado por Verdine 1983) [18, 29] . El acido glutdmico
del aminoacido del motif ENV (motif V1) es el que estabiliza al complejo DNA-Proteina. El
acercamiento de la trayectoria de las cadenas del amino&cido catalitico a las posiciones 5y 6
de la pirimidinas en el DNA de cadena doble es interrumpido por la posicién de las bases
vecinas. Este problema estérico es resuelto mediante un fendmeno conocido como eversién
de base o DNA flipping de la hélice del DNA lo cual lleva a la insercion de la citosina al sitio
activo del dominio catalitico. Una vez que se llevé a cabo la donacién del grupo metilo, el
intermediario resultante se resuelve por una B-eliminacion de la enzima al carbono 6 por
medio de la abstraccion de un hidrogeno del carbono 5, con lo que se libera la enzima [4,29,
42].

Las Dnmts poseen 10 secuencias motif que son conservadas incluso en bacterias. Los motif
conservados tienen un alto valor predictivo en la identificacion de nuevas Dnmts, y ha sido la
manera en que casi todos han sido identificados. La region entre el motif VIl y 1X se encarga
de los contactos especificos con la secuencia del DNA en bacterias, por lo que se le llama el
dominio de reconocimiento de blanco. En el caso de las Dnmts de mamiferos el
reconocimiento se le atribuye a los dominios que se lo localizan en la region N- terminal, que

son los encargados de las interacciones proteina-proteina y de la localizacion de las mismas.

1.4-Familias de Dnmts humanas

En eucariontes ya se han descrito varias Dnmts. La Dnmt 1 fue la primera en describirse en
mamiferos y estd muy conservada en eucariontes, después se descubrieron las Dnmt 2 y 3.
Todas conservan claramente el sitio carboxilo terminal (C-terminal) caracterizado por ser el
catalitico y poseer 10 motif funcionales, la variacion ocurre en la region amino (N-terminal)

terminal.

1.4.1-Dnmt 1: estructura y funcion

La enzima Dnmt 1 estd conformada por un largo dominio N terminal y el dominio

conservado C-terminal. EI dominio C-terminal es igual al de la mayoria de las Dnmts, y se



encuentra unido al dominio N-terminal por medio de una region en bisagra constituida por
repetidos de lisina-glicina. El dominio N-terminal es el dominio regulatorio y alberga motifs
con diferentes funciones. Posee una region llamada rica de carga que contiene diferentes
codones de inicio, y se sabe que interactta con represores transcripcionales Dmap; también la
region reguladora posee una sefial de localizacion nuclear llamada NLS, un dominio de
interaccion al antigeno de proliferacion celular nuclear (PCNA), una region dirigida al foci de
replicacion, y un dominio de unién a Zn* rica en cisteina. El dominio de zinc esta constituido
por ocho residuos de cisteina conservados en dos grupos CXXCXXC y dos cisteinas aisladas.
Ya que un solo dominio CXXCXXC...C es capaz de unirse a un ion Zn*", el dedo de zinc de
la Dnmtl posee dos de estas estructuras uniendo dos iones de zinc. Se cree que el dedo de
zinc esta implicado en la union al DNA. Una parte del dominio regulatorio posee homologia
con la proteina polibromo 1 de pollos, y se sabe que este dominio contiene dos dominios
BAH los cuales estan involucrados en la interaccion proteina-proteina. Se sabe que los
dominios BAH se encuentran comunmente en proteinas asociadas a la cromatina. Se supone
que el papel de dominio polibromo participa en el transporte de la Dnmtl a la horquilla de
replicacion. En resumen, la funcion del dominio N-terminal de la Dnmtl parece ser el

transporte intracelular y la regulacion de la actividad catalitica de la enzima.

Esta enzima no funciona en la célula de manera aislada, y se ha visto que interactia con
muchas proteinas por medio del dominio N-terminal. Por ejemplo, la Dnmtl interactia
directamente con las enzimas modificadoras de histonas como la metiltransferasa de histonas
SUV39H1, y con las desacetilasas de histonas HDAC1 y HDAC2. También se ha visto que
son capaces de interactuar con otras proteinas de union a sitios CpG como las MBD2, MBD3

y la MeCP2, y con la proteina de unién a heterocromatina HP1 [4, 51].

La actividad de la Dnmtl es esencial en células de mamiferos, esto se demostr6 en ratones
deficientes de la Dnmt1 los cuales mueren durante la gestacion. En ellos se vio una reduccion
significativa en los niveles de metilacion del DNA. Se ha observado que la metilacion del
DNA esté fuertemente coordinada con su replicacion, si la Dnmt es inhibida, se interfiere con

la replicacion del DNA.

En cuanto a su actividad metiladora, la Dnmtl es altamente especifica para metilar los sitios
CpG. En estudios in vitro se demostro que la capacidad metiladora de esta enzima es de 15 a

50 veces mayor en hebras hemimetiladas que en las no metiladas [14], lo cual sugiri6 la base



de la funcion de esta enzima. Esta enzima mantiene la metilacion del DNA copiando el
patron de metilacion existente durante la replicacion. Sin embargo, la razén estructural que

determina esta preferencia a sitios CpG aun no ha sido elucidada.

Curiosamente, a pesar de que la Dnmtl tiene una enorme homologia con las Dnmts de
procariontes, y que posee todos los motifs conservados de las Dnmts, el dominio catalitico de
la Dnmt1 no es suficiente para que se de la actividad enzimatica. La actividad enzimatica sélo
se observa en presencia de una parte substancial del dominio N-terminal. Parece que esto
ocurre por medio de interacciones intra-moleculares entre los dos dominios, provocando un
cambio conformacional en el dominio catalitico e induciendo asi una conformacion activa.
Dicha hipétesis fue fortalecida con la observacion de que una metilacion pre-existente activa
alostéricamente al centro catalitico de la Dnmtl1 [14] . En la forma activa, la preferencia de la
Dnmtl por el DNA hemimetilado disminuye debido a que la actividad de la enzima se inclina
ahora hacia el DNA no metilado; esto parece implicar a los residuos 284-287 y al dominio de
zinc de dominio N-terminal [14] . Este intrincado proceso de activacion del metabolismo de
la Dnmtl podria sugerir que también esta enzima puede jugar un papel como metiladora de
novo del DNA [29].

Rica en-Cys g Vv v X X

Figura 1- Disefio esquematico de la estructura de la Dnmt1 humana (1616 aa), representando
los aminoécidos funcionales. Region rica de carga: contiene varios puntos de inicio para la
traduccion y el sitio de interferencia para DMAPL. PCNA: sitio de interaccion a PCNA;
NLS: sefial de localizacion nuclear; region rica en Cys: motif de union de zinc rico en cisteina
(tipo dedo de zinc ATRX); region PB: region homdloga a la proteina polibromo 1, contiene

dos dominios BAH; repetidos de GK: repeticiones glicina-lisina. En la region C-terminal, 1,



IV, VI, VIII, IX y X son los motifs funcionales cataliticos conservados en todas la DNA

metiltransferasas.

1.4.2-Dnmt2: estructuray funcion

La Dnmt2 fue reportada en 1998, y ha sido encontrada en todos los eucariontes, tanto en
organismos que muestran metilacion como en aquellos que no. La Dnmt2 carece del largo
dominio N-terminal, pero su pequefio dominio N-terminal es diferente al conocido de las
demas Dnmts, este dominio corto varia mucho en procariotes, y estd asociado a la unién
especifica a un blanco de DNA. Recientemente se demostré una débil pero reproducible
actividad catalitica como metiltransferasa de esta enzima tanto in vivo como in vitro. La
especificidad de la enzima no es conocida, pero la evidencia sugiere que tiene preferencia por

sitios CG, o CT y CA. Hasta la fecha la funcion bioldgica de la Dnmt2 no ha sido explicada.

1.4.3-Dnmt3: estructura y funcion

La familia de las Dnmt3 consiste de tres enzimas: Dnmt3a, Dnmt3b y la Dnmt3L. Aunque
estas tres proteinas estan altamente relacionadas, son codificadas por genes separados. En
cuanto a su estructura ésta es similar a la Dnmt1, con un dominio catalitico, y contienen todos
los motifs conservados de las Dnmts. Las diferencias entre las tres Dnmt3 se encuentran en el
dominio N-terminal, donde la Dnmt3a y 3b contienen un dominio tipo ATRX rico en cisteina
y un dominio PWWP (prolina-triptofano-triptofano-prolina), el primero, también Ilamado
dominio PHD, contiene 50 residuos aproximadamente y se encuentra principalmente en
proteinas involucradas en la regulacion de la transcripcion en eucariontes, las cuales se
caracterizan por un motif conservado Cys-His-Cysz de unién a zinc. Este dominio se dobla
formando asi un dedo de zinc que une a dos iones de Zn**. Dando lugar a una estructura
nuclear de union a zinc, junto con unas asas que son los posibles candidatos de las
interacciones con otros dominios y ligandos. En la Dnmt3a, el dominio PHD por si solo es
suficiente para reprimir la transcripcion, independientemente de su actividad de
metiltranferasa. Mientras en la Dnmt3b el dominio PWWP es capaz de unirse al DNA en
estudios hechos in vitro. Parece que es este mismo dominio el que funciona como blanco

hacia la cromatina para la funcion de metiltransferasas de novo.



En cuanto a su funcion, las Dnmt3a y Dnmt3b metilan dinucleétidos CpG sin preferencia por
el DNA hemimetilado, por lo que se les asignd la funcién de metiladoras de novo [59]. Esto

ha sido confirmado tanto en estudios in vitro como in vivo [37].

Ambas enzimas son capaces de sustituir sus funciones, sin embargo, cada uno posee papeles
especializados, y se ha sugerido que metilan y mantienen diferentes blancos del DNA. Un
ejemplo se presenta en el sindrome ICF (inmunodeficiencia, inestabilidad centromérica,
anormalidades faciales) el cual estd asociado a una mutacion que afecta la funcion de la
Dnmt3b causando una hipometilacion pericentromérica en la region de los satélites clésicos,
[25,27] . En estos pacientes la Dnmt3a es normal por lo que se puede suponer que esta no es

capaz de remplazar la funcion de la Dnmt3b en estas regiones cromosomicas.

Ademaés de la funcién de metilar sitios CpG, la Dnmt3a y 3b son capaces de metilar citosinas
no-CpG [29]. Hasta la fecha la funcion bioldgica de este tipo de metilacion es desconocida,
pero por su naturaleza se sabe que no puede ser mantenida por la Dnmtl debido a la alta
especificidad de ésta por sitios CpG. La enzima que parece ser responsable principalmente de
la metilacion no-CpG es la Dnmt3a la cual tiene preferencia por metilar sitios flanqueados

por pirimidinas en vez de purinas [29].

puit mmanpau
e ‘ L3 ‘
oy PO 5%
Bomisa -
PP 1 WV viB X X
PHD
Dnmi3h [N W HIOTT 11
WP 1 WVl vl X X
/] 600
| 1 | ¥ |
Residuos de aminodcidos

Figura 2- Disefio esquematico de las enzimas Dnmt3a y 3b. En la region C-terminal, I, 1V,
VI, VI, IX y X son los motifs funcionales cataliticos conservados en todas la DNA
metiltransferasas. En la region N-terminal se encuentran el dominio PWWP (prolina-
triptofano-triptofano-prolina), el dominio PHD (Plant Homodomain) y la region de sitios de

inicio para las isoformas 1a y 1P de la familia de la Dnmt3a en el exon 1.



A pesar de su homologia, la manera en que metilan el DNA ambas enzimas es distinta
mecanisticamente, ya que mientras la Dnmt3a realiza la funcion de manera distributiva, la
Dnmt3b la realiza de manera procesiva. Se sabe que la Dnmt3b metila las regiones repetidas
pericentroméricas con un alto contenido de sitios CpG, por medio de actividad procesiva, la
Dnmt3b metila esta region del DNA en una ventana de tiempo corta. Esta velocidad de
metilacién no puede ser remplazada por la Dnmt3a, posiblemente por su mecanismo de
distribucion de metilacion, el cual es mucho menos eficiente para metilar regiones del DNA
con un alto contenido de CG. Pero aunque cuantitativamente la Dnmt3a es menos eficiente,
cualitativamente es superior, ya que esta enzima es dirigida de manera eficiente hacia los
blancos que debe metilar. Incluso hay evidencia de que esta enzima esta involucrada en el

establecimiento de patrones de metilacion en genes de una sola copia [18,29].

Interesantemente la Dnmt3b se sobrexpresa en varios tumores, mientras los niveles de
Dnmt3a sélo aumentan modestamente, esto sugiere que la Dnmt3b juega un papel importante
en la tumorigenesis. Esto se explica por el mecanismo de distribucion de metilacién
diferencial entre ambas enzimas, el cual lleva a cabo una mayor metilacion intrinseca en el

caso de la Dnmt3b a diferencia de la Dnmt3a [29].

El tercer miembro de la familia, la Dnmt3L, es homdloga a las enzimas 3b y 3a. En su
dominio N-terminal solo posee el dominio PHD, y su dominio C-terminal solo se extiende
hasta el motif VIII. Ademas, todos los residuos fundamentales para la catalisis de la enzima
estdn mutados o deletados, lo cual lleva a creer que esta enzima no posee ninguna actividad
catalitica. Se ha observado que es capaz de interactuar con la Dnmt3a y 3b, asi como con las
desacetilasas de histonas; y que se expresa similarmente a la Dnmt3a y 3b durante la

gametogeénesis y la embriogénesis. Pero su funcién no ha sido entendida aun.

2. Heterocromatina

La palabra cromatina viene de griego Kroma que significa color por lo que cromatina
significa “cuerpo colorido”, las definiciones originales de los tipos de cromatina fueron
hechas por las diferencias en la tincion o picnosis de la cromatina, estas observaciones las
realiz6 Fleming en 1882. Historicamente, mediante estudios de microscopia, la cromatina se
dividio en dos dominios: la eucromatina y la heterocromatina. La eucromatina es una forma

de cromatina que se descondensa durante la interfase, se encuentra presente la histona 4 (H4)



acetilada, mientras que la heterocromatina es definida como regiones de cromatina que
permanecen citolégicamente condensadas y densamente tefiidas a lo largo del ciclo celular
[51].

Existen dos tipos de heterocromatina: la heterocromatina constitutiva y la facultativa. La
primera se encuentra en regiones como la que rodea a los centromeros, que es llamada
heterocromatina pericentromérica, la telomérica, y en la region de organizacion nucleolar. Se
sabe que este tipo de cromatina se duplica tardiamente durante la fase S, y que forma
regiones enriquecidas con secuencias repetitivas, donde la presencia de la H4 acetilada est4
muy reducida [9]. A diferencia de la heterocromatina constitutiva, la facultativa es regulada
en el desarrollo, fue definida por Brown en 1966, quien observd que los cromosomas
funcionales de Sciara, Coccidos, y otros insectos, eran heterocromatinizados para la
diferenciacion y desarrollo de los machos. En el caso de mamiferos, la heterocromatina
facultativa es observada en la inactivacion del cromosoma X (Xi) en hembras, parece que la
funcion de este proceso va hacia la regulacion de la dosis de productos de genes del
cromosoma X. El Xi tiene muchas similitudes con la heterocromatina constitutiva, es
replicado tardiamente en la fase S, retiene una heterocromatina condensada durante la

interfase, llamada cuerpo de Barr, y la H4 esta hipoacetilada [9].

La heterocromatina tiene varios componentes, el primero en detectarse fue la proteina
asociada a la heterocromatina (Hp1l), la cual esta altamente conservada en los organismos. En
mamiferos se han encontrado tres proteinas Hpl: Hpla, Hplp (M31), y la Hply (M32). Se
cree que las Hpl estan involucradas en el silenciamiento de genes, se encuentran a lo largo

del genoma y estan conservadas desde levaduras hasta seres humanos.

Otra modificacion de la heterocromatina es la metilacion de la H3 en la lisina 9 (meH3K9), la
cual es una de las modificaciones epigenéticas mas robustas, y parece que es permanente en
la naturaleza, debido a que se encuentra en todos los organismos. Un dato interesante, es que
las meH3K9 se localizan mediante anticuerpos fluorescentes en las bandas G de los
cromosomas, la cuales son un patrén de bandeo que se observa en cromosomas en metafase;

a su vez la acetilacion de las H4 forma bandas que se correlacionan con las bandas R [9].



2.1-Heterocromatina pericentromérica

La heterocromatina pericentromérica es un tipico ejemplo de heterocromatina constitutiva.
Esta posee funciones potencialmente importantes para la segregacion cromosomica y la

expresion de genes [51].

La heterocromatina pericentromérica esta constituida por varias regiones repetidas ricas en
A+T, incluyendo elementos de DNA transponibles, y repeticiones de satélites, estos satélites
en el caso de ratones son llamados satélites mayores, en el caso de los seres humanos son los
satélites clésicos 2 y 3 [25,38]. Debido a su yuxtaposicion a la region centromérica, no es de
sorprenderse que la organizacion de las regiones pericentroméricas sea vital para asegurar la
correcta segregacion cromosémica, y el mantenimiento de la estabilidad genémica. Estas
regiones han sido implicadas en el silenciamiento de genes que ocurre cuando genes
eucromatinicos se localizan en la heterocromatina adyacente como resultado de rearreglos y
transposicion; este fendmeno fue originalmente reportado en D. melanogaster y se le llamé

variegacion posicion-efecto [13, 51], actualmente se ha implicado a este fenémeno a la HP1.

Existen isoformas de la HP1, éstas son similares en su secuencia de aminodcidos y
organizacion estructural, pero difieren en su localizacién. En su mayoria se encuentran
localizadas en la heterocromatina centromérica, pero la HP1B y en particular la HP1ly se
localizan también en sitios de la eucromatina. La especificidad de la HP1a es en las regiones
pericentroméricas. Las Hpl son proteinas pequefias de alrededor de unos 25 KDa y contienen
una region N-terminal conservada conocida como “cromodominio”. EI cromodominio es una
secuencia motif comin en muchas proteinas, en el caso de la HP1 es crucial para su
interaccion con la meH3K?9; este dominio es conocido por su funcion en la organizacion de la
cromatina y la regulacion de la expresion génica, como en las proteinas del grupo Policomb y
la Suv39hl. Seguido del cromodominio se encuentra una region de bisagra variable y un
dominio conservado C-terminal llamado dominio cromosombra, el cual es una secuencia
motif relacionada al cromodominio en su secuencia de aminoacidos pero s6lo ha sido
reportada en la familia de proteinas HP1. Se ha visto que en el caso de la region en bisagra,
ésta es capaz de unirse al DNA 'y a la cromatina de manera secuencia-especifica. La region en
bisagra es el dominio menos conservado en la familia de las HP1, lo que indica que ésta es la

que puede conferir la selectividad de las HP1 para unirse a sitios especificos y diferentes



moléculas, las que a su vez dirigen a las distintas isoformas de la HP1 a diferentes

localizaciones.

La organizacion de las HP1 es tipo multipartita lo que permite que varias proteinas puedan
interactuar e unirse simultaneamente a ella, por lo que se ha llegado a la idea de que las HP1
posiblemente funcionen como un adaptador estructural, que es vital para el ensamblaje de

complejos macromoleculares en la cromatina [51].

El comparfiero de unién mas prominente de la HP1a, es la meH3K9 (metilacion de la H3
lisina 9). Los residuos de lisina pueden ser mono, di, y tri-metilados in vivo, y recientemente
por analisis detallados se ha demostrado que la HP1 tiene una afinidad preferencial por los
péptidos de H3 que estén trimetilados en la lisina 9 [16]. La encargada de introducir las
modificaciones de metilacion en la lisina 9 es la enzima Suv39h1, que puede unirse a la HP1
[51]. Esto llevo a concebir la idea de la propagacion de la heterocromatina pericentromérica,
que involucra que las meH3K9 se unan a la HP1, la que reclutara mas H3K9

metiltransferasas.

En el caso de la heterocromatina pericentromérica se ha visto que ésta posee un enorme
numero de meH3K9 trimeltiladas, por lo que considerando que la afinidad de la HP1 a este
tipo de histonas tiene una fuerza del enlace baja, se necesitan varios sitios meH3K9 para
mantener altas cantidades de HPlo de manera estable en la heterocromatina
pericentromérica. Es importante hacer notar que la union de HP1 a la meH3K9 no es estable,
lo que provoca que ésta se desprenda y vuelva a unirse repetidamente; esto podria explicar el
que algunos genes que se localizan en la heterocromatina pericentromérica en ciertos

momentos expresan RNA.

Adicionalmente las HP1 interactuan con las Dnmtl y Dnmt3, hecho que implicaria un papel
de estas proteinas en el mantenimiento y propagacion de la metilacion 5meC. A su vez por
medio del dominio cromosombra la HP1 se une a la subunidad p150 del factor de ensamblaje
de cromatina 1 (CAF1) [56], que se ha relacionado con la deposicién de histonas durante la
reparacion y replicacién del DNA. Por si misma CAF1 interactGa con un factor de la
replicacion del DNA conocido como antigeno de proliferacion nuclear celular (PCNA), que

provee una union molecular a la reparacion y replicacion del DNA.



La estabilidad de la heterocromatina también se basa en otras proteinas asociadas a la
5mCpG. La més prominente de las proteinas de union al 5mCpG es la MeCP2 que fue
propuesta como la proteina represora global de los promotores metilados [28]. A su vez han
sido reportadas otras proteinas que interactian con CpG; por ejemplo, Mbd2 que se une con
alta afinidad a 5mCpG en comparacion al analogo desmetilado [10]. La MeCP2 media su
efecto inhibidor ya que recluta directamente a la histona deacetilasa 1 (HDAC1) y a Sin3A
con el propdsito de desacetilar las histonas cercanas a esos sitios 5mCpG. Por lo que hasta la
fecha hay dos mecanismos por los que las HDAC llegan al DNA uno por medio de MeCP2 y
otro por medio del complejo PCNA-Dnmt1 [4].

Sorprendentemente se ha observado que un componente de RNA es importante en la
formacion de la heterocromatina pericentromérica y la localizacion de la HP1. Esto se
observé en experimentos con células de ratones tratadas con RNasa A que indujo la perdia de
la localizacion de la HP1. Este descubrimiento Ilevd a que se propusieran dos explicaciones:
la primera, donde la arquitectura dependiente del RNA de la heterocromatina puede permitir
que las regiones N-terminales de meH3K9 se junten en una configuracion especifica
requerida para la acumulacién de HP1 en la hetercromatina pericentromérica; la segunda
posibilidad es que este componente de RNA se une directamente a la region en bisagra de

HP1 y asi promueve la organizacion arquitectonica del dominio entero [55].

El mantenimiento de la heterocromatina pericentromérica es muy importante, y requiere de
muchas proteinas y moléculas. Durante la replicacién, el estado de heterocromatina debe
propagarse correctamente, por lo cual se ha propuesto el modelo de propagacion de la
heterocromatina. Este modelo comienza con la hebra parental heterocromatica, en la cual la
HP1 esta asociada con la meH3K9 trimetilada, y con el componente de RNA estabilizador. El
pasaje de la horquilla de replicacion promueve la disociacion de las histonas modificadas
nucleosomales, lo cual lleva a la destabilizacion y a la pérdida de los sitios de unién de HP1.
La proteina PCNA es la que subsecuentemente crea nuevos sitios de union reclutando a
CAF1, que asiste en la deposicion de novo de histonas. El continuo intercambio de formas de
HP1 unidas y libres asegura la plasticidad del dominio, donde CAF1 se une a HP1 y, por
medio de esto, HP1 recluta a la Dmntl y a la Dnmt3b especialmente hacia la region
pericentromérica, asi como a las desacetilasas de histonas (HDAC) con el fin de que se lleve
a cabo la metilacion de los sitios CpG y la desacetilacion de la H4. Cabe mencionar que

cuando se integran las nuevas histonas normalmente la H4 viene acetilada desde su sintesis.



Después, el dimero CAF1-HP1 recluta a Suv39h para la metilacion de la H3K9, lo cual trae
como consecuencia la aparicion de nuevos sitios de union para HP1. A continuacion se asocia
el componente estructural de RNA unido a HP1 con el DNA sintetizado recientemente y
formando ya la cromatina, este RNA ayuda a la organizacion arquitecténica de todo el
dominio [51, 55].

3. Satélites Clasicos

3.1- Definicion y Funcion

Los satélites son secuencias repetitivas que se encuentran en el DNA. En eucariontes, estos
componentes representan mas del 3.5% del genoma. El término satélite fue usado por primera
vez para definir el resultado que se obtenia al realizar un andlisis de gradiente de densidad por
ultracentrifugacion del DNA con CsCl. Este tipo de gradientes provocan que el DNA forme
una banda en una posicion correspondiente a su propia densidad, la cual es generada por la
composicion que posea de A:T y G:C. Por lo que fracciones del DNA que difieran en el
contenido de G:C en mas del 5% usualmente pueden ser separadas en el gradiente de
densidad. Los estudios demostraron que en el DNA de eucariontes se pueden distinguir dos
tipos de materiales al ser centrifugado por gradientes de densidad por CsCL. La mayor parte
del genoma forma un fragmento continuo que es representado por un amplio pico centrado en
la densidad correspondiente al contenido de G:C promedio del genoma. Esta es Ilamada
banda principal. ElI otro material es un pico o picos de menor tamafio que poseen una
densidad diferente, a estas bandas menores se le llam¢ “satélites del DNA”. La banda
principal contiene el 92% del genoma y es centrado en una densidad de 1.701 g/cm?
(correspondiente al promedio de G:C del 42% tipico en mamiferos), mientras el pico menor

representa al 8% restante que posee una distinta densidad, la cual es de 1.690 g/cm®.

Mientras la densidad del DNA es una funcién de la composicion de las bases, una pequefia
variacion en la secuencia lleva a una amplia variacion en la densidad, por lo que la definicion
por densidad de los satélites representa sélo al acomodo de grupos de elementos que no estan
relacionados pero que poseen la misma composicion de bases del DNA. Por lo que la
definicion de los satélites por su densidad se fue volviendo insatisfactoria. Prosser y sus

colegas propusieron una definicion de los satélites basdndose en la secuencia del componente



principal de cada una de las fracciones boyantes de densidad. Los satélites I, Il y IlI, se
Ilamaron ahora 1, 2 y 3. Esta definicion s6lo tomé en cuenta la repeticion méas abundante en
cada familia de cada fraccion. El satélite 1 corresponde a la composicion de dos secuencias
ricas en A+T de 17 pb a 25 pb de largo [62, 72]. Los satélites 2 y 3 se definieron como dos
familias relacionadas que contienen una frecuencia repetida de 5 pb (ATTCC). El satélite 2 se
caracteriza por poseer sitios frecuentes de HInfl y de Tagl, entre sus 5 pb que son
pobremente conservados, mientras el satélite 3 se caracterizd como la secuencia (ATTCC)

nNAYTCGGGTT, y genera una escalera perfecta de 5 pb al ser digerido con HInfl [62].

Se sabe que la desmetilacion de los satélites causa rupturas cromosomicas y rearreglos
seguidos por una descondensacion de la heterocromatina [30,44]. A su vez, la disminucion en
los niveles de metilacion de los satélites durante el envejecimiento in vitro e in vivo han sido
reportados en ratones y bovinos [34, 36] asi como en seres humanos, y ha sido documentado
que uno de los blancos especificos de la desmetilacion durante el envejecimiento sucede en
los satélites clasicos [71]. También este grupo de investigadores encontraron que
preferencialmente aparecian microndcleos que contenian la heterocromatina constitutiva de
los cromosomas 1, 9 y 16 en fibroblastos humanos que se encontraban en un proceso de
senescencia replicativa y senescencia prematura mediada por un tratamiento con 5-
azacitidina, por lo que concluyeron que la desmetilacion de la heterocromatina podria sugerir

una asistencia en la senescencia replicativa a traves de una inestabilidad cromosdmica.

En estudios recientes se ha visto una relacion entre defectos en las enzimas metiladoras del
DNA vy los satélites, donde deficiencias en la Dnmt3b conducen a una hipometilacion
selectiva en ciertas regiones heterocromaticas tanto en seres humanos como en ratones [25,
27, 60,82]. Dicha hipometilacion ocasionada por deficiencias en la Dnmt3b ha sido asociada
al sindrome ICF, en el que se observa una hipometilacion en los satélites 2 y 3 en la
heterocromatina pericentromérica, que normalmente se encuentran fuertemente metilados. La
hipometilacion pericentromérica de los satélites conduce a una descondensacion de estas
regiones y a otras anormalidades citogenéticas caracteristicas del sindrome ICF. A su vez ha
sido reportado que en el caso de los satélites, la hipometilacion puede jugar un papel en la

regulacion de genes de orden mayor [25].

3.2- Satélite 1



El satélite 1 se sugiere como el satélite que aparecid mas recientemente, ya que el nivel
méaximo de divergencia que presenta es del 8 a 9% en las secuencias analizadas [62]. Este
genera tres fragmentos, de 775, 875 y 820pb, al ser digerido con la enzima Hinf | [84], los
cuales forman a la unida repetida tandémica de 2.47kb de largo. Los fragmentos de 875 y
820pb son muy ricos en A+T y consisten de largas cadenas de poli dAdT y secuencias
relacionadas entre si, mientras el fragmento de 775pb es rico en G+C y posee un miembro de
la familia Alu por secuencia repetida [84]. Esta secuencia tandémica de 2.47pb del satélite 1,
se encuentra repetida 2000 veces en el cromosoma Y de humanos y un nidmero menor de

copias en los telomeros de algunos autosomas y del cromosoma X [84].

A su vez el satélite 1 se caracteriza por hacer escaleras de fragmentos menores a los 150pb
cuando es digerido con la enzima Rsa . Fue mediante estudios con Rsa | que se identifico la
estructura mediante la cual esta conformado el satélite 1, el cual consiste en dos fragmentos
relacionados de secuencias ricas en A+T de 17 y 25pb a los cuales Prosser, et al, les
designaron el nombre de unidades de secuencia A y B [62]. Donde a las variaciones de 1pb
de la secuencia A las denominaron Al y A2,y a las 6 variaciones de la secuencia B se les
denominaron Bla, b y c y B2a, b y ¢, segiin su parecido entre ellas [62]. Las secuencias
repetidas de las unidades A y B estan claramente relacionadas, donde las unidades repetidas
tipo A puede que se hayan derivado de dos repetidos relacionados de 7 o 8pb con la siguiente
secuencia: 5’-A-t/c-A-T-(C)-A-A-A- 3’. Una vez que Prosser, et al. [62], identificaron las
unidades A y B observaron que los fragmentos formados por Rsa | consistian en unidades
repetidas de A y B, arregladas como multimeros, A-B, A-B-A, B-A-B, A-B-A-B, B-A-B-Ay
A-B-A-B-A, donde dichos multimeros eran generados por la perdida de sitios para Rsa | ente
Ay B. A su vez se ha encontrado un componente menor de la familia de estas secuencias que
esta constituido por trimeros de la unidad B, que es por alguna razén resistente a la digestion
con Rsa | [62].

3.3- Satélite 2

El satélite 2 del DNA es una de las secuencias repetitivas que se describieron en primera
instancia en seres humanos [62]. El satélite 2 esta constituido por dos secuencias repetidas en
tandem, ATTCCATTCG y uno o dos ATG, donde la secuencia consenso es por lo tanto de 23
a 26 pb de largo. La definicion del satélite 2 se basa a su vez en tres fragmentos de DNA

producidos al ser digerido el DNA gendmico por Hinfl. Las secuencias del satélite 2 son



facilmente distinguidas por medio de Southern blot en los cromosomas 1y 16. El satélite 2 en
el cromosoma 16 posee una organizacion de orden mayor a 6.2 Kb, y el cromosoma 1 posee
3 unidades especificas a satélite 2 de 1.3, 1.8 y 2.3 Kb [25, 38].

Los satélites 2 y 3 participan en la organizacion de la heterocromatina, ya que poseen varios
sitios CpG en su estructura lo que ha provocado que la mitad de los sitios CpG del satélite 2
hayan sido reemplazados por CA o TG, indicando que el satélite 2 no esta completamente
desmetilado incluso en estadios germinales. Se ha observado que 36 de cada 38 sitios CpG
del satélite 2, observados fuera de la posicién esperada por la secuencia consenso son
aparentemente mutaciones puntuales, nueve de ellas resultan de la mutacién de C a G como
en CCATT->CGATT, 13 resultan de la mutacion de A->G, como en CCATT>CCGTT, y
14 de la mutacion de T->G, como en ATG>ACG. El numero de dichas CpG de novo es

aproximadamente igual al niUmero esperado de un proceso aleatorio.

La metilacion en el satélite 2 es muy comun y aunque los pentameros CGAAT no son tan
abundantes, se sabe que en una unidad tipica del satélite 2 de 1.3 Kb hay aproximadamente
69 sitios CpG, pero so6lo hay uno o dos sitios para BstB1, enzima que se utiliza para revisar la
metilacion del satélite 2, por lo que el método de andlisis mediante esta enzima de restriccion
representa menos del 3% de los sitios CpG que en realidad se encuentran en el satélite 2 [25].
A pesar de que el contenido de GC en el satélite 2 sea alrededor del 40%, la proporcion de
sitios CpG presentes son estadisticamente similares al valor esperado de C y G de las islas
CpG [27, 38]. El unico analisis de metilacion realizado en el satélite 2, usando modificacion
con bisulfito de sodio, comprueba la desaminacion de las citosinas desmetiladas a uracilos,
las cuales son detectados como timinas en la secuenciacién, mientras que las citosinas
metiladas se mantienen conservadas durante la reaccion. En este estudio se observo el patron
de metilacion en un repetido de 330 pb el cual representa al 75% de la citosinas CpG del
satélite 2. El resultado fue que entre el 62 y 87% de los sitios CpG estan metilados en cultivos
normales de linfoblastos y fibroblastos, mientras que en pacientes con el sindrome ICF solo
el 12% de los sitios CpG se mantenian metilados [27]. Esto resalta la posibilidad de que la
hipometilacion en el satélite 2 genera una descondesacion de la region de heterocromatina
pericentromérica preferencialmente de los cromosomas 1, 9 y 16, cromosomas donde se
encuentra de manera mas abundante la secuencia repetida del satélite 2. A su vez, se observo

una heterogeneidad en la composicion del satélite 2, donde la densidad de metilacion es



capaz de generar un patrén de variacion a lo largo de la secuencia repetida que también

podria ser una heterogeneidad entre las secuencias repetidas en los diferentes cromosomas.

El satelite 2, al igual que el cromosoma X inactivado y otras regiones heterocromaticas,
normalmente se replica tardiamente en ciclo celular. En células de pacientes con el sindrome
ICF, el tiempo de replicacion esta alterado y sucede mucho antes de lo esperado, lo cual
correlaciona con el nivel de hipometilacion del satélite 2. Esta replicacion temprana parece
ser una de las causas de la descondensacién de los cromosomas [27]. A su vez, se sabe que la
hipometilacion de los repetidos del satélite 2 correlaciona con las pérdidas y ganancias de
todo o una gran parte del brazo largo de los cromosomas 1y 16, y se ha sugerido como factor
relacionado con la progresion tumoral de varios tipos de cancer [63, 80]. Por lo que se
propone que la ejecucién de la senescencia por medio de la desmetilacion del DNA en células
normales puede jugar un papel importante en la prevencién de la génesis de tumores o de la

malignidad de los mismos debido a re-arreglos cromosomicos [71].

3.4- Satélite 3

El satélite 3 fue definido por la alteracion de numerosos pentameros de CCATT por la
secuencia CGGGT [62]. En este satélite la organizacion en tdndem de 5 pb a veces se ve
nublada por variaciones y la pérdida de periodicidad en una pequefia extension de bases, pero
a su vez dicha pérdida de periodicidad esta limitada a regiones discretas. Un ejemplo es una
secuencia de 49 pb que no pertenece a la organizacion del satélite 3, observada en la
secuencia de 1797 pb de largo de pHS36 [38], y dos inserciones de 60 pb truncadas de
elementos Alu, con una homologia del 86% identificada en la secuencia de 1366 pb de largo
de pTRS-47. Una fraccion menor de las variaciones en la secuencia del satélite 3 son
provocadas por deleciones de una base o por inserciones, pero dichas alteraciones de la
periodicidad de 5 pb no generan una distinta periodicidad dentro de los limites de la

secuencia disponible.

En la mayoria de la secuencias del satélite 3, la minoria de los pentdmeros son idénticos a los
de la secuencia consenso, que son permutaciones de CCATT, y la mayoria de los pentdmeros
son secuencias variantes como son CCAGT o CGATT o CCGTT. Algunas de estas
secuencias son frecuentes en una clona determinada y diferentes o ausentes en otras. Un

ejemplo de esto se encuentra en la clona pTRS-47 la cual consiste en un 31% de secuencias



CCACT, mientras esta secuencia de 5pb se encuentra sélo en 1% de los 3564 pb de la
secuencia de pHY10 y también se encuentra en un 7% en pKS36. Estas variantes
caracteristicas estan esparcidas a todo lo largo del satélite sin ningn patrén aparente en la
mayoria de las secuencias. A su vez grandes fluctuaciones en la frecuencia de estas
secuencias variantes y en su esparcimiento local a lo largo del satélite podrian Ilegar a sugerir
una subfamilia del satélite la cual podria ser reconocida incluso de una secuencia corta. En
contraste, en los estudios que se realizaron con anélisis de enzimas de restriccion mostraron
que la organizacion de orden mayor de una periodicidad de largo alcance (1 a 6kb) esta
superimpuesta a unidades pequefias en todos los satélites estudiados. Como ilustracion se
encuentra DYZ1, el cual posee un sitio de Haelll (GGCC) que se repite cada 3564 pb.
Entonces la alta dispersion regular de las secuencias variantes contrasta con el esparcimiento

local de las variantes.

Los pentameros que componen al satélite 3 poseen sitios CpG y estan ampliamente metilados
y por lo mismo son sujetos a una alta tasa de mutaciéon de C>T. Los pentameros que
contienen sitios CpG tanto en el satélite 2 como en el 3, son las partes mas variables del DNA
repetitivo, y son potencialmente Utiles para reconocer al satélite 3. Del 5 al 15% de los
pentdmeros contienen dinucledtidos CpG. Esta frecuencia se explica por la expansion del
satélite 3, o por la sobremetilacion en lineas germinales, o bien por mutaciones especificas a
favor de la ocurrencia de dinucledtidos CpG. Al ser metilados se espera que sucedan las
transiciones tipicas que darian cambios expresados como TG o CA, como TGATT o
CAATT, pero dichas mutaciones no son frecuentes en el satélite 3. Por lo que, 15y 22 de
cada 713 pentdmeros son TGATT y CAATT respectivamente.

En diferentes fragmentos del satélite 3 se encuentra una distribucion no aleatoria de
secuencias que contienen CG. En el caso del cromosoma 14 las secuencias especificas de
satélite 3 contienen ocho CGGGT y un CGAGT, mientras en el cromosoma Y en pHY10
(DYZ1) no contiene ningin CGGGT pero posee 15 CGAGT [57] . Estudios de
desmetilacion en células senescentes de lineas de fibroblastos embrionarios humanos (TI1G-
9), observaron que el 70% de los residuos de 5-metilcitosina en el satélite 3 eran perdidos, en
contraste con el satélite 2 que se comportaba muy parecido al genoma total. Por lo que la
desmetilacion en secuencias del satélite 3 tiene una tasa mayor en comparacion al genoma
total y al satélite 2 a pesar de que la desmetilacion del DNA ocurra en varias regiones del

DNA durante los pasajes celulares [71].



El satélite 3 tiene una caracteristica distintiva, es el sitio donde ocurren principalmente las
translocaciones de tipo robertsonianas en seres humanos, la hipotesis es que el hecho de que
son ricos en G, promueven la recombinacion cromosomica por la formacion de estructuras
tetraplex. Este hallazgo fue localizado en el brazo corto de los cromosomas acrocéntricos

distales a los satélites alfa y proximales al satélite beta del DNA [22].

4. 5-azacitidina

4.1- Historia y funcion

La 5 azacitidina (5-azaC) es un inhibidor de la metilacion del DNA, que fue aprobado por la
FDA para el tratamiento de sindromes mielodisplésicos en mayo del 2004. Esta droga es un
nucledsido analogo de la citosina que induce la desmetilacion del DNA por medio de la
inhibicion de las Dnmts [12, 42]. La 5-azaC también es un agente clastogénico debido a su
incorporacion al DNA vy a la interferencia con la topoisomerasa Il. Es un analogo de la

citosina que posee un atomo de nitrégeno en la posicion 5 en vez de un grupo metilo.

Originalmente la 5-azaC fue desarrollada como un agente citotdxico. Con el advenimiento de
la epigenética y el descubrimiento de que era un agente hipometilante, se vio la utilidad de la
5-azaC en el tratamiento de canceres en donde genes supresores de tumores se encuentran
inactivos por la hipermetilacion de sus regiones promotoras. Hoy en dia la 5-azaC es usada en
el tratamiento de leucemia aguda mieloide y sindromes mielodisplasicos, y se estan llevando
a acabo los estudios fase | y fase Il en diferentes canceres, que incluyen al cancer colorectal,

de cabeza y cuello, carcinomas renales y melanomas malignos [42].

La 5-azaC y su analogo 5 azadeoxicitidina (5-azadC) son inhibidores de las Dnmts. Esto se
explica por la quimica del proceso de metilacion del DNA, recordemos que al llevarse a cabo
la union covalente entre el residuo de citosina y la Dnmt por medio de un ataque nucleofilico
del tiolato de la cisteina en el carbono 6 del anillo de la citosina y termina con la remocion de
un hidrogeno del carbono 5. Cuando la 5-azaC y la 5-azadC remplazan a la citosina en del
DNA, el carbono 6 de la citosina reacciona con el tiolato de cisteina de la enzima y forma un

aducto 5,6-dihidropirimidina, la enzima permanece unida covalentemente bajo condiciones



fisiologicas y no puede ser liberada del residuo 5-azadC, teniendo como consecuencia la
disminucién de la concentracion de Dnmts funcionales en la célula. El resultado de este

fendmeno es la disminucion en la metilacion gendmica [42].

Anteriormente se pensaba que el efecto citotoxico de la 5-azaC y la 5-azadC se debia a su
intercalamiento en el DNA reemplazando a la citosina y generando la desmetilacién de genes.
Pero una vez que se tuvo bien establecida la quimica de la reaccion de metilacion se vio que
el efecto citotoxico dependia principalmente de la unidn covalente e irreversible de la droga
con el DNA. Esto fue demostrado en células de ratones en los cuales se compararon células
silvestres contra células heterocigotas y homocigotas en una mutacion de las Dnmts,
encontrandose que en aquellas células mutadas habia una resistencia a la 5-azadC a dosis
mucho mayores que en las normales [42]. Esto también se comprob6 en ratones con las
mismas mutaciones. Un hallazgo interesante es que en aquellos ratones heterocigotos, que
tenian dos veces menos Dnmt que la concentracion normal, tenian pocas consecuencias
bioldgicas y vivian méas de 2 afios a pesar del tratamiento con 5-azadC en su gestacion. Por lo
que el nivel de Dnmt en vez de ser una alteracion indefinida, es la principal determinante de
la toxicidad. La importancia de esto reside en que es un predictor del efecto del tratamiento
con 5-azaC y 5-azadC en tumores malignos, donde aquellos canceres que sobreexpresen la
Dnmt son mas sensibles al tratamiento, y aquellos tumores con variantes que expresen menos

Dnmits seran mas resistentes al tratamiento [42].

Ambos medicamentos llevan a un acortamiento en el tiempo de vida de las células en cultivo
[13, 33], y a su vez generan la senescencia prematura seguida de la reduccion de niveles de
metilacion normal, esto fue observado en fibroblastos humanos [83]. Dicha senescencia
prematura no fue observada en cultivos de fibroblastos deficientes de p21, lo que sugiere que
esto puede ocurrir por una activacion del punto de monitoreo en respuesta al dafio en el DNA
0 por lesiones causadas por el efecto desmetilante de la 5-azaC, en vez de ser por una

activacion transcripcional de genes particulares por la desmetilacion del DNA.

Se ha observado que la 5-azaC promueve la fragmentacion y elongacién de cromosomas [48].
A su vez, es bien conocido que una pequefia dosis de 5-azaC y de 5-azadC, inhibe la
condensacion de la heterocromatina constitutiva en células humanas, especialmente en la
region pericentromérica de los cromosomas 1, 9, 16 y en el brazo largo del cromosoma Y en

linfocitos humanos [23, 24]. A su vez se demostro que el tratamiento con 5-aza-C en cultivos



de linfocitos genera que estos cromosomas sean excluidos preferencialmente del nucleo
generando micronucleos [23]. Es en estos cromosomas donde se encuentra principalmente y
con mayor abundancia las repeticiones de los satélites clasicos 2 y 3 [27, 38,72]. También es
en esta region donde se ve predominantemente la tincion con un anticuerpo especifico de 5-
metilcitosina en metafases de humanos [49]. De la misma manera el tratamiento de lineas
celulares embrionarias y de leucocitos con diferentes dosis de 5-azaC indic6 que a altas
concentraciones las aberraciones cromosémicas y rearreglos, en especial en los cromosomas
1y 16, eran mas frecuentes, y que incluso en concentraciones citotdxicas minimas de 5-azaC
y de 5-azadC se inducian formaciones inusuales de rearreglos cromomicos en las regiones
pericentroméricas, principalmente anormalidades numéricas asi como rearreglos entre los
cromosomas 1, 9, y 16 [78]. Estas anormalidades en el cromosoma 1 han sido reportadas en

cancer de mamay en el tumor de Wilms, asi como en otros tipos de cancer [5, 40].

4.2- Metabolismo de la 5-azacitidina

El cambio de un carbono por un nitrégeno de la posicién 5 del anillo heterociclico de la
citidina resulta en una marcada inestabilidad quimica. El producto de la apertura del anillo,
N-formilamidinribofuranosil guabilurea, puede ser reciclado aunque también es susceptible a
descomposicion [47] . Este mecanismo de accion no sélo juega un papel en el mecanismo de
accion sino también es un problema en el uso clinico de la 5-azaC. La 5-azaC puede ser
desaminada por la citindesaminasa hacia 5-azauridina (5-azau), la cual es un compuesto
menos toxico. Si esta desaminacion es inhibida por la tetrahidrouridina, la toxicidad de la 5-

azaC aumenta [50].

La 5-azaC entra a las células de mamiferos por medio de un mecanismo de transporte de
nucledsidos el cual es compartido con otros nucledsidos. El paso inicial en su activacion es la

conversion de 5-azaC monofosfato (5-azamp) por la uridina-citidina cinasa [45]. Una vez en



estado de 5-azamp, es fosforilada hacia 5-azaC di y trifosfatada por las cinasas CMP-UMP-
dCMP vy la cinasa nucledsido difosfato, respectivamente. 5-azaC-trifosfato es durante varias
horas el metabolito dominante en las células tratadas con 5-azaC, y es posible que sea
incorporado en el RNA, pero no esta definido como sucede esta incorporacion. 5-azaC-
difosfato es reducido por la reductasa ribonucleotidica a un dioxinucleétido difosfato (5-
azadC), este difostafo es fosforilado por la cinasa nucledsido-difosfato hacia 5-azadC
trifosfato (5-azadCTP), el cual a su vez es incorporado eficientemente al DNA por medio de
la DNA polimerasa o y fp [Figura 4] [50, 58]; Cancer Hot drugs;

www.nature.com/reviews/drugdisc.).

Figura 4- Representacion esquematica de la via metabdlica de la 5-azacitidina.



Justificacion

La heterocromatina pericentromérica es un componente de los cromosomas que parece ser
esencial para la segregacion adecuada de éstos asi como para el mantenimiento de la
estabilidad del genoma. Algunas enfermedades en seres humanos se han relacionado con
alteraciones en la heterocromatina pericentromérica, entre ellas el sindrome ICF,
caracterizado por la presencia de inestabilidad cromosomica y por defectos en la formacion
del centromero. Los patrones de metilacion del DNA de los satélites 2 y 3 que se encuentran
dentro de las regiones pericentroméricas estan altamente metilados en condiciones normales,
y no se sabe cudl es el papel de estos patrones de metilacion en el mantenimiento de la
estabilidad de estas regiones. Hasta la fecha no se ha estudiado el efecto en el patron de
metilacién de esta region por una técnica tan especifica para su observacion como es la

secuenciacion seguida de la reaccion de bisulfito.

Hipotesis

El tratamiento con 5-azaC alterara el patron de metilacion de los sitios CpG del satélite 2 de

las regiones pericentroméricas de manera proporcional a la duracion del tratamiento.

Objetivo general

Evaluar si existe un efecto en el patrén de metilacion del satélite 2 con respecto al tratamiento
con 5-azaC.

Objetivos Especificos:
1. Evaluar el efecto de la 5-azaC en la metilacion con respecto al tiempo de tratamiento.

2. Evaluar si existe un patrén especifico de metilacion CpG y no-CpG en esta region y

su correlacion con los tiempos de tratamiento



Material y métodos

Cultivo de linfocitos y tratamiento

Se realizd el cultivo de linfocitos humanos de sangre periférica completa tomada de dos
individuos sanos utilizando el medio RPMI 1640 suplementado con 1% de aminoacidos no
esenciales (Gibco), 1% de L-Glutamina (Sigma). Las células se cultivaron durante tres
periodos de estudio: 24, 48 y 72 h de exposicion a 5-azaC (10 pM) con sus respectivos

controles; se incubaron a 37°C en una atmosfera de 5% de CO, (anexo 2.1).

Aislamiento del DNA y estudio de la metilacion mediante la técnica de bisulfito de sodio

Una vez trascurrido el periodo de tratamiento de cada cultivo se aislaron los linfocitos del
medio y se extrajo el DNA utilizando un método convencional con proteinasa K, alcohol
isoamilico y fenol cloroformo (anexo2.11). Una vez extraido el DNA, se realizé la reaccion de
bisulfito con el fin de obtener el patron de metilacion en los periodos de tratamiento y sus
controles, asi como en una muestra de 5 ml de sangre que se tomd de los dos individuos para

obtener el patron normal de metilacion in vivo, a este le llamamos periodo 0 h.

La reaccion de bisulfito permite observar cada una de las citosinas tanto CpG como no-CpG
mediante una secuenciacion de la region de interés, donde aquellas citosinas que se
encuentran desmetiladas son convertidas por medio de una desaminacion a uracilos y seran
detectadas en la secuenciacion como timinas [17, 53]. A diferencia de las técnicas
convencionales de enzimas de restriccion sensibles a sitios metilados CpG, en donde, estas
citosinas no pueden ser observadas en su totalidad, ya que las enzimas sélo toman aquellas
citosinas que posean una secuencia especifica reconocida por la enzima. En el caso del
satélite 2 es sabido que por medio de enzimas de restriccion solo se observa

aproximadamente el 5% de los sitios CpG [38].

La reaccion con bisulfito comenzé con una digestién del DNA gendmico total con la enzima
BamH1; se digirieron de 2 a 4 ug de DNA con una unidad de la enzima. Una vez digerido, se
precipitd el DNA con NaOAc 2 M y etanol al 100 y 70%. Se realizé la reaccion de bisulfito
de sodio con las recomendaciones para secuencias con los altos niveles de CG y para las

regiones altamente compactas de heterocromatina [74] (anexo2.111).



Una vez realizada la reaccion de bisulfito, se amplificd un fragmento del satélite 2 de 400 pb
con primers modificados especialmente para esta técnica [27]. Los primers modificados para
bisulfito son degenerados, es decir, poseen variaciones en la secuencias representadas por la
letra R, lo que implica que en esa posicion puede haber G 0 A. En el caso de primer sat2biup-
2r hay dos “R” por lo que existen cuatro diferentes primers en esos oligos correspondiendo a

las permutaciones posibles que existen en la secuencia.

En total se emplearon tres juegos de primers:

Primer juego

Sat2-384U 5’- ATGGAAATGAAAGGGGTCATCATCT-3’
Sat2-781L 5’- ATTCGAGTCCATTCGATGATTCCAT-3’

Los cuales amplifican el DNA satélite 2 no modificado.

Segundo juego

Sat2-biup-1f, 5’- TTGAATGGAAATGAAAGGGGTTATTA-3’

Sat2biup-2r, 5’-C[R]JAATCCATTC[R]JATAATTCCATTCC-3’

Los cuales amplifican DNA satélite modificado con bisulfito en una region muy similar

de 400 pb y que confirma una conversion exitosa.

Tercer juego

sat2biup-3f, 5 TGGAAATGAAAGGGGTTATTATTTA- 3’

sat2biup-4r, 5-AATTCCATTCCATTCCATTC[R]ATA-3’

Estos primers amplifican el producto previo de una manera mas especifica 382 pb.

El ciclaje de los primers fue el siguiente:

Primer 386u-781L

Primer 1F 2r Primer 3f-4r
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Las muestras amplificadas se corrieron en geles de agarosa al 2.5%, junto con un marcador
de 100 pb. Los geles se tifieron con bromuro de etidio, y se fotografiaron con luz UV en el
fotoiluminador UVP-Biolmaging controller, Hammamatsu camera, y fueron visualizados con
el programa Labworks 4.5. Después de la amplificacion con la primera ronda de primers
degenerados biup 1f y 2r, fue necesario purificar el producto de la reaccion para eliminar la
presencia de estos oligos en la amplificacién con los primers anidados biup 3f y 4r. La
purificacion fue realizada con el kit de purificacion de PCR QIAquick de QIAGEN,

siguiendo las instrucciones de la compafiia fabricante (anexo2.1V).

Ligacién y transformacion

La ligacion se realizdé tomando el resultado de la amplificacion con los primers anidados
biup3f y 3r. Se uso el kit InsTAclone PCR Cloning (Fermentas), segun las especificaciones
del fabricante. La transformacion se realiz6 en las bacterias DH5a tomando una cepa
congelada que se tenia en el laboratorio. Estas se hicieron quimicamente competentes con el
método de CaCl, 100 mM/Tris 10mM, a pH 7.5. La transformacion se realizo siguiendo las
instrucciones del kit InsTAclone PCR Cloning (Fermentas), con la tnica modificacion del uso
de 2 ml de medio SOC en vez de 1 ml como plantea el fabricante. Una vez transformadas, las
bacterias se cultivaron en cajas de petri con 20 ml de medio LB solido que contenia 50 pg/ml
de ampicilina, durante una noche (12 a 14 h) a 37°C. Solo aquellas bacterias que habian sido
eficientemente transformadas sobrevivieron en el cultivo y desarrollaron colonias. Ya
crecidas las colonias, se seleccionaron con un asa bacteriol6gica 36 colonias y se resembraron
en placas con 20 ml de medio LB solido que contenia 50 pg/ml de ampicilina, durante 12 a
14 h a 37°C. Despues se tomaron las colonias seleccionadas y se cultivaron en tubos de
ensayo de 15 ml que contenian 4 ml de medio LB con 50 pg/ml de ampicilina y se incubaron
en un agitador a 37°C (Shaker Bath de Orbit) 12 a 14 h (anex02.V).
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Figura 5. Mapa del vector pTZ57R/t

A las bacterias transformadas y crecidas en medio liquido, se les realiz6 una extraccion de
plasmidos usando el kit QlAprep spin miniprep (QIAGEN) segun las instrucciones de la

compaiiia.

De los plasmidos extraidos se tomaron 300 ng de DNA y se digirieron con las enzimas
Hindlll y EcoR1 en el buffer React 2 durante mas de 4 h con el fin de buscar las clonas que
poseian los fragmentos de 400 pb de satélite 2 que necesitabamos. Por cada periodo de
tratamiento se cultivaron y extrajeron 30 clonas de bacterias transformadas, con el fin de

obtener al menos 6 clonas con el fragmento de 400 pb (anexo02.V).

Secuenciacion

Después de que las clonas fueron seleccionadas, se realizo la secuenciacion de las muestras.
Esta fue realizada utilizando el secuenciador ABI PRISM 3100 (PE BIOSYSTEMS) y se uso
Big Dye™ TERMINATOR V3.1 CYCLE SEQUENCING KIT”. La secuenciacion se realizé
mediante el primer -20 M13, 5.1 pmoles por reaccion. Usando de 250 a 350 ng de DNA y 4
pl de Big Dye por muestra. EI PCR se calculo para un volumen de 10 a 20 pl, dichas
concentraciones estan disefiadas segun las recomendaciones del fabricante para secuencias
con altos indices de GC’s. El ciclaje de la secuenciacion fue el siguiente (anexo2.V1):
97°C---Tmin 1 ciclo

97°C---30 segundos

50°C---15 segundos 50 ciclos

60°C---4 minutos

4°C



Analisis de las secuencias

El producto obtenido fue purificado utilizando columnas de sephadex G-50 fine o utilizando
acetato de sodio y etanol. El andlisis de los cromatogramas obtenidos por la secuenciacion se
realizo utilizando los programas Chromas pro 2.0 y el programa Bioedit (anexo 2.VII). Las
secuencias fueron alienadas y comparadas con la secuencia del satélite 2 publicada en el
proyecto genoma humano (obteniéndola por medio del genome browser de NCBI) y
analizadas utilizando Office Word 2007 comparando base por base la secuencia consenso del
genome browser con los cormatograma de cada clona, donde aquellas secuencias que no
tuvieran una similitud casi idéntica al la del genoma humano eran descartadas. El patron de
las secuencias se realizé haciendo una matriz de 1 y 0 en Office Excel 2007, donde 1
representa citosinas desmetiladas y 0 representa citosinas metiladas. Se analizaron 104 clonas

en total.

El andlisis estadistico de los resultados fue hecho utilizando la prueba no paramétrica Mann-

Whitney con ayuda del software estadistico Minitab™ (anexo 2, VIII).



Resultados

Reaccion de bisulfito y secuenciacion

Con el fin de determinar el efecto del tratamiento con 5-azaC a una dosis 10 uM en el satélite
2 de linfocitos humanos, las células se expusieron durante tres periodos diferentes: 24, 48 y
72 h. Los cultivos fueron cosechados al término del tratamiento y el DNA fue extraido para
evaluar la metilacion del satélite 2 mediante la reaccion de bisulfito de sodio. Se emple6 el
procedimiento propuesto por Hassan et al (2001) para observar un fragmento de 400 pb del
satélite 2, el cual posee 20 sitios CpG que es un numero representativo de la estructura de los

pentameros que conforman el satélite 2.

La primera ronda de primers, los primers modificados sat2biup 1f y 2r segun el reporte de
Hassan et al., (2001) amplificaba un fragmento Unico, no obstante, nosotros obteniamos un
bandeo diferencial donde ademas de la banda correspondiente a 400 pb se observaron bandas

de 200 pb y superiores a 400 pb (Figura 7).

100pb
—

Figura 7. Amplificaciéon de primers sat2biup 1f y 2r, geles de agarosa al 2.5%, muestran
amplificaciones con los primers modificados sat2biup 1f y 2r. (=) Marcan el peso molecular
de 400pb; (---->) marcan los dimeros formados por los primer; 1, 2 y 3 son las muestras de

los tres periodos con un el ind1y a, b'y ¢ son con el ind2.

Ese bandeo se intentd evitar aumentando la temperatura de alineamiento del PCR en muestras

que no contenian DNA, sin embargo, al menos tres bandas eran siempre amplificadas en el



caso de sat2biup 1f y 2r, mientras el dimero que forman sat2biup 3f y 4r era removido a
mayor temperatura (Figura 8). A su vez se buscé estandarizar la temperatura que evitaba la

formacion del bandeo en las muestras amplificadas por sat2biup 1fy 2r (Figura 9).
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Figura 8- amplificacién con muestras sin DNA, Gel de agarosa 2.5%, muestra las pruebas de
temperatura de alineamiento de los dos juegos de primer modificados, 60°C a 63°C en el caso
de sat2biup 1f-2r y de 63°C a 65°C en el caso de sat2biup 3f-4r. Las flechas rojas muestran
los dimeros. Ninguna muestra contenia DNA para la amplificacion.
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Figura 9- Amplificacién de estandarizacion con sat2biup 1f-2r Gel de agarosa 2.5%, muestra
las pruebas de temperatura de alineamiento, 60°C a 62°C y 64°C, donde 1) PCR utilizando
3mM de MgCI por muestra y 2) PCR utilizando 2.5mM de MgCl por muestra. En el caso de



sat2biup 1f-2r se vio que la mejor amplificacion esta entre 62 y 64°C. Las flechas rojas
muestran el peso de 400pb; A y B eran las muestras de DNA de diferentes individuos; C, es

el control de cada amplificacion.

Dichas bandas que surgian en el control negativo parecian ser dimeros provocados por la
estructura de los primers degenerados. Después de la amplificacién con sat2biup 1f y 2r se
purificaron las muestras para eliminar la presencia de esos oligos para la amplificacién con
los primers anidados sat2biup 3f y 4r, el objetivo fue amplificar de manera mas especifica el

fragmento de 400 pb, produciendo un fragmento de 380 pb aproximadamente (Figura 10).
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Figura 10- Amplificacion con sat2biup 3f-4r ,gel de agarosa al 2.5%, muestran la
amplificacion de cada uno de los periodos de estudio en los dos individuos con su repeticion;
1,23,7,89 son del ind 1 y 45,6,10,11y12 del ind2; ctr, es el carril control de la

amplificacion; las flechas rojas marcan el peso de 400 pb.

A pesar de ser primers anidados que segun la publicacion de Hassan et al (2001), deberian de
amplificar Unicamente el fragmento de 400pb, se seguian obteniendo varias bandas de
diferentes pesos moleculares. Se intentd cortar la banda del 400 pb del gel de agarosa, para

asi tener s6lo el fragmento deseado para la ligacion con el plasmido pTZ53R/T del kit



INTaclone, pero nunca se logrd obtener una buena purificacion de la banda y cuando se
intento realizar la ligacion esta mostraba una eficiencia menor a 20 clonas aln concentrando
las bacterias. Por lo que se realizé una ligacion directa del producto de la amplificacion con
los primers Sat2biup 3f y 4r. Esta ligacion siempre fue exitosa con una dilucion 1:1000 para
asi poder seleccionar las clonas y ser cultivadas en un medio con 50 pg/ml de ampicilina y
finalmente realizar la extraccion de los plasmidos. Una vez que se extrajeron los plasmidos,
las muestras de cada clona fueron digeridas con las enzimas Hindlll y EcoR1, con el fin de
separar el fragmento de 400 pb del plasmido ptz53R/T. Debido a todos los diferentes
fragmentos que amplificaban los primers de las 30 clonas extraidas por cada periodo del

tratamiento y sus respectivos controles, sélo el 22% de las muestras tuvieron el fragmento

deseado para nuestro estudio. (Figura 11).

Figura 11- Digestion de clonas, gel de agarosa al 2.5%. Diferentes fragmentos obtenidos
después de la digestion con una unidad de Hindlll y EcoR1; en paréntesis se encuentran las

diferentes clonas digeridas; las flechas rojas marcan el peso de 400 pb.
Una vez identificadas las clonas con el fragmento de interés, estas fueron secuenciadas como
se explico en la metodologia y se analizaron con el programa Chromas pro 2.0 y Bioedit

(Figura 12 y 13).
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Figura 12. Cromatogramas de una parte de la secuencia del satélite 2. A) Muestra la
diferencia entre una secuencia metiladas tanto en citosinas CpG como en no-CpG
(cromatograma superior) y una secuencia desmetiladas por el tratamiento (inferior); B) otra
parte de la secuencia del satélite dos donde se comparan secuencias metiladas tanto en
citosinas CpG como en no-CpG (cromatograma de superior) y una secuencia desmetilada por
el tratamiento (inferior). Las flechas negras marcan las citosinas no-CpG y las rojas las
citosinas no-CpG desmetiladas, las flechas azules marcan a las citosinas CpG.

A) Secuencia del satélite 2 (380pb) reportada en base de datos de Santa Cruz

TGAAATGAAAGGGGTEBATEATEATAATGGAATCGEATGGAATEATEATEAAATGGAAT

CGAATGGAATEBATEBATEAAATGGAAATETATGGAATEBATTGAAGBAGAATTGAATGGAA

TCGTEATCGAATGAATTGAATGEBAATEBATCGAATGGTCTCGAATGGAATEBATEBTTETAAT

GGAAAGGAATGGAATEBATCGEBATAGAATCGAATGGAATTATEATCGAATGGAATCGAAT

GGTATEAABBEBAAACGGAAAAAAACGGAATTATCGAATGGAATCGAGAGAATETTEGA

ﬂie GAATGGAATEBATETAATGGAATGGAATGGAATAATEEACGGABTCGAATG
TBATECATCGAATGGAATGGAATGGAA

B) Secuencia del satélite 2 (380pb) modificada por bisulfito

TGGAAATGAAAGGGGTIHATHATETAATGGAATCGEATGGAATIHATEATEAAATGGAAT
CGAATGGATHATEATEGAATGGAATIETAATGGAATEATTGAATRAGAATTGAATGGAATC
GTHATCGAATGAATTGAATGEATEGTCGAATGGTTTCGAATGGAATIRATITTIITAATGGA
AAGGAATGGAATIATIGIATAGAATCGAATGGAATTATEATCGAATGGAATCGAATGGT
ATHAA AAACGGAGAAAAAACGGAATTATCGAATGGAATCGAAGAGAATIRTTCGA
ACGGATTCGAATGGAATIHATIITAATGGAATGGAATGGGATAATIRIATGGATTCGAATGH
AATEATIIATCGAATGGAATGGAATGGAATAA

Figura 13. Secuencia de 380 pb del satélite 2. A) secuencia del satélite 2 reporta de en la
base de datos de Santa Cruz. B) secuencia del satélite 2 modificada por bisulfito al 100% que
se encontrd a las 48hT del ind 2. En gris se marcan las citosinas no-CpG y en amarillo las
citosinas CpG, en rojo se marcan las secuencias clave para identificar el fragmento.

2.- Efecto del tratamiento con 5-azaC en la metilacion de la region pericentromérica



El nimero de citosinas desmetiladas observadas en las células no tratadas se mantuvo entre 2
y 4, en sitios CpG, y entre 7 y 9 en sitios no-CpG, independientemente del tiempo de cultivo.
Los resultados mostraron una diferencia en la desmetilacion inducida por la 5-azaC en
citosinas de sitios CpG y no-CpG. La 5-azaC produjo una desmetilacion significativa en
sitios CpG sélo después de 72 h mientras que este compuesto indujo una desmetilacion

importante en las citosinas de sitios no-CpG desde el inicio del tratamiento (Figura 14).

Efecto del tratamiento con SazaC vs controles en citosinas CpG Efecto del tratami ento con 5-azaC en dtosinas no-CpG
10 40
|
9.
H
g a 2 0
4 =
i g
g 6 3
@ n
§ ° 3
B B * |
E 4 X
2 = 3
£ | ] 1ol g [T =
= o =
il B EE
oh 24h MhT Agh 48T 72h THT oh 24h 244 T 48h a8h T T2 h THT

Figura 14. Efecto del tratamiento con 5-azaC 10 uM en los sitios CpG del satélite 2
(derecha) y no-CpG (izquierda). Los asteriscos significan datos que estan muy alejados del

resto de los datos de esa poblacidn, la T significa muestras tratadas con 5-azaC.

Al comparar las medianas del total de citosinas desmetiladas en los diferentes tiempos de
tratamiento con sus respectivos controles se encontraron diferencias significativas (Tabla 1, y
Figura 15). A las 24 h de tratamiento la mediana de citosinas no-CpG desmetiladas fue de 16
(p= 0.008), a las 48 h la mediana fue de 24 (p=0.0001) y a las 72 h la mediana fue de 29
(p=0.001). La unica diferencia significativa encontrada en la desmetilacion de citosinas no-
CpG entre los diferentes periodos de tratamiento fue entre las 24 y las 48 de tratamiento con
5-azaC (p=0.03).

Tabla 1. Efecto del tratamiento con 5-azaC en la metilacion del satélite 2 de sitios no-CpG
(izquierda) y CpG (derecha), en amarillo se encuentran la comparacion de medianas que

resulto estadisticamente significativa con la prueba Mann-Whitney.
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Figura 15. Gréfica de medianas que muestra el efecto del tratamiento con 5-aza 10 uM en

sitios CpG (arriba) y no-CpG (abajo).



3.- Cambios en el patron de metilacion inducidos por 5-azaC

Con el fin de observar si existia un patron de metilacion especifico del satélite 2 en linfocitos
humanos cultivados y si el efecto del tratamiento con 5-azaC inducia una desmetilacion
especifica en ciertos sitios, se organizé una matriz donde se analiz6 citosina por citosina de la
secuencia amplificada. Se consider6 como un patron sélo cuando la citosina involucrada
cambiara por timina en mas del 50% de las clonas secuenciadas por cada periodo de
tratamiento. Los resultados mostraron que en los sitios CpG la citosina 18 se encuentra
desmetilada incluso en los cultivos no tratados, y que no hubo un efecto significativo en el

patron de metilacion con el tratamiento con 5-azaC en las citosinas CpG (Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Patron de metilacion y efecto del cultivo y del tratamiento con 5-azaC 10 uM en
las citosinas CpG, en verde se muestran las citosinas desmetiladas en la poblacion de estudio
de manera natural; en azul las citosina desmetiladas de manera aleatoria por el tratamiento
con 5-azaC.
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Figura 17. Representacion esquematica del patrén de metilacion CpG in vivo (grafica
superior izquierda), en periodos controles (grafica superior derecha), y en los periodos de

tratamiento con 5 azaC 10 uM (inferior izquierda).

En contraste, las citosinas no-CpG mostraron un patron de desmetilacion mas constante,

pudiendo distinguirse cuatro grupos (Figuras 18 y 19):

1) Las citosinas no-CpG que se encuentran desmetiladas desde el inicio del cultivo (0 h)
hasta las 72 h en cultivos tratados y no tratados, que son las citosinas 1, 2, 3y 38;

2) Las citosinas no-CpG que se desmetilan Gnicamente con el tratamiento con 5-azaC, que
son las citosinas 4, 5, 6, 18, 19, 20, 21,y 23 a 32;

3) Aquellas citosinas no-CpG que se desmetilan por efecto del cultivo celular, que son las

citosinas 33 a 37;y



4) Citosinas no-CpG que se desmetilan sélo en alguno de los periodos de cultivo o

tratamiento, coincidiendo sélo la citosina 13 en las 24 h del control y del tratado.

=g |C1c2]| 3] ca] ] o8| 7| | @ jadoiadadadadasadasiadosaiocsodososadoiodaiaciciadasadarcs)

Oh o. oo ojozo|o|o 0201 0 o1 0 30302020,
24h olaip o opEo o(o(alo]o

4%h orodZelolojoplo/opnoioioloioiokAololol. 410.10.50.60.30.50.
72h olo. opsioinjolojojo/njodojozo 050505040
24hT 0303 oo 0 0.90.80.90.7/0.
48hT 0.60.6070.80
72hT 0303 0.60.60.70.80.

Figura 18. Patron de metilacion obtenido por la agrupacion de resultados de ambos

individuos, en verde: patron de citosinas no metiladas en ningun periodo del estudio;

amarillo: citosinas no-CpG que se desmetilan por senescencia in vitro; Rojo: citosinas no-

CpG desmetiladas unicamente por el efecto de la 5-azaC; azul: citosinas desmetiladas en solo

uno de los periodos de estudio.
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Efecto del tratamiento con 5-azaC en el patron de
metilacion
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Figura 19. Representacion esquematica del patron de metilacion en el periodo de Oh, en los
periodos controles y en los periodos de tratamiento con 5-azaC 10 uM de las citosinas no-
CpG.

Se observd que en su mayoria las citosinas no-CpG eran del dinucledtido CpA (65.8%),
seguidas por dinucledtidos CpT (21.0%) y por el dinucledtido CpC (13.1%). A su vez, la
mayoria de las citosinas no-CpG desmetiladas por el tratamiento con 5-azaC correspondieron
al dinucledtido CpA 'y CpC (Tabla 2).

Tabla 2. Dinucleétidos no-CpG, y su posicion.

#de % de
Dinucleétidos | citosinas | citosinas Posicion de los diferentes dinucleétidos en el fragmento de 400pb

1,2,45,6,7,8,9,10,12,13,14,15,16,18,21,22,23,24,31,34,36,37,3

CpA 25 658 8
CpT 8 21.0  3,11,17,19,20,28,32,35
CpC 5 132 [25,26,29,30,33

Es importante hacer notar que se encontraron algunas diferencias en los patrones de
metilacion observados en las células de ambos individuos. Solo a las 72 h de tratamiento, las
citosinas 1 y 12 se encontraron desmetiladas en mas del 50% de las clonas del individuo 1
(Figura 20, arriba). Mientras en el individuo dos se observé que desde las 24 h de cultivo, sin
tratamiento, se desmetilaron las citosinas 6 y 19 en mas del 50% de las clonas, y a las 48 h se

desmetil6 preferencialmente la citosina 17. El tratamiento a las 24 h mostrd6 una




desmetilacion preferencial en la citosina 12 y 17, las cuales también se desmetilaron a las 72

h de tratamiento junto con las citosinas 13y 16 (Figura 20 abajo).

En cuanto al patrén de metilacion de los sitios no-CpG, fue claro que las citosinas 1, 2, 3y 38
no se encuentran metiladas in vivo en ambos individuos. En el ind 1 las citosinas 17 y 29 no
se encuentran metiladas a las 0 h, no obstante que se detectaron metiladas en el 100% de las
clonas en los deméas tiempos de cultivo. El tratamiento produjo resultados similares entre

ambos individuos (Figura 21).
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Figura 20. Patron de metilacion y efecto del cultivo y del tratamiento con 5-azaC 10 uM en

los individuos 1 (matriz de arriba) y del individuo 2 (matriz de abajo) en sitios CpG.
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Figura 21. Patron de metilacion y efecto del cultivo y del tratamiento con 5-azaC 10 uM en
los individuos 1 (matriz de arriba) y del individuo 2 (matriz de abajo) en las citosinas no-
CpG.



Las pocas diferencias estadisticamente significativas entre ambos individuos se encuentran en
el control de 24 h (p= 0.02) y en el tratamiento a las 24 h (p= 0.048) en el caso de los sitios
CpG, mientras en las citosinas no-CpG las diferencias se vieron a las 0 h (p=0.008) y en el
control de 24 h (0.015) (Tabla 3).

Prueba Mann whitney en CpG P con 95% de confianza Prueba Mann whitney en no CpG [P con 95% de confianza
Cp6 Oh Indl w5 Dh ind 2 0.2039 no CpG Oh ind1 vs Ohind 2 0.0079
CpG 24himdl vs 24hind 2 0.0193 no CpG 24hind1 vs 24h ind 2 0.015
CpG 48h indl vs 48hind 2 0.7047 no Cp6 48h Indl vs 48h Ind 2 1
CpG 7Zh indll ws 72h indi2 0.3357 no CpG 72h indll ws 72h ind2 1
CpG24hTindl vs 24hT ind 2 0.0482 noCpG 22h T indl us 24hT ind 2 0075
Cp6A3h T indl ws 48h Tind?2 0.2072 na Cp6 48h T ind1 ws 48h Tind2 0.0801
CpG72h T indl ws 72h T inel2 0.4733 na Cp6 72h T ind1 us 720 Tinad2 0.5369

Tabla 3. Comparacion de los resultados del individuo 1 vs el individuo 2 en los sitios CpG
(izquierda) y no-CpG (derecha), en amarillo se encuentran la comparacion de medianas que
resulto estadisticamente significativa con la prueba Mann-Whtiney.

Discusion

La metilacion del DNA es un evento epigenético clave para la regulacion de la expresion
génica, la compactacion de heterocromatina, y la estabilidad de la misma [4, 18, 29, 51, 55].
L os satélites son unidades repetitivas que conforman una gran parte de la heterocromatina
centromérica y pericentromérica. Los satélites clasicos 2 y 3 son dos de los componentes mas
abundantes de la heterocromatina pericentromérica, y se ha sugerido que participan de
manera importante en la estabilidad de las regiones pericentroméricas, siendo importante su
conservacion para la estabilidad de la estructura del cinetocoro. Estos satélites estan
fuertemente metilados; se sabe que cuando ocurren errores en la metilacion de éstos se
presentan fenomenos de descondensacion de cromosomas donde las secuencias repetidas del
satélite 2 y 3 son abundantes, como los cromosomas 1, 9, 16, e incluso se ha relacionado con
sindromes como el ICF [25, 27,31, 38].

La secuencia en tndem del satélite 2 en linfocitos humanos fue descrita por Hollis y Hindley
en 1988. Se sabe que en una unidad repetida tipica del satélite 2, de 1.3 Kb, hay
aproximadamente 69 sitios CpG, pero s6lo hay uno o dos sitios para BstB1, enzima que se
utiliza para revisar la metilacion del satélite 2, por lo que el método de analisis de metilacion
mediante el uso de esta enzima de restriccion representa menos del 3% de los sitios CpG que

en realidad se encuentran en el satélite 2 [27]. Por lo que fue hasta el afio 2001 que se realizo



por primera vez un estudio del patron de metilacion en el satélite 2 mediante una técnica mas
especifica, la reaccion de bisulfito de sodio [27] tomando un fragmento representativo del
satélite 2 de 400 pb que contiene 20 sitios CpG, los cuales se encontraron metilados en un

85% en linfoblastos y fibroblastos.

En el presente estudio se emplearon linfocitos humanos cultivados, observandose metiladas
entre 90 y 95% de las citosinas CpG, donde la citosina CpG 17 siempre estaba desmetilada o
se habia convertido en un sitio TpG por desaminacion (Figuras 15, 16 y 20). Nuestros
resultados sugieren que el tratamiento con 5-azaC no tiene un efecto significativo en los
niveles de metilacion de los sitios CpG, y los cambios en su mayoria parecen deberse al
cultivo celular, ya que uUnicamente se encontr6 un cambio significativo despues del
tratamiento con 5-azaC después de 72 h. Es posible que el satélite 2 posea un mecanismo que
le confiera resistencia al efecto desmetilante causado por la inhibicion de las Dnmts y del

intercalamiento de la 5-azaC en el DNA al momento de la division celular [12,42].

Por otro lado, los resultados demostraron que las citosinas no-CpG no eran modificadas por
la reaccion de bisulfito desde el inicio del tratamiento. Esto es muy interesante ya que se sabe
que la reaccion de bisulfito modifica a las citosinas no-CpG con una eficiencia minima del
96% [19] (Frommer et al 1994), por lo que se asumia en varios estudios que la metilacion no-
CpG es mas un artefacto de la reaccion de bisulfito que el resultado de un proceso natural de
metilacién [74]. La metilacion no-CpG ha sido un debate cientifico; por convencion la
metilacién del DNA en mamiferos se asume que ocurre preferencialmente en sitios CpG [4,
18,29]. Sin embargo, la metilacién no-CpG ha sido reportada en algunos estudios cientificos,
donde se ha visto que en células del bazo humano, puede representar hasta el 55% de la
metilacion [81]. Otros trabajos incluso sugieren que este tipo de metilacion es un indicador

temprano del desarrollo de la carcinogénesis [29, 48].

La mayoria de los estudios donde la metilacion no-CpG ha sido reportada han utilizado
células embrionarias [64] o bien la region promotora del elemento repetitivo humano LINE-1
de fibroblastos fetales [6]. Se ha reportado que del 15 al 20% de la metilacion en células

embrionarias humanas ocurre en dinucleétidos no-CpG [64].

La funcidn de la metilacion no-CpG es desconocida al igual que sus implicaciones evolutivas.

La unica propuesta hecha hasta el momento es que la metilacion no-CpG surge después del



evento de desmetilacion en la embriogénesis, donde actuan las enzimas metiladoras de novo,
que son mucho menos especificas para sitios CpG, como la Dnmt3a la cual tiene preferencia
por dinucleodtidos CpA. La expresion de las enzimas de la familia Dnmt3 es mucho mayor en
células embrionarias que en células adultas, y al llevar a cabo la metilacion de novo son
asistidas por la Dnmtl que va a completar la metilacion en los sitios hemimetilados CpG, por
lo que guedan los sitios CpG metilados de manera simétrica y varios sitios no-CpG metilados
asimétricamente. Dicha metilacion no-CpG disminuye cuando la expresion de las Dnmt3 se
reduce en las células diferenciadas, por lo que la deteccidn de la metilacion no-CpG es dificil

de observar en células diferenciadas [64].

Los resultados de este trabajo mostraron una frecuencia de metilacion en citosinas no-CpG en
células no tratadas y no cultivadas (periodo 0 h), esta metilacion mostré un patron constante
sin variaciones individuales y que se mantiene a lo largo del cultivo (Figuras 15 y 17). El
tratamiento con 5-azaC indujo un efecto espectacular en la metilacion de estos sitios no-CpG,
a mayor tiempo de tratamiento, mayor fue el efecto de desmetilacién. Se encontraron algunas
diferencias individuales en el patron de metilacion después del tratamiento con 5-azaC, no
obstante es importante recalcar que las secuencias repetitivas del DNA son dificiles de
comparar debido a su enorme heterogeneidad y variabilidad entre individuos ya que son
regiones sujetas a deleciones, duplicaciones y translocaciones robertsonianas [27, 38, 64, 71],
lo cual en parte explica las diferencias que se encuentran entre los individuos de estudio.
Curiosamente las Unicas diferencias significativas entre los dos individuos se encontraron en
el control de 24 h (p=0.02) y en el periodo de tratamiento de 24 h (p=0.0482) en el caso de
los sitios CpG, y a su vez en los sitios no-CpG las diferencias entre individuos se encontraron
en el periodo Oh (p=0.0079) y del control de 24h (p=0.015) (Tabla 3), lo cual implica que
inicialmente ambos individuos eran similares pero no iguales, no obstante durante el cultivo
celular y después del tratamiento se comportaron muy parecido. Unas diferencias interesantes
aunque no fueron estadisticamente significativas se dieron a las 48 h de tratamiento en el
individuo 2, donde se encontraron las Unicas clonas con una desmetilacion no-CpG del 92 al
100% s, y a las 72 h de tratamiento la 5-azaC tuvo un fuerte efecto clastogénico en el
fragmento del satélite 2 estudiado, ya que varias de las clonas habian perdido méas de 50 pb.
Este efecto clastogénico de la 5-azaC es conocido y se cree que puede desarrollarse al
momento que la Dnmt se une covalentemente a la 5-azaC insertada en el DNA; dicha unién

es irreversible, al no poderse remover el aducto 6-dihidropirimidina [42].



Con el fin de entender mejor el comportamiento de los niveles de metilacion en el satélite 2
de linfocitos humanos asi como el efecto del tratamiento de la 5-azaC, se agruparon los datos
de ambos individuos. La 5-azaC desmetil6 significativamente sitios CpG solo después de 72
h de tratamiento (p=0.0007; Figuras 18,19 y Tabla 2). Por lo que concluimos que existe una
resistencia en los sitios CpG al efecto desmetilante de la 5-azaC en el satélite 2 de la
heterocromatina pericentromérica. En cuanto a los sitios no-CpG, la 5-azaC disminuyd
significativamente su metilacion en los tres periodos de tratamiento (Tabla 4). Se observo que
el efecto maximo de desmetilacién no-CpG se alcanz6 después de las 48 h de tratamiento,

descendiendo a las 72 h a un nivel similar al observado a las 24 h (Figuras 18,19).

Considerando la resistencia a la 5-azaC encontrada en los sitios CpG y el hallazgo de una
metilacién no-CpG que representa el 58.6% de la metilacion del satélite 2 en linfocitos
humanos, se busco si existia un patron de metilacion no-CpG especifico o si este era un
evento aleatorio y asimétrico. El resultado encontrado mostré un patrén claro tanto en los
sitios CpG como en los sitios no-CpG el cual fue muy similar en ambos individuos (Figuras
18y 19). En este patrdn se observo que de los sitios CpG, la citosina del dinucleétido CpG 17
no se encuentra metilada y que es posible que sea incluso ya un dinucleétido TpG. El efecto
de la 5-azaC se observo principalmente en las citosinas CpG 1, 12y 13 a las 72 h (Figura 19).
En cuanto al patron de metilacion de los sitios no-CpG, las citosinas no-CpG 1, 2, 3y 38 no
se encontraron metiladas in vivo (periodo 0 h). En los periodos de cultivo de 24, 48y 72 h, se
pudo ver que el patrén se fue modificando en la regién central del fragmento (Figura 20), esto
podria ser causado por el envejecimiento in vitro de las células y por la pérdida de la

estabilidad del satélite 2 en los diferentes pasajes de cultivo [38, 64, 71].

El tratamiento con 5-azaC result6 ser especifico, en especial para las citosinas no-CpG 4, 5,
6, 7, 29 y 35, donde se afectd el patron diferencialmente en cada periodo. En las citosinas no-
CpG se encontraron cuatro grupos de citosinas que se modificaron diferencialmente con el
tratamiento y el cultivo (Figura 19): 1)las citosinas no-CpG que se desmetilaron desde las 0 h
hasta las 72 h en células tratadas y no tratadas, que son las citosinas 1, 2, 3y 38; 2) las
citosinas no-CpG que se desmetilaron Gnicamente con el tratamiento con 5-azaC, que son las
citosinas 4, 5, 6, 18, 19, 20, 21, y 23 a 32; 3) las citosinas no-CpG que se desmetilaron como
resultado del cultivo celular, que son las citosinas 33 a 37; y 4) las citosinas no-CpG que se
desmetilan en s6lo uno de los periodos de estudio. Esto nos indica que las citosinas no-CpG

se desmetilan dependiendo de su posicion, es decir se trata de una desmetilacion especifica.



Con el fin de entender esta especificidad, el tipo de dinucleétidos formados por las citosinas
no-CpG. En el fragmento que se estudié del satélite 2 humano, el 65.8% de las citosinas (25
citosinas de 38) no-CpG correspondieron al dinucledtido CpA, 21 % (8 citosinas de 38) al
dinucledtido CpT y el 13.2 % restante (5 citosinas de 38) al dinucledtido CpC (Tabla 5).
Donde el 92% de los dinucleotidos CpA, y el 87.5% de los dinucleétidos CpT asi como el
100% de los dinuclettidos CpC se encontraron metilados. Estos datos concuerdan con el
porcentaje de metilacion no-CpG observado en células embrionarias, donde el nivel de
metilacion es del 68 al 91% de los CpA 'y CpT; la presencia de un menor nivel de CpT y CpC
metilados se debe a que la frecuencia de estos dinucledtidos es mucho menor que la de CpA
[43, 64]. También se sabe que la metilacion en CpA es causada por la Dnmt3a, ya que esta
enzima tiene preferencia a estos sitios, pero también metila CpT y CpC aunque en menor
grado [4, 18, 29]. En el mismo estudio se propuso que la metilacion en CpA es posible que se
deba a un error de deteccion de la enzima a dinucledtidos CpG, interesantemente la
metilacion no-CpG es especifica en embriogénesis a ciertas secuencias y zonas del DNA
[64].

Se ha sugerido que la metilacion embrionaria no se pierde del todo en las regiones
pericentroméricas [51] , por lo que nuestros resultados pueden reflejar una reminiscencia de
la metilacion embrionaria en el satélite 2. Otra posibilidad se explica con la co-localizacion
de la Dnmt3a y 3b en la region de heterocromatina pericentromérica [1], de manera que
aunque la expresion de estas enzimas en células somaticas adultas disminuya, se localizan
preferencialmente en esta zona, siendo factible que la Dnmt3a al ser menos especifica para
CpG, propague una metilacién no-CpG. No se sabe hasta el momento si la Dnmt3b esta
asociada a la metilacion no-CpG, pero al ser muy especifica para CpG puede que no sea

responsable de la metilacion no-CpG.

Hasta la fecha no existe ningin reporte de metilacion no-CpG en la region de
heterocromatina pericentromérica, por lo que su funcion y causa tendria que confirmarse en
otros estudios. Un posible papel de este tipo de metilacion es el mantenimiento del complejo
de heterocromatina necesario para mantener la compactacién y estabilidad de la

heterocromatina pericentromérica estable.



Conclusioén

En el presente trabajo se observé que el tratamiento de linfocitos humanos cultivados con 5-
azaC no afecta significativamente a los sitios CpG metilados, indicando que existe una
resistencia al tratamiento con este agente desmetilante en estas regiones. Este fue un resultado
inesperado y sugiere que existe algin mecanismo de mantenimiento de la metilacién en el
satélite 2 el cual podria estar siendo realizado por las Dnmts de novo. Este hallazgo es
importante debido a la posible participacion de la estructura pericentromérica en la

segregacion cromosomica correcta a pesar de los cambios en los niveles de metilacion.

Otro resultado interesante fue la presencia de metilacion no-CpG, en especial en los
dinuclettidos CpA, en los que el efecto del tratamiento con 5-azaC fue muy claro desde los
24 h. Ademas, se encontrd un patron especifico de metilacion no-CpG, el cual tuvo una
respuesta clara en ciertas citosinas tanto al tratamiento como al cultivo celular, identificando
asi cuatro grupos en el patrén: aquellas citosinas que no estan metiladas; las citosinas que se
desmetilan Gnicamente con el tratamiento con 5-azaC, las cuales son en su mayoria CpA y
CpT, tal como se ha visto en células embrionarias; las citosinas que se desmetilan durante el
cultivo; y las citosinas que se desmetilan en s6lo uno de los periodos de estudio. Este es el
primer reporte en el que se observa la metilacion no-CpG en células humanas somaticas
adultas asi como de la presencia de CpGs metiladas resistentes a 5azaC y que pone de

manifiesto la presencia de patrones de desmetilacion en estas citosinas.

Hasta el momento no se sabe la funcién de la metilacion no-CpG, ni cdmo la célula puede
heredar este tipo de patrén de metilacion, ni como es que se mantiene en el satélite 2 de
linfocitos, pero es muy importante determinar si este tipo de metilacion tiene un papel
importante en el mantenimiento de la integridad del genoma y la estabilidad de las regiones
pericentroméricas. La presencia de la metilacion no-CpG es generalmente ignorada e incluso
se llega a considerar inexistente, sin embargo, es bien sabido que las enzimas metiladoras de
novo, en especial la Dnmt 3a, es capaz de metilar citosinas adyacentes a purinas o
pirimidinas, por lo que seria importante estudiar en un futuro la expresion de estas Dnmts al
darse el tratamiento con 5-azaC, asi como investigar si las proteinas MBDs son capaces de
interactuar con los sitios no-CpG, confiriendo asi un mantenimiento de la estructura de la

heterocromatina pericentromérica.
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Anexo 1-

Abreviaturas

m5C
MeCP2
5"CpG
MBD2
HDAC1
H3

H4

BNDF
MBD1
Dnmts
NLS
PCNA
BAH
N-terminal
C-terminal
SUV39H1
PWWP
PHD

Xi

HP1
meH3K9
CAF1
5-azaC
5-azadC
5-azau
5-azamp
rfc

rpm

PCR

ind

5 metil citosina

proteina de unién a metil citosina 2
citosina metilada en sitios CpG
proteinas de union a CpG metilados 2
Histona desacetilasa 1

Histona 3

Histona 4

factor neurotrofico

proteinas de unién a CpG metilados 1
DNA metiltransferasas

sefial de localizacion nuclear

antigeno de proliferacion celular nuclear

Bromo adjacent homology

amino terminal

carboxilo terminal

Histona metilasa 1
prolina-triptofano-triptofano-prolina
Plant homeodomain

inactivacion del cromosoma X
proteina asociada a heterocromatina 1
metilacion de la H3 en la lisina 9
factor de ensamblaje de cromatina 1
5-azacitidina

5-azadeoxycitidina

5-azauridina

5-azaC monofosfato

Fuerza centrifuga relativa
revoluciones por minuto

Reaccion en cadena de la polimerasa

individuo



T tratamiento

Abreviaturas de medidas:

g gramos

mg Miligramos
Mg Microgramos
ng Nanogramos
ml Mililitros

ul Microlitros
M Moles

mM Milimoles
MM Micromoles
nM Nanomoles
pmoles Picomoles
pb Pares de bases
kb kilobases

H Horas

Min Minutos

seg segundos

Anexo 2- Metodologia desarrollada
I.- Cultivo de linfocitos humanos
1) Se realizd un cultivo de linfocitos de sangre humana de los dos individuos seleccionados, con las

siguientes condiciones:

Se utilizé el medio RPMI 1640 (Gibco) suplementado con 1% de aminoacidos no esenciales

(Gibco), 1% de L-Glutamina (Sigma)

Alteraciones en el patrén de la metilacion de la region de heterocromatina pericentromérica
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Se colocaron cultivos para evaluar tres periodos de estudio (24, 48 y 72 h de exposicion)
con sus respectivos controles, donde, en cajas de cultivo de 25 cm? se adicionaron 9 ml
de medio de cultivo, previamente suplementado, 0.2 ml de fitohemaglutina (Gibco) y 1
ml de sangre periférica..

Los cultivos se incubaron a 37° C con un 5% de CO, durante 48 h.

A las 48 h se realizé un cambio de medio, para lo cual, los cultivos de sangre fueron
resuspendidos con pipetas y transferidos a tubos falcén de 15 ml. Se centrifugaron a
1200 rpm durante 8 minutos. Posteriormente con ayuda de una pipeta pasteur y una
bomba de vacio, se retiré el medio de cultivo con cuidado de no tomar el botén celular.
El boton fue resuspendido nuevamente en 9 ml de medio de cultivo suplementado. Con
una pipeta pasteur se transfirié a una caja de cultivo de 25 cm® Se adicioné 0.2 ml de
fitohemaglutina y se agregd 5-azacitidina a una concentracion de 10mM. En caso de ser
el control solo se adicioné la fitohemaglutina.

Los cultivos de incubaron a 37°C con un 5% de CO,.

2) Una vez trascurria el tiempo del periodo de estudio se sacaba de la incubadora, el contenido del

frasco de cultivo era pasado a un tubo falcon de 15ml y se centrifugaron a 1200 rpm durante 8

minutos. Una vez centrifugado se le removia con una bomba de vacio el sobrenadante y se

congelaban por 8h en el refco a -80°C. Una vez congelada se realizd la extraccién de DNA y todos los

pasos hasta la secuenciacidn como describiré adelante.

Por cada periodo de tiempo se cultivaron y extrajeron 30 clonas de bacterias transformadas, con el

fin de obtener al menos 6 clonas con el fragmento de 400pb.

3) Se llevd a cabo una extraccidon del DNA a partir de 5ml de sangre humana de los dos individuos,

mediante la utilizacién de proteinasa k y una extraccidon con Fenol cloroformo y alcohol isoamilico

(método usado por el FBI). De la siguiente manera:

Il.-Extraccion de DNA de linfocitos humanos de sangre periférica.

1.

2
3.
4
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Se tomd una muestra de sangre periférica via venosa y se congeld a -80°C por una noche.
Se Adiciondé 4ml de Buffer 1X SSCy mezcld por inversion.
Centrifugé a 3500rfc por 5 minutos.

Retird 5 ml del sobrenadante. Elimindndolo en una vaso con hipoclorito al 33%.
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11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.

19.
20.
21.

22.
23.
24.
25.
26.

SE adicioné 5ml de Buffer 1X SSC y mezclar.
Centrifugd a 3500rfc por 5 minutos.
Elimind todo el sobrenadante.

Se adicioné 1ml de Buffer 1X SSC y mezclar.

Centrifugar a 3500rfc por 5 minutos.

. Se removié todo el sobrenadante

Se adiciond 500l de NaOAc 0.2M y mezclar por inversion.

Se adiciond 1.2ml de NaOAc 0.2M y mezclar por inversion.

Se adiciond 125pl de SDS al 10% y 30ul de proteinasa K (20mg/ml agua).

Vortexear.

Se Incub6 durante 1 h a 55°C.

Se Agreg6 600ul de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico y vortexed durante 30 segundos.
Centrifugar a 3500 rfc por 5 minutos.

Se removid la capa acuosa del tubo lentamente y se pasé a otro tubo falcon 15ml.
Desechando en hipoclorito la fase restante.

Se Agregd 600ul de cloroformo.

Centrifugé a 3500 rfc por 5 minutos.

Se adiciond 2 % volumenes de etanol al 100% frio y mezclar por inversion hasta que el DNA
sea visible (color blanco) y se vea compacto.

Se Tomod con una micropipeta el DNA y se pasé a un tubo eppendorf 1.5ml.

Se adiciond etanol al 70% hasta llenar el tubo y se mezclé bien.

Se Centrifugé a 12 000 rpm por 2 minutos.

Se removié el etanol completamente.

Se resuspendid en 1000ul de Tris 10/0.1.

Una vez extraido el DNA, se realizd la reaccion de bisulfito con el fin de obtener el patrén normal de

metilacion in vivo, a este le llamamos tiempo Oh. La reaccién con bisulfito comienza con una

digestion del DNA gendmico total con la enzima BamH1, se digirieron de 2 a 4ug de DNA con una U

de la enzima. Una vez digerido se precipitd el DNA con NaOAc 2M vy etanol al 100% y70%; Ya

teniendo esto se realizé la reaccién de bisulfito de sodio, de la siguiente manera:

111.- Reaccion de bisulfito.
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Con el fin de poder medir los efectos del tratamiento con respecto a la metilacién, la reaccién de
bisulfito de Sodio (Frommer, 1992), convierte las citosinas no metiladas en uracilos, mientras las 5-
metilcitosinas quedan intactas. El resultado serd amplificado mediante PCR usando
dehidroxinucleotidos, donde los uracilos resultantes de la modificacion seran traducidos en Timinas
con el fin de que cuando secuenciamos usando el método de Sanger, pudimos observar
directamente un mapa de metilacién donde veremos el efecto del tratamiento en la metilacion. La
reaccién se hizo con la modificaciones propuestas por el grupo de Marianne Frommer para las

regiones repetitivas y con un alto contenido de CpG (Warneke, P, et al. 2004).

La reaccion de bisulfito preferentemente se realizé con un tubo eppendorf oscuro.
1. Se prepararon los reactivos el mismo dia de la reaccién:
a. Bisulfito de sodio 2.8M (NaHSO3).
b. Hidroquinona 10mM
¢. NaOH 3M
2. Se Usaron de 500ng a 1ug de DNA en un volumen maximo de 18pl
3. Seagregar 2ul de NaOH 3M + los 18ul del DNA y se incubé a 42°C por 20 minutos.
4. Después de la incubacion se agregd 208ul de bisulfito de sodio 2.8M, 12ul de hidroquinona
10mM; generando una mezcla con un volumen total de 240pl, la cual se Incubd por 16h a

55°C. (Frommer, et al 1992, Warneke, P, et a. 2004).

Una vez termina la reaccidon de bisulfito se realizé la deplecidn de sales usando el Kit Micro-con de
Millipore (# cat 42410), segln las instrucciones de la empresa fabricante. Seguido de esto se realizé
la desulfonacién de las muestras por medio de NaOH 3M, NH3;OAc 5M, etanol a -20°C al 100% vy
etanol a -20°C al 70%. Resuspendiendo al final el material en 15ul de Tris 10/0.1. De la siguiente

manera:

Desulfonacion.
1. Se usaban solo 40ul del producto de la deplecidon de sales.
Se agreg6 4.5ul de NaOH 3M.
Se Incubd a 37°C por 15 minutos.

2
3
4. Se agrego 28ul de acetato de amonio 5M a pH 7.
5. Se agregd6 200ul de etanol al 100% frio.

6

Se incubd a -20°C por 2 h.
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7. Se Centrifugd a 14 000rpm por 20 minutos.

8. Se elimind el etanol por Decantacidn.

9. Realizamos otros tres lavados con etanol al 70% frio.

10. Se precipitd en “speed vac” (a temperatura ambiente) aproximadamente 20 minutos.
11. Se resuspendié en 15ul de tris 10/0.1.

12. Finalmente se cuantificd la muestra

IV.- Amplificacion de la muestras

Una vez realizada la reaccion de bisulfito, se corrid la primera ronda de primers modificados,
llamados biupify biup2r, publicados en el trabajo de Hassan A., et al. (2001).
En total son 3 juegos de primers los que se usaron todos propuestos por Hassan et al. (2001), que

son los siguientes:

PRIMERS PARA LA AMPLIFICACION DEL DNA SATELITE 2

Primer juego

Sat2-384U 5'- ATGGAAATGAAAGGGGTCATCATCT-3’

Sat2-781L 5’- ATTCGAGTCCATTCGATGATTCCAT-3',

Los cuales amplifican el DNA satélite 2 no modificado.

Segundo juego

Sat2-biup-1f, 5’- TTGAATGGAAATGAAAGGGGTTATTA-3’ (NT 380-405, GIL 220362)

Sat2biup-2r, 5'- C[RJAATCCATTC[R]JATAATTCCATTCC-3’ (nt754-778, gi1220362),

Los cuales amplifican DNA satélite modificado con bisulfito en una regiéon muy similar de 400 pb
y que confirma una conversidn exitosa.

Tercer juego

sat2biup-3f, 5' TGGAAATGAAAGGGGTTATTATTTA- 3' (nt 385-409, gi1220362), sat2biup-4r, 5'-
AATTCCATTCCATTCCATTC[R]JATA-3' (nt 741-764, gi1220362) los cuales amplifican el producto de

la amplificacidn previa de una manera mas especifica 382pb.

Los primers modificados para bisulfito son degenerados, lo cual implica que poseen variaciones
en la secuencias representadas por la letra R, que implica que en es posicién puede haber G o A.
En el caso de primer sat2biup 2r hay dos “Rs” lo caul implica que existen 4 diferentes primers en
esos oligos correspondiendo a las permutaciones posibles que existen en si en la secuencia se

encuentra una G o unaA.
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El ciclaje de los primers fue el siguiente:

Primer 386u-781L Primer T 2r Primer 3f-4r
b 85°C—2  1ddo 95°C—5  1dda
BT—1" 5 ciclos 91 g
63°C—TI' |35 cidos &5C—1 | 35ckdos
nc—7
7c—7  lddo ne—2 gl
ps 1 72¢—7  1cido 27— 1dde
1°C o 4°c oa

Las muestras amplificadas eran corridas en geles de agarosa al 2.5%, junto con un marcador de
100pb, como control negativo se usaban PCR sin DNA. Los geles se tefilan con bromuro de etidio
pug/ml, y eran fotografiados con luz UV en el fotoiluminador UVP-Biolmaging controller,

Hammamatsu camera, y visualizados con el programa Labworks 4.5.

Después de la amplificacién con la primera ronda de primers degenerad biup 1f y 2r, era necesario
purificar el producto de la reaccion para eliminar la presencia de de estos oligos en la amplificacién
con los primer anidados biup 3f y 4r. La purificacidn fue realizada con el kit de purificacion de PCR

QlAquick de QIAGEN (# cat. 28706), siguiendo las instrucciones de la compaiiia fabricante.

V.- Ligacidn y transformacion

La ligacidn se realizé tomando el resultado de la amplificacion con lo primers anidados biup3f y 3r.
Usamos el kit InsTAclone PCR Cloning de la compafiia Fermentas (#K1214), segun las especificaciones
de la compaiiia fabricante. La transformacion se realizé en las bacterias DH5a tomando una cepa
congelada que se tenia en el laboratorio. Estas se hicieron quimicamente competentes con el

método de CaCl2. El cual se realizé de la siguiente manera:

1. De la cepa congelada de DH5a se tomo una pequefia muestra con una asa bacterioldgica y
se incubd en 5ml de medio LB a 37°C, 200rpm por una noche.

2. Se tomaron 500ul del pre-inoculo del paso 1y se diluyé 1:10, incubandolos a 37°C hasta que
las bacterias alcanzaran una absorbancia de OD600 de 0.4 (aproximadamente entre 3 a 4h).

3. Yaen 0.4 OD600 se incubaron en hielo por 15 minutos.

4. Se transfiere el cultivo frio a un tuvo cénico estéril de 50ml y se centrifugd a 4000rpm (2700
rfc) por 10 minutos a 4°C. Se descarté el sobrenadante, dejando el tuvo cénico boca abajo
sobre una hoja de papel por 1 min. La pastilla de bacterias se resuspendié suavemente en

25ml de una solucién a -4°C de CaCL2 100mM/Tris 10mM, a pH 7.5.
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5. Se centrifugd a 4000 rpm por 10 minutos a 4°C, y se descartd el sobrenadante como en el
paso anterior y nuevamente se resuspendié la pastilla en 3.3m de una solucién a -4°C de
CaCL2 100mM/Tris 10mM, a pH 7.5.

6. Se incubd 30 minutos en hielo antes de transformar, o bien se guardaban a -4°C (segun
Darget y Erhlich, 1979, la eficiencia de transformaciéon aumenta de 4 a 6 veces durante las
primeras 12 a 24 h de almacenamiento a 4°C y después decrece luego al nivel original,

Maniatis, pg. 1.83). Nosotros vimos que permanecian competentes mas de 16 dias.

La transformacion se realizé siguiendo las instrucciones del kit InsTAclone PCR Cloning de la
compaiiia Fermentas (#K1214), segun las especificaciones de la compafiia, con la Unica modificaciéon
del uso de 2ml de medio SOC en vez de 1ml como plantea el fabricante. Una vez transformadas se
cultivaban en cajas de petri con 20ml de medio LB solido que contenian 50ug/ml de ampicilina, por
una noche (12 a 14h) a 37°C. Solo aquellas bacterias que habian sido eficientemente transformadas
sobrevivian en el cultivo y desarrollaban colonias. Una vez crecidas las colonias se seleccionaban con
una asa bacteriolégica 36 colonias y eran re plaqueadas en placas con 20ml de medio LB solido que
contenian 50ug/ml de ampicilina (se sembraban 12 colonias por placa), 12 a 14h a 37°C. Después se
tomaban las colonias seleccionadas y se cultivaban en tubos de ensayo de 15 ml que contenian 4ml
de medio LB con 50pg/ml de ampicilina y se incubaron en un shaker liquido a 37°C (Shaker Bath de

Orbit) 12 a 14h.

Una vez obtenidas las bacterias transformadas en medio liquido, se realizé la extraccién de
pldsmidos usando el kit QlAprep spin miniprep de QIAGEN (#cat. 27106) para extraccién de

pldsmidos, segun las instrucciones de la compaiiia.

De los pldsmidos extraidos se tomaron 300ng de DNA y se digirieron con las enzimas Hindlll y EcoR1
en el buffer React 2 por mas de 4h con el fin de buscar las clonas que poseian los fragmentos de

400pb de satélite 2 que necesitdbamos.

Alteraciones en el patrén de la metilacién de la region de heterocromatina pericentromérica

por 5-azacitidina en linfocitos humanos cultivados Pagina 8



Figura 6. Bacterias DH5a cultivadas después de transformarlas, estan cultivadas en medio LB con
50ug/ml de ampicilina. A) Cultivo de DH5a diluidas 10-3. B) Cultivo de DH5a diluidas 1:1 con medio
SOC. C) cultivos con colonias seleccionadas, donde hay 11 clonas por placa de cultivo.

Medios de cultivo:

Medio Luria-Bertani Medium (LB)

A 950ml de agua bidestilada se agrega:
e 10gde Triptona
e 5gde Extracto de temperatura
e 10g NaCl
Se agita hasta disolver, y se ajusta a pH=7.0 con NaOH 5N (~0.2ml). Después se ajusta a 1 litro y se

autoclavea por 20 minutos a 15psi (1.05kg/cm2) en ciclo liquido.

Medio SOB

A 950ml de agua bidestilada se agrega:

e 20g de triptona

e 5gde extracto levadura

e 0.5g NaCl
Se agita hasta disolver, se le agrega 10ml de una solucidn 250mM de KCL (esta solucién se hace
disolviendo 1.86g de KCL en 100ml de agua bidestilada). Se ajusta el pH a 7.0 con NaOH 5N. Se
ajusta el volumen de la solucién a un litro y se autoclavea por 20 minutos a 15psi (1.05kg/cm2) en

ciclaje liquido. Antes de usarse se agregé 5ml de una soluciéon 2M de MgCl, estéril.

Medio SOC
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Es idéntico al medio SOB excepto que contiene 20mM glucosa estéril. La glucosa se agrega en el
medio cuando este se encontraba a 60°C o menos.
Las recetas de elaboracién de los medios fueron tomadas del libro Molecular Cloning (a laboratory

manual) de Sanbrook y Russell, pp A2.2 y A2.3

VI. Secuenciacion

Una vez seleccionadas las clonas con el fragmento de 400pb se realizd la secuenciacién de las
muestras. Esta fue realizada utilizando el secuenciador ABI PRISM 3100 (PE BIOSYSTEMS) y se usé
Big Dye™ TERMINATOR V3.1 CYCLE SEQUENCING KIT”. La secuenciacién se realizaba usando el
primer -20 M13, usando 5.1 pmoles por reaccidon. SE utilizaron de 250 a 350 ng de DNA y 4ul de Big
Dye por muestra. El PCR se calculaba para un volumen de 10 a 20ul. El PCR de secuenciacion se
realizo con el siguiente ciclaje el cual esta disefiado para secuenciar secuencias con alto indice de

CG’s:

Ciclaje de PCR secuenciacion:

97°C---7min 1 ciclo
97°C---30 segundos

50°C---15 segundos | 50 ciclos
60°C---4 minutos

4°C

Utilizamos dos métodos para purificar las muestras de los plasmidos para secuenciar. Esto por

razones del limite de columnas con las que se contaba.
VI.1- Precipitacion con columnas de sephadex G-50 fine.
1. Se preparaba la sefarosa el mismo dia de la purificacion, agregando la relacion, 4g de

sephadex por cada 50ml de agua bidestilada estéril. Esta tenia que hidratarse por 2 h

minimo antes de la purificacién.
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2. Se preparo las columnas agregando 625ul del sephadex hidratado, con lo que por tubo se
obtenia la concentracién de 50mg de sephadex. Las columnas eran colocadas en unos tubos
eppendorf de 1.5ml.

3. Se centrifugaban a 750 rfc por 1 minuto y se eliminaba el tubo eppendorf de 1.5ml y se
colocaba la columna en un tubo estéril de 1.5ml nuevo.

4. Se aplicé justo en el centro de la sefarosa los 10 a 25ul del PCR de secuenciaciéon. Y se
centrifugd a 2000 rfc por 3 minutos.

5. La muestra se precipitd con el speed vac a temperatura ambiente por 20 minutos.
Resuspendiendo la muestra en 25ul de formamida (HiDi formamide).

6. Antes de la secuenciaciéon se desnaturalizé las muestras a 96°C por 5 minutos y se incubaron
por 5 minutos en hielo.

7. Se colocaron las muestras en la placa de secuenciacién (MicroAmp de Applied Biosystems).

VI.2- Precipitacion por acetato de sodio y etanol.

El volumen del PCR se llevé a 100l con agua bisdestilada estéril.

Se adiciond 10ul de Na-Act 3M y 300pl de etanol al 100% frio y se mezcld por inversion.
Centrifugamos por 20 minutos a 13 000rpm a 4°C

Se descartd cuidadosamente el sobrenadante.

Se lavo el pellet con etanol al 70% frio y se centrifugd a 13 000 rpm por 10 minutos a 4°C.

o v B wonN R

Se descartd cuidadosamente el sobrenadante y se resuspendidé en 25ul de HiDi formamide,
se incubd a -4°C por 1 hora minimo antes de secuenciar.
7. Antes de la secuenciacidon se desnaturalizaron las muestras a 96°C por 5 minutos y se

incubaron por 5 minutos en hielo.

VII. analisis de secuencias.

El andlisis de los cromatogramas obtenidos por la secuenciacién se realizé utilizando los programas
Chromas pro 2.0 y el programa Bioedit. Las secuencias fueron alienadas comparadas con la
secuencia del satélite 2 publicada en el proyecto genoma humano (obteniéndola por medio del
genome browser) y analizadas utilizando Office Word 2007, donde aquellas secuencias que no
poseyeran las caracteristicas distintivas del fragmento de interés que eran en el inicio de la
secuencia una repeticion de GGGG, seguida por repeticiones de los pentameros del satélite 2 y en la

base 203 se encuentra una secuencia muy particular de 7 adeninas seguidas rodeada por sitios CpG,
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asi como la presencia de 20 sitios CpG y 38 sitios no CpG en sus posiciones exactas. Si estas

condiciones no eran encontradas la secuencia era desechada.

El patrén de las secuencias se realizdé haciendo una matriz de 1 y 0 en Office Excel 2007, donde 0
representaba una citosina metilada y 1 representaba una citosina desmetilada cambiado por la
reaccién de bisulfito a Uracilo y convertida a timina en el PCR de secuenciacion. Se analizaron 104

clonas en total.

VIII. Prueba de Mann-Whitney

Es una prueba de la mediana potenciada, de cardcter no paramétrica, eso quiere decir que utiliza

mas informacién que la prueba de la mediana comun. Es una prueba basada en las jerarquias de las

observaciones, donde la distribucion de los datos no se comporta de una manera normal.
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