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RESUMEN 
 
El silenciamiento epigenético de promotores de genes supresores de tumores 

mediado por el establecimiento de marcas epigenéticas represivas aberrantes, 

actualmente es considerado como un factor asociado al inicio y desarrollo de 

diversos tipos de cánceres. A pesar del gran número de estudios realizados a la 

fecha se desconocen los mecanismos involucrados en el silenciamiento 

epigenético de genes asociados al control del ciclo celular. En el presente trabajo 

demostramos la unión del factor nuclear CCCTC  (CTCF), localizado en el costado 

5’ del promotor del gen p53 humano. La presencia de dicho factor es crítica en el 

establecimiento de una cromatina abierta en el promotor del gen p53 humano; su 

ausencia, se asocia con el reclutamiento anormal de marcas represivas de 

histonas como H3K9me3, H3K27me3 y H4K20me3. Estas marcas pueden 

propagarse hasta el promotor del gen p53 humano, causando un silenciamiento 

epigenético de dicho elemento de control y por ende, la inactivación transcripcional 

del gen p53 humano, donde la metilación del ADN no está involucrada. Este 

fenómeno se ha observado tanto de manera endógena como en un contexto 

celular deficiente en CTCF. Estos hallazgos representa la primera evidencia que 

sugiere que CTCF tiene la capacidad de proteger al promotor del gen p53 

humano, considerado como una isla CpG pobre, en contra de marcas represivas 

de histonas. Involucrando directamente al factor CTCF  en el desarrollo de 

enfermedades como el cáncer. 
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ABSTRACT 
 
Aberrant repressive histone marks surrounding the promoter region of several 

tumor suppressor genes has been associated to epigenetic silencing in different 

types of cancer. However, the mechanism responsible of the protection of tumor 

suppressor gene promoters from silencing has not been elucidated. In the present 

research investigation, we analyzed a particular types of CpG-island and 

determined the binding of the CCCTC-binding factor (CTCF), to the 5’ non-coding 

region of the human p53 gene promoter who has the ability to maintain the gene 

promoter in a local open chromatin configuration.  The absence of CTCF correlate 

with the abnormal recruitment of repressive histone marks as H3K9me3, 

H3K27me3 and H4K20me3 to the human p53 gene promoter, no DNA methylation 

was found at the core-promoter.  This is the first evidence suggesting that CTCF 

protects the p53 gene promoter, defined as a poor-CpG-island, against epigenetic 

silencing. We propose that CTCF miss-regulation may cause abnormal regulation 

of p53 gene expression with direct consequence in cancer development. 
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INTRODUCCIÓN 
 
1.- DESARROLLO DEL CÁNCER. 
 

Según la Organización Mundial de la Salud, se estima que en el mundo 

más de once millones de personas son diagnosticadas con cáncer cada año, y 

además se ha demostrado un incremento en el número de casos año tras año. El 

cáncer causa siete millones de muertes anualmente, siendo que el 12.5% de la 

población mundial fallece por esta causa (www.who.int/es/).  

 

1.1- Definiciones generales. 

El cáncer es considerado como un conjunto de enfermedades 

caracterizadas por una proliferación celular descontrolada. Los orígenes de esta  

enfermedad  son múltiples y variados, las cuales incluyen factores ambientales, 

agentes infecciosos, genéticos y epigenéticos (Balmain et al., 2003).  

Existen seis fases del desarrollo del cáncer las cuales son: iniciación, 

promoción, transformación, progresión, formación del tumor y metástasis, las 

cuales describiremos con más detalle a continuación (Figura 1A). En la iniciación, 

se encuentran involucrado tanto factores ambientales, genéticos y más 

recientemente, epigenéticos los cuales promueven que una o varias células 

adquieran características que fomenten su división celular descontrolada (Sherr, 

2004). Estos cambios ocurren a nivel molecular, causando la inactivación de 

genes supresores de tumores, los cuales tienen la función de regular el ciclo 

celular. A la par, se presenta una sobre-expresión de genes conocidos como 
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oncogenes, que promueven la división celular (Sherr, 2004). Estos procesos 

fomentan la transformación celular, la cual  se  propaga  

 de manera heredable, derivando en su promoción (Hanahan y Weinberg, 2000; 

Feinberg et al., 2006). La adquisición de todos estos cambios permite que las 

células puedan dividirse de manera descontrolada, fomentando el crecimiento de 

un tumor canceroso (Figura 1B). Por si fuera poco, muchas de estas células 

tumorales tienen la capacidad de adquirir ventajas adaptativas que les permiten 

migrar hacia otros tejidos blancos, fenómeno conocido como metástasis (Figura 

1A).  

Células 
normales

Iniciación Transformación

progresión Formación del 
tumor

Metástasis

•Son auto-suficientes a señalesde crecimiento.
•Evitan el arresto del ciclo celular.
•Evaden la apoptosis.
•Adquieren potencial ilimitado replicativo.
•Fomentan la angiogénesis .

Cambios celulares 
asociados al cáncer

A

B

 

Figura 1. Procesos celulares y moleculares asociados al cáncer. A- Representación esquemática 
de las distintas fases del desarrollo del cáncer, las cuales incluyen: iniciación, transformación, 
progresión  formación del tumor y metástasis. B- Características adquiridas por las células 
cancerosas durante la fase de progresión celular. 
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1.2- La hipótesis de Knudson y el cáncer. 

Los estudios pioneros sobre el cáncer sugerían que al menos se 

necesitaban de 3 a 7 cambios genéticos para el desarrollo de un proceso 

canceroso (Ashley, 1969). Pero fue hasta 1971 cuando Alfred Knudson y 

colaboradores realizaron un estudio epidemiológico sistemático del desarrollo de 

un tipo de cáncer asociado a la formación de tumores pediátricos en la retina, 

conocido como retinoblastoma (Knudson, 1971). Especialmente se enfocaron en 

analizar aquellos casos donde se presentaba cáncer bilateral (en ambos ojos), lo 

cual sugería una mutación inherente a nivel germinal y por ende al desarrollo de 

un cáncer de tipo familiar. En contraste, los casos con cánceres primarios 

unilaterales sugerían no estar asociados a la herencia, considerados como 

cánceres de tipo esporádicos (Paige, 2003).  Desde la perspectiva hereditaria 

(presente en tan solo de un 5 al 10% del total de casos), alteraciones de un alelo 

se hereda de uno de los padres a través de la línea germinal, mientras que la 

segunda alteración o segundo “hit”, se adquiere a nivel somático (Figura 2). Desde 

la perspectiva clínica, los tumores primarios derivados por dicho fenómeno se 

presentan a edades tempranas (<50 años), de manera bilateral, y/o con presencia 

de más de un tipo de cáncer  (Knudson, 1971; Sifri et al., 2004). Este estudio 

derivó en el postulado conocido como la hipótesis de los dos “hits” de Knudson la 

cual es aplicable a la mayoría de los genes supresores de tumores, incluido a p53. 

En la actualidad se conoce que la pérdida completa de la expresión de un gen 
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supresor de tumores puede conferir una ventaja de selección para el desarrollo del 

cáncer (Balmain, 2002); pero a su vez se ha observado que la inactivación de un 

solo alelo, puede ser susceptible de  desencadenar un proceso tumorigénico, 

dicho fenómeno se le conoce como haploinsuficiencia (Figura 2; Quon y Berns 

2001; Balmain 2002; Fodde y Smits 2002). 

Por lo general se asume que la inactivación de ambos alelos era mediada 

únicamente por alteraciones genéticas como por ejemplo translocaciones, y la 

pérdida de fragmentos de cromosomas, amplificaciones, y principalmente 

mutaciones, entre otras. Actualmente, existen evidencias experimentales sólidas 

que demuestran que tanto eventos genéticos, como epigenéticos pueden estar 

involucrados en la inactivación de genes supresores de tumores (Jones y Laird, 

1999; Balmain, et al., 2002; Laird, 2003 y 2005). Existen reportes en donde se 

observa la interdependencia de ambos fenómenos para la inactivación de genes. 

Dentro de los ejemplos se destaca la inactivación del gen hipermetilado en cáncer 

1 (HIC1) y su directa relación con el gen p53; siendo que para el silenciamiento de 

HIC1 mediado por procesos epigenéticos, es necesaria la mutación del gen p53 

para el desarrollo del cáncer de colon. Estos fenómenos sugieren una 

interdependencia de la inactivación de ambos genes por diferentes mecanismos 

(Chen et al., 2004; Fleuriel et al., 2009). 
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Genético 
o 

Epigenético

GERMINAL SOMÁTICO

Genético

Genético

Genético

Inactivación del 
1er alelo a nivel 

germinal

Alelos 
silvestres

1er “HIT”

2 “HIT”1er “HIT”

Cáncer 
Esporádico

Cáncer 
Familiar

Genético 

Epigenético

2 “HIT”

Epigenético

 

Figura 2. Esquema de los dos tipos de cánceres (Cáncer esporádico y familiar, en donde  modelo 
clásico de dos “hits” de Knudson se engloba). En cáncer esporádico, ambos alelos sufren  
alteraciones (mayoritariamente genéticas) a nivel somático. Por otro lado en el cáncer familiar se 
presentan alteraciones en uno de los alelos en células germinales, mediado por factores genéticos 
o epigenéticos. Los individuos que acarrean uno de los alelos inactivados, tiene una mayor 
susceptibilidad al desarrollo de cáncer. Por un lado, esto puede provocar un fenómeno conocido 
como haploinsuficiencia, donde un alelo funcional es incapaz de llevar a cabo las funciones 
normales del gen. A la par, la inactivación de un segundo alelo puede ser mediada tanto por 
factores genéticos como epigenéticos fomentando el desarrollo de un proceso carcinogénico. La 
inactivación de ambos alelos puede llevarse a cabo tanto por procesos genéticos y/o epigenéticos, 
y pueden estar interconectados con la inactivación de otros genes. 
 

Lo anterior sugiere que la inactivación de genes asociados al control de ciclo 

celular, como los genes supresores de tumores favorecen al desarrollo de 

procesos tumorales, donde dependiendo del estadio de inactivación de los alelos, 

puede asociarse a cáncer esporádico o cáncer familiar. Incluso la inactivación de 

uno solo de los alelos contribuye de manera importante a un proceso tumoral. 

Estos cambios moleculares permiten a las células tumorales obtener 
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características muy particulares que fomentan su proliferación celular, evasión a la 

reparación del ADN y la muerte celular o apoptosis, las cuales mencionaremos a 

continuación. 

 

1.3- Los defectos genéticos asociados al cáncer. 

Dentro de las características que adquieren las células cancerosas se 

encuentran: ser auto-suficientes a señales de crecimiento, evitar el arresto del 

ciclo celular, evadir la muerte celular programada (apoptosis), adquirir un potencial 

ilimitado replicativo y fomentar la angiogénesis, todos estos fenómenos se 

engloban en la fase de la progresión celular del cáncer (Figura 1B). A nivel 

molecular y en particular epigenético se ha observado distintos fenómenos 

asociados al cáncer. Uno de los ejemplos clásicos es la pérdida de la impronta 

genómica (LOI), donde se da la activación de la expresión del alelo que 

normalmente se mantiene silenciado, causando una expresión bi-alelica, como en 

el caso del factor de crecimiento insulínico tipo II (IGF2) o el silenciamiento del 

alelo activo como en el caso de p57KIP2 (Feinberg et al., 2002). La región del 

control de la impronta (ICR),  es la encargada de regular en parte la expresión 

mono-alelica de los genes improntados mediante la unión del factor nuclear CTCF 

(el cual abordaremos con mayor detalle más adelante). La metilación diferencial 

del ADN en el ICR evita la unión de dicho factor, lo cual constituye un “switch” 

binario de la expresión mono-alélica de los genes como en el caso de IGF2/H19 

(Edwards y Ferguson-Smith, 2007). El fenómeno de LOI se ha descrito 
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comúnmente en tumores sólidos de adultos como cáncer colorectal, hígado, 

leucemias y cáncer de pulmón (Cui et al., 2001; Cui, 2007). 

Otro fenómeno que se puede observar en cáncer (desde una perspectiva 

genética) es la pérdida de la heterocigosidad, donde aberraciones cromosómicas 

son compensadas anormalmente mediante la duplicación del cromosoma 

remanente del par original. La duplicación crea dos copias del mismo alelo en el 

locus, con la pérdida de uno de los alelos parentales originales. A dicho proceso 

se le conoce como pérdida de la heterocigosidad (LOH). La LOH fomenta cambios 

genéticos y epigenéticos que conllevan al desarrollo de un proceso carcinogénico 

(Grady y Carethers, 2008).   

Por otro lado la inestabilidad cromosómica (CIN) se presenta por defectos 

genéticos y/o epigenéticos que afectan la duplicación y segregación de 

cromosomas durante la mitosis. La CIN incrementa la probabilidad de rearreglos 

genéticos derivando en el desarrollo de un proceso tumoral (Rajagopalan et al., 

2003). Por esta razón, las células cancerosas no solo contienen un número 

aberrante de cromosomas (por lo general de 60 a 90) sino que también difieren en 

su contenido y distribución génica. Lo anterior puede asociarse a las deficiencias 

en los mecanismos de reparación del ADN, generalmente por la inactivación de 

los genes hMLH1, hMSH2, ATM, BRCA1 y BRCA2, entre otros (Lynch y De La 

Chapelle, 2003; Rajagopalan y Lengauer, 2004). Como se puede observar, una 

visión más global y actual de los mecanismos asociados en la iniciación y/o 

progresión del cáncer ha integrado no solo a los procesos genéticos, sino también 

a los epigenéticos que pueden ser responsables de la inactivación de múltiples 

genes asociados a ciclo celular, y por ende al desarrollo de un proceso tumoral. 
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2.- LA ESTRUCTURACIÓN DE LA CROMATINA, REGULACIÓN EPIGENÉTICA 
Y CÁNCER. 
 
2.1-   La cromatina. 
 
 

Desde hace mucho tiempo se conoce que los eucariontes tienen 

estructurado su genoma en cromatina, en donde la unidad fundamental de ésta es 

el nucleosoma. El nucleosoma está conformado por un octámero de histonas 

(compuesto por dos copias de cada histona H2A, H2B, H3 y H4),  al cual se 

asocian 147 pares de bases (pb) de ADN abarcando 1.75 vueltas (Turner, 2007). 

Dicha conformación favorece, en asociación con otras proteínas, la compactación 

del genoma a múltiples niveles (Felsenfeld y Groudine, 2003). La estructura de 10 

nm, también conocida como “collar de perlas”, es el nivel primario de 

compactación. A su vez, el collar de perlas tiene la capacidad de compactarse en 

niveles superiores de complejidad mediante varias proteínas, entre las cuales se 

encuentra la quinta histona conocida como histona H1, que es necesaria para 

alcanzar el siguiente nivel de compactación, conocido como la fibra de 30 nm ó 

solenoide (Figura 3; Felsenfeld y Groudine, 2003).  
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Doble hélice de ADN
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Figura 3. Esquema donde se representan los distintos niveles de estructuración de la cromatina, 
desde su organización primaria, “el collar de perlas” hasta su forma más compacta, “el cromosoma 
metafásico”. En la parte inferior se presenta un modelo del nucleosoma y el ADN a una resolución 
de 2.8 Å (tomado de Felsenseld y Groudine, 2003). 

 

El empaquetamiento del genoma en cromatina tiene repercusiones directas 

en la actividad transcripcional, siendo necesaria su remodelación para llevar a 

cabo la expresión de los genes en un espacio y tiempo definido. Los responsables 

de llevar a cabo el remodelaje de la cromatina contribuyen a la realización de 

diversos procesos epigenéticos, por lo cual la regulación epigenética se definen 

como todos aquellos cambios heredables en la expresión  de los genes que 

ocurren sin que se presenten modificaciones en la secuencia del ADN (Recillas, 

2002; Lund y van Lohuizen, 2004; Baylin, 2005). Dentro de los múltiples procesos 

epigenéticos está la metilación del ADN,  la incorporación de variantes de 
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histonas, los complejos de remodelaje ATP-dependientes, como las proteínas del 

grupo SWI/SNF, las modificaciones post-traduccionales de histonas y los 

complejos represores Polycomb (PcG)  y activadores Trithorax (Trx), siendo estas 

dos últimas en las que nos concentraremos más adelante (Wolffe, 1994). 

 

2.2-  Modificaciones post-traduccionales de histonas. 
 

Las regiones amino-terminales de las histonas que sobresalen de la 

estructura nucleosomal fungen como registros y señales altamente específicas 

para la regulación transcripcional. Los nucleosomas y las histonas que los 

conforman son blancos de múltiples modificaciones epigenéticas que al ser 

reconocidas por diversos complejos proteicos,  modulan tanto la apertura como la 

compactación de estructura de la cromatina. Las histonas sufren distintas 

modificaciones covalentes que incluyen a la acetilación de residuos de lisinas, la 

metilación de lisinas y argininas,  la fosforilación de serinas y treoninas, la ADP-

ribosilación de ácidos glutamicos y la ubiquitinación y sumoilación de residuos de 

lisinas (Shiio y Eisenman, 2003; Lund y van Lohuizen, 2004; Herrmann et al., 

2005; Huang y Berger, 2008; Sims, 2008).  Se ha sugerido que las múltiples 

modificaciones post-traducciones de las histonas conforman en conjunto un 

“código de histonas”, el cual puede ser leído por proteínas vinculadas con la 

regulación del estado de compactación de la cromatina (Jenuwein y Allis, 2001). 

La combinatoria de modificaciones en las histonas sugiere una alta complejidad 

relacionada con diferentes procesos celulares como la reparación del ADN, 

duplicación, dinámica nuclear y diferenciación de células pluripotentes, y la 



13 
 

regulación de la expresión de genes en un tiempo y espacio específico, en donde 

su des-regulación está claramente ligada al desarrollo del cáncer (Jenuwein y 

Allis, 2001; Jones y Baylin, 2002; Santos-Rosa y Caldas, 2005; Feinberg et al., 

2006; Lee et al., 2006; Duncan et al., 2008; Sims, 2008; Pandita y Richardson, 

2009). 

Dentro de las modificaciones covalentes de las histonas se encuentra la 

poli-acetilación de las histonas, la cual fomenta la estructuración de una cromatina 

abierta y por lo tanto transcripcionalmente activa, mediante cambios en la 

estructura nucleosomal que ocasionan la neutralización de cargas entre el ADN y 

las regiones amino-terminales de histonas. Por el contrario, la des-acetilación tiene 

que ver con la formación de una cromatina compacta y represora para la 

transcripción (Lachner y Jenuwein, 2002; Lund y van Lohuizen, 2004; Wang et al., 

2007).  

Por otro lado se ha demostrado que los residuos de lisinas pueden mono, di 

o trimetilarse, mientras que las argininas solo pueden mono o dimetilarse. Dichas 

modificaciones tienen repercusiones en la estructuración específica de la 

cromatina y su reconocimiento por parte de proteínas ligadas a la modulación de 

la estructura de la cromatina (ver Tabla 1 y Figura 4; Jenuwein y Allis, 2001). 

Como ejemplo, la trimetilación de la lisina 9 de la histona H3 tiene que ver con la 

estructuración de una cromatina represiva para la transcripción, mientras que la 

trimetilación de la lisina 4 de la histona H3 se relaciona con la formación de una 

cromatina abierta y por tanto transcripcionalmente activa (ver Tabla 1 y Figura 4; 

Santos-Rosa y Caldas, 2005). Dicho proceso es llevado a cabo por enzimas con 

un dominio SET, como por ejemplo las metil-transferasas de histonas Su(var), 
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Enhancer de Zeste (EZH2) y Trithorax (Trx), entre otras (Santos-Rosa y Caldas, 

2005). 

 

Fosforilación Treoninas/Serinas H3,H4, H2A y H2B Condensación de 
cromosomas y activación 

génica

Isomerización Prolinas H3 Activación génica

Ubiquitinación Lisinas H2A y H2B Activación génica

Modificación Residuo de aminoácidos 
modificados

Histona Efecto

Acetilación Lisinas H3,H4, H2A y H2B Activación génica

Desmetilación Lisinas/Argininas H3,H4, H2A y H2B Activación y represión génica

Descetilación Lisinas H3,H4, H2A y H2B Represión génica

Metilación Lisinas/Argininas H3,H4, H2A y H2B Activación y represión génica

 
Tabla 1. Principales modificaciones post-traduccionales de las histonas. 

 

2.2.1-  Las desmetilasas de histonas. 
 

Hace poco tiempo, la metilación de las histonas era considerada como una 

modificación permanente e irreversible, que definía un estado epigenético 

sumamente estable. Recientemente se han descubierto un número considerable 

de enzimas que tienen la habilidad de desmetilar a los residuos de argininas y 

lisinas metiladas en las histonas de manera altamente específica. Los procesos 

que están involucrados con la desmetilación de las histonas son variados e 

incluyen a la oxidación de aminas, la hidroxilación o deaminación de las mismas 

(Shi et al., 2004; Huang et al., 2006; Yamane et al., 2006; Cloos et al., 2008; Xiang 

et al., 2007). 
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Dentro de las más estudiadas desmetilasas de histonas se cuenta con la 

amina oxidasa LSD1; esta es una des-metilasa de histonas  la cual utiliza 

dinucleótido de adenia flavina (FAD) para catalizar la desmetilación de histonas. 

Dicha enzima, tiene la capacidad de desmetilar  únicamente a los residuos mono y 

dimetilados de las lisinas 4 de histona H3 que corresponde a una marca asociada 

con zonas de eucromatina, potenciadores o enhancers y promotores génicos 

(Kubicek y Jenuwein, 2004; Takeuchi, et al., 2006; Lan, et al., 2008; Cloos,  et al., 

2008). Posteriormente, se describieron otro tipo de desmetilasas de histonas 

provenientes de la familia de proteínas jumonji, estas tienen la capacidad de 

desmetilar a los residuos de mono, di y trimetilación de las lisinas y argininas. 

Estas enzimas contienen un dominio conservado conocido como JmjC el cual fue 

descrito por primera vez en la proteína Jumonji JARID2 (Cloos et al., 2008). Hasta 

ahora se han reportado 27 proteínas con domino JmjC de las cuales 15 tienen la 

capacidad de desmetilar tanto residuos de argininas como lisinas de la histona H3. 

Especialmente las proteínas JMJD2A, JMJD2B, y JMJD2C han sido asociadas 

con la disminución global de las marcas H3K9me3 y H3K9me2 y la deslocalización 

de la proteína de heterocromatina 1 (HP1) (Schotta et al., 2003). El descubrimiento 

de desmetilasas de histonas representa un evento relevante en el campo de la 

regulación epigenética dado que ha cambiado en muchos aspectos la visión de la 

regulación epigenética, en donde muchas modificaciones covalentes de las 

histonas ahora pueden considerarse como reversibles. Esto trae como 

consecuencia una imagen global de cambio dinámicos en la expresión génica que 

pueden modularse de manera específica, en distintos procesos como 

diferenciación de células totipotenciales, trans-diferenciación de macrófagos en 
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respuesta a inflamación entre otros (De Santa et al., 2007; Loh et al., 2007; Cloos 

et al., 2008). Además, el entender los mecanismos de acción de estas 

desmetilasas de histonas puede llevarnos muy probablemente al desarrollo de 

nuevas estrategias terapéuticas. 

 

2.2.2-  Las variantes de histonas. 
 

La visión de procesos epigenéticos dinámicos se ha enriquecido aún más 

con la caracterización de diversas variantes de histonas. Estas han tomado 

especial importancia debido a que muchas de ellas se han visto involucradas en el 

remodelaje alternativo de la cromatina, además de complementar y sofisticar el 

código de señales epigenéticas que adquiere cada nucleosoma (Hake y Allis, 

2006). 

Una de las primeras variantes de histonas descubiertas fue la variante 

CENP-A. Esta presenta una región amino-terminal que es variable en tamaño y 

secuencia, y es una pieza clave del ensamblaje del cinetocoro en los centrómeros  

de mamíferos (Allshire y Karpen, 2008).  

Otro ejemplo es el reemplazo de la histona H3 canónica por la variante de 

histonas H3.3, la cual difiere de la histona H3 por sólo 4 residuos de aminoácidos. 

Un aspecto importante es que su incorporación a la cromatina se da durante todo 

el ciclo celular,  mientras que la H3 canónica se deposita estrictamente en las 

horquillas de replicación (McKittrick et al., 2004). La histona H3.3 se ha visto 

enriquecida en sitios activos de transcripción, donde tiene la capacidad de 

remplazar a la histona H3 (Janicki et al., 2004). Otra variante de histonas asociada 

con cromatina activa es H2A.Z, esta se incorpora cerca de regiones silenciadas, lo 
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cual sugiere que evita la propagación de la heterocromatina (Janicki et al., 2004). 

Curiosamente, esta misma variante ha sido localizada en sitios activos a nivel 

regulatorio como lo son los enhancers e “insulators” (límites de dominios) 

(Felsenfeld y Jin 2007; Jin et al., 2009). Actualmente se ha sugerido que muchos 

de estos procesos epigenéticos establecen una memoria epigenética, que pudiera 

tener un efecto directo en la transcripción génica.  

H3

H4

K
79

Me

Me= Metilación
Ac= Acetilación
P= Fosforilación

A

B

 

Figura 4. Modificaciones covalentes de las regiones amino-terminales de las histonas. A- 
Representación esquemática de los principales residuos de aminoácidos que pueden modificarse 
covalentemente en las histonas H3 y H4. Me, representa metilación, Ac, acetilación y P, 
fosforilación. B- Esquema de la estructura del nucleosoma en vista frontal y lateral. 

 
 

2.3- La familia de proteínas Polycomb y Trithorax. 

Uno de los procesos epigenéticos asociados a la memoria epigenética son 

los miembros de la familia de proteínas Polycomb y Trithorax. Durante la década 
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de los 90s, se descubrió que los genes homeóticos en la mosca de la fruta 

Drosophila melanogaster presentaban un comportamiento muy distinto de 

expresión para dos clases de elementos regulatorios en cis conocidos como 

iniciadores y elementos de mantenimiento (Actualmente llamados elementos de 

respuesta al grupo  Polycomb/Trithorax ó PRE/TRE) (Ringrose y Paro, 2007). 

Especialmente se observó que los grupos de proteínas Polycomb (PcG) y 

Trithorax (TrxG) tienen la capacidad de unirse a estas secuencias PRE/TRE 

presentando funciones regulatorias antagónicas entre sí (Ringrose y Paro, 2007). 

Especialmente se observó que TrxG se asocia a elementos que se mantienen 

transcripcionalmente activos, mientras que PcG se vincula a aquellos que 

requerían ser silenciados (Moehrle y Paro, 1994). Alguna de las subunidades que 

conforman a los complejos TrxG y PcG poseen actividad de metil-transferasas de 

histonas con la capacidad de metilar lisinas específicas distribuidas en la región 

amino-terminal de H3; mientras que otros componentes interpretan dichas marcas. 

Particularmente, el complejo TrxG es un grupo proteico heterogéneo, donde 

co-existen componentes peptídicos que forman parte de complejos remodeladores 

de la cromatina ATP dependientes como SWI/SNF (ver Tabla 2). Otro de los 

componentes de este complejo son las metil-transferasas de histonas con dominio 

SET como Ash2 y MLL las cuales se han visto involucradas en la metilación de la 

lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3) que representa a una marca asociada con 

activación transcripcional (Lund  y van Lohuizen, 2004; Cernilogar y Orlando, 

2005). En condiciones aberrantes como leucemias, el gen MLL1 se ha visto 

frecuentemente involucrado en diferentes translocaciones específicas como la del 
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sitio 11q23 que corresponde a la translocación t(4;14) (Djabali et al., 1993; Chesi 

et al., 1998). 

 
Complejos Trithorax Drosophila melanogaster Humano

 SWI/SNF    Brm   BRM  

   Osa   BAF250  

   Moira   BAF170  

   Snr1   BAF47  

 NURF    Iswi   SNF2L  

   N38   ?  

   N301   BPTF  

   N55   RpAp46 RpAp48  

 TAC1    Trxa   

   dCBP   

   Sbf1   

 Ash1    Ash1   

   dCBP   

 MLL1‐3      MLL1-3a  

    WDR5  

    ASH2L  

    RbBP5  

    CFP1   

Tabla 2. Componentes proteicos en Drosophila melanogaster y humanos del complejo Trithorax 
(Schuettengruber et al., 2007). 

 

Por otro lado, las proteínas del grupo Polycomb (PcG) están relacionadas 

con la represión transcripcional. Estos complejos multipeptídicos están divididos 

funcionalmente en dos grupos: el complejo represor de iniciación (PRC2) que está 

conformado por EZH2,  EED  el cual recluta a des-acetilasas de histonas y a su 

vez ancla al complejo PcG mediante el factor transcripcional YY1 (ver más 

adelante; Van der Vlag y Otte, 1999; Satijn et al., 2001), y SUZ12,  entre otro 

componentes. Mientras que el de mantenimiento (PRC1) incluye proteínas como 

RNF2, Ring 1A y 1B, HPC, EDR y BMI1, y (ver Tabla 3 y Figura 5A; Lund y van 

Lohuzein, 2004). Cabe destacar que la proteína Enhancer de Zeste 2 (EZH2) es 
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una metil-transferasa de histonas con dominio SET, la cual tiene la capacidad de 

trimetilar a la lisina 9, pero principalmente a la lisina 27 de la histona H3 

(H3K9me3 y H3K27me3), ambas marcas asociadas a la represión transcripcional 

(Lund y van Lohuizen, 2004). La marca H3K27me3 atrae y es reconocida a su vez 

por el cromodominio de Polycomb presente en el complejo PRC1 de 

mantenimiento. Además de sus funciones regulatorias en los genes homeóticos, 

ambos complejos participan en el control de ciclo celular, diferenciación, 

hematopoyésis, la capacidad auto-renovativa de las células embrionarias (ES) 

pluripotenciales, entre otros. De igual forma su des-regulación transcripcional se 

ha observando en cáncer, donde se ha reportado la sobre expresión de EZH2 en 

cáncer mamario y de próstata (Varambally et al., 2002; Kleer et al., 2003). Por si 

fuera poco, recientemente se ha reportado que la sobre-expresión de EZH2 en 

cáncer, puede asociarse con la inactivación de  microRNAs como el mir-101 

regulan negativamente a esta metil-transferasa de histonas (Varambally et al., 

2008). 

 

Complejos Polycomb Drosophila melanogaster Humano

 PhoRC    dSfmbt    ?  

   Pho    YY1  

 PRC2    E(z) Esc    EZH2 EED  

 PRC1    Su(z)12 N55 dRing Pc    SUZ12 RpAp48 RpAp46 RING1A HPC1‐3  

   Ph    HPH1‐3  

   Psc   BMI1  
   Scm   SCMH1‐2  
   Factores asociados TBP    

Tabla 3. Componentes proteicos en Drosophila melanogaster y humanos del complejo Polycomb 
(Schuettengruber et al., 2007). 
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Una de las incógnitas relacionadas con el estudio de los miembros de 

PcG/TrxG es que únicamente han sido caracterizados secuencias PRE/TRE en 

Drosophila, por lo cual se desconoce de qué manera los miembros de PcG/TrxG 

son reclutados en mamíferos y otras especies. En la actualidad se ha reportado 

que el factor transcripcional YY1 homólogo de Pho en Drosophila es uno de los 

pocos factores transcripcionales con la capacidad de reclutar a miembros de 

Polycomb, lo cual abre una nueva ventana en el estudio del reclutamiento 

regulado de estos componentes proteicos a un sitio específico (Thomas y Seto, 

1999; Atchison L, et. al., 2003; Srinivasan y Atchison, 2004; Ficz et al., 2005; 

Ringrose y Paro, 2007; Ko et al., 2008). Otra de las interrogantes de este campo 

de estudio es que actualmente se desconoce como las marcas covalentes de las 

histonas pueden asociarse a la memoria epigenética. Especialmente, los 

miembros de PcG y TrxG han sido ampliamente estudiados, el reclutamiento de 

los mismos, pero a su vez, se han propuesto como parte de la memoria 

epigenética post-mitótica (Hansen, et al., 2008). En publicaciones recientes, se ha 

demostrado que miembros del complejo PcG y en particular, EZH2 pueden mediar 

interacciones a distancia a escala intra- e inter-cromosómico, lo cual sugiere que 

la posible memoria epigenética se da a través de la deposición de la marca 

H3K27me3 (Tiwari et al., 2008).  Una vez establecida dicha marca, es reconocida 

por PRC2 durante la fase G1 del ciclo celular manteniéndose a lo largo de la 

duplicación del ADN, manteniendo el mismo patrón epigenético en el genoma 

recién duplicado; mientras que la metil-transferasa de histonas EZH2 se mantiene 

asociada a la cromatina en las fases M y G0 del ciclo celular (Hansen et al., 2008). 

Además, en mamíferos existen evidencias de una inter-relación entre el 
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reclutamiento de miembros de Polycomb y las enzimas encargas de metilar al 

ADN (Dnmts), donde EZH2 puede directamente reclutar a Dnmts a ciertos genes; 

esto permitiría de alguna forma dirigir la metilación de novo a genes que requieran 

un silenciamiento permanente (Lyko y Brown, 2005; Vire et al., 2006). Estos datos, 

que han resultado controvertidos, sugieren que múltiples procesos epigenéticos 

como  componentes de PcG y la metilación del ADN, están directamente 

involucrados en el establecimiento de una memoria epigenética. Sin duda alguna, 

el entendimiento de estos procesos será de gran importancia dentro del estudio de 

la biología del cáncer. 

 

 

A

B

Silenciamiento
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Figura 5. Componentes asociados al grupo proteico Polycomb y su interrelación con otros 
componentes epigenéticos. A- Esquema de los dos complejos represores asociados a los 
miembros de Polycomb, PRC1 y PRC2. B- Dibujo que representa la interacción entre los 
componentes epigenéticos Polycomb (PRC2) y Dnmt (Vire et al., 2006) 
 
 
2.4-  La metilación del ADN y el cáncer. 
 

Uno de los procesos epigenéticos más estudiados es la metilación del ADN, 

la cual en condiciones normales tiene que ver con múltiples procesos  celulares 

tales como el desarrollo embrionario, transcripción, estructura de la cromatina, 

inactivación del cromosoma X, regulación de genes improntados y estabilidad 

cromosómica, entre otros (Singal y Ginder, 1999; Robertson, 2005). La metilación 

del ADN involucra una modificación química covalente a través de la incorporación 

de un grupo metilo (CH3) a la posición 5 del carbono de la citosina, reacción que 

se lleva a cabo mediante una metil-transferasa de ADN (tema que abordaremos a 

detalle más adelante). Esta modificación ocurre principalmente en la citosinas que 

se encuentran en el contexto de 5’-CpG-3’ (también llamadas dinucleótidos CpGs), 

de manera menos frecuente se pueden observar en los dinucleótidos CpA y 

CCNGG entre otros (Das y Singal, 2004). Resulta importante mencionar que la 

metilación del ADN es sinónimo de silenciamiento génico, principalmente a través 

de la formación de una estructura de la cromatina compacta (Ehrlich, 2002). 

En la actualidad se han desarrollado distintas estrategias experimentales 

que permiten la evaluación del estado de la metilación del ADN, las cuales van 

desde las muy generales, como la utilización de enzimas de restricción metilo-

sensibles como MspI/HpaII, cuyo grado de digestión puede ser evidenciado por 

ensayos de Southern-blot. Por otro lado existen técnicas más específicas como la 

PCR sensible a metilación (MS-PCR) y un  método más sensible basado en la 
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modificación del ADN genómico por  bisulfito de sodio, amplificación específica por 

PCR, clonación  y secuenciación. Esta última técnica permite evaluar cada uno de 

los CpGs potencialmente metilables, y determinar el estado de metilación en 

zonas que contienen mayor número de CpGs, conocidas como islas CpGs (que se 

describirán con mayor detalle más adelante). 

Los mecanismos que se han sugerido para explicar el efecto de la 

metilación del ADN sobre la inactivación de la transcripción génica son los 

siguientes (Figura 6): 

a) El modelo de interferencia: Este sugiere que la metilación del ADN 

interfiere con la unión de los factores de transcripción a su 

secuencia blanco (Watt y Molloy, 1998). 

b) El reclutamiento de desacetilasas de histonas (HDACs) mediado 

por la metil-transferasa de ADN (Dnmt1) y la acción conjunta de 

varios co-represores. Diversos estudios han  también demostrado 

que la Dnmt1 puede reclutar a la HDAC1  en su porción amino-

terminal, siendo que al momento de metilar el ADN, la HDAC1 

favorece la desacetilación de las histonas, teniendo como 

resultado la formación de una cromatina más compacta y por 

ende, represiva para la transcripción. Este fenómeno también se 

ha observado con otro tipo de metil-transferasas de ADN como las 

Dnmt3a y Dnmt3b (Fuks et al., 2000). 

c) Mediante la unión de proteínas que se asocian al ADN metilado 

llamadas “Methyl-CpG-binding proteins” (MeCPs), también 
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conocidas como “Methyl-binding domain proteins” (MBDs): El 

reconocimiento de estas proteínas fomenta la generación de una 

cromatina compacta afectando a la expresión génica, mediante la 

atracción de co-represores los cuales incorporan a HDACs (Lopez-

Serra y Esteller, 2008). Las proteínas de unión al ADN metilado 

han sido vinculadas con el silenciamiento transcripcional de 

múltiples genes en contextos aberrantes como el cáncer (ver 

Tabla 2). 

d)  La metilación del ADN en el cuerpo del gen. Se ha demostrado que 

la metilación en el cuerpo del gen puede reclutar proteínas de unión 

al ADN metilado que evitan la elongación de la RNA polimerasa II 

(Zilberman et al., 2007). De manera contradictoria y controversial, 

existen reportes que descartan dicho modelo, sugiriendo que la 

metilación del ADN en el cuerpo del gen no afecta la expresión del 

mismo.  
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Figura 6. Modelos de silenciamiento epigenético mediado por la metilación del ADN. A- Modelo de 
interferencia, donde la metilación del ADN interfiere con la unión de los factores de transcripción a 
su secuencia blanco. B- Reclutamiento de desacetilasas de histonas (HDACs) mediante las 
enzimas encargadas de metilar al ADN (Dnmts). C- Las proteínas de unión al ADN metilado (MBDs 
o MBP) reclutan co-represores, que a su vez se asocian con HDACs. D- La metilación en el cuerpo 
del gen  puede evitar la elongación de la RNA pol II vía estructuración compacta de la cromatina. 
 

La metilación del ADN se ha convertido en un campo muy importante de 

estudio en el área del cáncer, donde se han demostrado dos procesos ligados al 

desarrollo del cáncer: (1) La hipermetilación específica de promotores de genes 

asociados al control del ciclo celular, entre otros, y  (2) la hipometilación global del 

genoma, particularmente de secuencias repetidas, las cuales abordaremos a 

mayor detalle más adelante. De manera normal el genoma de mamíferos se 

encuentra metilado aproximadamente en el 70% de los dinucleótidos CpGs, 

mayoritariamente en regiones centroméricas y subteloméricas. En procesos 
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tumorales se ha observado una hipometilación global del ADN en comparación 

con su contraparte de tejido normal (Feinberg y Vogelstein, 1983; Baylin y 

Herman, 2000; Robertson, 2005). Este fenómeno trae como consecuencia la 

inestabilidad de dichas regiones genómicas, las cuales pueden incluso llevar a la 

pérdida de fragmentos de cromosomas.  

Por otra parte, se ha visto un vínculo entre los procesos genéticos y 

epigenéticos, dado que los sitios metilados pueden sufrir un cambio de G a T 

mediante una reacción de deaminación, y por lo tanto, un proceso epigenético 

puede llevar a un defecto a nivel genético. Este fenómeno se ha observado 

frecuentemente en el cuerpo del gen p53 humano en muestras de tumores de 

cáncer de pulmón (Esteller et al., 2001). 

Paradójicamente, se puede presentar una hipermetilación del ADN a nivel 

local, afectando principalmente a regiones promotoras de genes asociados al 

control del ciclo celular como los genes supresores de tumores, y reparación del 

ADN tales como hMLH1, p16INK4a, BRCA1, p73, HIC-1 y Rb entre otros (Hanahan 

y Weinberg 2000; Esteller, 2005). Se ha propuesto que la des-regulación de las 

enzimas responsables del mantenimiento de la metilación del ADN y del 

establecimiento de la metilación de novo (Dnmts) pueden ser en parte 

responsables tanto de la pérdida y ganancia de metilación del ADN en procesos 

tumorales (Morey Kinney et al., 2008). A pesar de todas estas propuestas aún 

quedan muchos aspectos desconocidos de la metilación del ADN que deben ser 

investigados con mayor detalle. 

 

2.5-  Las metil-transferasas de ADN  (Dnmts). 
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Las proteínas encargadas de metilar el ADN se denominan ADN metil-

transferasas (Dnmt). Hasta ahora se han descrito 7 enzimas (Dnmt1, Dnmt1b, 

Dnmt1o, Dnmt1p, Dnmt2, Dnmt3a, Dnmt3b  (con una isoforma Dnmt3 Like-protein 

(Dnmt3L)). En particular, la Dnmt3 se asocia con la metilación del ADN de genes 

improntados exclusivamente en células germinales (Cheng y Blumenthal, 2008), 

en donde las más estudiadas son las Dnmt3a, Dnmt3b y la Dnmt1. Dentro de la 

metilación del ADN existe la metilación de novo y la de mantenimiento, lo cual 

permite que dicha información epigenética se establezca en etapas tempranas del 

desarrollo y por otra parte, que se transmita a las células hijas durante la 

duplicación celular, respectivamente (Esteller, 2005). La Dnmt1  está involucrada 

en ambas actividades, mientras que la Dnmt3A y Dnmt3b mayoritariamente 

presentan actividad de novo en etapas tempranas del desarrollo (Robertson, 2002; 

Goll y Bestor, 2005). 

La importancia en el estudio de la metilación del ADN estriba en que dicho 

proceso epigenético se asocia a múltiples enfermedades como el cáncer. Esta 

asociación fue demostrada en 1983, cuando se determinó experimentalmente que 

las células cancerosas presentan un genoma globalmente hipometilado (Feinberg 

y Volgelstein, 1983; Feinberg y Tycko, 2004). Debido a la importancia que 

representa la regulación epigenética, en la actualidad muchas investigaciones se 

han centrado en el estudio de la regulación de las Dnmts (Dean et al., 2005; 

Esteller, 2005). Recientemente, se ha reportado que el incremento en la expresión 

del gen que codifica para la Dnmt1 puede estar mediado por la interleucina 6 (IL-

6), la cual está involucrada en procesos inflamatorios. A su vez dicho incremento 

ha sido correlacionado con una disminución importante en la transcripción del gen 
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supresor de tumores p53 (Hodge et al., 2005). Esto apoya la relevancia que tiene 

la propia regulación de las Dnmts en la inactivación de genes supresores de 

tumores. Sorpresivamente, una serie de trabajos de investigación demostraron 

que la mutación homocigota del gen Dnmt1 causa una disminución del 20% en la 

metilación global del ADN, mientras que la inactivación de la Dnmt3b causa sólo 

un 3%. Pero en conjunto, la inactivación de ambas Dnmts (Dnmt1 y Dnmt3b) 

causa una pérdida del 95% de la metilación (Rhee et al., 2002). Estos datos 

sugieren que ambas enzimas cooperan en el mantenimiento de la metilación del 

ADN. De hecho, mutaciones en la Dnmt3b  se han reportado en algunos 

síndromes como en el síndrome de la inmunodeficiencia, inestabilidad 

centrómerica y anomalías faciales (ICF) causando la muerte en la adultez (Cheng 

y Blumenthal, 2008). 

En resumen, la metilación del ADN es un proceso epigenético  que, en 

condiciones normales está asociado con la estabilidad genómica y la expresión 

génica en un espacio y tiempo definido. En condiciones aberrantes como el 

cáncer, está estrechamente ligado con el silenciamiento epigenético de múltiples 

genes, en especial aquellos asociados con el control del ciclo celular, como 

también en la inestabilidad del genoma (Feinberg et al., 2006).   

2.6-  Las proteínas de unión al ADN metilado. 

Hasta ahora se han descrito al menos seis proteínas de unión al ADN 

metilado (MBDs) como son MBD1, MBD2, MBD3, MeCP2, y KAISO, las cuales 

están involucradas en la represión transcripcional, mientras que MBD4 tiene 

funciones de reparación del ADN (Clouaire y Stancheva, 2008). La MBDs 

interaccionan con enzimas modificadoras de histonas como las HDACs que 
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promueven el establecimiento de una cromatina transcripcionalmente inactiva. En 

genes aberrantemente metilados, se ha observado la unión al ADN metilado de 

diversas combinatorias de dichas proteínas (ver Tabla 4; Lopez-Serra y Esteller, 

2008). Especialmente, se ha reportado que algunos promotores de genes 

presentan un reclutamiento particular de proteínas de unión al ADN metilado lo 

cual sugiere cierta especificidad de reconocimiento para dichas proteínas. En 

dicho estudio se observó que tanto MeCP2 y MBD2 son reclutadas 

específicamente a 22 promotores de genes, mientras que MBD1 y MBD3 no 

presentan dicho patrón (Lopez-Serra et al., 2006). El mismo estudio en líneas 

celulares de diferentes tipos de tumores demostró que la distribución de las MBDs 

puede observarse de manera distinta afectando la expresión de diferentes genes 

dependiendo del tipo de cáncer. Estos resultados sugieren que dependiendo el 

tipo de promotor que está afectado y el estirpe celular conlleva a distintos patrones 

de represión vía procesos epigenéticos ligados a la acción de conbinaciones 

particulares de proteínas de unión al ADN metilado. También se ha reportado la 

ausencia de este tipo de proteínas en cánceres de colon y pulmón sugiriendo que 

cada cáncer puede presentar una firma particular de proteínas de unión al ADN 

metilado (Bader et. al., 2003; Zhu et al., 2004).  

Por otra parte, mutaciones en el gen que codifica para la proteína de unión 

al ADN metilado, MeCP2 ha sido asociado con el síndrome de retraso mental Rett 

mayoritariamente en mujeres. En esta enfermedad los pacientes presentan un 

desarrollo normal hasta los 6 a 18 meses de edad, para progresivamente ir 

perdiendo habilidades cognitivas, sociales y motoras (Urdinguio et al., 2008).  



31 
 

Proteína de unión al ADN 
metilado

Genes Blanco

RASSF1A, RARB2, GSTP1, MGMT, CDH1, CDH13, LTBP3, PARVG, COLL11A2

MBD1 GSTP1, SOCS-1, COL11A2, PTPRN, FGF19, RARB2, CDH1
BRCA1, MGMT, p16INK4a, p14ARF, LTBP3, PTPRN, ER1, TIMP3, CDH1, GSTP1,
PRLR, PTPN4

MBD3 P21, CHFR, PTPN4
MBD4 p16INK4a, MHL1

MeCP2 

MBD2

 

Tabla 4. Ejemplos de genes blanco específicos de proteínas de unión al ADN metilado (MBDs). 
 (Tomado de Lopez-Serra, et al., 2008) 

 

2.7-  Las islas CpGs, sus funciones biológicas y su nueva clasificación. 

Dentro del genoma existen zonas  que abarcan de 0.2 a 1 kb ó más, con 

una densidad mayor al 60% de los nucleótidos C y Gs, donde la probabilidad de 

encontrar un dinucleótido CpG es mayor. A estas zonas genómicas se les 

denominó “islas CpGs” (Antequera 2003; Issa, 2004). Estas islas están presentes 

principalmente en el costado 5’ del 60% los genes transcritos por la RNA 

polimerasa II, coincidiendo frecuentemente con su región promotora y el primer 

exón. De manera interesante, en condiciones normales se encuentran libres de 

metilación del ADN, con excepción de algunos genes con expresión mono-alélica 

(también conocidos como genes improntados) (Gonzalgo y Jones, 1997; Ng, 1999; 

Baylin et al., 2000; Bird, 2002). Actualmente y basados en estudios globales a 

escala genómica se ha propuesto una nueva clasificación para la “isla CpG”. 

Mediante la técnica de “ChIP-on-chip” se dedujeron tres nuevas clases de 

promotores con diferentes densidades de CpGs (Weber et al., 2007). Estas se 

clasificaron dependiendo de la distribución de dinucleótidos CpGs en: alta 

densidad (HCPs), intermedia (ICPs) y baja (LCPs) (Figura 7A y C). 

Interesantemente, se observó que los promotores con islas HCPs, por lo general 
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no están metilados, pero de manera aberrante su metilación se asocia con un 

silenciamiento epigenético; mientras que las islas ICP y LCP presentan un mayor 

número de CpGs metiladas, sin que esto afecte dramáticamente su función 

regulatoria y por ende la expresión génica, es decir, no se silencian 

epigenéticamente (Figura 7B). Datos de la literatura y resultados presentados en 

este trabajo de investigación sugieren fuertemente que los distintos tipos de las 

islas CpGs tienen repercusiones biológicas y por ende regulatorias, en particular a 

nivel epigenético. Estudios recientes (incluyendo los de nuestro grupo) han 

propuesto que los mecanismos de silenciamiento epigenético son distintos 

dependiendo de la clase de islas CpGs que correspondan para cada uno de los 

promotores (Figura 7; Weber et al., 2007; Kondo et al., 2008; Meissner et al., 

2008). De manera normal, los promotores de genes asociados a islas CpGs se 

mantienen libres de metilación, pero en eventos como el cáncer sufren una 

hipermetilación. Esto ha sido una pregunta ampliamente abordada, debido a que 

actualmente se desconocen los mecanismos asociados en la protección de la 

metilación del ADN anormal de las islas CpGs. Hasta ahora se han propuesto 

distintos mecanismos de protección: Una transcripción activa de los genes, 

eventos de desmetilación del ADN (en caso de que existan enzimas para ello), la 

duplicación y la estructuración local de la cromatina, pueden  ser los procesos 

responsables de evitar el acceso de las enzimas encargadas de metilar el ADN 

(Antequera, 2003; Das y Singal, 2004; Esteller, 2005). Todos los mecanismos 

antes propuestos pueden sufrir alteraciones que repercuten en el silenciamiento 

de genes, muchos de ellos involucrados en el control del ciclo celular, como los 
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genes supresores de tumores, y/o activación de proto-oncogenes que 

abordaremos a continuación. 
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     Figura 7. Representación gráfica de  los tres tipos de promotores con islas CpGs. A- Distribución 
de promotores con relación a su densidad de CpGs. B- Porcentaje de promotores totales 
distribuidos en las islas CpGs y su estado de metilación. C- Ejemplos de la distribución de los 
CpGs en las tres islas CpGs (Alta densidad (HCPs), Intermedia densidad (ICPs), y Baja densidad 
(LCPs)) (Tomado de Weber et al., 2007). 
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3-  LOS ONCOGENES Y GENES SUPRESORES DE TUMORES. 

3.1- Los oncogenes. 

A finales del siglo XIX, el célebre científico Theodor Boveri postuló la 

existencia de estímulos de crecimiento “cromosómico” que permitía un desarrollo 

descontrolado de tumores, los cuales eran atribuidos al incremento en número de 

estos componentes (Balmain, 2001). Pero fue hasta 1911 con Peyton Rous que se 

dieron las primeras evidencias de la existencia de los oncogenes. Este 

investigador realizó trabajos sobre el virus del sarcoma de Rous (RSV), 

demostrando que dicho virus estaba relacionado con la formación de sarcomas en 

pollos (Rous, 1910). Posteriormente, Michael Bishop y Harold Varmus en 1977 

demostraron que los pollos y otras especies contenían endógenamente a un gen 

muy similar al observado en el RSV (el gen viral v-src) al cual se denominó c-src 

(Varmus et al., 2008). Estos resultados sugerían que la incorporación de una 

versión mutada del virus endógeno producía el desarrollo de tumores (Varmus et 

al., 2008). Todos estos estudios dieron origen al estudio de los oncogenes y su 

relación con el cáncer. Actualmente se sabe que los proto-oncogenes son genes 

que codifican para proteínas involucradas en la proliferación celular e inhibición de 

la apoptosis, cuando estos se sobre-expresan de manera descontrolada se les 

define como oncogenes.  Estos pueden ser activados por varios mecanismos 

como mutaciones o fusión génica por la yuxtaposición de elementos tipo enhancer 

o amplificación génica. Especialmente los oncogenes codifican para seis tipo de 

proteínas como factores transcripcionales (como Fos, Jun y Myc), remodeladores 

de la cromatina (como SWI/SNF y MLL), factores de crecimiento (PDGF y 

proteínas de la vía de WNT como las β-cateninas), receptores de factores de 
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crecimiento (como el receptor epidermal del crecimiento EGFR, factor de 

crecimiento endotelial VEGF entre otros), transductores de señales (como Ras, 

AKT y SGK), y reguladores apoptóticos (como BCL2) (Croce, 2008). Actualmente 

uno de los nuevos candidatos de genes con función oncogénica son algunos 

microRNAs (He et al., 2005; Ma y Weinberg, 2008). Entre ellos destacan los hsa-

miR-155, hsa-miR-21, hsa-miR-372-373 y el hsa-miR-17-92 (Ma y Weinberg, 

2008; Medina y Slack, 2008).  Particularmente el hsa-miR-17-92  se ha visto 

sobre-expresado en linfomas de células B y cáncer testicular, donde inducen la 

sobre-expresión del oncogén c-Myc (He et al., 2005). Un ejemplo clásico de un 

oncogén es Ras, el cual es un proto-oncogén que codifica para proteínas de 

transducción de señales intracelulares; su des-regulación positiva se asocia con 

proliferación celular descontrolada (Malumbres y Barbacid, 2003). Por otro lado, 

los genes supresores  de tumores representan la contraparte de los oncogenes, 

debido a que están involucrados en el control negativo del ciclo celular. 

Normalmente su función es el inhibir la proliferación celular y el desarrollo de 

tumores. 

 

3.2-  Los genes supresores de tumores 

La sobre-expresión de oncogenes representa solo una de las diversas 

alteraciones a nivel génico que conllevan a una proliferación celular descontrolada. 

La inactivación de los genes supresores de tumores (GST) también pueden ser 

desencadenantes en un proceso tumoral (Croce, 2008). Los GST representan la 

contraparte de los oncogenes, estos están involucrados en el arresto del ciclo 

celular. Normalmente su función es el inhibir la proliferación celular mediante el 
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control del ciclo celular, evitando así el desarrollo de tumores (Clurman y Mark, 

1997). Es así como a finales de 1970 Knudson y colaboradores llevaron a cabo un 

estudio epidemiológico centrado en el cáncer familiar de Retinoblastoma en niños. 

Estos estudios derivaron en la postulación de la hipótesis de los dos “hits” 

(también conocida como la hipótesis de Knudson), en donde se sugiere por 

primera vez, la existencia de genes asociados al control del ciclo celular, a los 

cuales posteriormente se les nombraron como “genes supresores de tumores”. A 

diferencia de los oncogenes, los GST necesitan ser afectados en ambos alelos 

para su inactivación. La alteración de uno de los alelos puede derivar en una 

susceptibilidad al desarrollo de tumores (fenómeno conocido como 

haploinsuficiencia).   

Hasta ahora, han sido descritos más de 174 genes supresores de tumores 

entre los que se encuentran Rb, MGMT, BRCA 1/2, VHL, APC y p53, entre otros 

(Yang y Fu, 2003). En la actualidad existen nuevos candidatos a GST en donde 

algunos microRNAs tienen la capacidad de suprimir la expresión de oncogenes  y 

pueden ser considerados como supresores tumorales (Ma y Weinberg, 2008). 

Como ejemplo los hsa-mir-15a, hsa-miR-16 y Let-7a pueden inducir apoptosis 

debido a que estos tienen como blancos a genes anti-apoptóticos como BCL2  y 

Caspasa 3 (Cimmino et al., 2005; Tsang y Kwok, 2008). Otro ejemplo es la familia 

de microRNAs let-7 los cuales se han identificado como supresores de los 

oncogenes RAS y HMGA2 (Johnson et al., 2005; Boyerinas et al., 2008; Iliopoulos 

et al., 2009). Muchos de los GST pueden ser inactivados por defectos genéticos 

como mutaciones puntuales  ó deleciones cromosómicas, pero no son los únicos 

fenómenos involucrados en  el inicio ó desarrollo del  cáncer; a su vez, hoy en día 
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se considera que los procesos epigenéticos también pueden ser responsables del 

silenciamiento de múltiples genes, y en particular de los GST (como la metilación 

del ADN y las modificaciones post-traduccionales de las histonas), derivando en el 

desarrollo del cáncer. Incluso, cabe recalcar, que la idea de una combinatoria 

tanto de los defectos genéticos como epigenéticos se refuerza cada día para 

explicar el origen y desarrollo del cáncer (Balmain, 2002; Feinberg et al., 2006).  

Uno de los genes supresores de tumores que nos ha llamado la atención es 

el gen p53 humano, debido a que no se conoce nada a cerca de su inactivación 

por mecanismos epigenéticos. Los pocos datos apuntan de manera indirecta, a 

que el promotor de este gen no es silenciado por metilación del ADN. Esto puede 

sugerir que otros mecanismos epigenéticos como las modificaciones post-

traduccionales de las histonas contribuyan en la inactivación de la expresión de 

este gen. En la actualidad esta hipótesis se sustenta por el hecho de que el 

promotor de p53 es considerado y clasificado como una isla CpG intermedia, lo 

cual sugiere su posible inactivación por mecanismos epigenéticos alternos a la 

metilación del ADN (Weber et al., 2007; Kondo et al., 2008). 

 

4- EL GEN SUPRESOR DE TUMORES P53 HUMANO. 
 

El gen p53, es uno de los más estudiados en cáncer debido a que se ha 

encontrado alterado en la mayoría de los tumores humanos, siendo una pieza 

clave para el inicio y desarrollo del cáncer. Por su papel en el ciclo celular, p53 es 

considerado como “el guardián del genoma”, debido a que evita la acumulación de 

alteraciones genéticas, mediante el arresto del ciclo celular en G1/S o G2/M y la 

subsecuente activación de distintas vías de muerte celular ó apoptosis como 
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también induciendo reparación del ADN (Figura 8; Rotter, et al., 1994; Malkin, 

2001). El gen p53 pertenece a una familia multigénica que incluye a p63 y p73.  El 

locus de p53 humano se localiza en el brazo corto del cromosoma 17 (17p13) y se 

localiza en una región genómica que abarca aproximadamente 20 kb (Soussi, et 

al., 1990). Hasta el momento no han sido reportados elementos de regulación a 

distancia que contribuyan a su transcripción, por lo cual la expresión de este gen 

se modula aparentemente a través de sus promotores.  

 

4.1-  Los promotores del gen supresor tumoral p53 humano. 
 

Este gen contiene un promotor principal (P1) y un promotor interno (P2) que 

puede transcribir a seis diferentes RNAs mensajeros codificando para seis 

isoformas proteicas distintas (lo cual abordaremos a detalle más adelante) (Tuck y 

Crawford, 1989; Bourdon et al., 2005).  El promotor P1 humano no contiene un 

caja TATA o una secuencia consenso iniciadora, pero se ha postulado que una 

secuencia tipo “TAAAA” pudiera funcionar como un elemento tipo caja TATA 

(Bucher, 1990). El promotor P1 contiene secuencias de unión a distintos factores 

de transcripción (FT) que mayoritariamente se sitúan río arriba del sitio de inicio de 

la transcripción. Entre ellos se presenta un miembro de la familia de PAX, el cual 

fue ubicado en el exón 1 no codificante de p53 (+197 a +193) (Stuart et al., 1995). 

La abundancia de PAX5 está inversamente correlacionada con la expresión de 

p53, sugiriendo que dicho FT tiene actividad represora sobre la regulación de la 

expresión del gen (Stuart et al., 1995). Por otro lado, el heterodímero c-Myc/Max 

es reclutado a la secuencia 5’-CATGTG-3’ localizado de -33 a -38 lo cual fomenta 
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la activación transcripcional de p53 (Reisman et al., 1993 y 2004). El FT NF-қB (el 

cual se une a la secuencia localizada entre -40 a -60) es importante en la 

inducción de la transcripción en respuesta al daño en el ADN vía agentes 

genotóxicos como la luz UV, 5-fluorouracilo y mitomicina C (Sun y Yamamoto, 

1995).  De igual forma el promotor del gen p53 presenta sitios de unión para los 

factores NF1 y YY1 en  la posición -91 a -103 y -98 a -107, respectivamente los 

cuales han sido asociados tanto con activación y como con represión 

transcripcional  (Furlong et al., 1996; Venanzoni et al., 1996). Por último, el FT 

AP1 se une a la secuencia localizada entre -155 a -166, en donde se ha sugerido 

que en conjunto con NF1 y YY1 fungen como activadores transcripcionales (Kirch 

et al., 1999). Todos los FT previamente mencionados regulan la expresión del gen 

p53 humano en un tiempo y espacio definido. Es bien sabido que en condiciones 

normales, tanto su expresión como la abundancia de la proteína son muy 

reducidas. Particularmente la presencia de la proteína Mdm2 es la encargada de 

degradar p53 vía ubiquitinación (Nayak y Das, 1999; Yap et al., 1999). Datos 

recientes sugieren que la transcripción de un RNA antisentido denominado 

Wrap53 co-localiza con la región promotora del gen p53 humano. La ausencia de 

éste transcrito correlaciona con la disminución de la expresión del gen p53, lo cual 

sugiere otro nivel de regulación para el gen p53 humano (Mahmoudi et al., 2009). 

Otro elemento que se ha visto involucrado en la regulación de la expresión de p53 

es el microRNA-125b, dado que la expresión de este se asocia con una regulación 

negativa de p53 (Le et al., 2009).  
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Figura 8. Esquema de las señales que activan la transcripción del gen  p53 humano, así como 
algunos de los genes involucrados en dicha cascada y su efecto fisiológico. 
 

El gen p53 humano codifica en una proteína de 53 kDa con la cual tiene 

una actividad tipo factor transcripcional (FT). Este FT tiene múltiples genes blanco 

dentro de los que se encuentran aquellos involucrados en arresto del ciclo celular, 

inhibición de la angiogénesis, la muerte celular programada, la reparación del ADN 

y más recientemente la activación de microRNAs asociados con una función tipo 

GST (Ford, 2005; Resnick-Silverman y Manfredi, 2006; He et al., 2007; ver Figura 

9). 
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Figura 9. Cascada de activación de los genes asociados al factor transcripcional p53 (modificada 
de Lois Resnick-Siverman, 2006). 

 

4.2-  La proteína p53 y su papel regulatorio en la homeostasis celular. 

La proteína p53 fue descrita por primera vez en 1979 (Lane y Crawford, 

1979), pero fue hasta 1990 que se consideró como un  gen supresor de tumores. 

El péptido p53 está involucrado en diversos procesos celulares como regulación 

del ciclo celular, apoptosis, reparación, regulación transcripcional y remodelaje de 

la estructura de la cromatina, entre otras funciones (Vogelstein et  al., 2000). La 

organización peptídica de p53 está altamente conservada desde Drosophila 

melanogaster hasta el humano (Stiewe, 2007). La proteína p53 humana presenta 

una masa molecular de 53 kDa, la cual está conformada por 393 residuos de 

aminoácidos. Dicha proteína se organiza en cuatro dominios estructurales y 

funcionales. Los primeros 42 residuos de aminoácidos pertenecen al extremo 
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La región carboxilo-terminal se sitúa entre los residuos 323 al 356 (Bourdon, 

et al., 2005). Esta zona fomenta la oligomerización del tetrámero de la proteína, lo 

cual favorece la unión del péptido a su secuencia blanco en el ADN (Bode y Dong, 

2004). Adyacente al dominio de oligomerización entre los residuos 363 al 393 se 

localiza el dominio de unión al ADN  (Figura 11; Malkin, 2001). En conclusión, la 

estructura del péptido codificado por el gen p53 es altamente compleja, la cual 

además puede ser finamente regulada por modificaciones post-traduccionales que 

le confieren a su vez especificidad tanto en su función como en su actividad, lo 

cual abordaremos a continuación (Espinosa y Emerson, 2001). 

 

4.3-  Las modificaciones covalentes en el péptido de p53. 

La proteína de p53  sufre modificaciones post-traduccionales  que le 

confieren actividades específicas (Feng, et al., 2005). Dentro de estas, se 

encuentra la fosforilación, cuyo efecto tiene que ver con la estabilización del 

péptido y una mayor afinidad por la unión a su secuencia blanco. En respuesta a 

daño al ADN, el péptido de p53 puede fosforilarse en la serina 15 mediante la 

cinasa ATM. Esta modificación post-traduccional fomenta la unión de acetilasas, 

como p300 a la región amino-terminal de p53. Esto permite que el péptido a su 

vez puede acetilarse (Bourdon, et al., 2005). La acetilación de p53, ocurre en el 

extremo carboxilo-terminal del péptido. Dicha modificación es relevante para la 

estabilidad del péptido evitando su degradación vía MDM2, y a su vez incrementa 

su  afinidad por el ADN (Bode y Dong, 2004; Feng, et al., 2005). Otro mecanismo 

recientemente descrito es la metilación de p53 en su dominio carboxilo-terminal 

mediada por la metil-transferasa Set9, contribuyendo a su translocación al núcleo, 
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confiriéndole estabilidad a la proteína y facilitando el reconocimiento de sus 

secuencias blanco (Figura 11; Chuikov et al., 2004). 

  
Figura 11. Estructura básica de la proteína p53. El péptido está constituido por 393 residuos de 
aminoácidos, el cual está dividido en la región amino-terminal, donde se incluye al dominio de 
activación y el de unión al SH3 (Src homologo 3), el “core” central donde se encuentra el dominio 
de unión al ADN y el carboxilo terminal, donde está ubicado el dominio de tetramerización. En  
verde se observan los sitios que son acetilados en la proteína. En amarillo se muestran los sitios 
fosforilables. En rojo se presenta al único residuo metilable. 
 
 
 

4.4-  Las variantes proteicas de p53. 

Como se comentó anteriormente, el gen p53 humano contiene dos 

promotores, el primero transcribe a tres mensajeros distintos, los cuales codifican 

a la proteína de p53 completa, y a las isoformas p53i9 y ∆40p53 (Figura 12A y B; 

Bourdon et al., 2005). La proteína p53i9 está codificada por un corte y empalme 
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alternativo del intrón 9, presentando 60 residuos de aminoácidos truncados. Por 

otro lado la proteína ∆40p53 (también conocida como p47 o ∆Np53; ver Figura 

12B), tiene truncado los primeros residuos de aminoácidos del extremo amino-

terminal. Esta proteína se forma apartir del corte y empalme alternativo del intrón 2 

o por  traducción o iniciación alternativa.  Esta isoforma incorpora las mismas 

funciones que la proteína completa, pero su localización es estrictamente nuclear, 

además de no poder ser degradada por MDM2 (Ghosh et al., 2004).  

 

1      2 3  4 5   6   7   8 9 i9     10              11
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B

 
Figura 12. Organización génica de p53 humano. A- Esquema en donde se representan a sus dos 
promotores, a las regiones intrónicas y exónicas. B- Representación de las cuatro isoformas 
descritas para este gen (p53 completa, a p53i9 y ∆40p53 y ∆133p53 producido por el segundo  
promotor  interno del intrón 4).  
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Recientemente se ha descrito un segundo promotor interno en el gen p53 

humano, el cual se encuentra dentro del intrón 4. El mensajero producido por este 

promotor interno codifica para tres variantes proteicas ∆133p53 (35 kDa), 

∆133p53β y ∆133p53γ (28 kDa) (Figura 12B). Estos péptidos presentan el domino 

amino-terminal truncado al iniciar en el codón 133 (Bourdon et al., 2005). Las 

proteínas que se sintetizan no contienen el dominio de trans-activación y el 

dominio de prolinas,  pero sí parte del dominio de unión al ADN. Por ensayos de 

expresión del mensajero se demostró que la variante  ∆133p53γ se expresa en la 

mayoría de los tejidos normales con excepción de cerebro, corazón, pulmón, 

glándulas salivales intestino e hígado fetal (Bourdon et al., 2005). Por otro lado, la 

variante ∆133p53β se expresa en tejidos normales de colon, médula ósea, 

testículo, cerebro fetal e intestino (Bourdon et al., 2005). La localización celular de 

las variantes ∆133p53β y ∆133p53γ es citoplasmática, mientras que ∆133p53 se 

observa mayoritariamente en el núcleo. Debido a que las isoformas ∆133p53β y 

∆133p53γ muestran variaciones en 15 aminoácidos en el extremo carboxilo-

terminal, se sugiere que dichas diferencias están involucradas en la localización 

celular del péptido (Bourdon et al., 2005).  Todos estos datos sugieren una mayor 

complejidad tanto a nivel transcripcional, como traduccional del gen p53 humano. 

De todo lo anterior se deduce que la expresión tejido específica de dichas 

isoformas puede estar relacionada con una actividad específica del péptido (Prives 

y Manfredi, 2005). Por lo cual, el descubrimiento de las distintas isoformas de p53 

nos hace pensar que la función de estos péptidos pueden tener actividad 

específicas en contextos celulares distintos, en donde la actividad celular de cada 

uno de los tejidos esté estrechamente relacionado con la isoforma en cuestión.  
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Todo lo anterior sugiere a su vez que la modulación de la expresión del gen 

es un factor clave en la regulación de la expresión en un tiempo espacio y tejido 

específico, y por lo tanto su des-regulación puede ser importante en el desarrollo 

de enfermedades como el cáncer. Cabe recalcar que la gran mayoría de los 

estudios realizados sobre p53 se han enfocado en las modificaciones post-

traduccionales del péptido, dejando de lado a los elementos de control y por ende, 

su regulación a nivel transcripcional. Siendo así que hasta ahora se desconocen 

los mecanismos regulatorios a nivel epigenético que puedan estar modulando la 

expresión de éste gen. 
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5- ANTECEDENTES PARTICULARES. 

La regulación transcripcional de los genes no solo esta mediada por la 

unión de los factores transcripcionales a sus secuencias blancos, sino que 

también están involucrados los complejos proteicos que interaccionen con estos. 

En la actualidad se ha sugerido que la unión de un factor conocido como CTCF 

participa en la estructuración de una cromatina local permisiva a transcripción. 

Particularmente, este fenómeno se ha observado en regiones promotoras de 

genes asociados al ciclo celular de algunos genes supresores de tumores como 

BRCA1, Rb y p16 entre otros. 

 

5.1-  El factor nuclear CTCF. 

El factor nuclear CCCTC, también conocido como CTCF es una proteína 

multifuncional de 11 dedos de zinc, la cual está conservada en muchos 

organismos. Inicialmente CTCF fue caracterizado tanto como un regulador positivo 

y como negativo de diferentes genes como c-myc  y la apolipoproteína (Ohlsson et 

al., 2001). Posteriormente fue descrito como una proteína que participa en las 

diversas funciones que tienen los insulator, conocidos como elementos 

delimitadores de dominios, en la mayoría de los organismos estudiados. 

Recientemente se ha demostrado que CTCF juega un papel central en mediar las 

interacciones cromatínicas a distancia y en la dinámica nuclear (Burgess-Beusse 

et al., 2002; Recillas-Targa et al., 2002; Rubio et al., 2008; Phillips y Corces, 

2009). En la actualidad existen evidencias que apoyan el papel de CTCF en el 

establecimiento y mantenimiento de la memoria epigenética como en el caso del 

locus improntado IGF2/H19 (Su et al., 2008). Especialmente CTCF se ha visto 
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involucrado en múltiples aspectos de regulación epigenética como son la 

inactivación del cromosoma X, la impronta genómica, la regulación de transcritos 

no-codificantes, la estructura y función de elementos repetidos, entre otros 

(Wallace y Felsenfeld, 2007).  

La ausencia de dicho factor a su vez ha sido vinculada con múltiples 

enfermedades como el síndrome Silver-Russell, el síndrome de Beckwith-

Wiedemann y más recientemente con el desarrollo del cáncer (Aulmann et al., 

2003; Butcher, et al., 2004; Butcher y Rodenhiser, 2007). En particular, CTCF  

participa en la regulación de genes involucrados en el control del ciclo celular 

como BRCA1, Rb y p16 donde se ha observado una localización citoplasmática 

aberrante en el 77% de los carcinomas mamarios lo que  correlaciona con la 

hipermetilación del ADN en el promotor del gen BRCA1 (Butcher et al., 2004; 

Butcher y Rodenhiser, 2007; De la Rosa-Velazquez et al., 2007; Witcher y 

Emerson, 2009). Por lo tanto, es atractivo el considerar a CTCF como un buen 

candidato en la regulación de genes supresores de tumores, donde su mecanismo 

de acción probablemente ocurra a distintos niveles. 

 

5.2- La regulación epigenética del promotor del gen Rb por el factor nuclear 

CTCF. 

Por otro lado y como un antecedente importante para este trabajo de tesis, 

en nuestro laboratorio descubrimos que CTCF regula al promotor de Rb humano. 

Mutaciones en la secuencia de unión al factor nuclear CTCF en el promotor del 

gen de Rb causa un rápido silenciamiento epigenético a través de la ganancia de 

metilación del ADN y la incorporación de la proteína de unión al ADN metilado 
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Kaiso (De La Rosa-Velázquez, et al., 2007). Esta es la primera evidencia que 

sugiere que el factor nuclear CTCF tiene la capacidad de proteger a una isla CpG 

(HCP) en contra de la metilación del ADN (De La Rosa-Velázquez, et al., 2007). A 

partir de estos datos surgieron nuevas interrogantes, como el conocer si el 

fenómeno de protección de CTCF es único en contra de promotores HPC o si un 

mecanismo similar ocurre en otro tipo de islas CpGs con una menor densidad de 

dinucleótidos CpGs como es el caso del promotor del gen p53  humano. 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

En la actualidad, se desconocen los mecanismos epigenéticos 

responsables de la regulación del promotor del gen p53 humano. Consideramos 

que dilucidar estos procesos podría contribuir a entender uno de los mecanismos 

alternos para explicar la regulación e inactivación de la expresión del gen p53 

humano, tanto en células normales como en procesos carcinogénicos. Existen 

evidencias que sugieren que el factor nuclear CTCF pudiera ser el responsable de 

proveer estabilidad epigenética a promotores con una alta densidad de CpGs, 

donde su ausencia se asocia con la metilación del ADN. En la actualidad se 

desconoce si la ausencia de CTCF en islas CpGs intermedias o bajas, como en el 

caso del promotor del gen p53 humano, desencadene un silenciamiento 

epigenético por diferentes procesos. 

 

HIPÓTESIS. 

La regulación de la expresión del gen supresor de tumores p53 humano 

puede estar modulada por factores epigenéticos. El factor nuclear CTCF tiene la 

capacidad de regular la actividad del promotor del gen p53 humano, y la ausencia 

de este factor nuclear puede derivar en el silenciamiento epigenético del gen p53. 

OBJETIVO GENERAL. 

Identificar y caracterizar los procesos epigenéticos responsables de la 

regulación y des-regulación del promotor del gen p53 humano y por lo tanto su 
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efecto en la expresión génica. A su vez, determinar el posible efecto regulador a 

nivel epigenético del factor nuclear CTCF sobre el promotor del gen p53. 

 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Caracterizar de los niveles de expresión y abundancia de la proteína del 

gen p53 humano en distintas líneas celulares tumorales. 

2. Analizar del estado de metilación del ADN en el  promotor del gen p53 en 

líneas celulares tumorales. 

3. Caracterizar de la unión in vitro e in vivo  del factor nuclear CTCF en la 

región 5’ del promotor del gen p53 humano. 

4. Estudiar in vivo las modificaciones post-traduccionales en las histonas  

asociadas al promotor p53 humano en distintas líneas celulares.  

 

Sistema celular empleado en el estudio. 

Como criterio de selección del sistema experimental a utilizar, nos 

enfocamos en caracterizar el estado de expresión del gen p53 reportado en 

distintas líneas celulares: 

 

NOMBRE 
Num de 
acceso 
ATCC 

ESTIRPE CELULAR ESTADO DE 
EXPRESIÓN DE 

p53 Referencia 

SW480 
(CCL-228) Adenocarcinoma colorrectal. Expresión alta de 

p53. 

Datos 
Experimentales 

Figura 13. 
www.atcc.org. 

HeLa  
(CCL-2) Adenocarcinoma cervicouterino. Expresión baja del 

gen p53 

Datos 
Experimentales 

Figura 13. 
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www.atcc.org. 

Kb 
(CCL-17) 

           Carcinoma epidermal de 
boca. 

Expresión de p53 no 
descrita en la 

literatura 

Datos 
Experimentales 

Figura 13. 

Fibroblastos Cultivo primario de fibroblastos 
humanos.  

Expresión silvestre a 
p53 (tejido normal). 

Datos 
Experimentales 

Figura 13. 
T98G 

(CRL-1690) Glioblastoma multiforme Sin expresión de p53 
(p53 mutado). 

Amatya et al., 
2005. 

U87MG 
(HTB-14) Glioma, astrocitoma grado III Sin expresión de p53 

(p53 silvestre). 
Amatya et al., 
2005. 
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RESULTADOS. 

1- Caracterización de los niveles de expresión del gen p53 humano y la 

abundancia de la proteína en distintas líneas celulares tumorales. 

En la actualidad se desconoce con exactitud los niveles de expresión del 

gen p53 y su abundancia de su proteína en distintas líneas celulares tumorales. 

En particular, estamos interesados en determinar si existe alguna correlación entre 

la expresión del gen y los procesos epigenéticos que pudieran modular la actividad 

del promotor del gen p53 humano. 

Para ello, como primer abordaje se evaluaron mediante RT-PCR 

semicuantitativa  los niveles de expresión del gen p53 en diferentes  líneas 

celulares de estirpe epitelial. En dicho análisis demostramos diferencias en la 

expresión de p53, en los distintos tipos celulares observando una mayor expresión 

de p53 en la línea celular SW480, seguida por una menor expresión en células 

HeLa, identificando los niveles más bajos en las células Kb, con un nivel 

intermedio entre células HeLa y Kb, con respecto a la expresión observada en 

fibroblastos humanos considerados como células normales, no transformadas 

(Figura 13A). Como control de la reacción se evaluó la expresión del gen 

constitutivo GAPDH. A su vez, se determinó la abundancia y localización de la 

proteína p53 en las mismas líneas celulares mediante ensayos de 

inmunofluorescencia. De manera consistente con los datos anteriores, y en 

comparación con los fibroblastos, la línea SW480 presentó la mayor abundancia 

de proteína p53, con una distribución a nivel nuclear, mientras que HeLa y Kb 

exhibieron una menor cantidad de proteína con una localización mayoritariamente 

citoplasmática (Figura 13B). Nuestros datos correlacionan con los resultados 
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obtenidos de la expresión del gen, sugiriendo que el patrón de abundancia de la 

proteína p53 es regulado a nivel transcripcional (Figura 13A y B). 
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Figura 13. Determinación de la expresión y presencia de la proteína del gen p53 humano en las 
líneas celulares SW480, HeLa y Kb. A- Evaluación de la expresión del gen p53 humano mediante 
RT-PCR semicuantitativa. El producto para p53 es de 300 pb, mientras que para GAPDH es de 127 
pb. B- Localización y abundancia de la proteína p53 evaluado mediante inmunofluorescencia. La 
barra corresponde a 10 µm. 

 

Estos datos demuestran a su vez, que en condiciones normales (cultivo 

primario de fibroblastos humanos) tanto la expresión del gen como la síntesis de la 

proteína de p53 se encuentran en niveles basales comparados con los observados 

en las líneas tumorales SW480 y HeLa (Figura 13A y B). Con el fin de corroborar 

dicho dato, comparamos la abundancia de otro tipo de proteínas como Rb y el 
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factor nuclear CTCF (Figura 14). Los datos muestran que tanto CTCF como Rb se 

localizan principalmente en el núcleo, siendo su concentración homogénea en 

todas las células. En péptido p53 se encuentra ausente en la mayoría de las 

células, y en los pocos casos donde se identifica una señal, su citolocalización es 

mayoritariamente citoplasmática (Figura 14). 

 

DAPI FITC EMPALME

CTCF

RB

p53

 

Figura 14. Determinación de la abundancia y distribución de las proteínas CTCF, Rb y p53 en 
células provenientes de un cultivo primario de fibroblastos humanos obtenido de prepucio neonatal. 
La tinción con DAPI se utilizó para evidenciar al ADN de doble cadena, el cual se localiza en el 
núcleo celular. La barra corresponde a 10 µm. 

 

2- Análisis del estado de metilación del ADN en el  promotor del gen p53 

humano en líneas celulares tumorales. 
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Con el fin de determinar si la metilación del ADN pudiera estar 

desempeñando un papel central en el silenciamiento de la expresión del gen p53 

humano, previamente determinado en las líneas celulares, se decidió utilizar la 

técnica de modificación por bisulfito de sodio, amplificación por PCR y 

secuenciación de un conjunto de clonas (Herman et al., 1996). Brevemente, esta 

técnica se basa en el tratamiento del ADN con bisulfito de sodio, que convierte a 

las citosinas no metiladas en uracilos, mientras las metiladas permanecen como 

tales. La modificación del ADN genómico permite por lo tanto diferenciar el estado 

metilado del no metilado. Posteriormente se realiza una reacción de PCR 

utilizando oligonucleótidos diseñados exclusivamente para reconocer a las 

secuencias modificadas. El producto de amplificación resultante de la reacción de 

PCR es clonado en un plásmido para posteriormente ser secuenciado, 

permitiendo así determinar su estado de metilación (Figura 15). 

Los resultados demuestran claramente que el promotor del gen p53 

humano en las líneas celulares analizadas no se encuentra metilado, y que los 

distintos niveles de expresión observados por la RT-PCR no correlacionan con el 

estado de metilación del ADN del promotor del gen p53 humano. Esto a su vez 

sugiere fuertemente que las modificaciones post-traduccionales de las histonas 

podrían ser las responsables de las variaciones de la expresión de dicho gen en 

distintos tipos celulares tumorales transformados.  
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Figura 15. Evaluación del estado de metilación por medio de la técnica de bisulfito de sodio y 
secuenciación en las líneas celulares SW480, HeLa, Kb, fibroblastos normales, y dos líneas de 
gliomas T98G y U87MG. Los cuadros  vacíos representan  a los CpGs no metiladas, mientras que 
los cuadros negros corresponden a las CmpGs metiladas. En este estudio se evaluaron a los 16 
sitios CpGs (líneas verticales en el esquema superior del promotor del p53),  presentes en el 
promotor del gen por medio de la secuenciación de al menos 8 clonas independientes. 

 

3- Estudio in vivo de las modificaciones post-traduccionales en las histonas  

asociadas al promotor p53 humano en distintas líneas celulares tumorales.  

Con el fin de determinar si las marcas epigenéticas en las histonas son las 

responsables de modular la estructura de la cromatina, y por ende la expresión 

diferencial del gen p53 humano en las líneas celulares bajo estudio, realizamos un 

ensayo de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). Con este ensayo 

evaluamos la presencia in vivo de proteínas y modificaciones post-traduccionales 

de histonas asociadas al promotor del gen p53 humano en las líneas celulares que 
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presentan diferencias en sus niveles de expresión transcripcional. Además 

empleamos distintos anticuerpos que reconocen exclusivamente a proteínas de 

unión al  ADN metilado como son MBD2 y MeCP2 (Patra et al., 2003). A su vez 

utilizamos anticuerpos que reconocen la dimetilación de la lisina 4 de la histona H3 

(H3K4me2) marca asociada a promotores activos y a una cromatina laxa 

(Heintzman et al., 2007; Ruthenburg et al., 2007). Por otra parte se utilizaron 

anticuerpos que reconocen a las hitonas H3K9me2, H3K9me3 y la H4K20me3, 

que corresponden a marcas en las histonas asociadas con una estructura de la 

cromatina cerrada (Fahrner et al., 2002; Nguyen et al., 2002; Ebert et al., 2006;). 

Los datos fueron normalizados mediante una PCR-dúplex, utilizando dos pares de 

oligonucleótidos sintéticos: el primer par corresponde a la secuencia del promotor 

p53 humano y el segundo a un intrón del gen MyoD con la finalidad de normalizar 

los datos obtenidos y realizar una cuantificación de la abundancia relativa de cada 

inmunoprecipitación (Sawado et al., 2001). 

 

3.1 Inmunoprecipitación de cromatina  en las líneas celulares tumorales. 

El resultado del ChIP muestra principalmente un enriquecimiento  de las 

histonas H3 y H4 poli-acetiladas en el promotor de p53 en la línea celular SW480, 

a su vez se observa un abundante enriquecimiento de la H3K4me2 (Figura 16). 

Estos resultados sugieren que la región promotora de p53 en esta línea celular en 

particular se encuentra mayoritariamente en una estructura de la cromatina 

abierta, resultado que  concuerda  tanto con los niveles de expresión como con la 

abundancia de la proteína evidenciada para esta línea celular (Figura 13A y B). 

Por su parte, las líneas celulares HeLa y Kb presentan una disminución en la 
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abundancia de marcas en las histonas asociadas a una cromatina abierta, lo cual 

apunta a que la acetilación de las histonas H3 y H4 como la H3K4me2 son 

modificaciones de las histonas relacionadas con la activación a nivel epigenético 

del promotor del gen p53 humano. Consistente con nuestros análisis de la 

metilación del ADN, no logramos observar un enriquecimiento en las proteínas de 

unión al ADN metilado como MBD2 y MeCP2, lo cual confirma el hecho de que los 

promotores no están metilados en  las distintas líneas celulares (Figura 14 y 15). 

En conjunto nuestros resultados apuntan a que las modificaciones covalentes de 

las histonas participan a nivel epigenético en la regulación de la expresión del gen  

p53 humano.  
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Figura 16. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) del promotor del gen p53 en las líneas 
celulares SW480, HeLa, Kb y Fibroblastos humanos donde se evaluaron distintas marcas de 
modificaciones post-traduccionales de las histonas y proteínas de unión al ADN metilado. Los 



58 
 

resultados se presentan en veces de enriquecimiento con respecto al “input”, y los valores 
promedio se obtuvieron a partir de dos inmunoprecipitaciones  independientes. 
3.2 Evaluación del estado de estructuración de la cromatina en las distintas 

líneas celulares. 

Con el fin de determinar in situ el estado de estructuración de la cromatina 

presente en el promotor del gen p53 humano de las distintas líneas celulares 

analizadas, decidimos utilizar el ensayo de accesibilidad a enzimas de restricción 

(Escamilla-Del-Arenal y Recillas-Targa, 2008). Dicho ensayo se basa en un 

tratamiento in situ de núcleos aislados de las distintas estirpes celulares con 

enzimas de restricción. La accesibilidad de dicha enzima a su sitio de corte 

dependerá del grado de estructuración de la cromatina. La interpretación de este 

ensayo se basa que a mayor accesibilidad, mayor corte, y su evaluación se realiza 

mediante la técnica de Southern blot, con la cual se puede estimar el porcentaje 

de corte realizado por dicha enzima in situ al interior del núcleo (Figura 17C). Para 

dicho ensayo se analizó la secuencia nucleotídica de la región 5’ no-codificante del 

gen p53 con el fin de determinar qué enzimas presentan secuencias de corte en el 

promotor, en particular aquellas con un solo sitio de corte, determinando que la 

enzima XbaI era la adecuada para este estudio (Figura 17A). Posteriormente se 

realizó un ensayo de Southern blot con el objetivo de estimar la accesibilidad y 

corte de dicha enzima (Figura 17B), para poder determinar el porcentaje de corte 

(Figura 17C).  
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Figura 17. Análisis del estado de estructuración de la cromatina mediante la técnica de 
accesibilidad a enzimas de restricción in situ determinado en las líneas celulares SW480, HeLa y 
Kb. A- Esquema representativo de la región promotora del gen p53 humano con la localización de 
las enzimas utilizadas EcoRI, StuI y XbaI (misma que tiene un único corte en el promotor del gen 
p53 humano). B- Ensayos de Southern blot para demostrar la accesibilidad a enzimas de 
restricción donde se evaluaron dos sondas. Las bandas que se observa corresponden a la parental 
y a la enzima presente sobre el promotor del gen. C- Cuantificación de las accesibilidades a 
enzimas de restricción in situ.  
 

Al realizar dicho ensayo observamos que la enzima de restricción XbaI 

tiene mayor frecuencia de corte in situ en núcleos aislados de la línea celular 

SW480 mientras que se aprecia una disminución gradual de la sensibilidad al 

corte por la enzima en núcleos de  las líneas celulares HeLa y Kb (Figura 17C). 

Estos resultados fueron similares al utilizar dos sondas distintas que revelan el 

costado 5’ y 3’ del promotor, respectivamente. Dichos resultados son congruentes 

con los obtenidos por ChIP (Figura 4), en los cuales se sugiere que SW480 posee 
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una mayor abundancia de marcas en las histonas asociadas a una cromatina más 

laxa lo cual repercute en niveles elevados de expresión del gen p53 en 

comparación con las demás líneas celulares tumorales estudiadas.   

En resumen, los datos de accesibilidad a enzimas de restricción confirman 

in situ cambios en la conformación de la cromatina, dependientes de 

modificaciones covalentes de las histonas como acetilación de las histonas H3 y 

H4 y la dimetilación de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me2). Como se ha 

mencionado, estos resultados concuerdan con los niveles transcripción del gen 

p53 humano en cada uno de los contextos celulares. De igual forma nuestros 

datos sugieren que el estado basal de expresión del gen p53 es bajo en 

fibroblastos en comparación con otros tipos de células transformadas. Donde el 

promotor del gen presenta una conformación de una cromatina mayoritariamente 

cerrada.  

Estos resultados nos indican la participación de algún elemento que pudiera 

evitar que el promotor del gen sea silenciado y que a su vez este fungiera como 

marca de memoria para inducir rápidamente y de manera regulada su activación 

en respuesta a estímulos específicos. Datos del laboratorio demuestran que el 

factor nuclear CTCF presente en el promotor del gen supresor de tumores Rb 

participa en el mantenimiento de la integridad de la cromatina, manteniendo así 

libre de metilación del ADN al promotor del gen (De La Rosa-Velázquez et al., 

2007). Con estos antecedentes decidimos plantear la hipótesis en la cual se 

sugiere que CTCF participa en la regulación del promotor del gen p53 humano. 
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4- Unión del factor nuclear CTCF in vitro e in vivo en la región 5’ del promotor del 

gen supresor de tumores p53 humano. 

4.1 La unión in vitro de CTCF. 

Con el fin de investigar la posible participación del factor nuclear CTCF en 

el control transcripcional del gen supresor de tumores p53 humano, realizamos un 

análisis in silico a lo largo de ~3 kb río arriba del sitio de inicio de la transcripción. 

Logramos identificar un sitio potencial de unión a CTCF ~1 kb cercano a una isla 

CpG, río arriba del promotor del gen (Figura 18A). Debido a que CTCF no posee 

una secuencia consenso de unión bien definida se utilizó como criterio de 

búsqueda el motivo 5’-CTAG-3’ presente en la secuencia del insulator β-globina de 

pollo (cHS4-FII a la cual llamaremos como FII), que tiene la capacidad de unir al 

factor CTCF (Farrell et al., 2002; Valadez-Graham et al., 2004). Una vez ubicada 

la secuencia de unión a CTCF, se procedió a demostrar si CTCF tenía la 

capacidad de unirse in vitro a dicha secuencia. Para ello, se generó una sonda por 

medio de PCR de 78 pb (p53-CTCF) la cual fue marcada radioactivamente para 

posteriormente ser utilizada en ensayos de movilidad electroforética retardada (o 

EMSA por sus siglas en inglés). La sonda marcada fue incubada con extractos 

totales de células HeLa con concentraciones crecientes, con lo cual se logró 

observar la formación de un complejo dependiente de las cantidades de extractos 

proteicos utilizado (Figura 18B). Con el fin de demostrar si efectivamente el 

complejo formado por la sonda se trataba de CTCF se realizaron competiciones 

utilizando a las sondas no marcadas radioactivamente (o sonda fría) 

correspondiente a la secuencia FII y como control adicional  el del sitio de unión de 
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CTCF en el promotor de Rb. Con ello se logró competir de manera específica con 

sondas frías que reclutan a CTCF como FII y Rb-CTCF utilizando la concentración 

mayor de extractos proteicos (Figura 18B, carril 5 y 6), como control negativo del 

ensayo se utilizó una sonda fría irrelevante que reconoce al factor transcripcional 

Sp1, donde no se observó competición alguna (Figura 18B carril 7). Estos datos 

sugieren que CTCF se une in vitro a estas secuencias.  

Para determinar la unión in vivo de CTCF a la región 5’ del promotor del 

gen p53 humano se llevaron a cabo ensayos de inmunoprecipitación de la 

cromatina en distintas líneas celulares (Figura 18C). Interesantemente, aquellas 

líneas celulares que expresan a p53 como SW480 y HeLa unen a CTCF in vivo 

(Figura 13 y 18C), mientras que las líneas celulares derivadas de gliomas como 

T98G y U87MG, las cuales no expresan al  gen p53 humano, no presentaron la 

unión de CTCF. Este dato sugiere fuertemente que la unión de CTCF puede tener 

una relación con el mantenimiento de la expresión del gen p53 humano (Figura 

18C). La unión in vivo fue confirmada por reportes posteriores de la literatura, 

donde por medio de ensayos de ChIP y secuenciación (ChIP-seq) se ratificó la 

asociación de CTCF en la región 5’ del promotor del gen p53 humano (Barski et 

al., 2007; http://dir.nhlbi.nih.gov/papers/lmi/epigenomes/hgtcell.aspx; Su et al., 

2008; Figura 18A). De manera interesante, cuando repetimos el ensayo de ChIP 

en células T98G tratadas con  5-azadC observamos la reincorporación del factor 

nuclear CTCF (Figura 18D).  
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Figura 18.  Unión in vitro e in vivo de CTCF en la región 5’ del promotor del gen p53 humano y la 
caracterización del metiloma del dominio p53-Wrap53. A- Representación esquemática del dominio 
génico de p53-Wrap53 donde se muestra la posición de los promotores, exones y la densidad de 
CpG (representados por líneas verticales). La unión in vivo de CTCF reportada por UCSC Genome 
Browser es representada en barras verticales negras. P1 simboliza al promotor principal de p53 
humano y P2 a un promotor alternativo. Debajo de este se muestra un esquema detallado de la 
organización genómica de ~3 kb que abarca río arriba de la región regulatoria y el primer intrón del 
gen p53. Dentro de este mismo esquema se muestra en graficas de pastel el análisis de metilación 
del ADN realizado por bisulfito de sodio y secuenciación, para ello se analizaron 7 zonas de 300 pb 
aproximadamente B- Ensayo de movilidad electroforética retardada  utilizando una sonda de 78 pb 
(Carriles 1 sonda libre, 2,3 y 4 cantidades crecientes de extracto proteico total de células HeLa, 4 y 
5 competencias con sondas frías FII, Rb-CTCF (reportadas que reconocen la unión a CTCF) y Sp1 
como control negativo. El asterisco define un complejo retardado no específico. C- 
Inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) del sitio de unión a CTCF en la región 5’ del promotor 
del gen p53 humano en distintas líneas celulares tumorales, incluidas dos líneas celulares de 
gliomas. Como control negativo se empleó oligonucleótidos del exón 27 del gen de Rb (De La 
Rosa-Velázquez, et al., 2007). D- Ensayo de ChIP sobre la línea celular T98G, no tratada (T98G 
mock) y tratada con 5-azadC. Se determinó el rango lineal de amplificación utilizando material del 
Input, a su vez se incluyó como control negativo a las perlas y anti-IgG.  
 

Basados tanto en los antecedentes como en nuestros resultados decidimos 

evaluar extensivamente el estado de metilación del ADN en la línea celular T98G, 

comprendiendo una región de 3.18 kb. Dicho estudio se llevó a cabo mediante el 
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ensayo de bisulfito de sodio, PCR y secuenciación, abarcando 7 fragmentos 

genómicas que incluyen una región 5’ al sitio de unión de CTCF hasta el intrón 1 

del gen p53 (posición 7529866- 7533048) (ver Figura 18A y Figura 19).  
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Figura 19.  Análisis de metilación del ADN por bisulfito de sodio y secuenciación de la línea celular 
T98G en el promotor del gen p53 humano, el sitio de unión a CTCF y secuencias genómicas 
adyacentes. Se analizaron 8 clonas independientes de cada uno de los sub-fragmentos de ADN 
genómicos analizados (sitios 1 al 7). El resumen de los datos se muestran en gráficas de pastel en 
la Figura 18A. 
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Como control se caracterizó el estado de metilación del ADN de dos 

secuencias genómicas no relacionadas (Kang et al., 2001; Brown et al., 2007; 

Martinez et al., 2009). En dicho análisis se observó la presencia de metilación del 

ADN sobre un fragmento genómico correspondiente a una secuencia repetida Alu, 

y una hipermetilación del ADN de la región río arriba del sitio de inicio de la 

transcripción del gen FZD9 (Figura 20 A). A su vez, se evaluó el estado de 

metilación del ADN del promotor del gen p53 humano sobre ADN genómico 

metilado in vitro (Figura 20 B).  

Secuencia ALU 
Numero de acceso U14574

Promotor del gen FZD9
(posición: 72485951-72486461).

ADN metilado in vitro a partir de ADN genómico de 
linfocitos de sangre periférica

Ensayo de bisulfito de sodio
empleando oligonucleótidos del
promotor del gen p53 humano

A

B

 

Figura 20.  Controles positivos de metilación del ADN evaluado por bisulfito de sodio y 
secuenciación. A- Un fragmento de secuencia repetida Alu y  500 pb rio arriba del sitio de inicio de 
la transcripción del gen FZD9 fueron analizados por bisulfito de sodio y secuenciación. B- 
Metilación in vitro del ADN por medio de la metilasa SssI sobre linfocitos de sangre periférica de un 
individuo sano, y análisis del estado de metilación del ADN del promotor del gen p53 humano. De 5 
a 8 clonas independientes fueron analizadas de cada gen. 
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No logramos detectar metilación del ADN en el glioma T98G sobre una 

región genómica de 3.18 kb; esto sugiere que la disociación a nivel local de CTCF 

en la región cercana al promotor del gen p53 humano en células provenientes de 

gliomas no es dependiente de metilación del ADN. Por otro lado, datos en la 

literatura sugieren que el silenciamiento génico mediado por metilación del ADN 

no comienza en sus promotores o en las islas CpGs. Actualmente se ha propuesto 

que la metilación del ADN inicia en los extremos de las islas CpGs, afectando 

directamente la expresión génica (Irizarry et al., 2009). Estos antecedentes nos 

hacen especular que posiblemente la metilación del ADN pueda encontrarse en 

regiones más alejadas o inclusive que su efecto se da de manera indirecta. 

En resumen, hemos descubierto un nuevo sitio de unión a CTCF el cual se 

une al promotor de p53 únicamente en aquellas líneas celulares que expresan al 

gen p53. Estos datos apoyan la idea de que la unión de CTCF es relevante para la 

estabilidad del promotor del gen p53 y una configuración óptima de la región a 

nivel epigenético (Figura 18). 

 
 

5- Contribución funcional del factor nuclear CTCF sobre la actividad del 

promotor del gen p53 humano. 

Una vez obtenidos estos resultados, nos preguntamos ¿cuál puede ser la 

contribución funcional de CTCF en la regulación del gen p53 humano? Para 

abordar esta pregunta, decidimos generar una línea celular estable deficiente a 

CTCF (HeLa-kd-CTCF) por medio de la sobre-expresión de un vector que contiene 

a un RNA interferente tipo tallo-asa (shRNA) en contra del CTCF humano (pCT1; 
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ver Figura 21A) donado por el Dr. Ishihara (Ishihara et al., 2006). Por medio de 

inmunofluorescencia se observa que la línea celular HeLa-kd-CTCF abate 

notoriamente los niveles del péptido en la mayoría de las células (Figura 21B). 

Como control del ensayo, se establecieron líneas celulares que contienen por un 

lado al vector vacio (pSilencer 3.1 H1-puro) a la cual llamaremos HeLa-empty-

vector y otro vector que contiene a la secuencia del RNA interferente de CTCF con 

una secuencia organizada al azar (HeLa-Scramble; Figura 21C).  
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Figura 21. Establecimiento de línea celular deficiente a CTCF (HeLa-kd-CTCF) mediante la sobre-
expresión de un RNA interferente tipo tallo-asa (shRNA) se llevó a cabo la caracterización de 
CTCF en distintas líneas celulares. A- Esquema del vector que contiene a un RNA interferente tipo 
tallo-asa en contra de CTCF (pCT1). B- Caracterización por medio de inmunofluorescencia de la 
abundancia de CTCF en la línea celular HeLa-empty-vector y HeLa deficiente a CTCF (HeLa-kd-
CTCF). C- Evaluación de CTCF por medio de inmunofluorescencia de la HeLa-kd-CTCF vs 
controles (HeLa, HeLa-Scramble y HeLa-empty-vector). 
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A su vez, por medio de Western blot, corroboramos la reducción en los 

niveles proteicos de CTCF (Figura 22A). De igual forma, por medio de 

inmunofluorescencia evaluamos la citolocalización de CTCF en distintas líneas 

celulares incluyendo a HeLa-kd-CTCF (Figure 22B). De manera interesante, todas 

las líneas celulares presentan enriquecimiento de CTCF a nivel nuclear, 

incluyendo a la línea celular proveniente de glioma T98G (Figura 22B, panel 

inferior). Este dato confirma de manera indirecta que la ausencia de CTCF en la 

región 5’ del promotor de p53 en las líneas celulares de gliomas es un evento local 

que correlaciona con el silenciamiento en la expresión del gen (Figura 18C y 22B). 
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Figura 22. Caracterización y comparación  de línea celular deficiente a CTCF (HeLa-kd-CTCF) vs 
distintas líneas celulares tumorales. A- Evaluación por medio de Western blot de la abundancia de 
CTCF en la línea celular HeLa silvestre y HeLa deficiente a CTCF (HeLa-kd-CTCF). B- 
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Inmunocitolocalización de CTCF en diferentes líneas celulares, incluida a HeLa-kd-CTCF. La barra 
de aumento corresponde a 10 µM. 

 

Ensayos in vitro realizados en nuestro laboratorio han sugerido que la falta 

de unión de CTCF al promotor del gen supresor de tumores Rb promueve un 

silenciamiento epigenético del gen (De La Rosa-Velázquez et. al. 2007). Por ello, 

una vez establecida la línea celular HeLa-kd-CTCF, nos avocamos en determinar 

el papel funcional de CTCF sobre los promotores p53 y Rb, comparando en las 

líneas celulares HeLa y HeLa-kd-CTCF. Evaluamos  la expresión de ambos genes 

mediante RT-PCR semi-cuantitativa tanto en células HeLa como en células HeLa-

kd-CTCF (Figura 23A). 
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Figura 23. Contribución funcional de CTCF en la actividad de los promotores de genes supresores 
de tumores p53 y Rb. A- Evaluación de la expresión mediante RT-PCR semi-cuantitativa de los 
genes p53 y Rb en la línea celular HeLa y HeLa deficiente a CTCF (HeLa-kd-CTCF). B- 
Inmunofluorescencia de p53 y Rb en  HeLa-kd-CTCF. Se utilizó el anticuerpo secundario de 
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fluoresceína (FITC) para evidenciar tanto a p53 como Rb. C- Comparación de la abundancia 
relativa de la expresión de p53 en diferentes líneas celulares incluyendo a células tratadas con el 
inhibidor de la metilación del ADN (5-azadC) y de la poli(ADP-ribosil)ación, el 3-aminobenzamida 
(3-ABA) a una concetración de 8 mM por 48 horas. En este experimento se utilizó oligonucleótidos 
para evaluar la expresión gen de de β-actina como control de carga. 
 

 

Los resultados mostraron una disminución significativa de la expresión de 

ambos genes supresores de tumores en la línea HeLa-kd-CTCF en comparación 

con las células HeLa-control. Estos datos apoyan el papel de CTCF en el 

mantenimiento de la expresión de estos genes (Figura 23A; ver discusión). A su 

vez, por medio de ensayos de inmunofluorescencia, evaluamos la abundancia de 

las proteínas p53 y Rb en ausencia de CTCF y observamos la pérdida de la 

proteína de p53 (Figura 23B), mientras que para Rb se observó una disminución 

significativa a pesar de ello, algunas células que aún presentan a la proteína. Este 

dato podría explicarse debido a que la proteína de p53 es más lábil, dado que su 

vida media es de 20 minutos, mientras que el péptido de Rb es más estable, por lo 

cual, el transcrito remanente permite evidenciar algo de proteína en sus células 

(Figura 23B). Esta hipótesis es congruente con los datos obtenidos en fibroblastos, 

donde se percibe una distribución más homogénea de Rb a nivel celular (Figura 

14).  

Los datos obtenidos apuntan a que el factor nuclear CTCF pudiera 

desempeñar un papel central en la estabilidad de los promotores de los genes 

supresores de tumores p53 y Rb. Con base a lo anterior, nos preguntamos si 

existían diferencias en las marcas covalentes de las histonas que pudieran 

asociarse con el silenciamiento del promotor del gen p53 humano. 
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6- Perturbación local de la estructura de la cromatina en células deficientes a 

CTCF. 

 Nuestros datos apuntan a que la unión de CTCF ~1 kb río arriba del sitio de 

inicio de la trancripción del promotor del gen p53, es importante para la expresión 

normal del gen, donde su disociación se asocia con el silenciamiento del gen. Con 

todos estos antecedentes deseamos determinar si las marcas covalentes de las 

histonas y la metilación del ADN pueden estar relacionadas con la inactivación del 

promotor. Para ello mediante ensayos de ChIP analizamos la unión in vivo de 

CTCF y la presencia de distintas marcas en las histonas como, la acetilación de la 

histona H3 (acH3) y a las marcas represoras H3K9me3, H3K20me3 y H3K27me3 

(Figura 24A). Dicho ensayo se llevó a cabo tanto para el sitio de unión a CTCF 

como para el promotor del gen p53 humano utilizando a las líneas celulares HeLa 

y HeLa-kd-CTCF (Figura 24). 
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Figura 24. Consecuencias epigenéticas de la ausencia de CTCF sobre su sitio de unión y en la 
región del promotor del gen p53. A- ChIP comparativo utilizando distintos anticuerpos que 
reconocen marcas asociadas tanto apertura como cierre de la cromatina. Dicho ensayo se realizó 
sobre células HeLa y HeLa deficientes a CTCF 3K27me3 se encuentra enriquecida exclusivamente 
sobre el “core” del promotor del gen p53. 
 B- Ensayo de PCR sensible a metilación (MS-PCR) hecho sobre las células HeLa y HeLa-kd-
CTCF. Con este ensayo se evaluaron 2 zonas pertenecientes a la isla CpG de la región 5’ del 
promotor del gen (esquema en A; uno distal (1*) y un segundo (2*) que sobrelapa al sitio de unión 
de CTCF). Como control se utilizó ADN convertido por bisulfito de sodio obtenido de linfocitos de 
sangre periférica normal y de ADN metilado in vitro por medio de la metilasa SssI  (IVD). U 
representa al producto de amplificación del templado no metilado y M representa a la amplificación 
del producto del templado metilado. 
 

Determinamos que la pérdida de la unión de CTCF a su sitio blanco en el 

promotor del gen p53 humano fomenta el  enriquecimiento de las marcas de 

histonas H3K9me3 y H4K20me4 y una disminución dramática de la acH3 en las 

células HeLa-kd-CTCF (Figura 24A). Interesantemente cuando analizamos a la 

región del promotor del gen p53  no logramos observar cambios importantes en 

los niveles de la acetilación de histonas, pero si en cuanto a la ganancia de 
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marcas represivas en las histonas tales como H3K9me3, H4K20me3 y H3K27me3 

(Figura 24A). Es llamativo el hecho que únicamente logramos determinar el 

enriquecimiento de la marca represiva en la histona H3K27me3 sobre la región 

promotora del gen cercana al sitio de inicio de la transcripción en células 

deficientes a CTCF. Estos datos sugieren que las fuentes de silenciamiento 

epigenético que se observan tanto en el sitio de unión a CTCF como en el 

promotor del gen son distintas y deben ser reclutadas posiblemente por 

mecanismos distintos. Estas diferencias ponen en evidencia una organización 

genómica del gen p53 en subdominios, donde el promotor de p53 en condiciones 

aberrantes puede reclutar a miembros de la familia de proteínas represoras 

Polycomb y el establecimiento de la marca covalente de la histona H3K27me3  

(ver discusión).   

Para complementar este estudio, decidimos analizar el estado de metilación 

del sitio de unión a CTCF mediante amplificaciones por  PCRs sensibles a 

metilación (MS-PCR). Para llevar a cabo esta técnica, se procedió a convertir el 

ADN genómico mediante un tratamiento con bisulfito de sodio. Posteriormente se 

diseñaron oligonucleótidos que tienen la capacidad de reconocer exclusivamente 

secuencias tanto no metiladas (U), como las metiladas (M) (Figura 24B). Por 

medio de este ensayo logramos evidenciar una vez más la ausencia de metilación 

del ADN.  

En conjunto estos datos establecen que el promotor de p53 aparentemente 

está organizado en sub-dominios donde CTCF parece jugar un papel delimitador 

entre distintos sub-dominios y que su ausencia induce la incorporación diferencial 

de marcas represivas en las histonas como la H3K27me3, marca incorporada por 
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miembros del complejo Polycomb. Sobre sale el hecho de que la metilación del 

ADN aparentemente no está involucrada en el silenciamiento del promotor. Con 

base a estos datos, nos preguntamos si el fenómeno de silenciamiento 

epigenético mediado por marcas de histonas esta también presente en las líneas 

celulares provenientes de gliomas, las cuales de manera endógena CTCF no se 

une a la región 5’ del promotor del gen. 

 

7.- Modelo de silenciamiento epigenético del promotor del gen p53 humano 

en líneas celulares de gliomas. 

7.1 Caracterización de líneas celulares provenientes de gliomas. 

Decidimos explorar otro linaje celular proveniente de líneas celulares de 

gliomas (T98G y U87MG), las cuales como se mencionó anteriormente han sido 

reportadas con un cierto grado de metilación en el promotor del gen p53 humano 

(Amatya et al., 2005). Primero decidimos determinar si ambas líneas celulares son 

deficientes a la proteína p53. La distribución de p53 fue evaluada por medio de 

ensayos de inmunofluorescencia en las dos líneas celulares provenientes de 

gliomas (Figura 25A). Como control se evaluó la abundancia de Rb (Figura 25A, 

panel inferior). Estos resultados denotan que ambas líneas celulares (T98G y 

U87MG) carecen de p53, mientras que en la línea celular T98G, Rb se encuentra 

presente. Estos datos nos llamaron la atención debido a que en ambas líneas 

celulares, el factor CTCF no se asocia a la región 5’ del promotor del gen p53 

(Figura 18C, panel inferior). Esto sugiere que dichas líneas celulares pueden ser 

utilizadas como un buen modelo de silenciamiento endógeno del promotor del gen 

p53 humano, en donde CTCF no se encuntra unido en ésta región. 
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Figura 25. Caracterización de la abundancia de p53 en líneas celulares provenientes de gliomas. 
A- Inmunofluorescencia de p53 y Rb en las líneas celulares de glioma T98G  y U87MG. Se utilizó 
el anticuerpo secundario de fluoresceína (FITC) para evidenciar tanto a p53 como Rb. B- Western 
blot de las líneas celulares de gliomas donde se determinó la abundancia de p53 y Rb. 
 

7.2 Caracterización de los componentes epigenéticos involucrados en el  

silenciamiento del promotor del gen p53 humano en líneas celulares de 

gliomas. 

Debido a los antecedentes previos en la literatura los cuales muestran que 

ambas líneas celulares presentan metilación en la región promotora del gen, 

decidimos dar un tratamiento por 72 horas con el inhibidor de la metilación 5-aza-

2’-deoxicitidina (5-azadC) (Jüttermann y Jaenisch, 1994; Cameron et al., 1999; 
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Cheng et al., 2003; De Vos, 2005). Post-tratamiento, evaluamos mediante ensayos 

de inmunofluorescencia la distribución de p53 en las líneas celulares T98G y 

U87MG (Figura 26A), como control positivo se utilizó a la línea celular SW480, la 

cual previamente reportamos con altos niveles de expresión del gen p53 (Figura 

13). Las líneas celulares sin tratamiento carecen de p53, comparadas con la línea 

SW480 (Figura 26A). Con el tratamiento con 5-azadC logramos reactivar la 

expresión de p53; estos datos sugieren que en las líneas celulares de gliomas el 

gen p53 se encuentra silenciado por mecanismos epigenéticos, en particular,  por 

metilación del ADN. Estos datos fueron corroborados por Western blot y RT-PCR 

cuantitativa (qRT-PCR) (Figura 26B y C). 
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Figura 26. Evaluación del estado de metilación del ADN en las líneas celulares provenientes de 
gliomas. A- Inmunofluorescencias en contra de la proteína p53 en las líneas celulares T98G y 
U87MG tratadas por 72 horas con el inhibidor de la metilación 5-azadC (5 µM). Como comparación 
de la abundancia de p53 se utilizó a la línea celular SW480. B- Análisis de Western blot  en las 
líneas celulares tumorales  tratadas con 5-azadC. C- Perfiles de expresión del gen p53 evaluados 
por RT-PCR cuantitativa en líneas celulares de gliomas. D- Evaluación del estado de metilación del 
sitio de unión de CTCF mediante el ensayo de PCR sensible a metilación  (MS-PCR) en líneas 
celulares de gliomas tratadas y no tratadas con 5-azadC. Como control de no ADN no metilado se 
utilizó ADN proveniente de linfocitos de sangre periférica (NL) y ADN metilado in vitro mediante la 
metilasa SssI (IVD). U representa el producto de amplificación del templado no metilado y M 
representa a la amplificación del producto del templado metilado. 
 
 

Sorprendentemente, al evaluar el estado de metilación mediante el ensayo 

de bisulfito de sodio y secuenciación de las 16 CpGs presentes en el promotor del 

gen p53 no logramos evidenciar metilación del ADN, (Figura 15, panel inferior; 

donde se analizaron  ocho clonas las cuales fueron secuenciadas y comparadas). 

A su vez mediante el ensayo de PCR sensible a metilación no se detectó 

metilación del ADN en el sitio de unión a CTCF (Figura 26D). En conjunto estos 

resultados confirman por un lado que la expresión del gen p53 es silenciada por 

metilación del ADN en líneas celulares de gliomas, y por el otro que el “core” del 

promotor de p53 se encuentra hipometilado sugiriendo que la metilación del ADN 

se sitúa en alguna región distal o que su efecto es indirecto (ver discusión). De 

cualquier forma estas dos líneas celulares tumorales constituyen un buen modelo 

de estudio dado que el promotor del gen p53 se mantiene silenciado por procesos 

epigenéticos, y donde la ausencia de CTCF parece contribuir al desarrollo de este 

proceso. Con estos antecedentes nos avocamos ahora en evaluar las 

modificaciones covalentes de las histonas distribuidas tanto en el sitio de unión a 

CTCF como en el “core” del promotor del gen p53. 

 

7.3 CTCF y su papel epigenético en líneas celulares de gliomas. 
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Con estos antecedentes nos avocamos ahora en evaluar las modificaciones 

covalentes de las histonas asociadas tanto en el sitio de unión a CTCF como en el 

“core” del promotor de p53 en las líneas celulares de gliomas.  Mediante ensayos 

de ChIP confirmamos la disociación de CTCF en la región 5’ del promotor de p53, 

a su vez observamos la ganancia de marcas represivas en las histonas como la 

H3K20me3 y H3K27me3 (Figura 27A). 
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Figura 27. Cambios epigenéticos inducido por la ausencia de CTCF en el promotor del gen p53  en 
células de gliomas. A- ChIP comparativo utilizando distintos anticuerpos que reconocen marcas de 
histonas asociadas a una cromatina tanto abierta como cerrada. Dicho ensayo se realizó utilizando 
células T98G y U87MG  el promotor del gen p53. B- Análisis de metilación por bisulfito de sodio y 
secuenciación utilizando un par de oligonucleótidos indicados con flechas horizontales. Ver 
esquema en A, donde las flechas indican la posición de los mismos. 
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Inesperadamente, cuando analizamos el estado de metilación por bisulfito de 

sodio y secuenciación del sitio de unión de CTCF (~1 kb río arriba del sitio de 

inicio de la transcripción del promotor p53)  una vez más, no logramos observar 

metilación del ADN (Figura 26D y27B). Estos resultados apoyan el escenario en 

donde la metilación del ADN aparentemente no es el mecanismo principal de 

inactivación del promotor del gen p53 humano. Posiblemente la ausencia de 

metilación tanto en el promotor del gen como en el sitio de unión a CTCF sea 

debido a que ésta se  sitúa en secuencias distales a las estudiadas. Por otro lado, 

las modificaciones covalentes de las histonas como la H4K20me3 y la H3K27me3  

aparentemente son los principales proceso epigenéticos asociados al 

silenciamiento del promotor del gen. Estas observaciones se ven apoyadas por los 

datos publicados  por  Issa y colaboradores (Kondo et al., 2008), donde se 

demuestra que la histona H3K27me3 juega un papel fundamental en el 

silenciamiento epigenético. Con estos resultados, una de nuestras principales 

inquietudes que surgen como perspectiva de este trabajo es el conocer quién 

puede ser el responsable de reclutar a los componentes asociados al grupo de 

Polycomb hacia el promotor del gen p53 para incorporar esta marca. 

 

7.4 El papel del factor transcripcional YY1 en el silenciamiento epigenético 

del promotor del gen p53  humano. 

Como anteriormente mencionamos la metil-transferasa de histonas EZH2 

es uno de los componentes centrales del complejo represor Polycomb. Esta 

subunidad del complejo PcG es el responsable de establecer la marca represora 

H3K27me3 (Lund y van Lohuizen, 2004). Hasta hace poco tiempo se desconocían 
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a ciencia cierta cómo los miembros Polycomb como PRC2, podían ser reclutados 

a sus genes blancos (ver Introducción). Especialmente, en el genoma de  

mamíferos no podido ser definidas secuencias de reconocimiento y atracción del 

complejo represor Polycomb (como los PRE en Drosophila). Recientemente se ha 

propuesto que el factor transcripcional YY1 puede ser un buen candidato para el 

reclutamiento del complejo represor PRC2, debido a que su homólogo en 

Drosophila (PHO) tiene la capacidad de reclutar a PRC2 en la Drosophila (Thomas 

y Seto, 1999; Simon y Lange, 2008). Interesantemente, el promotor del gen p53  

presenta un sitio de unión al factor transcripcional YYI (Figura 28A), lo cual nos 

motivó a estudiar el posible papel de éste factor transcripcional en el 

silenciamiento epigenético del promotor del gen p53 humano.   
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Figura 28. Efecto represor del factor transcripcional YY1 sobre la expresión de un transgen que 
contiene al promotor del gen p53  humano. A- Esquema del “core” del promotor del gen p53, donde 
está contenido un sitio consenso de unión al factor transcripcional YY1. B- Transfección transitoria 
del promotor mínimo de p53 que contiene a todos los sitios de unión a factores transcripcionales 
incluyendo a YY1 y que dirige la expresión del gen de la Luciferasa como reportero. Se transfectó 
el ADNc del YY1 humano a concentraciones creciente. Los datos se hicieron por duplicado y 
fueron evaluados 48 horas post-transfección, siendo normalizados con renilla. 
 
 

Con el fin de evaluar el efecto del factor transcripcional YY1 sobre la 

actividad del promotor de p53 realizamos una transfección transitoria del vector 

que contiene al promotor de p53 en presencia de la Luciferasa como gen reportero 

y co-transfectado con el ADNc de YY1 humano a cantidades crecientes. A las 48 

horas post-transfección se cosecharon las células y se cuantificaron los niveles de 

Luciferasa. En este ensayo se observó una disminución drástica de la actividad del 

promotor, en comparación con el control sin ADNc (Figura 28B).  Estos datos 

sugieren que el factor transcripcional YY1 tiene un efecto represor sobre la 

actividad del promotor del gen p53 humano (datos no publicados). De igual forma 

decidimos determinar si el mismo comportamiento era reproducible en 

construcciones integradas al genoma de células HeLa y K562 de manera estable 

que contienen como gen reportero a la proteína verde fluorescente (GFP). Una 

vez establecidas y caracterizadas, la expresión de GFP por citometría de flujo 

(FACS) de las líneas estables, procedimos a transfectar de manera transitoria al 

ADNc de YY1 en concentraciones crecientes (Figura 29). En este ensayo 

observamos un decremento en la expresión de GFP proporcional a la cantidad del 

ADNc transfectado en ambos contextos celulares (Figura 29). Un dato que nos 

llamó mucho la atención es que una semana post-transfección transitoria del 

ADNc de YY1, observamos que  la mayoría de las líneas celulares se mantenían 

silenciada con un perfil similar a la observada a las 48 horas post-transfección 
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(Figura 29A, panel inferior para células HeLa). Este dato es relevante y merece un 

análisis más profundo, dado que sugiere la inducción y mantenimiento (en 

ausencia del estímulo) de un patrón represor de memoria epigenética que se 

transmite post-mitóticamente; en el cual el factor YY1 juega un papel importante. 

Por los antecedentes de la literatura nos parece sugerente que este silenciamiento 

epigenético y el posible establecimiento de una memoria epigenética represora 

sea mediado por el complejo represor de Polycomb (Francis et al., 2009). 
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Figura 29. Efecto represor del factor transcripcional YY1 sobre la expresión de un transgen 
integrado de manera estable bajo el control del promotor del gen p53  humano y como gen 
reportero a la proteína verde fluorescente (GFP) como gen reportero en dos líneas celulares 
tumorales. A- Transfección transitoria del factor transcripcional YY1 a distintas concentraciones en 
células HeLa que contienen al gen de la GFP regulado por el promotor del gen p53 humano. Las 
lecturas fueron evaluadas por citometría de flujo 48 horas post-transfección. El panel inferior 
representa a las mismas células evaluadas a las 192 horas de post-transfección. B- Transfección 
transitoria del factor transcripcional YY1 a distintas concentraciones en células eritroleucémicas 
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K562 que contienen al gen de la GFP regulado por el promotor del gen p53 humano. Las lecturas 
fueron evaluadas por citometría de flujo 48 horas post-transfección.  
 
 

8- El factor nuclear CTCF y su papel en la organización de las marcas de 

histonas al interior del núcleo. 

La organización del genoma al interior del núcleo es de gran importancia 

debido a que está involucrada en múltiples procesos tales como la transcripción 

génica, la replicación del ADN y en la formación de dominios cromatínicos como la 

eucromatina y heterocromatina (Chakalova et al., 2005). Especialmente las 

modificaciones en las histonas desempeñan un papel central en la estructuración 

de estos dominios, donde  las marcas covalentes de las histonas H3K9me3, 

H3K27me3 y la H4K20me3 son las que predominan en la formación de 

heterocromatina (Ebert et al., 2006). Actualmente se  ha propuesto que el factor 

nuclear CTCF tiene un papel importante en la organización del genoma al interior 

del núcleo (Gaszner y Felsenfeld, 2006; Phillips y Corces, 2009). A nivel local, se 

ha sugerido que CTCF tiene la capacidad de proteger sitios específicos en el 

genoma contra la metilación del ADN de novo y el enriquecimiento de marcas 

covalentes de las histonas asociadas a represión (Filippova et al., 2001; 2002; 

2005; Splinter, 2006; De La Rosa-Velázquez et. al., 2007). A nivel global se ha 

propuesto que CTCF tiene la propiedad de delimitar dominios al interior del núcleo, 

lo cual repercute en una organización nuclear y en una regulación óptima de la 

transcripción génica (Recillas-Targa et al., 2006; Guelen et al., 2008; Williams y 

Flavell, 2008). Por esta razón nos interesamos en determinar cual pudiera ser el 
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efecto del abatimiento de la proteína CTCF de forma global en la organización de 

la cromatina, a nivel de las principales marcas post-traduccionales en las histonas.  

Para abordar este punto realizamos experimentos de inmunofluorescencia 

utilizando anticuerpos que reconocen distintas marcas de histonas vinculadas con 

represión transcripcional como H3K9me3, H3K27me3, H4K20me3 y por otra parte 

a la H3K4me2 como marca de activación en las líneas celulares HeLa y HeLa-kd-

CTCF (Figura 30). Por medio del microscopio ApoTome (Carl Zeiss), se realizaron 

12 cortes ópticos de 0.8 µm en el plano Z con el fin de evaluar la distribución y 

organización de cada marca de histonas en los distintos contextos celulares. En 

células HeLa se observó un enriquecimiento de las marcas en las histonas 

H3K9me3, H3K27me3 y H4K20me3, resaltando un patrón en forma de mota, la 

cual podría asociarse con hetrocromatina (Figura 30; Schotta et al., 2004).  
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Figura 30. Contribución funcional de CTCF en la organización nuclear de marcas de histonas. 
Inmunofluorescencias de marcas represivas enlas histonas como H3K9me3, H3K27me3, 
H4K20me3 marcas asociadas a cromatina abierta como H3 poli-acetilada evaluadas en HeLa y 
Hela-kd-CTCF. 
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De manera sorprendente en células deficientes en CTCF (HeLa-kd-CTCF) 

se observó una redistribución de dichas marcas en las histonas, con un patrón 

más difuso y una menor densidad de motas al interior del núcleo. Dicha re-

distribución únicamente se observó para las modificaciones covalentes de las 

histonas asociadas a heterocromatina, ya que la poli-acetilación de la histona H3 

no sufrió cambio alguno en ambos contextos celulares (Figura 30). Estos 

resultados nos llevan a proponer que esta reorganización general participa en la 

inactivación de los genes supresores de tumores p53 y Rb. Estos datos podrían 

interpretarse en el sentido de una pérdida de la organización de dominios y su 

distribución topológica al interior del núcleo, que repercute en una ganancia de 

marcas represivas en múltiple genes lo que conlleva a su silenciamiento 

transcripcional. Actualmente se han caracterizado in vivo cerca de 14,000 sitios de 

unión a CTCF en el genoma humano, donde muchos de ellos se localizan en la 

frontera entre dominios de cromatina activa y cromatina cerrada (Barski et al., 

2007). Estas observaciones apoyan el modelo en el cual el factor CTCF contribuye 

a la estructuración topológica de ciertas zonas del genoma al interior del núcleo. 

De igual forma, demostraciones experimentales recientes  han puesto en 

evidencia que el factor CTCF tiene la capacidad de interactuar con múltiples 

péptidos, como proteínas  de unión al ADN (como YB1, YY1, Kaiso entre otras), 

proteínas asociadas a la cromatina (como las cohesinas, CHD8, Suz12, SIN3A y 

H2A.Z), proteínas multifuncionales (como la nucleofosmina, PARP1, y Topo II) y 

proteínas misceláneas (como Lamina A/C, y la RNA polimerasa II, entre otras). 

Muchos de estos hallazgos apoyan a la función de CTCF en la estructuración del 
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genoma al interior del núcleo además de muchas otras funciones (Gause et al., 

2008; Guelen et al., 2008; Wendt y Peters, 2009; Zlatanova y Caiafa, 2009). 

 

DISCUSIÓN. 

En resumen, durante el desarrollo de la tesis doctoral logramos obtener los 

datos necesarios para poder proponer un mecanismo inicial que permite explicar 

cómo se protege al promotor del gen supresor de tumores p53 humano en contra 

del silenciamiento epigenético especialmente aquel proveniente de modificaciones 

covalentes de las histonas. Caracterizamos un sitio de unión al factor nuclear 

CTCF que se encuentra en la región 5’  a ~700 pb del sitio de inicio de la 

transcripción del gen p53 humano. Este factor contribuye positivamente a la 

expresión del gen, fomentada y mantenida por una estructura de la cromatina laxa 

y permisiva para la transcripción. La ausencia de CTCF conlleva a un 

silenciamiento epigenético mediado principalmente por modificaciones post-

traduccionales de las histonas como H3K9me3, H3K27me3 y H4K20me3, tanto en 

el promotor del gen como en el sitio de unión a CTCF. Estas evidencias sugieren 

que CTCF (en conjunción con otros factores) tiene la capacidad de proteger al 

promotor del gen en cuestión en contra de marcas de histonas asociadas a 

represión transcripcional. De manera inesperada, la metilación del ADN no parece 

estar involucrada en el silenciamiento de éste gen (Figura 31). 
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Figura 31. Modelo comparativo de silenciamiento de dos promotores de genes supresores de 
tumores con diferentes tipos de islas CpGs. A- Representación esquemática del promotor de Rb 
que se encuentra contenido en una isla CpG rica (HCP), en comparación al promotor de p53 el 
cual presenta una isla CpG intermedia (ICP). B- Procesos epigenéticos involucrados en el 
silenciamiento de los promotores de los genes Rb y p53. Particularmente para Rb la ausencia de 
CTCF en cáncer repercute en la ganancia de metilación del ADN de novo y reclutamiento de 
proteínas de unión al ADN metilado (MBDs), mientras que para p53 la ausencia de CTCF se asocia 
al enriquecimiento de marcas covalentes de las histonas ligada a la represión transcripcional 
(H3K9me3, H3K27me3, H4K20me3) tanto en el sitio de unión a este factor nuclear como en el 
“core” del promotor del gen. 
 

Estos datos nos hacen proponer un modelo en donde las características 

inherentes de las islas CpGs (HCP, ICP o LCP) en condiciones anormales, 

fomentan un silenciamiento epigenético característico para cada tipo de isla CpG 

(Figura 31A y B). Siendo así, que las islas HCP como el caso del promotor del gen 

Rb son silenciadas principalmente por metilación del ADN y reclutamiento de 

proteínas de unión al ADN metilado (Figura 31A esquema izquierdo; De La Rosa-
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Velázquez et al., 2007). Mientras que aquellas que presenten islas CpGs con una 

densidad intermedia o baja (ICP o LCP), aparentemente la metilación del ADN no 

juega un papel relevante en su silenciamiento, más bien son silenciadas por 

modificaciones covalentes de las histonas asociadas a represión transcripcional 

(H3K9me3, H3K27me3 y H4K20me3) como lo observado para p53 (Figura 31). En 

este punto, resulta evidente la necesidad de estudiar un mayor número de islas 

CpGs asociadas a promotores génicos para poder generalizar el modelo 

propuesto. 

En conclusión este trabajo sugiere que aparentemente el factor nuclear 

CTCF tiene la capacidad de adaptarse o responder a diferentes contextos 

genómicos, en particular a los distintos tipos de islas CpGs protegiendo así a los 

elementos regulatorios que las contiene contrarrestando los distintos procesos de 

silenciamiento epigenéticos (Figura 31B; Weber et al., 2007; Kondo et al., 2008).  

Hasta ahora poco se sabe de cómo las marcas post-traduccionales en las 

histonas son incorporadas a un sitio específico del genoma. Particularmente para 

el caso de Polycomb se ha propuesto que factores transcripcionales específicos 

como YY1 tienen la capacidad de reclutar a este complejo proteico a un sitio 

específico. Este fenómeno podría estarse llevando a cabo para en el caso del 

promotor del gen p53 debido a que presenta una secuencia consenso de unión 

para este factor (Figura 32A). Nuestros datos proponen que el reclutamiento de 

Polycomb está asociado con el silenciamiento del gen. Por lo tanto la ausencia de 

CTCF puede favorecer la incorporación del factor transcripcional YY1 atrayendo 

así a miembros de Polycomb hacia al promotor del gen p53 humano. Esto podría 

derivar en la consecuente incorporación de marcas covalentes de histonas 
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asociadas a represión transcripcional como H3K27me3 al promotor del gen 

teniendo como consecuencia su silenciamiento epigenético (Figura 32B).  

Como se ha mencionado, los resultados obtenidos en el transcurso de este 

trabajo postulan que la presencia de CTCF en la región 5’ del sitio de inicio de 

transcripción es indispensable para una correcta regulación del promotor p53 

humano. Recientemente se ha reportado CTCF sufre al menos dos modificaciones 

post-traduccionales que son la fosforilación y la poli(ADP-ribosil)ación; estas 

modificaciones son aparentemente indispensables para que CTCF pueda modular 

la estructura de la cromatina y la actividad normal del locus p53 murino (Figura 

33A; Su CH, 2008; Witcher y Emerson, 2009). De manera interesante, un 

tratamiento con el inhibidor de poli(ADP-ribosil)ación (3-ABA) sobre céluals HeLa 

derivó en el abatimiento de la expresión del gen p53, probablemente por la 

perturbación de la actividad de CTCF (Figura 23C). Estos datos sugieren que 

dichas modificaciones post-traduccionales pueden ser componentes importantes 

en la regulación de la actividad de CTCF, lo cual puede repercutir en la expresión 

de múltiples genes. 
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Figura 32. Modelo de silenciamiento epigenético del gen supresor de tumores p53 mediado por el 
factor transcripcional YY1. A- Representación esquemática del promotor de p53 donde se observa 
el sitio de unión consenso al factor transcripcional YY1. B- Se propone que en condiciones 
aberrantes como el cáncer, la ausencia de CTCF puede inducir el reclutamiento de miembros de 
Polycomb vía el factor transcripcional YY1, derivando en la trimetilación de la histona H3 lisina 27 
(H3K27me3) fomentando así una estructuración compacta de la cromatina e induciendo 
silenciamiento transcripcional del gen.  
 

Desde la perspectiva genómica, en una publicación reciente se demostró 

que el promotor del gen p53 murino está organizado en dos dominios epigenéticos 

con características distintas (Su et al., 2008). El dominio I contiene al promotor del 

gen el cual se encuentra enriquecido de marcas covalentes de histonas asociadas 

a activación transcripcional (como la acetilación de la histona H3 lisina 9 (acH3K9), 

la H3K4me2 y la acH4K16) y carece de metilación del ADN, mientras que en el 

dominio II se observa el enriquecimiento de marcas en las histonas asociadas a 

represión transcripcional (Figura 33). Cabe señalar que el dominio que contiene al 
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promotor del gen esta acotado en cada lado por la unión del factor CTCF (Su et 

al., 2008). De manera interesante el sitio de unión de CTCF localizado en el límite 

del dominio I se mantiene constante a lo largo de la división celular, mientras que 

el CTCF presente en el límite del dominio II se disocia dependiendo de la fase del 

ciclo celular en que se encuentre. Estos datos postulan que el dominio I podría 

servir como marca de memoria epigenética del locus de p53, y que se necesita de 

ambos sitios de unión a CTCF para proteger contra el silenciamiento del promotor 

mediante procesos epigenéticos y topológicos a nivel genómico (Figura 33B). De 

manera interesante el dominio que incluye al gen p53 humano muestra una 

conformación similar, donde en el promotor presenta enriquecimiento de marcas 

abiertas acotado por la unión in vivo de CTCF (Barski et al., 2007). Esto podría 

suponer que mecanísticamente el comportamiento de p53 humano podría ser 

similar al observado en ratón. Todas estas evidencias apuntan a que la presencia 

de CTCF en genes supresores de tumores como p53 y Rb contribuye a su 

integridad epigenética y organización genómica. 

Uno de los aspectos más novedosos asociados a la regulación de la 

expresión del gen p53 humano es la participación de un transcrito antisentido 

conocido como Wrap53 (Mahmoudi et al., 2009). Este transcrito co-localiza con la 

región promotora del gen p53 humano y su importancia estriba en que en 

ausencia de éste, se induce el abatimiento de la expresión del gen p53 humano 

(Figura 18A). Una de las interrogantes que se sería interesante abordar es si la 

expresión de este transcrito también puede ser modulada por la unión de CTCF. 
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Figura 33. Organización del dominio que contiene al gen p53 murino. A- Esquema de la región 
asociada al promotor del gen p53 murino. Este está definido en dos dominios acotados por dos 
sitios de unión a CTCF in vivo. El dominio I el cual contiene al promotor del gen presenta 
enriquecimiento de marcas asociadas a la activación de la transcripción como la acetilación de la 
histona H3 lisina 9 (acH3K9), la H3K4me2, la acH4K16 y la ausencia de metilación del ADN. A su 
vez el domino II presenta enriquecimiento de marcas ligadas a la represión como la H3K9me2, H1, 
y metilación del ADN. B- Se propone la formación de un asa o “loop” mediante el contacto de 
ambos CTCF delimitando cada uno de los dominios. La unión de ambos CTCF podrían proteger a 
la región promotora de procesos epigenéticos asociados a la represión transcripcional.  
 

  En concordancia con las distintas funciones de CTCF determinamos que su 

ausencia fomenta  la redistribución de marcas covalentes en las histonas al interior 

del núcleo, sugiriendo que CTCF tiene un papel importante en la topología de la 

cromatina al interior del núcleo (Figura 30 y 34). Estudios de microscopía han 

reportado que zonas cromosómicas específicas se asocian a la lámina nuclear 

(LN) (Guelen et al., 2008). En particular las regiones cercanas a esta zona 

presentan una menor densidad de genes y se ven enriquecidas en marcas 
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covalentes de las histonas asociadas con la formación de heterocromatina. 

Experimentalmente se ha demostrado que los dominios cercanos a la LN están 

delimitados por el factor nuclear de CTCF, el cual forma una frontera entre las 

regiones asociadas a la LN y las regiones genómicas alejadas de ella, las cuales 

presentan una mayor densidad de genes (Guelen et al., 2008). Estos datos 

sugieren que CTCF contribuye a la organización del genoma y su relación con la 

dinámica nuclear, siendo que la pérdida de este elemento podría derivar en un 

desarreglo topológico de la cromatina y por ende una redistribución de las marcas 

covalentes de las histonas sobre las regiones génicas afectando la expresión de 

los genes asociados a estas zonas (Figura 34).  
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Figura 34. Modelo de la organización cromosómica en células en interfase mediada por el factor 
nuclear CTCF. La representación esquemática sugiere que en células HeLa se encuentran 
presentes las marcas covalentes de las histonas (H3K9me3,  H3K27me3 y H4K20me3) 
enriquecidas en regiones en forma de motas. Se propone que el factor nuclear CTCF permite la 
regionalización de dominios cromosómicos al interior del núcleo. La pérdida de CTCF al interior del 
núcleo en células deficientes a CTCF (HeLa-kd-CTCF) puede fomentar una desorganización 
cromosómica derivando en una re-distribución de las marcas asociadas a heterocromatina. Esto 
pudiera repercutir en el silenciamiento de múltiples genes como los genes supresores de tumores.   
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CONCLUSIÓN. 
 

El cáncer es fundamentalmente una patología tanto genética, como 

epigenética que requiere la acumulación de estos dos tipos de alteraciones 

genómicas y que conllevan a la inactivación de genes supresores de tumores (Rb, 

p53) y/o la activación de proto-oncogenes como Myc y Ras, entre otros (Kent y 

Mendell 2006). En la actualidad aparte de los ya clásicos TSG y oncogenes se ha 

observado que ciertos microRNAs presentan funciones similares, en particular por 

los blancos que regulan. Por ello, se  han visto implicados en la regulación de la 

proliferación, diferenciación celular y en apoptosis. En cáncer un gran número de 

los microRNAs se han visto desregulados, observándose tanto sobre-expresados 

como silenciados, lo cual contribuye a la transformación celular. Estudios recientes 

han demostrados que los microRNAs de la familia hsa-miR-34 son componentes 

importantes de la vía de regulación de p53, por lo tanto han sido catalogados 

como genes supresores de tumores (Wendt y Peters, 2009; Bommer et al., 2007; 

Chang, et al., 2007; Raver-Shapira et al., 2007).  A su vez se ha reportado que los 

microRNA hsa-mir-125a y hsa-mir-125b tienen la capacidad de unirse al extremo 

3’-UTR de los genes ERBB2 y ERBB3, respectivamente, apoyando su actividad de 

TSG (He et al., 2007). Aunque muchos de ellos se han visto desregulados en 

cáncer. En el presente estudio demostramos que los promotores predichos para 

los microRNAs hsa-mir-34c, y hsa-mir-125-b1 están metilados, derivando en la 

disminución de la expresión de los mismos. Esto sugiere que la hipermetilación del 

ADN en islas CpGs de los elementos de control de los microRNAs hsa-miR125-b1 

y hsa-mir-34c representa un mecanismo de silenciamiento epigenético con 

consecuencias directas sobre sus genes blancos. Más importante aún, el 
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tratamiento con un inhibidor de metilación como la 5-aza-2’-deoxicitidina logra 

recuperar la expresión de los microRNAs por medio del borrado de la metilación 

del ADN. 

 

PERSPECTIVAS. 

Con base a los resultados obtenidos relacionados con la de metilación del 

ADN en la secuencias de los promotores de los microRNAs, valdría la pena buscar 

nuevos blancos génicos de regulación de los microRNAs hsa-miR-34c y hsa-miR-

125b1.  
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ANEXOS 
 
Anexo 1-  

Estudio de la metilación del ADN en promotores de microRNAs en 

distintos contextos celulares y sus implicaciones sobre sus genes 

blancos.  

Estancia de investigación en el laboratorio de epigenética del cáncer dirigido 

por el Dr. Manel Esteller en el Centro Nacional de Investigaciones Oncológicas 

(CNIO) Madrid, España (Enero a Junio de 2007). 

 

Los microRNAs (miRNAs) pertenecen a una amplia familia de pequeños 

RNA no-codificantes, los cuales tienen múltiples funciones, como por ejemplo 

durante el desarrollo de plantas y animales, entre muchos otros procesos 

(Medina y Slack, 2008). Los miRNAs son RNAs pequeños de 21 a 25 

nucleótidos (nt), los cuales tienen una vía principal de procesamiento (Figura 

35). Esta se da cuando los miRNAs son transcritos por la RNA polimerasa II lo 

cual deriva en la formación de un RNA denominado Pri-miRNA; a este 

transcrito primario se le adiciona una caperuza en el extremo 5’, y que en su 

región 3’ es poliadenilada, un procesamiento similar al que se observa para los  

RNAm codificantes. Posteriormente este Pri-miRNA es procesado  co-

transcripcionalmente por una RNAsa tipo III conocida como Drosha (Figura 35), 

formando así un precursor con un tamaño de 70 a 90 nt que presenta una 

estructura secundaria tipo tallo-asa conocido como pre-miRNA. Este es 

transportado al citoplasma por la exportina 5, donde es procesado por una 

endonucleasa RNAsa tipo III conocida como Dicer (Weber et al., 2007). Esto 

permite la formación de un RNA de doble cadena (dsRNA) de 21 a 25 pb 
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(Figura 35A y B). Posteriormente una de las hebras es incorporada a un 

complejo proteico conocido como Complejo de silenciamiento inducido por 

RNA o RISC, mientras que la otra hebra es degradada. Consecutivamente el 

miRNA maduro acoplado a RISC presenta una secuencia complementaria a un 

RNA mensajero específico (o blanco), la cual cuando es perfecta conlleva al 

corte del mensajero, permitiendo así su degradación, o se aparea a la región 

3’-UTR interfiriendo con la traducción del mensajero del gen blanco (Dalmay, 

2008). Este fenómeno es importante en la regulación de los niveles de 

transcripción génica y por ende de la abundancia proteica. Siendo así que los 

miRNA representan un nuevo componente asociado en la regulación de la 

expresión génica. 

A B

NÚCLEO

CITOPLASMA

Complementaridad Parcial Complementaridad Perfecta

Represión Post-transcripcional Corte de RNAm

 
 
Figura 33. Biogénesis de los microRNAs (miRNA). A- Los genes de miRNA son transcritos por 
la RNA pol II generandose un transcrito primario (pri-miRNA), a este se le adiciona una 
caperuza en el 5’, y es poliadenilado en su extremo 3’. Este contiene estructuras tallo-asa, las 
cuales son reconocidas por un complejo proteico Drosha-DGCR8, el cual lo corta para formar 
una estructura conocida como precursor de miRNA o pre-miRNA. Posteriormente es 
transportado por la Exportina 5 hacia citoplasma, donde Dicer lo procesa a un RNA de doble 
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cadena (dsRNA) de 21 a 25 nt. Una de las hebras de RNA es incorporada a un complejo de 
silenciamiento inducido por RNA llamado RISC. La hebra sencilla de RNA es complementaria a 
un RNAm blanco. Cuando el reconocimiento de la hebra es parcial conlleva al arresto 
traduccional, si esta es  perfecta deriva en el corte y degradación del RNA mensajero. B- 
Estructura tallo-asa de un pri-miRNA. En rojo se representa el miRNA maduro de 21nt. Este es 
procesado por diferentes RNAsas tipo III como Drosha y Dicer. 
 

Por esto, los microRNAs se han vuelto un campo de estudio de gran 

interés, esto debido a que son importantes reguladores de múltiples genes en 

muchos organismos, además de verse involucrados en diversos tipos de 

enfermedades, incluyendo el cáncer (Lujambio y Esteller, 2007; Maziere y 

Enright, 2007; Garzon et al., 2009). Dentro de las actividades celulares que se 

han observado para algunos  microRNAs se ha descrito una función  

oncogénica donde los miRNAs: hsa-miR-17-92, hsa-miR-155 y hsa-miR-372-

373 se asocian con proliferación celular (Croce, 2009). De igual forma, otros 

microRNAs tienen actividad de genes supresores de tumores como hsa-miR-

15a y el hsa-miR-16 entre otros (Ma y Weinberg, 2008; Medina y Slack, 2008; 

Croce, 2009; Garzon et al., 2009).   

Al igual que múltiples genes, los microRNAs pueden ser desregulados a 

nivel transcripcional tanto por eventos genéticos y/o epigenéticos (Medina y 

Slack, 2008). En la actualidad poco se conoce a cerca de los elementos 

regulatorios como promotores o enhancers que modulan la expresión de los 

microRNAs, en especial se desconocen los procesos que pudieran influir en su 

des-regulación transcripcional. Por esto, durante la estancia de investigación 

nos concentramos en determinar el estado de metilación de potenciales 

promotores de microRNAs cuyas regiones promotoras incluyen a una isla CpG. 

Como un primer abordaje  del proyecto, nos enfocamos en determinar  in silico 

las secuencias de microRNAs que pudieran ser blancos de genes involucrados 

en cáncer de mama como: ERBB2 y EGFR y por otra parte, aquellos que estén 
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asociados con el desarrollo de tumores cerebrales como: el gen O-6-

metilguanina-DNA metiltransferasa (MGMT) (Paz et al., 2004; Watanabe et al., 

2007).  Los proto-oncogenes ERBB2 y EGRF también conocido como HER-

2/neu  y HER-1, respectivamente, codifican para un receptor de tirosina cinasa 

trans-membranal, la cual se ha visto sobre-expresada en varios tipos de 

cánceres como ovario, vejiga y mama, además de asociarse con un mal 

pronóstico (Scott et al., 2007; Tolmachev, 2008). Por otro lado, el gen MGMT 

está involucrado en reparación del ADN, en especial, se encarga de remover 

los aductos formados por  los nucleótidos de guanina (Patel y Shervington, 

2009). Este gen se ha visto inactivado en múltiples cánceres de cerebro, como 

los glioblastomas, donde la metilación el ADN es uno de los mecanismos 

comúnmente involucrado en su silenciamiento (Kondo et al., 2003). 

OBJETIVO GENERAL.  

Determinar el efecto de la metilación del ADN sobre promotores de microRNAs 

y su acción sobre sus potenciales genes blancos. 

OBJETIVOS PARTICULARES. 

1. Definir in silico potenciales microRNAs que tengan como blanco a los 

genes ERBB2, EGFR y MGMT.   

2. Caracterizar in silico a las regiones promotoras de microRNAs con base 

a la presencia de islas CpGs. Especialmente nos enfocaremos en 

aquellas que tengan como blanco a los genes antes mencionados. 

3. Mediante el ensayo de bisulfito de sodio, secuenciación y/o PCR 

sensible a metilación determinar el estado de metilación del ADN de las 

islas CpGs pertenecientes a los microRNAs. 
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4. Evaluar el efecto biológico de la reactivación de los microRNAs por 

medio del inhibidor de la metilación 5-aza-2’-deoxicitidina. 

RESULTADOS. 

 
En primera instancia determinamos in silico a un conjunto de microRNAs 

que pudieran tener como blanco a los genes ERBB2, EGFR y MGMT utilizando 

distintas bases de datos (Figura 36). Posteriormente, definimos in silico cuáles 

de los microRNAs contienen islas CpGs mediante el programa Methyl Primer 

Express® Sofware v1.0. Una vez realizado el tamizaje de los microRNAs 

candidatos a ser  evaluados, y llevamos a cabo  el estudio del estado de 

metilación del ADN de dichas islas CpGs mediante  la técnica de bisulfito de 

sodio y secuenciación, como también mediante el ensayo de PCRs sensibles a 

metilación (MS-PCRs).  
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Figura 36. Diagrama de flujo diseñado y aplicado para el estudio de metilación del ADN de 
islas CpG asociadas a microRNAs que tienen por blanco a los genes ERBB2, EGFR y MGMT. 
Mediante múltiples bases de datos se buscan in silico a microRNAs que puedan ser blancos de 
los genes antes mencionados. Posteriormente ser realiza un análisis in silico de islas CpG 
cercanas a los microRNAs que puedan ser inactivadas por metilación del ADN. Finalmente 
mediante ensayos de bisulfito de sodio secuenciación y/o reacción de PCRs sensible a 
metilación se evaluará el estado de metilación de cada uno de los microRNAs. Posteriormente 
se analizará el efecto biológico de la metilación del ADN mediante reactivaciones con 5-aza-
2’deoxicitidina, para ello se determinará el patrón de la expresión y abundancia peptídica 
mediante qRT-PCRs y Western blot. 
 

Determinación del estado de metilación de islas CpGs asociadas a 

microRNAs que tengan como blanco al gen ERBB2. 

Debido a que este gen se ha visto afectado mayoritariamente 

desregulado en cáncer de mama, decidimos evaluar el estado de metilación de 

los miRNAs que tuvieran islas CpG y que su blanco fuera ERBB2. Al hacer el 

análisis in silico,  encontramos  once posibles microRNAs candidatos con esas 

características (Figura 36 y 37). Posteriormente por medio del ensayo de 

bisulfito y secuenciación evaluamos el estado de metilación de los once 

microRNAs presentes en ADN extraído de nueve líneas celulares tumorales de 

cáncer mamario, como control utilizamos ADN proveniente de tejido mamario 

normal y de linfocitos de sangre periférica de un individuo sano. 
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LINEAS CEL. ESTIRPE

miR-375 miR-485
miR-
125a Let7-3a

miR-
125b1 miR-296 miR-410 miR-432 miR-594 miR-611 miR-663

MDA-231 Ca. Mama UN HEM MET MET MET HEM HEM HEM UN UN MET
MDA-436 Ca. Mama HEM MET MET MET MET HEM MET HEM UN UN HEM 
MDA-468 Ca. Mama UN UN MET MET HEM MET HEM HEM UN UN MET 

MCF-7 Ca. Mama UN MET MET MET MET MET MET MET UN UN MET 
BT549 Ca. Mama HEM MET MET MET MET MET MET MET UN UN MET 

MDA 2774 Ca. Mama MET 
BT 474 Ca. Mama HEM 

UACC 3199 Ca. Mama MET 
MDA 157 Ca. Mama UN

Mama normal Mama UN MET MET MET UN MET MET MET UN UN HEM 
Mama normal Mama UN MET 
LSP normales LSP UN MET 

UN NO-METILADO

MET METILADO

HEM HEMIMETILADO

 
 
Figura 37. Análisis del estado de metilación de miRNAs que tienen como posible blanco al gen 
ERBB2 en líneas celulares de estirpe mamario. Como control de la técnica se evaluó el estado 
de metilación en tejido mamario normal y en linfocitos de sangre periférica (LSP) de un 
individuo sano. Se secuenciaron al menos 8 clonas independientes de cada una de las 
secuencias genómicas modificadas por bisulfito de sodio provenientes de los microRNAs). UN, 
representa al análisis de 8 clonas independientes donde no se observa metilación del ADN; 
MET, representa al análisis de 8 clonas independientes donde se observa un 70% de 
metilación del ADN en su isla CpG, y HEM representa el análisis de 8 clonas independientes 
donde el estado de metilación del ADN oscila entre un 40 a un 60% en el total de las clonas 
estudiadas. 
 
 

Con este estudio demostramos que solo las islas CpG presentes en los 

microRNAs hsa-miR-125b1, hsa-miR-375, hsa-miR-594 y hsa-miR-611 se 

encuentran en un estado no metilado tanto en ADN proveniente de tejido 

mamario normal, como de linfocitos de sangre periférica de un individuo sano. 

De manera interesante, el ADN correspondiente a la isla CpG asociada al hsa-

miR-125b1 se encontró hipermetilado en la mayoría de las líneas celulares 

provenientes de cáncer mamario con excepción de la línea celular MDA-MB-
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157, datos que fueron corroborados por reacciones de PCR sensibles a 

metilación (MS-PCR) (Figura 38A y B), como control se utilizó ADN obtenido de 

dos tejidos mamarios normales independientes y de linfocitos de sangre 

periférica (Figura 38C). Por ello, nos concentramos en el hsa-miR-125b1, 

donde se evaluó su expresión mediante qRT-PCR en las líneas celulares de 

cáncer mamario MCF7, MDA-MB-231 y MDA-157. Los datos mostraron una 

disminución en la expresión de este microRNA en comparación con tejido 

mamario normal. Con el fin de corroborar si dicha metilación pudiera tener un 

efecto sobre la expresión de este microRNA, decidimos realizar un tratamiento 

con la 5-aza-2’-deoxicitidina. En las líneas celulares donde se había observado 

una hipermetilación del ADN en el promotor del microRNA hsa-mir-125b1 

demostramos una clara reactivación en su expresión (Figura 39). Obtuvimos 

este mismo resultado en la línea celular de cáncer mamario SKBR3, la cual 

sobre-expresa al gen ERBB2 (Figura 40).  
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Figura 38. Análisis del estado de metilación del ADN del microRNA hsa-miR-125b1.  
A- Análisis del estado de metilación del ADN por bisulfito de sodio y secuenciación de la isla 
CpG cercana al microRNA hsa-miR-125b1. B- Evaluación del estado de metilación del ADN de 
la isla CpG de este microRNA, mediante reacciones de PCR sensible a metilación (MSP) en 
distintas líneas celulares tumorales de cáncer mamario, como control positivo de la metilación  
se utilizó ADN metilado in vitro por medio de la metilasa SssI  (IVD). U representa a al producto 
de amplificación del templado no metilado y M representa a la amplificación del producto del 
templado metilado. C- Como control se utilizó ADN convertido por bisulfito de sodio obtenido de 
linfocitos de sangre periférica de un individuo sano y de dos tejidos mamario normales 
independientes.  
 

Centramos nuestra atención en la línea celular SKBR3  la cual fue 

tratada con 5-aza-2’-deoxicitidina por 72 horas. Post-tratamiento logramos 

reactivar  la expresión del microRNA hsa-mir-125b1. Con la finalidad de 

corroborar nuestros datos se transfectó el precursor del hsa-mir-125b1 en la 

línea celular SKBR3, con lo cual se evidenció una disminución en la 

abundancia de la transcripción del gen ERBB2 (Figura 40).  

 

 



109 
 

0

2

4

6

8

10

12

14

16

18

MCF7-c MCF7-aza

Fo
ld

s 
of

 in
du

cc
io

n

0

0.5

1

1.5

2

2.5

MDA-MB-231-c MDA-MB-231-aza

Fo
ld

s 
of

 in
du

ct
io

n

MDA‐231
MCF‐7

0.00E+00

2.00E-01

4.00E-01

6.00E-01

8.00E-01

1.00E+00

1.20E+00

MCF7 MDA-MB-231 MDA-MB-157 normal breast

E
xp

re
si

ón
 d

e 
hs

a-
m

iR
-1

25
-b

1

Ve
ce

s 
de

 e
nr

iq
ue

ci
m

ie
nt

o

Ve
ce

s 
de

 e
nr

iq
ue

ci
m

ie
nt

o

Mama normal

MDA‐MB‐231 MDA‐MB‐231 
5‐aza‐

2’deoxicitidina

MCF7
5‐aza‐

2’deoxicitidina

MCF7

  
Figura 39. Evaluación de la expresión del microRNA hsa-miR-125b1 mediante RT-PCR en 
tiempo real (q-RT-PCR) en tres líneas celulares de estirpe mamario comparado con tejido 
mamario normal. Reactivación de la expresión del microRNA hsa-miR-125-b1 con un 
tratamiento de 5-aza-2’-deoxicitidina en las líneas celulares mamarias MDA-MB-231 y MCF7. 
Estos datos se realizaron por duplicado por lo cual las gráficas carecen de barras de error. 
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Figura 40. Evaluación de la transcripción del microRNA hsa-miR-125-b1 y abundancia de 
ERBB2/HER-2 en la línea celular de cáncer mamario SKBR3. A- Niveles de la transcripción del 
microRNA hsa-miR-125b1 determinados por una reacción de PCR en tiempo real (qRT-PCR) 
en la línea celular SKBR3 de mama. B- Determinación de la abundancia de ERBB2 por medio 
del ensayo de Western blot en SKBR3 post-transfección del precursor de hsa-miR-125b1. 
 

Estos resultados sugieren que la expresión del  microRNA hsa-mir-

125b1 está disminuida a causa de la metilación del ADN en su isla CpG 

asociada a su región promotora, y la reactivación de su expresión se 

correlaciona con el decremento de la expresión del gen ERBB2. Estas 

observaciones concuerdan con datos publicados, donde el microRNA hsa-mir-

125a y hsa-mir-125b tienen un efecto represor sobre la traducción de ERBB2 y 

ERBB3, respectivamente (He et al., 2007). 
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Determinación del estado de metilación de islas CpGs asociadas a 

microRNAs que tengan como blanco al gen EGFR. 

Utilizando el mismo abordaje se analizaron in silico a todos los 

microRNAs que pudieran tener como blanco al producto de la expresión del 

gen EGFR. Se evaluó el estado de metilación de las islas CpGs que conforman 

parte de los elementos de regulación de estos microRNAs demostrando que el 

microRNA hsa-mir-34c no se encuentra metilado en tejido normal de colon y 

pulmón, mientras que en todas las líneas celulares de colon las islas CpGs 

están hipermetiladas (Figura 41). Por su parte, para las líneas celulares 

pertenecientes a estirpe pulmonar encontramos diferencias en su estado de 

metilación (6 no metiladas de 10 líneas celulares analizadas). 

EGFR (Cáncer de pulmón y colon)

LÍNEA CEL. ESTIRPE miR128-1 miR128-2 miR34c

SW480 colon HEM HEM MET 

SW460 colon MET MET MET 

HCT116 colon MET MET MET 

HCT15 colon HEM MET 

H522 Pulmón HEM MET UN

A549 Pulmón HEM MET UN

A673 Pulmón UN

H427 Pulmón MET 

H23 Pulmón UN

H441 Pulmón MET 

H1299 Pulmón MET 

H2126 Pulmón UN

Calu2 Pulmón UN

LoVo colon MET 

CaCo2 colon MET 

RKO colon MET 

HT2919 colon MET 

L5147 colon MET 

D2D1 colon MET 

Colon Normal colon MET MET UN

Pulmón Normal Pulmón MET MET UN

Colon Normal colon UN
Pulmón Normal Pulmón UN

UN NO- METILADO

MET METILADO

HEM HEMIMETILADO

 

Figura 41. Análisis del estado de metilación del ADN presente en las islas CpGs cercanas a los 
miRNAs que tienen como blanco al gen EGFR evaluado en líneas celulares de cáncer de colon 
y pulmón. UN, corresponden a secuencias no metiladas. UN, representa al análisis de 8 clonas 
independientes donde no se observa metilación del ADN; MET, representa al análisis de 8 
clonas independientes donde se observa un 70% de metilación del ADN en su isla CpG, y HEM 
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representa el análisis de 8 clonas independientes donde el estado de metilación del ADN oscila 
entre un 40 a un 60% en el total de las clonas estudiadas. 
 
 

 Con base a estos resultados, decidimos concentrar nuestros esfuerzos 

en estudiar el estado de metilación del ADN del microRNA hsa-mir-34c para 

cada una de las líneas celulares de estirpe pulmonar, el cual fue evaluado, por 

ensayos de bisulfito de sodio y secuenciación (Figura 42A). Encontramos que 

únicamente las líneas celulares de cáncer pulmonar H-427, H-441 Y H-1299 

presentaban un patrón de hipermetilación y como control se utilizó ADN 

obtenido de dos tejidos pulmonares normales (Figura 42B). Éste resultado fue 

corroborado por ensayos de PCR sensible a metilación (MS-PCR; Figura 42C). 
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Figura 42. Análisis del estado de metilación del ADN  de la isla CpG cercana al hsa-miR-34c. 
A- Evaluación del estado de metilación del ADN por bisulfito de sodio y secuenciación de la isla 
CpG cercana al microRNA hsa-miR-34c. B- Como control se utilizó ADN convertido por bisulfito 
de sodio obtenido de dos tejidos pulmonares normales independientes. C- Evaluación del 
estado de metilación del ADN de la isla CpG de este microRNA, mediante reacciones de PCR 
sensible a metilación (MSP) en distintas líneas celulares tumorales de cáncer mamario, como 
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control positivo de la metilación  se utilizó ADN metilado in vitro por medio de la metilasa SssI  
(IVD). U representa a al producto de amplificación del templado no metilado y M representa a la 
amplificación del producto del templado metilado. 
 
 
 

Esta familia de microRNAs es ampliamente estudiada debido a que se 

les ha asociado con una función de gen supresor de tumores, en particular, se 

han visto involucrados en el arresto del ciclo celular, senescencia y apoptosis 

(Welch y Wang, 1995). En mamíferos la familia de miR-34 está compuesta 

principalmente por tres microRNAs, donde hsa-miR34b y hsa-miR-34c quienes 

comparten un transcrito primario en común. La expresión de estos microRNAs 

varía dependiendo de los tejidos. En ratón el miR-34a se expresa 

mayoritariamente en cerebro, mientras que los mirR-34b/c se expresan en 

pulmón sugiriendo una actividad tejido específica (Bommer et al., 2007). Es por 

ello que nos avocamos en tratar de determinar una función biológica para dicho 

microRNA, restituímos la expresión del microRNA mediante la transfeccción del 

microRNA maduro hsa-miR-34c en la línea celular H-1299 proveniente de 

cáncer de pulmón, donde sabemos que el promotor de este microRNA se 

encuentra hipermetilado.  
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Figura 43. Efecto funcional del microRNA hsa-miR-34c sobre la expresión del gen EGFR. A- 
Western blot en la línea celular pulmonar H-1299  post-transfección del precursor de hsa-miR-
34c. En dicho ensayo se transfectó cada 24 horas el siRNA, donde los datos se evaluaron a 48 
horas y 72 horas, respectivamente. Como control negativo se transfectó a hsa-miR-1. B- 
Evaluación por bisulfito de sodio y secuenciación de la metilación del ADN del promotor del 
hsa-miR-34c en la línea celular H-1299 transformada de pulmón y en tejido normal de pulmón. 
Los recuadros negros indican metilación del ADN de un CpG y los blancos ausencia de 
metilación del ADN. 
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CONCLUSIÓN. 
 

El cáncer es fundamentalmente una patología tanto genética, como 

epigenética que requiere la acumulación de estos dos tipos de alteraciones 

genómicas y que conllevan a la inactivación de genes supresores de tumores 

(Rb, p53) y/o la activación de proto-oncogenes como Myc y Ras, entre otros 

(Kent y Mendell 2006). En la actualidad aparte de los ya clásicos TSG y 

oncogenes se ha observado que ciertos microRNAs presentan funciones 

similares, en particular por los blancos que regulan. Por ello, se  han visto 

implicados en la regulación de la proliferación, diferenciación celular y en 

apoptosis. En cáncer un gran número de los microRNAs se han visto 

desregulados, observándose tanto sobre-expresados como silenciados, lo cual 

contribuye a la transformación celular. Estudios recientes han demostrados que 

los microRNAs de la familia hsa-miR-34 son componentes importantes de la vía 

de regulación de p53, por lo tanto han sido catalogados como genes 

supresores de tumores (Wendt y Peters, 2009; Bommer et al., 2007; Chang, et 

al., 2007; Raver-Shapira et al., 2007).  A su vez se ha reportado que los 

microRNA hsa-mir-125a y hsa-mir-125b tienen la capacidad de unirse al 

extremo 3’-UTR de los genes ERBB2 y ERBB3, respectivamente, apoyando su 

actividad de TSG (He et al., 2007). Aunque muchos de ellos se han visto 

desregulados en cáncer. En el presente estudio demostramos que los 

promotores predichos para los microRNAs hsa-mir-34c, y hsa-mir-125-b1 están 

metilados, derivando en la disminución de la expresión de los mismos. Esto 

sugiere que la hipermetilación del ADN en islas CpGs de los elementos de 

control de los microRNAs hsa-miR125-b1 y hsa-mir-34c representa un 
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mecanismo de silenciamiento epigenético con consecuencias directas sobre 

sus genes blancos. Más importante aún, el tratamiento con un inhibidor de 

metilación como la 5-aza-2’-deoxicitidina logra recuperar la expresión de los 

microRNAs por medio del borrado de la metilación del ADN. 

 

PERSPECTIVAS. 

Con base a los resultados obtenidos relacionados con la de metilación 

del ADN en la secuencias de los promotores de los microRNAs, valdría la pena 

buscar nuevos blancos génicos de regulación de los microRNAs hsa-miR-34c y 

hsa-miR-125b1.  
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Anexo 2-  
 
Efecto de la metilación in vitro sobre los promotores de genes supresores 

de tumores Rb y p53. 

Aproximadamente el 70% de los promotores de genes humanos se 

encuentran asociados a islas CpGs. De estos se ha reportado que de 15,609 

promotores humanos se pueden catalogar principalmente en tres tipos con 

relación a la densidad de CpGs que presentan: las islas CpG de alta densidad 

(HPC), las de  baja densidad (LCP) y las de una densidad intermedia (ICP) 

(Weber et al., 2007). Aparentemente ésta clasificación de islas CpGs tiene una 

repercusión directa en los mecanismos epigenéticos involucrados en el 

silenciamiento de los promotores génicos embebidos en ellas (ver introducción 

general). De manera interesante, en el laboratorio se han desarrollado estudios 

de silenciamiento epigenético de dos genes supresores de tumores cuyos 

promotores corresponden a islas CpGs con características distintas. El 

promotor del gen de Retinoblastoma puede ser catalogado como una isla CpG 

de alta densidad (HCP) dado que contiene 27 CpGs distribuidos en los 400 pb 

del promotor mínimo de este gen; mientras que el promotor del gen p53 

humano presenta una isla CpG intermedia (ICP), la cual contiene 16 CpG en el 

promotor mínimo del gen dentro de una región de 350 pb (ver Figura 44A). En 

lo particular, estamos interesados en conocer las diferencias de la metilación 

incorporada in vitro en dos promotores asociados a islas CpG con 

características distintas.  
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OBJETIVO GENERAL. 

Evaluar el efecto de la metilación in vitro sobre los promotores de genes 

supresores de tumores Rb y p53 que presentan islas CpGs con características 

distintas. 

Para el desarrollo de esta parte del proyecto se construyeron  dos 

plásmidos: uno de ellos contiene al promotor mínimo de Rb (pGLRb) (De-la-

Rosa-Velázquez, datos no publicados) y otro al promotor de p53 (pGL3p53) 

(Figura 44A). Estos plásmidos contienen al gen de la Luciferasa (Luc) como 

gen reportero. Con el fin de conocer el efecto de la metilación del ADN sobre 

dos estos promotores asociados a distintos tipos de islas CpGs procedimos a 

metilar in vitro  a los plásmidos  pGLRb y  pGL3p53 a diferentes tiempos (0, 2, 

3 y 4 horas de metilación in vitro del ADN; Figura 44). Para ello, se utilizó a la 

metilasa SssI. Esta enzima tiene la capacidad de agregar un grupo metilo en el 

dinucleótido 5’-CmpG-3’. Con el fin de corroborar la metilación de los plásmidos, 

el ADN plasmídico fue digerido con la enzima metilo-sensible HpaII, en donde, 

a mayor densidad de metilación del ADN menor cantidad de corte por parte de 

la enzima (Figura 44B). Los datos demostraron que a mayor tiempo de 

incubación con la enzima SssI se presenta un mayor número de dinucleótidos 

CpGs metilados (Figura 44B). Una vez corroborada la metilación de los 

plásmidos estos fueron transfectados de manera transitoria en células HeLa y 

48 horas post-transfección se evaluó la actividad de Luciferasa. Los resultados 

mostraron que para el promotor de Rb existe un comportamiento inversamente 

proporcional entre la actividad de Luciferasa y el grado de metilación del 

plásmido, es decir, que a mayores tiempos de incubación con la metilasa SssI 

menor actividad del gen reportero. De manera interesante, para el caso del 
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promotor de p53, la actividad de Luc se abate en su totalidad al usar un 

plásmido que fue metilado in vitro durante dos horas (Figura 44C). Estos datos 

sugieren diferencias en la sensibilidad de los promotores con relación a la 

metilación del ADN, siendo el p53 el promotor mucho más sensible, in vitro, a 

su silenciamiento por metilación del ADN a pesar de tener una menor densidad 

de dinucleótidos CpGs (Figura 44C). Por medio de la técnica de bisulfito de 

sodio y secuenciación se evaluó el estado de metilación del ADN en los 

distintos tiempos de incubación con la metilasa SssI sobre el promotor de Rb 

(Figura 44D). La secuenciación de las muestras transformadas del  promotor 

de Rb sugiere que tiene mayor capacidad de contender en contra de la 

metilación del ADN debido a que incluso después de tres 3 horas de incubación 

con la metilasa y presentar más de un 90% de metilación éste mantiene cierta 

actividad del gen reportero (Figura 44D). 
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Figura 44. Efecto de la metilación del ADN in vitro sobre los promotores de los genes Rb y p53. 
A- Esquemas de los promotores de los genes Rb y p53 donde cada una de las rayas verticales 
representan a cada uno de los dinucleótidos CpG presentes en cada uno de ellos. B- 
Evaluación del efecto de la metilasa SssI sobre los plásmidos  pGLRb y pGL3p53 mediante la 
digestión con la enzima metilo-sensible HpaII. C- Efecto de la metilación del ADN sobre la 
actividad de los promotores Rb y p53 evaluado por medio de la cuantificación del gen reportero 
Luciferasa (Luc).  Los plásmidos fueron transfectados transitoriamente en células HeLa. D- 
Evaluación por bisulfito de sodio y secuenciación del estado de la metilación del ADN sobre el 
promotor Rb del ensayo de transfección transitoria. Los círculos negros indican metilación del 
ADN de un CpG y los blancos ausencia de metilación del ADN. 
 

El hecho de que todo el plásmido estuviera siendo metilado en el ensayo 

anterior nos planteo la incertidumbre de que las diferencias observadas entre 

los promotores de Rb y p53  se debía a que la metilación en el resto del 

plásmido pudiera alterar la actividad de los promotores sobre el gen reportero 

Luciferasa ó incluso al propio gen reportero. 

Con el fin de abordar esta pregunta decidimos metilar diferencialmente 

tanto la región promotora y de manera independiente al vector. Una vez 

realizada la metilación in vitro, se llevó a cabo una ligación de manera 
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direccional de ambos vectores (pGLRb y pGL3p53), respectivamente, para 

finalmente ser transfectados transitoriamente en células HeLa (Figura 45).  
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Figura 45. Efecto de la metilación del ADN in vitro de manera diferencial del plásmido. Para 
ello se metiló los promotores y el vector durante ocho horas utilizando a la metilasa SssI,  
posteriormente estos fueron ligados y directamente transfectados transitoriamente en células 
HeLa.  
 

Los resultados obtenidos demuestran que la metilación del promotor es 

capaz de silenciar epigenéticamente de manera específica a ambos 

promotores. A su vez, la metilación del vector causa una disminución de la 

actividad del gen reportero sin ser tan notoria como la determinada para el caso 

en el cual el promotor fue metilado in vitro exclusivamente. De igual forma, los 

datos de metilación in vitro del ADN a tiempos largos postulan que las 

diferencias de silenciamiento entre ambos promotores (Rb y p53) pudieran 

deberse en las características inherentes de sus promotores. En particular, la 

drástica disminución de la expresión del gen reportero en p53 a las dos horas 
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de incubación con la metilasa podría deberse a la metilación particular de 

alguno de los CpG contenidos en la secuencia de su promotor.  Por ello, 

decidimos evaluar  la sensibilidad del promotor de p53 en contra de la 

metilación del ADN, a tiempos cortos de incubación. Se decidió metilar 

únicamente al promotor de p53 a 15, 30, 60, 90 y 120 minutos, 

respectivamente (Figura 46). Posteriormente los plásmidos fueron 

transfectados transitoriamente en células HeLa (Figura 46A). Los resultados 

muestran que desde los 15 minutos de incubación con la metilasa SssI se 

observa una disminución dramática en la actividad del gen reportero. Con el fin 

de corroborar que efectivamente la metilasa tiene actividad a estos tiempos de 

metilación, una parte de la reacción fue digerida con la enzima metilo-sensible 

HpaII y posteriormente se procedió a realizar una reacción de PCR utilizando a 

los oligonucleótidos sintéticos de la región promotora del p53 (Figura 46B). La 

amplificación de un templado en la reacción de PCR sugiere que el promotor 

del gen se encuentra metilado en cada uno de los tiempos experimentales. 

Como control de la reacción se utilizó al isoesquizómero de HpaII (MspI) la cual 

no es metilo-sensible (Figura 46B). Con todos estos datos nos concentramos 

en determinar el estado de metilación del ADN en cada uno de los 17 CpGs 

presentes en el promotor del gen a 15 minutos de incubación con la metilasa 

(Figura 46C).  
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Figura 46. Efecto de la metilación in vitro a tiempos cortos de incubación con la metilasa SssI. 
A- La región promotora p53  se metiló a 15, 30, 60, 90 y 120 minutos, posteriormente se ligó y 
transfectó transitoriamente en células HeLa. B- Una porción de la reacción de metilación fue 
diferida con la enzima metilo-sensible HpaII y con su isoesquizómero MspI posteriormente se 
realizó una reacción de PCR utilizando a los oligonucleótidos sintéticos de la región promotor 
de p53. C- Evaluación por bisulfito de sodio y secuenciación del estado de la metilación del 
ADN sobre el plasmido que contenía al promotor p53 incubado 15 minutos con la metilasa 
SssI. Los círculos negros indican metilación del ADN de un CpG y los blancos ausencia de 
metilación del ADN. 
 

Estos datos sugieren que con tan solo el 3% de metilación del ADN 

sobre el promotor del gen conlleva a una disminución importante de la 

expresión del reportero. Por lo tanto, el promotor de p53  es más sensible a ser 

silenciado por la metilación del ADN que el promotor de Rb, a pesar de tener 

una densidad baja de dinucleótidos CpGs. Una posible interpretación pudiera 

tener que ver con la  metilación de algún CpG en el promotor del gen interfiera 

con la unión de algún factor transcripcional indispensable para la correcta 

actividad de este elemento de control. 
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En resumen estos datos generados in vitro sugieren fuertemente que la 

composición de cada tipo de isla CpG puede ser crítica para su silenciamiento 

por metilación del ADN. 

 

PERSPECTIVAS. 

Con el fin de concretar parte del proyecto es necesario analizar el efecto 

de metilación a tiempos cortos sobre el promotor del gen de retinoblastoma, de 

igual forma realizar el análisis de bisulfito de sodio y secuenciación, con el fin 

de determinar cuáles pudieran ser los principales CpG metilados a tiempos 

cortos.  
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Anexo 3-  

Presencia de la proteína HP1 en el promotor del gen p53 humano en 

linfocitos de sangre periférica. 

En la actualidad se carece de un estudio que describa las 

modificaciones epigenéticas presentes en el promotor endógeno del gen p53 

humano en células no transformadas. Por ello nos enfocamos en estudiar el 

tipo de marcas epigenéticas presentes en dicho promotor. Utilizamos como 

sistema experimental compuesto por linfocitos de sangre periférica 

provenientes de dos individuos sanos, donde se llevó a cabo un ensayo de 

inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP). En él, observamos un 

enriquecimiento de la histona H3 dimetilada en la lisina 9 (H3K9me2) y 

sorprendentemente a la proteína de heterocromatina 1 (HP1) (Figura 47). Este 

resultado sugiere, una vía por la cual  H3K9me2 y la unión de la proteína de 

HP1 son en parte responsables, de modular epigenéticamente y de manera 

negativa la expresión del gen p53 en un contexto celular normal. Esto abre un 

campo de estudio inédito, debido a que nuestros resultados plantean por 

primera vez, que ciertas marcas represivas de las histonas, pudieran estar 

modulando negativamente la conformación cromatínica asociada al promotor 

p53 y por ende su expresión, y que de forma regulada deben ser revertidas. 

Por otra parte, esta observación es consistente conlos datos obtenidos en las 

líneas celulares tumorales de origen epitelial y fribroblastos normales (ver 

Figura 13). En la actualidad han descrito desmetilasas de histonas, 

denominadas “Jumonji” las cuales tienen la capacidad de revertir el estado de 

metilación de múltiples marcas en las histonas, incluida a la H3K9me2 
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(Takeuchi et al., 2006). Uno de tantos modelos posibles, contempla que la 

expresión del gen, dirigida por su promotor en condiciones normales es 

prácticamente nula, por lo cual las desmetilasas de  histonas pudieran estar 

involucradas en la regulación positiva del gen vinculada a una respuesta rápida 

a distintos tipos de estímulos. Por lo tanto, el estudio de las Jumonji sobre la 

regulación del promotor del gen p53 humano en células normales sería de gran 

relevancia en un futuro próximo. 
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Figura 47. Inmunoprecipitación de cromatina (ChIP) sobre el promotor p53 en linfocitos de 
sangre periférica humana. Para este estudio se emplearon anticuerpos que reconocen a 
proteínas de unión al ADN metilado como MBD2, MeCP2 y Kaiso, como también de 
modificaciones en las histonas. En este resultado se observa la presencia  de la histona H3 
lisina 9 dimetilada (H3K9me2) y la proteína HP1. 
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PERSPECTIVAS. 

Las recientes publicaciones relacionadas con la función de enzimas 

desmetilantes de histonas “Jumonji” sugieren que podrían ser blanco de las 

vías de Rb y p53 (Pfau et al., 2008). Debido a que nuestros datos sugieren la 

presencia de HP1 en células quiescentes, sería de gran relevancia 

concentrarse en células inducidas evaluando así presencia de estas marcas 

represivas como también de las desmetilasas de histonas determinando así su 

efecto sobre la expresión del gen. Este tipo de experimentos también podrían 

llevarse a cabo en condiciones de estrés celular. 
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Anexo 4-  

Defectos estructurales del nucléolo causados por la ausencia del factor 

nuclear CTCF. 

El nucléolo es una estructura visible en el núcleo, la cual tiene como 

función principal la biogénesis ribosomal. También se ha visto involucrado con 

otras funciones como la retención de moléculas relacionadas al ciclo celular y 

la apoptosis, entre otras (Hernandez-Verdun, 2006). En el nucléolo se lleva a 

cabo la transcripción de los genes ribosomales (rDNA), procesamiento del RNA 

ribosomal (rRNA) 47S y el inicio del ensamblaje de las proteínas ribosomales 

como el RNA 5S, formando así a la subunidades pequeñas y grandes del pre-

ribosoma. El nucléolo puede variar en tamaño y número dependiendo de la 

actividad, estado de proliferación o diferenciación celular (Hernandez-Verdun, 

2006). 

 

Organización nucleolar. 

Existen tres componentes nucleolares visibles por microscopía 

electrónica (Figura 48). Los centros fibrilares (FC) quienes están parcial o 

completamente rodeados por una zona electrón densa conocida como 

componente fibrilar denso (DFC). Tanto los FC como los DFC están embebidos 

en un componente granular (GC), mayoritariamente compuesto por gránulos de 

15-20 nm de diámetro (Junéra et al., 1995). Los FC pueden variar en tamaño y 

número y son inversamente proporcionales entre el tamaño y número. El 

transcrito naciente proveniente de los genes ribosomales se localiza en la unión 

entre la región del FC y del DFC acumulándose el transcrito en esta última 

(Junéra et al., 1995). 
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El nucléolo a su vez está compuesto de múltiples proteínas como la 

fibrilarina y la nucleolina que participan en las etapas tempranas del 

procesamiento del RNA ribosomal (RNAr). Dichas proteínas se localizan a lo 

largo del DFC con el RNA pequeño no-codificante (snoRNA) U3, mientras que 

las proteínas B23 y Nop52 se localizan en GC; estas participan en las etapas 

intermedias y tardías de la biogénesis ribosomal (Puvion-Dutilleul et al., 1991). 

Heterocromatina periférica
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Figura 48. Estructura del nucléolo. Micrografía electrónica donde se muestran los tres 
componentes principales del nucléolo como los centros fibrilares (FC), los componentes 
fibrilares densos (DFC), y los componentes granulares (G). 
 

A su vez, por medio de la microscopía electrónica se ha logrado 

observar una cromatina condensada en el nucléolo, la cual no llega a ser tan 

densa como en el núcleo, lo cual mediante tinciones específicas del DNA 

(como DAPI) no se logra evidenciar (Hernandez-Verdun, 2006). 
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Ensamblaje nucleolar al final de la mitosis. 

En eucariontes, el nucléolo se ensambla durante la transición de 

mitosis/interfase. Este ensamblaje requiere a su vez la reactivación de la 

maquinaria de transcripción del ADNr (Sirri et al., 2008). Las proteínas 

nucleolares encargadas en la transcripción del RNAr son la polimerasa I y sus 

factores transcripcionales asociados, mientras que las proteínas B23, Nop52, 

nucleolina y Rpp29 tienen que ver con el procesamiento (Hernandez-Verdun, 

2006). Las proteínas involucradas en el procesamiento del pre-rRNA 

abandonan el nucléolo durante la profase y se localizan mayoritariamente en la 

periferia de los cromosomas durante la mitosis. Se ha demostrado que muchas 

de las proteínas nucleolares son altamente dinámicas, asociándose y disocian 

en un continuo intercambio con el nucloplasma (Sirri et al., 2008). Durante la 

anafase, las proteínas involucradas en el procesamiento temprano y tardío 

(fibrilarina, Bop1, B23, y Nop52) se distribuyen homogéneamente alrededor de 

los cromosomas. Mientras que en la telofase y la fase G1 temprana ocurre una 

translocación desde la periférica cromosómica hacia los sitios de transcripción, 

para posteriormente concentrarse en foci específicos conocidos como cuerpos 

prenucleolares (PNB). Los PNB son estructuras discretas fibrogranulares 

visibles por microscopía electrónica. La formación de PNB es un fenómeno que 

ocurre durante el ciclo celular y el desarrollo. Se ha observado que la fibrilarina 

es una de las proteínas que primero abandona a los PNB y es reclutada a los 

sitios de transcripción, mientras que la mayoría de las proteínas se mantienen 

en los PNBs (Hernandez-Verdun, 2006). 
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El nucléolo y el cáncer. 

La morfología y el número de nucléolos dependen de la actividad celular. 

Especialmente en cáncer, la hipertrofia del nucléolo es uno de los mayores 

cambios citológicos observables en células cancerosas. En cáncer el nucléolo 

puede variar en tamaño, forma y número, ocurriendo frecuentemente la 

hipertrofia nucleolar y la irregularidad en su forma en células cancerosas 

(Derenzini et al., 2002). Mediante la técnica de impregnación argéntica o 

AgNOR es posible evidenciar la distribución de proteínas nucleolares en tejidos 

malignos reconociendo así defectos en las regiones organizadoras nucleolares 

(NOR)  (Treré et al., 2004). Esta técnica tiene la capacidad de resaltar a dos de 

los componentes principales del nucléolo: la nucleolina y las proteínas B23 

(Derenzini et al., 2002). La cantidad de impregnación del AgNOR también ha 

sido utilizada para conocer el estado de proliferación celular de células 

cancerosas (Derenzini et al., 2002). Donde incluso se ha utilizado como un 

indicador del pronóstico de distintas neoplasias, evidenciando una relación 

entre la función del núcleo y la proliferación del cáncer (Mojgan et al., 2008). 

 

El factor CTCF y su relación con el nucléolo. 

Hoy en día es bien sabido que el factor CTCF esta estrechamente ligado 

en la organización nuclear; se han observado interacciones dinámicas entre 

CTCF y las fibras de cromatina en el contexto de la arquitectura nuclear, lo cual 

repercute en múltiples funciones genómicas (Ohlsson et al., 2010). 

Una de las interrogantes actuales es el conocer si el factor CTCF también tiene 

implicaciones en la estructura nucleolar, lo cual podría tener un impacto 

importante en la biogénesis de éste componente celular.  
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Ensayos in vivo han demostrado que el factor CTCF co-purifica y co-localiza 

con proteínas nucleolares como la nucleofosmina (Yusufzai et al., 2004). 

Interesantemente, CTCF presenta una distribución dependiente del ciclo celular 

(Zhang et al, 2004). En células en interfase la localización de CTCF es nuclear, 

donde mayoritariamente se excluye del nucléolo. Durante la mitosis CTCF se 

ha visto asociado a centrómeros, especialmente durante la metafase y anafase. 

En la telofase CTCF se disocia de los centrómeros y se re-localiza 

principalmente en el núcleo (Zhang et al., 2004). A la par existen reportes en 

donde se ha observado a CTCF en el nucléolo en diferentes modelos 

experimentales. Como ejemplo de ello se ha descrito la translocación de CTCF 

del núcleo hacia el nucléolo durante la diferenciación de la línea celular 

mieloide K562 y en el proceso de apoptosis en la línea celular mamaria MCF7 

(Torrano et al., 2006; Kantidze et al., 2007; Liu et al., 2008). La localización 

nucleolar ha sido asociada con el arresto  del ciclo celular. Interesantemente el 

CTCF presente en el nucléolo se encuentra post-traduccionalmente modificado 

por (ADP-ribosil)ación, modificación post-traduccional que tiene la capacidad 

de inhibir la transcripción nucleolar (Torrano et al., 2006). Aparentemente un 

dominio central de los dedos de zinc es el responsable de translocar a CTCF 

hacia el nucléolo (Torrano et al., 2006). Todos estos antecedentes nos hacen 

suponer que la presencia de CTCF en el nucléolo es importante para distintos 

procesos celulares como el arresto del ciclo celular. De manera paralela existen 

evidencias que sugieren una función estructural para el factor CTCF a nivel del 

núcleo (Guelen et al., 2008; Cuddapah et al., 2009), pero hasta ahora se 

desconoce su papel en la estructura y función del  nucléolo.  
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OBJETIVO GENERAL.  

Determinar el papel de CTCF en la formación y organización del nucleolar. 

 

OBJETIVO PARTICULAR. 

Evaluar las repercusiones estructurales del nucléolo en células deficientes a 

CTCF (HeLa-kd-CTCF). 

 

RESULTADOS. 

Con el fin de evaluar  la posible contribución de CTCF sobre los 

organizadores nucleolares se utilizó la técnica de impregnación argéntica o 

AgNOR.  Esta técnica permite estudiar a los componentes proteicos asociados 

a la región organizadora del nucléolo (NOR), como también el número, tamaño 

y armonía (forma normal) del nucléolo. Dicho ensayo se realizó en dos 

contextos celulares distintos, para ello se emplearon las líneas celulares 

previamente descritas HeLa y HeLa-kd-CTCF (Figura 21). En primera instancia 

se corroboró que las células a evaluar fueran deficientes a CTCF mediante el 

ensayo de Western blot (Figura 49A). Posteriormente mediante microscopio 

óptico se evaluó el estado de las proteínas pertenecientes a los organizadores 

nucleolares impregnadas en con la técnica de AgNOR, cien células fueron 

evaluadas para cada condición (HeLa y HeLa-kd-CTCF) (Figura 49B y C). Las 

células que presentaron una estructura normal de NOR se les denominó 

armónicas, mientras que aquella que presentaran una desorganización de los 

organizadores nucleolares se les denominó disarmónicas (como foto 

representativa ver la Figura 49C, panel inferior).  
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Figura 49. Evaluación del estado estructural de la región organizadora del nucléolo (NOR) 
mediante la impregnación argéntica AgNOR. A- Caracterización de la abundancia del factor 
nuclear CTCF en las células deficientes a CTCF (HeLa-kd-CTCF) comparadas con HeLa 
mediante Western blot. B- Grafica de la evaluación del estado estructural de los NOR, para ello 
se contaron 100 nucléolos celulares de cada una de las condiciones (Hela y HeLa-kd-CTCF), a 
los NOR con estructuras normales se les denominó armónicos, mientras aquellos que 
presentaban un des-arreglo estructural se les denominó disarmónicos. C- Ejemplificación de las 
células impregnadas por la técnica de AgNOR donde se puede apreciar que las células HeLa 
vector vacío presentan la región organizadora del nucléolo normal, mientras que en las HeLa-
kd-CTCF (panel inferior) se puede apreciar la desorganización estructural del NOR. Estos datos 
fueron evaluados con campo claro y contraste de fases (CF). La línea representa un tamaño de 
10 µM. 
 

Estos datos sugieren que la ausencia de CTCF causa una 

desorganización de las proteínas pertenecientes a los componentes 

nucleolares. Con el fin de conocer el grado y estructuras afectadas en el 

nucléolo se procedió a realizar micrografías electrónicas de ambos contextos 

celulares (Figura 50). En las células HeLa se pone en evidencia la presencia de 

dos de los tres principales componentes del nucléolo (Componente granular y 

componente fibrilar denso), mientras que en las células HeLa-kd-CTCF se 
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aprecian distintos grados de desorganización de los componentes nucleolares 

que van desde la deslocalización de los centros fibrilares (Figura 50B, B-D) 

hasta la desorganización generalizada de todos sus componentes (Figura 50E 

y F). Con base a estos datos decidimos determinar cuáles de los componentes 

de NOR se encontraban desorganizados; para ello realizamos la técnica de 

AgNOR a nivel ultra estructural. 
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Figura 50. Análisis ultra estructural del nucléolo en células HeLa y células deficientes a CTCF 
HeLa-kd-CTCF. Estos datos fueron estudiados en cortes semi-finos evaluados con la técnica 
general de tetróxido de osmio. A- Micrografía del nucléolo de HeLa donde se aprecian dos de 
los tres componentes principales del nucléolo. B, C, D, E y F- Micrografía del nucléolo de Hela 
deficiente a CTCF (HeLa-kd-CTCF), donde se distingen diferentes grados de desorganización 
de los componentes nucleolares. La G: Componente Granular,  DFC: Componente Fibrilar 
Denso,  y la FC: Centros Fibrilares. La barra representa un tamaño de 1 µm en todas las 
imágenes. 
 
 

Para nuestra sorpresa las células deficientes a CTCF (HeLa-kd-CTCF) 

presentaban “hoyos” en las zonas perteneciente al componente granular y al 

fibrilar denso. Estos datos sugieren que la ausencia de CTCF induce la pérdida 
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o desorganización de las proteínas asociadas a alguno de estos componentes 

y por ende su estructura. 

Por la literatura sabemos que al interior de los centros fibrilares se 

distribuye la fibrilarina, mientras que en los componentes granulares se 

distribuye mayoritariamente a la nucleofosmina y la proteína B23. Por medio de 

Western blot e inmunofluorescencias evaluamos la abundancia de fibrilarina en 

ambos contextos celulares (HeLa y HeLa-kd-CTCF ver Figura 52A y 53).  
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Figura 51. Ultra estructura del nucléolo en células HeLa y células deficientes a CTCF HeLa-kd-
CTCF evaluado por la técnica de impregnación argéntica AgNOR. A- Micrografía del nucléolo 
de HeLa donde se aprecian los tres componentes principales del nucléolo señalado con 
flechas. B- Micrografía del nucléolo de células HeLa deficiente a CTCF (HeLa-kd-CTCF), donde 
se puede apreciar la presencia de “hoyos” (marcados con flechas) en el componente granular. 
C- Micrografía del nucléolo de HeLa deficiente a CTCF (HeLa-kd-CTCF), donde se puede 
apreciar la presencia de “hoyos” (marcados con flechas) en el componente granular también se 
puede observar pequeños fragmentos del nucléolo en el nucleoplasma. D- Micrografía del 
nucléolo de células HeLa deficientes a CTCF (HeLa-kd-CTCF), donde se aprecia una total 
disgregación de los componentes nucleolares (nucléolo disarmónico). E- Micrografía del 
nucléolo en células HeLa donde se observa el componente granular parcialmente contrastado, 
el componente fibrilar denso altamente contrastado y los centros fibrilares parcialmente 
contrastados. F- Micrografía del nucléolo de HeLa deficiente a CTCF (HeLa-kd-CTCF), donde 
se puede apreciar la presencia de “hoyos” (marcados con flechas) el componente granular está 
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parcialmente contrastado. La G: Componente Granular,  DFC: Componente Fibrilar Denso, la 
FC: Centros Fibrilares, NI: nucléolo y NE: envoltura nuclear. La barra representa un tamaño de 
1 µM en todas las imágenes. 
  
 

De manera importante logramos apreciar que en células deficientes a 

CTCF carecen de fibrilarina (Figura 52A). Estos datos sugieren que el factor 

CTCF puede estar involucrado en la transcripción o traducción de la fibrilarina 

y/o otros componentes del NOR.  
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Figura 52. Evaluación funcional de la ausencia de CTCF sobre los organizadores nucleolares y 
sobre el ciclo celular. A- Determinación de la abundancia de fibrilarina en células HeLa y 
células deficientes a CTCF (HeLa-kd-CTCF) por medio de Westen blot.  Como control de carga 
se evaluó a la α-actina. B- Evaluación del ciclo celular mediante “Doubling time” en células 
HeLa wt, HeLa transfectada establemente con el vector vacío y células deficientes a CTCF 
(HeLa-kd-CTCF). 
 

Especialmente la fibrilarina participa en el procesamiento temprano del 

RNAr, por lo cual su ausencia podría afectar la sobrevida celular.  Por esto, nos 

concentramos en determinar  la tasa de división celular mediante un ensayo de 



138 
 

“doubling time” (Figura 52B). Para la realización de este ensayo se parte de un 

número determinado de células y se contabilizan a lo largo del tiempo. Los 

datos sugieren que las células cultivadas con el antibiótico de selección 

(Puromicina) que presentan tanto al shRNA dirigida contra CTCF, como el 

vector vacío tienen básicamente la misma tasa de división celular (Figura 52B). 

Como control del ensayo se evaluaron células HeLa que no contienen ningún 

tipo de vector y cultivadas en ausencia de selección. Estos datos apuntan a 

que la aparente ausencia de fibrilarina no afecta la división celular. Una de las 

posibilidades por las cuales las células puedan seguir dividiéndose es debido a 

que ésta son células transformadas, lo cual favorece per se su división celular. 
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Figura 53. Determinación de la abundancia y localización de Fibrilarina en células HeLa 
evaluado por inmunofluorescencias. En la imagen CF representa el contraste de fase, DAPI 
(4',6-diamidino-2-phenilindol) representa la tinción de ADN y la fibrilarina está evaluada por 
medio del fluoróforo Texas Red. 
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Con el fin de conocer el efecto biológico de la ausencia de CTCF sobre 

la expresión de genes asociados a la biogénesis ribosomal, se realizó una qRT-

PCR. Evaluamos la expresión de fibrilarina y los rRNA 28s tanto en células 

HeLa, como en HeLa-kd-CTCF (Figura 54). En dicho ensayo constatamos que 

la ausencia de CTCF no afecta la expresión de fibrilarina, mientras que para  el 

gen ribosomal 28s se aprecia un incremento en su expresión (Figura 54). Como 

control del ensayo se muestras las gráficas de amplificación de cada uno de los 

templados, como también las curvas de disociación de los oligonucléotidos. En 

dicha curva se observa el enriquecimiento de un solo templado, lo cual refleja 

la formación de un solo amplicón. 
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Figura 54. Evaluación de la expresión de genes asociados a la biogénesis ribosomal en un 
contexto deficiente a CTCF. qRT-PCR de β actina, fibrilarina y 28s en células HeLa y HeLa-kd-
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CTCF. Los datos se realizador por triplicado (dato evaluado por dos ensayos independientes) y 
fueron analizados por medio de la ∆∆Ct. 
 

Estos datos sugieren por un lado, que CTCF podría estar involucrado en 

la regulación negativa de la expresión de los rRNAs 28s (ver discusión).   

DISCUSIÓN. 

El nucléolo es el resultado de la fusión de múltiples regiones 

organizadoras nucleolares (NORs), las cuales se localizan en los brazos cortos 

de los cromosomas acrocéntricos 12, 14, 15, 21 y 22. La formación del nucléolo 

representa a su vez, un prototipo de organización al interior del núcleo 

definiendo claramente territorios cromosómicos. 

En los eucariontes, son cientos el número de copias correspondientes a 

los genes que codifican para los genes rRNAs tanto en un estado activo como 

constitutivamente silenciado, donde recientemente se ha sugerido que CTCF 

puede ser en parte responsable de su regulación a nivel transcripcional 

(Santoro, 2005). La transcripción de los genes ribosomales (rDNA) se 

establece durante el desarrollo, y está modulada por eventos epigenéticos, 

como las modificaciones post-traduccionales de las histonas y la metilación del 

ADN las cuales fomentan su silenciamiento transcripcional selectivo. 

Actualmente CTCF parece ser un factor importante en la biogénesis nucleolar, 

ya que existen evidencias que sugieren una estrecha interacción entre la 

PARP-1, CTCF y la proteína nucleolar nucleofosmina/B23. En particular se ha 

observado la distribución de CTCF en la región periférica del nucléolo (Yusufzai 

et al., 2004). Además, Torrano y colaboradores han sugerido que CTCF 

poli(ADP-ribosil)ado puede reprimir la transcripción de genes ribosomales, 

debido que un tratamiento con el inhibidor de la PARP, conocido como 3-
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aminobenzamide (3-ABA),  induce una reactivación de la expresión de dichos 

genes (Torrano et al., 2006). Todos estos antecedentes sugieren que CTCF 

juega un papel relevante en la expresión de los genes ribosomales. Dentro de 

nuestro estudio demostramos que la ausencia de CTCF, inducido por un RNAi 

promueve una mayor expresión del gen 28s (ver Figura 54). A su vez, la 

ausencia de dicho factor conlleva a una desorganización en las regiones 

organizadoras nucleolares o NOR. En particular, micrografías del nucléolo en 

células HeLa-kd-CTCF demuestran la presencias de “hoyos” en el componente 

granular y una desorganización de los componentes denso fibrilar y centros 

fibrilares. Estos datos novedosos sugieren que CTCF no solo está involucrado 

en la actividad génica de los genes ribosomales, sino que también juega un 

papel importante a nivel estructural. 

En conclusión, hemos demostrado que CTCF es un elemento importante 

en la biogénesis ribosomal, y que su ausencia deriva no solo en una actividad 

anormal de la expresión propia de los genes ribosomales, sino que también a 

nivel ultra estructural del nucleolo. 

 
PERSPECTIVAS. 

Los datos presentados de esta parte del proyecto representan un 

aspecto novedoso ligado a la biología del factor multi-funcional CTCF. Dentro 

de las perspectivas complementamos el analizar más componentes del NOR 

como nucleofosmina, B23 entre otros y determinar con mayor detalle los 

cambios estructurales que sufre el nucléolo en ausencia del factor CTCF. Se 

podría analizar la transcripción de estos genes, como también analizar 

presencia in vivo de CTCF en los promotores de los genes del NOR y su 

posible vínculo con la estructura cromatínica de los genes ribosomales. Otro 
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aspecto que debe ser analizado a corto plazo tiene que ver con posibles 

defectos en la maquinaria traduccional derivadas del abatimiento en los niveles 

de CTCF y por ende, defectos en la organogénesis del nucléolo. 
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 MATERIAL Y MÉTODOS 
LISTA DE OLIGONUCLEÓTIDOS UTILIZADOS 

Nombre y Función OLIGONUCLEÓTIDOS
Clonación del promotor mínimo de p53
P53prom F 5’ CGGGATCCTCACAGCTCTGGCTTGCAGA 3'
P53prom R 5’ CGGGATCCCCACTCACCCCCAAACTCGC 3'
Análisis de expresión por RT-PCR
Para la expresión de p53
p53chF 5’ TTAGTATCTACGGCACCAGGTC 3’.
p53chR 5’ CAAGTTCAGTCAGGAGCTTACC 3’.
GAPDHgF 5’ GGAGTCCACTGGCGTCTTC 3’
GAPDHgR 5’ GGTTCACACCCATGACGAAC 3’
Para la expresión de Rb1 (exón 27 del gen).
RTRb-F 5´- AAGTACCCATCTAGTACT -3´ 
RTRb-R  5´- AAGTTACAGCATCTCTAAA -3´
Para la expresión de los RNA ribosomal 28s.
rDNAf1 5' CGGACCAAGGAGTCTAACAC 3'
rDNAf2 5' CTTCGGAGGGAACCAGCTA3'
Inmunoprecipitación de la cromatina
Región del promotor de p53  humano
p53chF 5’ TTAGTATCTACGGCACCAGGTC 3’.
p53chR 5’ CAAGTTCAGTCAGGAGCTTACC 3’.
Región del sitio de unión a CTCF
CTCF-P53 CHIP F 5’ CACCTTCCGATTGGGCCGC  3’
CTCF-P53 CHIP R 5’ AGTGCCTATATCAGTGCTGGG  3’
Para normalización de PCR duplex
Marcas Abiertas
MYOD1,2 Fwr 5' TAGCCTGTTTTGGAAGTGTGCGG
MYOD1 Rev 5' CTGTCCTGGTTCGGGGGGTAATT 3'
MYOD2 Rev 5' ACAGTCACCAAGGGGCGCAAATT 3'
MYOD3 Fwr 5’ AGGAAGTGAGGAAGTTAGGGCGG 3’
MYOD3 Rev 5’ CAAAACAGGCTACCCCAGTGACA 3’
Marcas Cerradas
β-Actin human Fwr 5’ CGTACCACTGGCATCGTG 3’
β-Actin human Rev 5’ GGTAGTCAGTCAGGTCCC 3’ 
Análisis de Metilación del ADN
Bisultifo de sodio y secuenciación del promotor p53
BIP53 F 5’ TTATAGTTTTGGTTTGTAGAAT 3’
BIP53 R 5’ TAACTCAAAAAAAACTCATCAA 3’
Oligonucleotidos anidados
BIAN P53 F 5’ TTTTTATTTTAAATGTTAGTA 3’
BIAN P53  R 5’ CAATTCAATCAAAAACTTA 3’
Bisultifo de sodio y secuenciación del sitio unión a CTCF
CTCFP53bishort F 5’ TTTTTTTTGGGAGTAGGTAGAA 3’
CTCFP53bishort R 5’ AACTACAACTCCCAACAACC 3’
MS-PCR del sitio de unión a CTCF
Para los metilados
MSP CTCF P53ME F 5’ GTTGCGTTTTTTGTAGGC  3’
MSP CTCF P53ME F 5’ AAACGCTTCTATCTTAACGAAA 3’
Para los no-metilados
MSP CTCF P53UN F 5’ TTTGTTGTGTTTTTTGTAGGT  3’
MSP CTCF P53UN F 5 5’ AAACACTTCTATCTTAACAAAAAAC  3’
Oligonucleótidos para el diseño de sondas del 
ensayo de accesibilidades a enzimas de restricción
Sonda 1
P53ECOF 5' TCAGAATTCGGGGCAGAAAAC 3'
P53ECOR 5' AATGAATTCGAGTTCCGCCTC 3'
Sonda 2
P53SDSTUR 5' CCGGAATTCCACTTCTCCAGGCCTCTGC 3'
P53SDF 5' CCGGAATTCCTCCACATTTACATTTCTGCT 3'
Sonda utilizada para ensayos de retardo 
Sitio de unión a CTCF en la región 5' del promotor de p53 5’ CCTACGCTCCCCCTACCGAGTCCCGCGGTAATTCTTAA-

AGCACCTGCACCGCCCCCCCGCCGCCTGCAGAGGGCG 3’
Oligonucleótidos para las competiciones frías.
FPII 5’ CCCAGGGATGTAATTACGTCCCT

CCCCCGCTAGGGGGCAGCAGGCGCGCCT 3’
Sp1 5' ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC 3'  
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CONTINUACIÓN….

Nombre y Función OLIGONUCLEÓTIDOS
Oligonucleótidos para el análisis de metilación 
del ADN global de la región p53-Wrap53 
Región 1
BS-CTCF-725-F 5' GTTTTTGGGATATAGTTGAGTT 3'
BS-CTCF-725-R ATACTAAAAAACACAATACTTTCA 3'
Región 2
Bs-CTCF-bishortF 5' TTTTTTTTGGGAGTAGGTAGAA 3'
Bs-CTCF-bishortF 5' AACTACAACTCCCAACAACC 3'
Región 3
Bs-CTCF-CoreR 5' CTAAATACCTATATCAATACTAAA 3'
Bs-CTCF-CoreF 5' GTTTTTATTAAGTTTTAGGGTTTT 3'
Región  4
BsP53promF 5' TTATAGTTTTGGTTTGTAGAAT 3'
BsP53promR 5' TTATAGTTTTGGTTTGTAGAAT 3'
nested
BsnesP53promF 5' TTTTTATTTTAAAATGTTAGTA 3'
BsnesP53promF 5' ATCAAATTCAATCAAAAACTTA 3'
Región 5
BsdownP53P1F 5' GAGTAGGTAGTTGTTGGGTTT 3'
BsdownP53P1R 5' TATACATCTTTTATTTCAAAAATTCC 3'
Región 6
BsdownP53P2F 5' GGGAGTTTAAGTTGTTAAGGTTT 3'
BsdownP53P2R 5' CAAATACCCCTACCTTTACAAAA 3'
Región 7
Bs-islaCpGDownF 5' TTTTGGGTTAGGTTATTTTAGTT 3'
Bs-islaCpGDownR 5' AACCAAAACTCATCTTCCTATAC 3'
Controles de metilación
Análisis de la metilación del ADN endógena
Alu (Accession U14574)
Bs- Alu-sense 5' TTTTTATTAAAAATATAAAAATTAGT 3'
Bs-Alu-anti-sense 5' CCCAAACTAAAATACAATAA 3'

FZD9 gene
BS-FZD9 FWR  5' GTTTTTAAAGTTTAGTGGGAGG 3'
BS-FZD9-REV 5' ATAACCCAACAAATTAAACATAC 3'
Análisis de la metilación del ADN in vitro
P53 IVD
Se utilizaron los mismos oligonucleótidos que 
para el análisis de metilación endógena del promotor 
del gen p53 humano (Region 4).
Se utilizó ADN de linfocitos de sangre periférica
 metilado in vitro  con la metilasa SssI por 8 horas.  

 
Tabla 5. Lista de oligonucleótidos sintéticos utilizados para el desarrollo de éste proyecto, 
todos ellos fueron resuspendidos a 100 ρmoles en agua esteril. 
 

Clonación del promotor del gen p53 humano. 

La secuencia promotora del gen p53 humano (número de acceso en 

GeneBank: X61505) fue amplificada mediante PCR a partir de  ADN genómico 

extraído de linfocitos de sangre periférica de un donador sano (Protocolo de 

extracción de ADN) utilizando los oligonucleótidos p53 promF- p53promR (ver 

Tabla 5). 
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MAPAS DE PLÁSMIDOS UTILIZADOS DURANTE EL DESARROLLO DEL 
PROYECTO. 

AUTOR
Ernesto Soto Reyes Solís

NOMBRE DEL  PLASMIDO
p53-GFP

FECHA
3 Agosto 
06

INTENSION

Hacer Transfecciones estables

PROCEDIMENTO DE CLONACION
El promotor de p53 se obtuvo del vector pGL3p53 con XhoI-Hind III

MINIPRE
P

MIDIPRE
P

MAXIPR
EP

GLICER
OL

1

p53-GFP
4708bp

p53 promoter

EGFP

SV40
f1

ori
P

pUC

ori

HSV TK

SV40Kan/r
Neo/r

BsrG (1226)
Not (1239)

Hind (508)

Xho (1)

Stu (2038)

EcoO109 (3315)

AUTOR
Ernesto Soto Reyes Solís

NOMBRE DEL  PLASMIDO
pGL3p53

FECHA
3 Agosto 
06

INTENSION

Transfecciones transitorias

PROCEDIMENTO DE CLONACION
Se obtuvo de PCR (esta clonado tiene una mutación puntal que no afecta su función) y se clonó 
con sitios BamHI en pGL3basic en su sitio Bgl II. 

MINIPRE
P

MIDIPRE
P

MAXIPRE
P

GLICERO
L

1

pGL3p53
5326bp

f1 ori

ori

luc +Amp/r

SV40 

p53 promoter

Xba I (2179)

Nco I (616)
Hind (525)

Xho (0)

AUTOR
Ko Ishihara1, Mitsuo Oshimura2 and 
Mitsuyoshi Nakao

NOMBRE DEL  PLASMIDO

PCT1

FECHA
15 Agosto 
07

INTENSION

shRNA de CTCF humano

Referencia: Mol. Cel. Volume 23, Issue 5, 1 September 2006, Pages 733-742 clonado en 
BamHI- HindIII

MINIPREP MIDIPREP MAXIPRE
P

GLICEROL

1

PCT1

4121bp

siRNA CTCF Humano

H1 Promoter

ColE1 Origin

Ampicillin

SV40 Promoter

Puromycin

SV40 polyA

New Text

BamHI (496)

HindIII (558)

EcoRI (397)

ScaI (2289)

XmnI (2408)

DraII (4111)

Secuencia de shRNA:5′-GATCCGTGTCTAAAGAGGGCCTTGTTCAAGAGACAAGGCCCTCTTTAGACACTTTTTTGGAAA-3′ y

5′-AGCTTTTCCAAAAAAGTGTCTAAAGAGGGCCTTGTCTCTTGAACAAGGCCCTCTTTAGACACG-3 ′.  
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Construcción de los plásmidos. 

Para la construcción del plásmido pGL3p53, que contiene el promotor 

mínimo frente al gen reportero de Luciferasa (Luc), el fragmento del promotor 

se ligó en el vector pGL3-basic (Promega). Posteriormente se secuenció el 

promotor para evaluar su integridad y sub-clonó en el plásmido pEGFP1 

(Clontech) que contiene al gen reportero de la proteína verde fluorescente o 

GFP (del inglés: green fluorescent protein). Dicho plásmido se construyó  con la 

finalidad de evaluar la actividad del promotor sobre un gen reportero en células 

transfectadas de manera estable y poder medir la actividad del gen reportero 

por citometría de flujo.  

 
Sistema celular. 

Las distintas líneas celulares transformadas humanas utilizadas en el 

presente estudio fueron cultivadas con las condiciones que a continuación se 

describen.  

 
Línea celular Origen Medio de cultivo 

 
Observaciones 

SW480 Adenocarcinoma 
colorectal 
 

DMEM-F12  con 10% 
SFB y 1% de 
amp/strepto 

Expresión a  
p53 +++, p53 
nuclear. CTCF 
positiva 

HeLa Adenocarcinoma de 
cervix 
 

DMEM con 10% SFB 
y 1% de amp/strepto 

Expresión a  
p53 ++, p53 
citoplasmática. 
CTCF positiva 

Kb Carcinoma 
epidermal de 
boca 

RPMI 1640 con 10% 
SFB y 1% de 
amp/strepto 

Expresión a  
p53 +, p53 
citoplasmática. 
CTCF positiva 

T98G (T98-G) Glioblastoma 
multiforme 

RPMI 1640 con 10% 
SFB y 1% de 
amp/strepto 

Expresión a  
p53 nula 

U-87 MG Glioblastoma; 
Astrocitoma. Grado 
III 

RPMI 1640 con 10% 
SFB y 1% de 
amp/strepto 

Expresión a  
p53 nula 

LN-18 Glioblastoma 
obtenido del lóbulo 
temporal derecho. 
Grado IV 

RPMI 1640 con 10% 
SFB y 1% de 
amp/strepto 

Expresión a  
p53 no 
caracterizada 
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HeLa-kd-CTCF Adenocarcinoma de 
cérvix. Transfectada 
con un shRNA vs 
CTCF (pCT1). 

DMEM con 10% SFB 
y 1% de amp/strepto 

Expresión a  
p53 nula, no hay 
presencia de 
proteína. CTCF nulo 
en núcleo 

Fibroblastos humanos Aislado de prepucio 
fetal humano 

DMEM con 15% SFB 
y 1% de amp/strepto 

Expresión a  
p53 + 

Linfocitos humanos Aislados de sangre 
periférica de un 
donador 
sano 

RPMI 1640 con 10% 
SFB y 1% de 
amp/strepto 

Expresión a  
p53 + 

K562 Eritroleucemia IMEM con 10% SFB y 
1% de amp/strepto 

 

 
Tabla 6. Líneas celulares tumorales humanas y cultivos primarios utilizados para el desarrollo 
del proyecto. Todas las células fueron mantenidas a 37°C, 5% de CO2, las condiciones de 
cultivo se encuentran descritas para cada una de ellas. Los signos de + en observaciones 
denota el grado de p53. 
 

Los linfocitos de sangre periférica de humano fueron obtenidos por 

venopunción  de un donador sano empleando el método de centrifugación 

diferencial con Ficoll-paque plus (Amersham). El cultivo primario de fibroblastos 

humanos fue amablemente donado por el Dr. Luis Alonso Herrera Montalvo 

(Unidad de Investigación Biomédica en Cáncer, Instituto de Investigaciones 

Biomédicas, Instituto Nacional de Cancerología, Mexico, D.F., Mexico). 

 
Evaluación del estado de metilación del ADN. 

Para el análisis de la metilación del ADN se utilizó el método de 

conversión del ADN por bisulfito de sodio y posterior clonación en un vector 

para su secuenciación (Clark et al., 2006; para mayor detalle ver protocolos 

ampliados). Para la obtención del fragmento de ADN, se realizaron dos 

reacciones de PCR a partir de dos juegos de oligonucleótidos sintéticos. Para 

la reacción de PCR externa se utilizaron los oligonucleótidos bisp53 F y 

bisp53R, y para la reacción de PCR anidada bisanp53 F y bisanp53 R (para 

mayor detalle de la secuencia de los oligonucleótidos, ver Tabla 5). Para los 

análisis de secuenciación, los productos de PCR fueron clonados en el vector 

comercial pGEM-T-easy® (Promega) y secuenciados con el protocolo “Big-dye” 
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utilizando el oligonucleótido T7 como cebador. Se empleó el secuenciador ABI 

Prism 3130 de la compañía Applied Biosystems. 

. 
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PROTOCOLOS AMPLIADOS. 

PROTOCOLO de inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) 

(JENUWEIN LAB) 

1) CÉLULAS: Para realizar este protocolo se necesitan cultivan las células 

en 6 cajas de 150 mm a una confluencia del 80%. 

2) ENTRECRUZAMIENTO Ó “CROSSLINKING”: Una vez obtenido la 

cantidad de células necesarias se añaden 2 ml de buffer “crosslinking 

Mix” directamente al medio de las células (nota: el volumen debe de ser 

de 20 ml) para obtener una concetración final de formaldehido al 1%. Se 

mantienen  moviendo las células por 10 minutos. 

3) DETENER EL “CROSSLINKING”: Una vez transcurrido el tiempo se 

detiene la reacción de “crosslinking” añadiendo 1 ml de glicina 2.5 M 

para obtener una concentración final de 125 mM. Las células se 

mantienen en agitanción constante durante 5 minutos. 

4) LAVADO DE LAS CÉLULAS CON PBS: Se retira el medio y se  lavan 

las células 3 veces con PBS frío (4°C). 

5) LISIS: Posteriormente se remueve el PBS y se adicionan 1 ml de Buffer 

de Lisis a cada una de las cajas, y se incuba a 4ºC de 3-5 minutos. 

Transcurrido el tiempo se cosechan las células con un gendarme y las 

células se transfieren a un tubo de 50 ml. 

6) SONICACIÓN: Para sonicar las células se coloca el tubo de 50 ml en un 

vaso con hielo, para que se mantenga frío y evitando de no generar 

mucha espuma (como ejemplo de sonicación para HeLa se sonica con 

el programa 3 que corresponde a una sonicación por 30 segundos 

(pulsos 2.0 0.5 amplitud 35%). Las células sonicadas pueden 
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almacenarse a 4ºC por 3 o 4 meses (en presencia de un coctel 

adecuado de inhibidores de proteasas). 

7) EVALUACIÓN DE LA SONICACIÓN: Para determinar si la sonicación 

fue adecuada, es decir, si el grado de fragmentación de la cromatina 

corresponde al tamaño esperado (300 a 600 pb), se toman 50 µl de 

muestra y se le adicionan 5 µl de RNasa y Proteinasa K, incuba por 30 

minutos y posteriormente a 65ºC por al menos 5 horas o toda la noche. 

Después se hacen 2 extracciones de fenol/cloroformo (llevar  la muestra 

a un volumen final de 400 µl con agua) y se precipita el ADN (añadir 1 ml 

de ETOH al 100% y 165 µl de acetato de amonio 10 M (0.33 Vol)). 

Posteriormente se corre un gel al 1% para evaluar el tamaño de la 

cromatina. 

8) AJUSTE DE CROMATINA: Una vez que ya se tiene calibrado el tamaño 

de la cromatina se puede medir la concentración de la misma, y se 

puede ajustar a 1 µg/µl  adicionando buffer de lisis (Esto se puede 

guardar a 4ºC por 4 meses como máximo). 

9) INMUNOPRECIPITACIÓN (IP): Para llevar a cabo la 

inmunoprecipitación se centrifugan 420 µl) de la cromatina sonicada por 

5 minutos a máxima velocidad (se puede hacer una la centrífuga no 

refrigerada). Con cuidado se toma 400 µl  de la cromatina y se lleva a un 

volumen final de 4 ml con: 9 partes de “Dilution Buffer” y 1 parte de 

Buffer de lisis en presencia de un cocktel de  inhibidores de proteasas 

(todo esto en un tubo falcon de 15 ml). 
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10)  ANTICUERPOS: Se añade a cada IP 4 µg de anticuerpo que se 

mantienen en incubación a 4°C por 6 horas o durante toda la noche, en 

rotación. 

11)  PREPARACIÓN DE PERLAS PARA LA IP: Se toman 0.2 g de proteína 

A (Amersham Protein A Sepharose CL-4B) y 100 µl de perlas  proteína 

G (Ge Healthcare protein G sepharose) en un volumen final de 2 ml de 

Buffer de dilución 9:1: lisis Buffer (1.8 ml de buffer de dilución 9:1 y 200 

µl de Lisis Buffer). A esta mezcla se le adicionan 100 µg/ml de BSA (20 

µl de BSA al 10%) y 500 µg/ml de esperma de salmón (Invitrogen cat. 

No. 15632-011; fragmentado de 100-200 pb) como competidores 

inespecíficos (50 µl de esperma a 10 µg/µl) y se dejan rotando a la par 

con los AB de las IPs. El día siguiente se retira el buffer de las perlas y 

se lavan dos veces con buffer de dilución y se resuspenden en un buffer 

de 9:1 de buffer de dilución y buffer de lisis (2 ml volumen final).  

12)  ADICIÓN DE PERLAS A LAS IPs: Se añaden 50 µl de perlas  a cada 

uno de los tubos flacon y se incuban por 2 hrs mientras están rotando a 

4ºC. 

13)  LAVADO DE PERLAS: Se centrifugan los falcon a 2000 rpm (micro-

centrífuga 5415-D Eppendorf) por 2 minutos y con mucho cuidado se 

remueve el sobrenadante. Se llevan las perlas con 1 ml de “Buffer 

Wash” y se transfieren a un nuevo tubo eppendorf. Esto se repite 3 

veces más (siendo un total de lavados 4 con el “Buffer Wash”)  y 

finalmente se  lava 1 vez con 1 ml de “Final Wash” (Nota: No se aspire 

el líquido, dado que se pueden perder las perlas y las centrifugaciones 

entre lavados es de 2 minutos a 2000 rpm). 
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14)  ELUCION DEL ADN: Para eluir las IPs se adicionan 450 µl de “Elution 

Buffer” y se adicionan Proteinasa K y RNasa A (500 µg/ml cada una) y 

se incuba a 37ºC por 30 minutos.  

15)  COLECTAR LA FRACCIÓN LLAMADA  “INPUT”: Esta fracción es la 

que contiene una muestra de todas las secuencias presentes en el 

genoma, con lo cual podremos determinar si las reacciones de PCR y 

sus productos son los esperados. Para ello de la cromatina se toman 

400 µl de esta y se tratan de la misma forma que las IPs 

16)  REVERTIR EL ENTRECRUZAMIENTO: Se dejan las muestras a 65ºC 

por almenos 6 horas o toda la noche. 

17)  PURIFICACIÓN FINAL DEL ADN: Realizar la extracción Fenol-

Cloroformo  de las IP  precipitando con 20 µg de glicógeno como 

“acarreador”, o también se pueden utilizar las columnas de “Qiagen mini-

elute” para obtener el ADN.  

18)  RESUSPENDER DEL ADN: Se resuspende el ADN con 50 µl de agua 

estéril. Incubando a 37ºC por 30 minutos y posteriormente se procede a 

realizar la reacción de PCR. 

Nota: El “INPUT” se puede diluir 1/100 a 1/400  y de ésta dilución utilizar 2 µl 
por PCR. 

 
Buffers utilizados para el ensayo de ChIP. 
CROSSLINKING MIX 
11 % Formaldehido 
100 mM NaCl 
0.5 mM de EGTA 
50 mM de HEPES, pH 8.0. 

LYSIS BUFFER 
1 % de SDS 
10 mM de EDTA, pH 8.0 
50 mM de Tris-HCl pH 8.0  
Todo con inhibidores de proteasas. 

 
DILUTION BUFFER 
1% de Triton X-100 
150 mM de NaCl 
2 mM de EDTA pH 8.0 
20 mM de Tris-HCl pH 8.0 
Todo con inhibidores de proteasas. 

WASH BUFFER 
1 % de Triton X-100 
0.1 % de SDS 
150 mM de NaCl 
2 mM EDTA, pH 8.0 
20 mM de Tris-HCl pH 8.0 
Todo con inhibidores de proteasas. 

FINAL WASH 
1% de Tritón X-100  
0.1 % de SDS 

 
ELUTION BUFFER 
1 % de SDS  
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500 mM de NaCl 
2 mM de EDTA pH 8.0 
20 mM de Tris-HCl pH 8.0 
Todo con inhibidores de proteasas 
complete, EDTA-free ROCHE (11-873-
580-001). 

100 mM NaHCO3. 
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PROTOCOLO INMUNOFLUORESCENCIA 

1. Sembrar 1x105 células en cada pozo que contenga un cubreobjetos limpio  

(placa con 6 pozos) y dejar en cultivo 24 horas (también se pueden crecer 

las células en una caja de 10 cm que contengan cubreobjetos). 

2. Agregar 1 ml de formaldehido (1 o 4%) a cada pozo e incubar por 10 

minutos. 

3. Eliminar formaldehido y hacer 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 

1x. 

4.  Agregar 1 ml de Tritón x-100 (0.1%) e incuba por 5 minutos. 

5. Eliminar Tritón y hacer 3 lavados con PBS 1x de 3 minutos cada uno. 

6. Agregar 1 ml de glicina 100 mM e incubar 1 hora. 

7. Remover la glicina, y agregar  100 µl anticuerpo primario (la dilución varía 

dependiendo el anticuerpo). Incubar por una hora a temperatura ambiente y 

en una cámara húmeda (“Tupperware” con sanitas húmedas sobre 2 

soportes). Nota: también se puede dejar el anticuerpo primario toda la 

noche a 4°C. 

8. Hacer 3 lavados con PBS 1x de 5 minutos cada uno. 

9. Agregar 200 µl del anticuerpo secundario (1:200) durante 1 hora a 

temperatura ambiente  en cámara húmeda, y protegido de la luz con papel 

aluminio.  

Nota: El anticuerpo secundario se encuentra a 2 µg/µl y de ahí se utiliza a una 

dilución de 1:200 en PBS 1x pH 7.4. 

10.  Hacer 3 lavados con PBS 1x de 3 minutos cada uno. 

 



4 
 

11. Montaje: 

a) Utilizar un porta objetos limpio. 

b) Agregar una gota de medio de montaje (Vecta shield con DAPI) para 

cada cubreobjetos. 

c) Colocar el cubre objetos cuidando de no dejar burbujas. 

d) Posteriormente presionar levemente con un papel para quitar el 

exceso de medio de montaje y otro con más presión. 

e) Sellar las orillas con barniz de uñas para evitar que se seque la 

muestra. 

f) Estas pueden ser conservadas a 4°C por unas semanas o a -20°C 

por meses, todas cubiertas con papel aluminio para evitar la luz. 

 

NOTAS IMPORTANTES: 

Tener cuidado en mantener las muestras siempre húmedas y hacer las 

incubaciones en cámara húmeda para evitar el secado de las muestras. 

BUFFERS:

Formaldehído 4% (50 ml) 
5.4 ml de formaldehído   
  
Aforar a 50 ml PBS 1x  
 
PBS 1x  (1 litro) 
8 g de NaCl 
0.2 g de KCl   
1.44 g de Na2HPO4   
0.24 g de KH2PO4 
llevarlo a pH 7.4 
 
Glicina 100 mM (50 ml)      
    
0.375 g glicina 
Aforar a 50 ml PBS 1x   

 
Tritón X-100 5% (50 ml)  

2.5 ml Tritón x-100 
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 Aforar a 50 ml PBS 1x 
 
 
 
 

PROTOCOLO DE IMPREGNACIÓN ARGÉNTICA PARA LA DETECCIÓN DE 
PROTEÍNAS ARGENTOAFINES DE LA REGIÓN ORGANIZADORA 

NUCLEOLAR (AgNOR) 
 

Esta técnica permite evaluar a los componentes proteicos asociados a los 

organizadores nucleolares (NOR). El número y tamaño de los NOR pueden reflejar 

directamente la actividad celular, proliferación y transformación en cáncer. A su 

vez permite determinar específicamente a los componentes proteicos propios del 

nucléolo. 

 

12. Sembrar 1x105 células en cada pozo que contenga un cubreobjetos limpio  

(placa con 6 pozos) y dejar en cultivo 24 horas (también se pueden crecer 

las células en una caja de 10 cm que contengan cubreobjetos). 

13. Agregar 1 ml de formaldehido (1 o 4%) a cada pozo e incubar por 10 

minutos. 

14. Eliminar formaldehido y hacer 3 lavados de 5 minutos cada uno con PBS 

1x. 

15. Realizar un último lavado con agua destilada. 

16. Preparar solución de Nitrato de  plata 50% en agua destilada 

17. Mezclar 1 parte de solución de gelatina de ácido fórmico y 2 partes de 

nitrato de plata (250 µl de Gelatina: 500 µl de Nitrato de plata = solución de 

plata. 

18. Incubar la preparación con solución de plata durante 40 minutos a TA 
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19. Lavar con agua destilada 

20. Posteriormente se utiliza un tren de deshidratación de la siguiente forma: 

 

1. OH 30% por 5 minutos 
2. OH 50% por 5 minutos 
3. OH 70% por 5 minutos 
4. OH 90% por 5 minutos 
5. OH 96% por 5 minutos  
6. OH 100% por 5 minutos 
7. OH 100% : Xilol  por 5 minutos 
8. Xilol por 5 minutos 
9. Los cubreobjetos son montados en un portaobjetos utilizando el medio de 

montaje Entelan. 
 

 
GENERACIÓN DE UNA LÍNEA CELULAR ESTABLE DEFICIENTE A CTCF POR 

MEDIO DE UNA TRANSFECCIÓN EN CÉLULAS HeLa 
 
MATERIAL 

- Cultivar las células HeLa en un medio Dulbecco MEM (D-MEM con 10% de suero 

Fetal Bovino (FBS) y Penicilina-Streptomicina al 1 %. Mantener las células a 37°C 

en una atmósfera de  5 % de CO2.  

- Previamente se linearizó el plásmido pCT1, amablemente donado por el Dr. 

Ishihara de la Universidad de Kumamoto, Honjo (Ishihara et al., 2006) con EcoRI 

para realizar una transfección estable. 

METODOLOGÍA 

1er DIA 

Un día antes de realizar la transfección tripsinizar y contar las células, para 

sembrar 3 x 105 células en platos de 6 pozos (3 x 105 por cada pozo) con 3 ml de 

medio complementado 

2° DIA 
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Remover el medio de cultivo de las células, realizar 2 lavados con PBS pH 7.4  y 

añadir medio fresco que no tenga suero (DMEM solo). Para realizar la 

transfección, se decidió utilizar 3 concentraciones de plásmido 0.2, 0.5 y 1 µg del 

plásmido pCT1 linearizado. Por cada pozo con células, se tiene que diluir la 

concentración  de ADN en  100 µl  de medio DMEM libre de suero, y añadir  20 µl 

del reactivo Lipofectamina-PLUS (Invitrogen). Incubar 15 minutos a temperatura 

ambiente. Por cada pozo diluir de 4 µl de LIPOFECTAMINA (Invitrogen)  en 100 µl  

de medio D-MEM libre de suero, e incubar 15 minutos a temperatura ambiente. 

Una vez que la LIPOFECTAMINA  ha sido diluida, mezclarla lentamente con el 

ADN (del paso 3) por un periodo de al menos 15 minutos a temperatura ambiente 

(Esta dilución puede preparase utilizando una mezcla para todos los pozos). 

En este punto, mientras pasa el tiempo necesario para completar la 

formación del  complejo (paso 5), se puede retirar el medio de cultivo de las 

células de los pozos, lavar con PBS y añadir 800 μl de medio DMEM libre de 

suero. Añadir por goteo la mezcla formada por el complejo de ADN-Liposomas a 

cada uno de los pozos que contienen previamente medio fresco libre de suero, e 

incubarlo a 37°C al  5% de CO2 por 6 hrs. Transcurrido el tiempo, retirar el medio 

de cultivo con la reacción y agregar 3 ml de medio completo (que contenga SFB al 

10%). Las células se cosechan a partir de las  72 hrs post-transfección y se sub-

cultivan a una placa de 10 cm2. 

Como parte de la selección de las clonas estables, se realiza una 

incubación con Puromicina (Sigma-Aldrich P8833) a una concentración final de 1 
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µg/ml en medio completo durante 4 a 7 días. Para determinar el efecto del 

plásmido, realizar un Western Blot en contra de CTCF y/o inmunofluorescencia. 

Nota: Mantener al cultivo celular con el medio de selección con puromicina. 
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PROTOCOLO DE BISULFITO DE SODIO 
 
1. Digerir 1 µg de ADN con una enzima de restricción adecuada (es decir que no 

corte en la secuencia deseada) en un volumen de 18 µl por 6 hrs. 

2. Calentar por 2 min a 95°C e incubar inmediatamente en hielo por 2-5 minutos. 

3. Desnaturalizar el ADN en un volumen final de 20 µl añadiendo al ADN 2 µl de 

NaOH 3 M (0.12 g en 1 ml de agua a una concentración final 0.3 M) e incubar 5 

minutos a 37°C.  

4. Durante los pasos 2 y 3 o algunos minutos antes preparar una solución  fresca 

de Hidroquinona (Sigma, H-9003) 100 mM (0.022 g en 2 ml de agua 

bidestilada) y de bisulfito de sodio (Sigma, S-8890)  2 M (3.8 g en 10 ml de 

agua bidestilada) ajustar el bisulfito a pH 5.0 con NaOH 10 M (0.8 g en 2 ml de 

agua). El bisulfito tarda unos minutos en disolverse, se recomienda prepararlo 

en un tubo de 15 ml y mezclar muy suavemente, tratar de evitar su exposición 

a la luz y mantenerlo cerrado la mayor parte del tiempo. 

5. Agregar 12 µl de hidroquinona 10 mM (diluir el “stock” preparado 1:10) al ADN 

desnaturalizado, Mezclar con la pipeta (la solución se pone ligeramente 

amarilla) posteriormente añadir 208 µl de la solución de bisulfito de sodio  

mezclar suavemente con el vortex y añadir 100 µl de aceite mineral. 

6. Incubar a 55°C por 16 horas en obscuridad. 

7. Retirar el aceite mineral (congelar a -70°C y retirar el aceite no congelado). 

8. Remover el bisulfito  pasando la muestra por las columnas Wizard (Promega, 

A- 7280) y eluir en 50 µl de agua bidestilada. 

9. Añadir 5.5 µl de NaOH 3 M e incubar 15 min a 37°C. 
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10.  Añadir 20 µg de glicógeno como acarreador para precipitar y 33.3 µl de 

acetato de amonio 5 M pH 7.0 mezclar por vortex y añadir 300 µl de etanol 100 

%. Precipitar por 4 horas a  -70°C o toda la noche.  

11. Centrifugar a 13,000 rpm por 1 hr a 4°C, en una microcentrífuga retirar el 

etanol, lavar el pellet con 300 µl de etanol 70%, dejar secar el pellet (no 

demasiado ya que es difícil de resuspender) y resuspender la muestra en 30 µl 

de agua bidestilada. 

12. Guardar a -20°C. 

13. Con ello el material está listo para ser amplificado por PCR con 

oligonucleótidos modificados. 

Notas: 

• Todas las soluciones deben prepararse en el momento (excepto el acetato de 

amonio). 

• Usar 10 µl del volumen final para la PCR. 

• Diseñar los oligonucleótidos para que reconozcan la secuencia modificada por 

bisulfito de sodio. 

• Se aconseja realizar una reacción de PCR anidada de 35 ciclos C/U. 

• Usualmente en la primer PCR no se ve la banda esperada, pero tomar 10 µl de 

la reacción y hacer la segunda PCR con los oligonucleótidos internos. 
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PROTOCOLO DE RT-PCR  
MATERIAL: 
1 µg de RNA. 
Kit de RT-PCR Promega (A3500) 
 
METODOLOGÍA 
 
1.- Se realiza la siguiente reacción: 
 
4 μl de MgCl2 
2 μl de Buffer RT (10X) 
2 µl de dNTPs (10 mM) 
0.5 µl de Recombinant RNasin  Ribonuclease Inhibitor. 
1 µl de AMV Reverse Transcriptase 
1 µl de Oligo dT 
5 µg de RNA 
Aforar la reacción con H2O libre de nucleasas Aforar la reacción a un volumen 
final de 20 µl. 
 
2.- Mezclar la reacción por Vortex e incubarla por 10 minutos a temperatura 
ambiente. 
3.- Transcurrido el tiempo incubar los tubos a 42°C por 60 minutos. 
4.- Transcurrido el tiempo incubar los tubos a 95°C por 5 minutos 
5.- Transcurrido el tiempo incubar los tubos en Hielo por 5 minutos. 
6.- Agregar 40 µl de agua libre de RNasa (del Kit) 
 
NOTA: a) Esta reacción se puede realizar en termociclador o en un baño de 
temperatura regulable. 

  b) De aquí ya se pueden congelar o usar directamente para la PCR. 
 
METODOLOGÍA PARA REALIZAR LA PCR DE LA RT. 
 
7.- Para realizar la PCR se realiza la siguiente reacción: 
 

• Tomar 10 µl de la reacción. 
• 1 µl de dNTPs 
• 4  µl de MgCl2 
• 5 µl de Buffer Reverse Transcription (10X). 
• 1.5 µl de Oligo fwr (15 pmoles) 
• 1.5 µl de Oligo rev (15 pmoles) 
• 1 µl de Taq  
• 25 µl de agua. 
 
En un volumen final de 50 µl. 
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PROTOCOLO DE SOUTHERN BLOT 

Preparación de la muestra de ADN genómico 

1. Partir de entre 10 a 50 µg  de ADN por muestra. 

Delimitar la región de estudio con una digestión enzimática  (usar entre 1 unidad y 

1.5 unidades de enzima por cada μg de ADN. Digerir toda la noche (si la enzima lo 

permite).  

2. Hacer 1 extracción fenol/cloroformo. 

3. Precipitar con acetato de amonio 10 M (0.33 Volúmenes) + de 1 a 2 

volúmenes de 2-Propanol toda la noche. 

4. Centrifugar 45 min a 13,000 rpm en una microcentrífuga. 

5. Lavar el pellet 2 veces con 500 µl de EtOH 70%, centrifugando 30 minutos 

a 13,000 rpm. 

6. Dejar secar bien el pellet y resuspender en 26 µl de H2O.   

Electroforesis en gel de agarosa 

1. Separar las muestras en un gel de agarosa  al 1% preparado con TBE 0.5 X  

2. Incorporar un marcador de peso molecular marcado radioactivamente y otro 

no  marcado. 

3. Correr a 110 Volts por aproximadamente 7 horas. 

(Dependiendo si la digestión es simultánea o secuencial se realizan las 

extracciones fenol-cloroformo necesario así como las precipitaciones toda la 

noche y los lavados para resuspender en un volumen no mayor a 15 µl) 
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Transferencia 

Material necesario 

• 2 refractarios pirex (uno grande y otro chico). 
• 2 vidrios gruesos. 
• 1 catálogo de contrapeso (aprox. 0.5 Kg). 
• Papel 3 MM Whatman (1 largo 4 cm más ancho que el gel y 3 chicos del 

tamaño del gel). 
• Papel N+ (Amersham, Hybond-XL) (nylon para transferencia nota: el lado 

positivo está del lado donde se curva). 
• Buffer de transferencia  NaOH  0.5 M  (20 gramos en 1000 ml). 
• Pipeta de 10 ml. 
• Egapack. 
• Servi-toallas, dobladas de forma que cubran al gel, una pila como de 10-15 

cm. 
 

1. Montar el vidrio sobre el refractario.  

2. Colocar el papel 3 MM que cuelgue al interior y hasta el fondo del 

refractario. 

3. Agregar el NaOH 0.5 M al interior del refractario, dejando que se moje el 

papel mientras se prepara el gel. 

o Cortar el exceso del gel. 

o Tomar foto con regla en el transiluminador. 

o Voltear y después de enjuagar con un poco de NaOH 0.5 M, colocar 

en el papel 3 MM que esta sobre el vidrio (Al papel 3MM, se le 

agrega un poco de NaOH 0.5 M de modo que se empape. Sacar las 

burbujas que queden con la pipeta). 

4. Colocar sobre el gel el papel Hybon N+ (con la cara interna  sobre el gel). 

5. Remover las burbujas que queden la membrana y el gel. 
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6. Rodear con Egapack de tal manera que la membrana únicamente haga 

contacto con el gel de agarosa. 

7. Colocar 3 papeles 3 MM, de uno en uno, previamente mojados en NaOH 

sacando las burbujas que queden entre ellos. 

8. Colocar las servi-toallas, el vidrio y el catalogo. 

9. Dejar transfiriendo toda la noche. 

Papel 3M
Vidrio
Refractario

Catalogo
Vidrio
Cervitoallas
Membrana (N+)
Gel

Vista lateral                                                 Vista aérea 

Pre-hibridación e hibridación.

 

1. Después de la transferencia desarmar y  pasar la membrana a SSC2 X 

(200 ml), de 20 seg. a 1 min. 

2. Colocar el tubo de hibridación en el horno de hibridación previamente 

calentado a 65°C, con solución de pre-hibridación. 

Solución de pre-hibridación 

• SSC 20 X  6 ml 
• Denhart  2 ml 
• SDS 10X  2 ml 
• H2O  11 ml 
• Esperma de salmón desnaturalizado (Invitrogen, cat. No. 15632-011) 

100 µl (5 min. hirviendo + 3 min en hielo, añadir a la mezcla cuando ya 
está a 65ºC). 
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3. Pre-hibridar 1 hora a 65°C con agitación constante. 
4. Desnaturalizar la sonda justo antes de agregarla (5 min a 95ºC, 3 min en 

hielo). 
5. Agregar la sonda desnaturalizada y previamente marcada con un buen 

porcentaje de incorporación (más del 20%).  
6. Dejar girando en el horno de 12 a 24 horas. 
7. Lavar  de la siguiente manera: 

Lavado de membrana 

Buffer 1 

10 ml SSC 20 X 
1 ml SDS 10 % 
Llevar a 100 ml 
 
Buffer 2 
 
0.75 ml SSC 20X 
1 ml SDS 10 % 
Llevar a 100 ml 
 
8. Enjuagar con 50 ml de buffer 1 precalentada a 65ºC.  
9. Lavar con 50 ml de buffer 1 precalentada a 65ºC por 45 minutos. 
10. Enjuagar con 50 ml de buffer 2 precalentada a 65ºC 
11. Lavar con 50 ml de buffer 2 precalentada a 65ºC por 45 minutos 
12. Envolver en Egapack  (sin que queden arrugas). 
13. Exponer  toda la noche. 
14. Subir al Thyphoon ó exponer un film y dejar en el a -70°C. 

Revelado de film 

1. Sacar el cassette del -70°C y dejarlo por 10 minutos a Temperatura 
ambiente. 

2. Poner en bandejas el fijador, agua y revelador. 
3. Apagar luz (Asegurarse que el foco rojo está prendido y las puertas 

cerradas con seguro). 
4. Sacar el film del cassette y ponerlo en la bandeja con revelador. 
5. Esperar a que aparezca la señal (no más de un minuto) 
6. Enjuagar en el H20. 
7. Poner en el fijador hasta que se ponga transparente el film. 
8. Enjuagar el film con H2O corriente. 
9. Dejar secar. 
10. Enjuagar bandejas con H20 y guardar sustancias. 
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PROTOCOLO DE WESTERN BLOT (WB) 

MATERIAL. 

Cámara para electroforesis para WB 
Cámara para transferencia para WB 
Vidrio para gel. 
Soporte para hacer gel. 
Preparación de gel: 

a) Montar los vidrios del WB para proceder a la preparación del gel (BioRad) 

“Gel resolving” (10%, la concentración puede variar dependiendo de la masa 

de la proteína que se desee resolver) 

• Resolving buffer 1.25 ml 
• Acrilamida (40%) 2.5 ml 
• SDS (10%) 100 µl 
• H20 6.04 ml 
• PSA (10%) 100 µl 
• Temed 10 µl 

 

Nota: La mezcla debe de utilizarse en 1 menos de un minuto, debido a que se 

polimeriza muy rápido y agregar 500 µl de metanol para que el gel quede 

horizontalmente uniforme. 

f) Dejar que polimerice por 40 min. 

g) Transcurrido el tiempo se quita el metanol por decantación y se lava dos veces 

con agua bidestilada. 

h) Se coloca otra vez en el soporte y se prepara el siguiente gel (Gel Spacer): 

“Gel spacer” (3 %) 

• Spacer buffer 1.25 ml 
• Acrilamida (40%) 0.75 ml 
• SDS (10%) 100 µl 
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• H20 7.8 ml 
• PSA (10%) 100 µl 
• Temed 10 µl 
•  
i) Servir la acrilamida (gel spacer) y colocar el peine, este tarda en 

polimerizar 30 minutos aproximadamente. 

 

Preparación de extractos protéicos 

Se disgregan los cultivos celulares por medio de tripsina, se inactiva adicionando 

medio completo, posteriormente se centrifugan a 1200 rpm por 5 minutos y se 

remueve el medio, hacer un lavado con PBS para evitar que contenga proteínas 

del medio que puedan afectar las lecturas de la cuantificación de la proteína. 

 

Preparación de  buffer RIPA modificado 

RIPA Buffer: (Maniatis) 

50 mM Tris-Cl (ph 7.5) 
150 mM NaCl 
1% Nonidet P-40 (NP-40) 
0.5% deoxicolato de sodio 
0.1% SDS 

Nota: Todo con inhibidores de proteasas complete, EDTA-free ROCHE (11-873-

580-001). 

• Tomar 1 x 106 células y lisarlas con 100 µl de buffer RIPA frío 
  

• Incubar en hielo 15 min. Centrifugar 5 min a máxima velocidad y transferir el 

sobrenadante a un tubo limpio 

• Alicuotar 50 µl en tubos de 1.5 ml (Eppendorfs). 
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• Nota: Puede almacenarse en congelación (-70°C) hasta 3 días o más 

tiempo adicionando buffer Laemmli, y su descongelación debe realizarse en 

hielo. 

• Medir la concentración de proteínas. 

• Utilizar una cámara de pozos de ELISA. 

• Diluir el Bradford 1:5 en agua desionizada. 

• Bradford: “Bio-Rad protein assay Dye reagent concentrate” (BioRad). 

• Colocar 200 µl del reactivo Bradford diluido en los pozos a utilizar como se 

muestra a continuación. 

CUANTIFICACIÓN DE PROTEINAS POR BRADFORD 
Soluciones stock para la curva: 
 

BSA 100 ng/µl  
2 µl de BSA en 198 µl de agua  

 

BSA 500 ng/µl 
10 µl de BSA en 190 µl de agua 

 
CURVA DE BSA: 
Carril (ng) BSA(µl) Agua(µl) 
A 0 0 20 
B 200 2 18 
C 300 3 17 
D 500 5 15 
E 1000 10 10 
F 2000 20 0 
G 5000 10(500) 10 
H 10000 20(500) 0 
Nota: utilizar el BSA que viene con las enzimas de restricción New England 
Biolabs 
   
• Añadir a cada pozo 200  µl de Bradford diluido 1:5. 

• Todas las muestras se hacen por duplicado. 

• Para las muestras usar 1 µl añadir 19 µl de agua y el bradford. 

• Leer en el Elisa con el filtro 4 (570 nm). 
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• Adicionar buffer de cargado Laemmli, calentar a 100ºC durante 10 min y las 

proteínas están listas para ser cargadas. 

1. Preparar el gel de Acrilamida (ver protocolo). 

 Pasar a la cámara de electroforesis (BioRad) y llenar la cámara con buffer de 

electroforesis Tris-Glicina (Anexo como buffer de electrodo). 

2. Cargar las muestras previamente calentadas y con buffer Laemmli (cargar 

de 20 a 40 µg de proteína). 

3. Cargar el marcador de peso molecular (Protein ladder Invitrogen 10748-

010). 

4. Rellenar los pozos vacíos con buffer de cargado (5 µl). 

5. Correr las proteínas por 10 minutos a una con una corriente de 20 mA 

6. Correr las muestras por 30 minutos a 30 mA. Este tiempo se elige con base 

al tamaño de la proteína de interés. 

Mojar la membrana PVDF (Millipore immobilion-P transfer membrane, Tamaño de 

poro: 0.45 µm) en metanol por un minuto y posteriormente dar 2 lavados con agua 

destilada. Este paso es para tornar la hidrofobicidad (volverla hidofílica). 

 Colocarla en el buffer de transferencia por lo menos 15 min  antes de usarla. 

 Buffer de transferencia:  

192 mM Glicina 
25 mM Tris-HCl  
20% Metanol (Nosotros utilizamos un buffer con metanol al 10%) pH = 8.3 
guardar frío. 

 
       

De la misma forma colocar las esponjas y dos hojas de papel filtro (Mini Trans-Blot 

Filter Paper 1703932) en el buffer de transferencia   
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• Ensamblar del “sándwich” 

• Retirar el gel con una espátula retirar uno de los dos vidrios y colocar un 

papel sobre el gel stacking para separarlo (Tener cuidado si el gel es menor 

al 10% de acrilamida, es muy frágil). 

• Eliminar los bordes con la misma espátula y separar el gel del vidrio 

• Dentro del un recipiente con buffer de transferencia colocar el aplastador 

con la parte negra hacia el fondo (parte negativa), abrir y colocar en el 

siguiente orden: 

Arriba 
Parte clara del cassette 

Esponja 
Papeles filtro 
Membrana 

Gel 
Papeles filtro 

Esponja 
Parte negra del cassette 

Abajo 
 

• Para armar el sándwich se hace lo siguiente todo en un recipiente de 

plástico con buffer de transferencia. 

• Ensamblar el aparato de transferencia con la membrana hacia el electrodo 

positivo. 

• Colocar la placa de hielo (provista en la cámara y almacenada a -20ºC) 

• Transferir a 500 mA con el aparato para minigeles de Bio-Rad, durante 2 

horas, en cuarto frío, sobre una parilla magnética y con una mosca 

magnética. 

• Preparar el buffer de bloqueo:  
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 5% de leche en polvo descremada (Svelty, Nestle), 1% BSA (en polvo)  

aforar a 30 ml con TBS-Tween 0.1%. TBS: 0.05 M Tris, 0.15 M NaCl, pH = 7.5 

• Colocar 5 ml de buffer de bloqueo en un recipiente (pequeño, pero 

suficiente para que quepa la membrana) 

• Separar el aparato de transferencia. 

• Desmontar el “sándwich” en el siguiente orden. 

• Quitar la esponja por la parte del electrodo positivo. 

• Quitar el papel filtro. 

• Levantar desde el papel filtro inferior, quedándose con filtro, gel y 

membrana. 

• Recortar la membrana al tamaño del gel. 

• Colocarla dentro del recipiente con la cara, que estaba en contacto con el 

gel, hacía arriba. 

• Saturar la membrana con el buffer de bloqueo de 1 a 2 horas a 4º C en 

agitación. 

• Adicionar el anticuerpo primario en solución de bloqueo (dependiendo de 

las especificaciones del anticuerpo para WB tanto para la concentración 

como para la solución). 

• Incubar toda la noche a 4°C. 

• Hacer 4 lavados con TBS-Tween (0.05%) de 5 minutos cada uno. 

• Adicionar el anticuerpo secundario en soluciónde bloqueo a una dilución 

1:3000 

2. Incubar 1 hora a 4°C en agitación. 
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3. Hacer 4 lavados con TBS-Tween (0.05 %) de 5 minutos cada uno. 

Revelado 

• Se preparar solución sustrato. 

• 1.5 ml de cada reactivo (Super signal West-Pico Chemiluminescent 

Substrate, PIERCE Prod. 34080) e incubar por 5 minutos en obscuridad. 

Posteriormente se sacar y colocar entre una mica y se situa en el cassette 

de exposición con pantalla. Ya en el cuarto obscuro se pone un film 

sensible a la luz por 5 min. 

• Nota: Si se requiere la utilización de otro anticuerpo para normalizar de 

distinta masa molecular, no es necesario desnudar ni bloquear, tan solo 

adicionar el otro anticuerpo según las especificaciones y repetir el ensayo. 
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Epigenetic regulation of the human p53 gene promoter by the CTCF 
transcription factor in transformed cell lines 
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México 

Epigenetic silencing of tumor suppressor gene promoters 
has become a more frequent phenomenon in cancer than 
previously anticipated. In this study we addressed the 
mechanisms involved in the protection of the p53 tumor 
suppressor gene against epigenetic silencing in human 
transformed celllines. We characterized a binding site for 
the CCCTC-binding factor (CTCF) in the human p53 
gene promoter that contributes to its transcriptional 
expression, and has the ability to maintain this regulatory 
element in a local open chromatin configuration. In the 
absence of CTCF we observe the incorporation of 
repressive histone marks, such as H3K9me3, H3K27me3 
and H4K20me3, in different sub-domains of the upstream 
regulatory sequence. This evidence suggests that CTCF 
protects the p53gene promoter against repressive histone 
marks. Notably, no apparent direct correlation between 
repression and DNA hypermethylation has been detected. 
Together, we present evidence supporting the relevant role 
of CTCF in the epigenetic regulation of tumor suppressor 
genes and cancer. We propose that CTCF is a strategic 
component responsible for the maintenance and segrega
tion of epigenetic traits. 
Oncogene advance online publication, 25 January 2010; 
doi: 10.1038jonc.2009.509 

Keywords: tumor suppressor gene; CTCF; epigenetics; 
DNA methylation; p53 human promoter and histone 
covalent modifications 

Introduction 

From an epi gene tic perspective, the study of tumor 
suppressor genes has beco me notably relevant due to the 
fact that deregulation of these genes is associated with 
tumorigenic processes (Jones and Baylin, 2007). In 
particular, 70% of human genes are linked to promoters 
that contain CpG islands that are the target of abnormal 
epigenetic events (Antequera, 2003; Issa, 2004). On the 
basis of recent proposals, the CpG island can be 

Correspondence: Dr F Recillas-Targa, Instituto de Fisiología Celular, 
Departamento de Genética Molecular, Universidad Nacional Autón
oma de México, Apartado Postal 70-242, Mexico City, D.F., 04510, 
México. 
E-mail: frecilla@ifc.unam.mx 
Received 18 May 2009; revised 3 December 2009; accepted 13 December 
2009 

cataloged as a low, intermediate or high CpG island 
(Weber et al., 2007). High CpG islands ha ve been linked 
to housekeeping gene promoters that are normally 
unmethylated, whereas low CpG islands are associated 
with tissue-specific gene promoters that can be methy
lated, apparently without affecting their regulatory 
potential. This c1assification demands novel interpreta
tions depending on the nature of the CpG island, as a 
distinct combination of epigenetic silencing mechanisms 
can now be expected (Weber et al., 2007; Kondo et al., 
2008; Meissner et al., 2008). For example, the high 
CpG island promoters are more frequently silenced 
by DNA methylation in abnormal conditions, even 
though histone repressive marks, such as H3 lysine 9 
trimethylation (H3K9me3), can -also be incorporated 
(McGarvey et al., 2006; Kondo et al., 2008). In contrast, 
intermediate and low CpG islands· can be silenced 
by covalent histone modifications such as H3 lysine 27 
trimethylation (H3K27me3) (Kondo et al., 2008), 
and not by DNA methylation. Thus, H3K27me3 and 
DNA methylation can exert an effect independently, and 
their aberrant promoter targets seem to be defined by the 
CpG content (Weber et al., 2007; Kondo et al., 2008). 

In this study we assessed the mechanisms of epigenetic 
silencing of the human p53 tumor suppressor gene in 
cancer cells. On the basis of· recently established 
definitions, we consider the human p53 promoter to 
correspond to an ICP island that is apparently not 
frequently silenced by DNA methylation (Pogribny 
et al., 2000; Kang et al., 2001; Amatya et al., 2005). 
We hypothesize that different c1asses of CpG islands 
might be regulated differently, not only at the level of 
DNA methylation andjor Polycomb family members 
but also in terms of se1ective and differential· use of 
transcription factors. In accordance, in this study we 
address whether different kinds of CpG· island promo
ter s are epigenetical1y regulated by alternativé:"mechan
isms (De La Rosa-Velázquez et al., 2007). We found 
that the multifunctional CCCTC-binding site factor 
(CTCF) is involved in p53 epigenetic regulation by 
harboring an open chromatin configuration. Remark
ably, p53 gene promoter epigenetic silencing is not 
dependent on DNA methylation. Instead,. repressive 
histone modifications are enriched and represent the 
main cause of silencing in the presence of reduced levels 
of CTCF. We propose a model in which CTCF can 
overcome epigenetic silencing not only by counter
acting DNA methylation (as in the case of Rb and other 
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nor suppressot gene promoters) but also by blocking 
: incorporation of repressive covalent histone 
.difications. 

sults 

"le expression and epigenetic profiles of the human 
3 gene in epithelial cell lines 

the basis of predicted differences in p53 gene 
)ression in transformed epithelial cell lines, we 
:ided to explore these differences and correlate them 
h their chromatin structural status with the aim of 
iing a model system for p53 epigenetic silencing. We 
t characterized the expression pro file of the p53 gene 
ng reverse transcriptase PCR (R T -PCR) in SW 480, 
La, Kb epithelial celllines and in a primary culture ?f 
nan fibroblasts obtained from neonatal . foreskm 
gure la). We found that the colorectal adenocarci
na SW 480 cells show the highest levels of expression, 
.owed by HeLa and Kb cell lines, when compared 
h the primary culture of normal fibroblasts. 
lO analyze the relationship between p53 gene expres
t1 and its epigenetic entourage, we next evaluated the 
JA methylation status of the p53 gene promoter by 
sodium bisulfite conversion assay (Figure lb). No 

JA methylation was detected at the p53 gene core 
¡moter in any of the cell Hnes studied. We then 
luated the patterns of histone covalent modifications 
T the p53 gene promoter. We found that the histone 
K4me2 modification and the polyacetylation of 
:one H3 and H4 are drastically enriched in SW480 
s (Figure 1c). To corroborate the in situ chroJ?~tin 
:us of the promoter we performed a restnctlOn 
yme accessibility assay (Escamilla-Del-Arenal and 
~illas-Targa, 2008) (Figure 1 d). The results of these 
eriments are in accordance with the previous assays, 
l they show that the p53 gene promoter has an open 
omatin conformation in the SW480 cellline, whereas 
HeLa and Kb cell lines show a more compacted 

omatin structure (Figure Id). Taken together, these 
lltS suggest that p53 gene expression regulation in 
mal and cancer cells can be influenced not only by 
quitous or stage-specific transcription factors, but 
) by the chromatin configuration of its promoter. 

genetic silencing model for the p53 gene promoter 
,liorna cell lines 
next decided to explore other cell types that have 

n reported to show DNA methylation over the p53 
e promoter (Amatya et al., 2005). We first evaluated 
protein abundance by immunofluorescence in T98G 
U87MG glioma celllines (Figure 2a). The absence 

p53 in these two glioma cell lines was confirmed 
tures 2a and b). To evaluate their DNA methylation 
~s cells were treated with the methylation inhibitor, 
m:2' -deoxycytidine, for 72 h. Immunofluorescence, 
tern blotting and quantitative RT-PCR assays 
wed a marginal reactivation of p53 expression 
~ure 2), most notably in the treated T98G cells. 

Surprisingly, when we performed a sodium bisulfite 
conversion assay and sequencing using primers located 
in the core promoter we were not able to detect any 
DNA methylation (Figure 3a, site 4, and Supplementary 
Figure 1). On the basis of such unexpected result we 
decided to survey the DNA methylation status of a 
larger genomic area in T98G cells (Figure ~a). In. all, 
seven DNA sub-fragments were analyzed usmg sodmm 
bisulfite conversion and sequencing, including upstream 
genomic sequences in relation to the p53 t~anscription 
start site and CpG-rich intronic sequences (Flgure3a and 
Supplementary Figure 1). As positive control s we tested 
two unrelated genomic sequences known to possess 
different levels of DNA methylation and in vitro 
methylated genomic DNA (Supplementary Figure 2). 
One more time, this extended analysis did not allow the 
identification of any DNA methylation. These results 
confirm on one side that p53 gene expression can be 
reactivated using the DNA methylation inhibitor in 
glioma cell lines, and on the other, that the core 
promoter and surrounding sequences in a range of 
3 kb are hypomethylated. Therefore, these tW? glioJ?a 
cell lines may represent a cancer cell context m WhlCh 
p53 epigenetic silencing can be studied, and whether the 
presence of CTCF contributes to such a process can also 
be explored. 

In vitro and in vivo binding of CTCF to the upstream 
region of the human p53 gene promoter . 
On the basis of our previous report suggestmg that 
CTCF is able to counteract epigenetic silencing events in 
the human Rb gene promoter, we decided to verify 
whether such a mechanism is conserved in other tumor 
suppressor genes, and particularIy for p53 (D.e La Rosa
Velázquez et al., 2007). We found a putatlve CTCF
binding motif in a DNA fragment located at '" 700 bp 
upstream of the p53 transcription start site (Figure3a) 
(De La Rosa-Velázquez et al., 2007; Kimet al., 2007). 
We performed a gel shift analysis using total ext~acts 
from HeLa cells to determine whether CTCF assoclates 
with this sequence in vitro (Figure 3b). We next carried 
out a chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay 
using an antibody against human CTCF. and by using 
primers that flank the novel CTCF-binding sequence in 
several celllines. As a negative amplification control we 
used the exon 27 of the Rb gene, as reported previously 
(De La Rosa-Velázquez et al., 200?). Interestin.gl!" we 
observed enrichment of the CTCF lmmunopreclpItated 
fraction in SW 480 and HeLa cell lines, but not in the 
U87MG and T98G glioma cells lines in which p53 gene 
expression is silenced (Figure 3c). We then repeated the 
ChIP assay by treating the T98G cells with and without 
5-aza-2' -deoxycytidine and found the reincorporation of 
CTCF, consistent with p53 gene expression activation 
(Figure 3d). It is noteworthy that in ~his con~e~t CTCF 
binding does not seem to be methylatlOn sensltlve as the 
CpGs present on its binding sequence are not methy
lated (Supplementary Figure 1, site 3). Therefore, CTCF 
binding perturbation by DNA methylation is probably 
guided by an indirect mechanism. Together, these reSUltS 
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Figure 1 Differential chromatin structure and gene expression in distinct epithelial celllines. (a) Expression profile of the human p53 
gene in: SW480, a human colon adenocarcinoma cellline; lIeLa, a human cervical cancer cellline; Kb, a human epidermoid carcinoma 
cell line; and fibroblasts from primary cell culture of human fibroblasts isolated from neonatal foreskin. Duplex RT-PCR was 
performed and data normalized against GAPDH expression from six independent experiments. (b) DNA methylation status ofthe core 
p53 gene promoter in several cell lines. At least eight independent clones were sequenced. Fibro represents primary cell cultures of 
human neonatal foreskin. Positive controls of the sodium bisulfite transformation of genomic DNA are shown in Supplementary 
Figure 2. (e) Chromatin immunoprecipitation assay using antibodies that recognize active and repressive histone marks. Two methyl
CpG-binding protein antibodies are incorporated in the study (MBD2 and MeCP2). Semi-quantitative values were determined using 
radio active duplex-PCR and a representative gel is shown for each cell type (upper panel). Relative enrichment of histone covalent 
modifications was plotted and the fold enrichment values of at least two independent immunoprecipitations are shown. Each duplex
PCR was performed in triplicate using primers from the p53 core promoter, and standard error is presented (lower panel). For 
normalization we used f3-actin (*) for the close histone marks and MyoD for open histone marks (**). (d) In situ restriction enzyme 
accessibility assay. Probe 1 corresponds to an upper band probe and Probe 2 to the opposite strand. The XbaI site is roughly located at 
the center of the core promoter, and StuI restriction site is used as control for complete enzymatic digestion. This is a representative 
Southern blot from two independent assays. 

lfirmed CTCF association with the human p53 
Imoter region and its dissociation in glioma cells. 

'CF and its epigenetic role in gUama cell Unes 
th the aim of further assessing the role of CTCF in 
~ gene regulation, we performed ChIP assays using 
ibodies against active and repressive histone marks in 
)ma cel1lines (Figure 4). We confirmed thedissocia
t1 of CTCF binding and the enrichment at the core 
)moter of the H4K20me3 and H3K27me3 repressive 
rks (Figure 4). This result is not due to the depletion 
CTCF, as in all the cel1lines tested, including glioma 
ls, we observed CTCF nuclear localization by 

immunofluorescence assays (data not shown). This 
argues in favor of a local modification or displacement 
of CTCF by unexplored mechanisms (Figure 3d). 
Surprisingly, when the DNA methylation status of 
the upstream sequences was analyzed in U87MG and 
T98G cells, we basically found no DNA methylation 
(Figure 3a, sites 1-3, and data not shown). It is possible 
that in glioma celllines, other and more distal genomic 
sequences that are DNA methylated can direct1y or 
indirect1y be responsible for p53 silencing. Alternatively, 
we do not discard that DNA methylation is affecting the 
expression of a co-regulator of CTCF, such as the poly
ADP-ribosyl polymerase 1 (Yu et al., 2004 and see 
Discussion). As shown, histone modifications, in 
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Figure 2 DNA methylation of the p53 promoter region in glioma celllines. (a) Immunofiuorescence against the p53 protein in T98G 
and U87MG glioma cells treated with'the DNA methylation inhibitor, 5-aza-2' -deoxycytidine (5-azadC). For comparison, SW480 cells 
were incorporated in this study. (b) Western blot analysis of the glioma cells incubated or notwith 5-azadC. (e) Expression profiles of 
the p53 gene in glioma cells lines treated with and without 5-azadC evaluated using quantitative RT-PCR. 

particular H3K27me3, are contributing to p53 silencing 
in glioma cells. These results are in agreement with 
findings by Issa and collaborator (Kondo et al., 2008), in 
which histone H3K27me3 among other repressive 
histone marks may have a major role in epigenetic 
silencing. 

Functional contribution 01 CTCF fo human p53 
promoter activity 
To evaluate the functional contribution ofCTCF to the 
regulation of p53 gene expression, we generated a stable 
HeLa knockdown cell line against CTCF (HeLa-kd
CTCF) using a small hairpin RNA (Ishihara et al., 
2006). HeLa cells were chosen because they show an 
intermediate level of expression, between SW480 cells 
and primary normal fibroblasts (Figure la). In addition, 
HeLa cells were used in our previous analysis to show 
the epigenetic contribution of CTCF to human retino
bIas toma gene regulation (De La Rosa-Velázquez et al., 
2007). Thus, CTCF knockdown will allow us to perform 
a comparative analysis between p53 and Rb gene 
expression profiles. As a control, we stably transfected 
HeLa cells with an empty vector and a scramble small 
hairpin RNA that exerts no effect on either CTCF or 

ene 

cellular integrity (Supplementary Figure 3). We per
formed immunofluorescence and western blot assays to 
corroborate the reduction of CTCF levels (Figure 5a). 
We further evaluated the expression patterns of p53 
using R T -PCR, and of Rb for comparison, as well as 
their peptide products in the CTCF knockdown cellline 
(Figures 5b and c). We found a drastic reduction in the 
expression levels of both tumor suppressor genes. With 
the aim of obtaining a comparative overview of p53 gene 
expression pro files in the context of the CTCF knock
down cells and cells treated with 5-aza-2' -deoxycytidine 
and the poly(ADP-ribosyl)-polymerase inhibitor 3-
aminobenzamide we determined the relative abundance 
ofp53 mRNA (Figure 5d). We confirmed the lacle of 
expression in HeLa knockdown and glioma cells. 3-
Aminobenzamide was incorporated to the study based 
on the fact that it is well established that CTCF activity 
can be modulated by poly(ADP-ribosyl)ation (Yu et al., 
2004; Docquier et al., 2009). Important1y, we found that 
poly(ADP-ribosyl)ation inhibition affects p53 gene 
expression probably perturbing CTCF activity. These 
data correlate with the notable absence of p53 and Rb 
proteins synthesis, and it shows the relevant role of 
CTCF in' the regulation of two key tumor suppressor 
genes. 
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Figure 3 DNA methylation of the human p53 promoter regio n and in vitro and in vivo association of the CTCF-binding factor. 
(a) Scheme representation of the p53 and Wrap53 genomic domains showing the position of promoters, exons and CpG islands. The 
in vivo CTCF binding si tes reported by Vniversity of California Santa Cruz (VCSC) Genome Browser are shown (black vertical bars; 
Barski el al., 2007). PI represents the main p53 promoter and P2 symbolizes the alternative promoter. Below we incorporated a detailed 
scheme of the genomic organization of '" 3 kb upstream regulatory regions and first intron of the human p53 gene is -also shown. 
Verticallines represent CpG dinucleotides, and DNA methylation, determined by sodium bisulfite conversion in T98G glioma cells, 
using seven different sets of primers is shown. DNA methylation percentage of each site is plotted as a pie graph (n = 8). Individual 
CpG sites are shown in the Supplementary Figure 1 and controls in Supplementary Figure 2. (b) A gel shift assay using total cell 
extracts from HeLa cells (HeLa TE) and a 75-bp labeled probe is shown. The specificity of the interaction was confirmed using the 
chicken cHS4 ~-globin insulator CTCF-binding site and Rb-CTCF binding site as competitors and as non-specific competitor, the 
consensus sequence for the ubiquitous Spl transcription factor. The asterisk defines a nonspecific retarded complexo (e) ChIP assays 
were carried out on different celllines, including the two glioma cell lines. As a negative amplification control we used primers from 
exon 27 of the human retinoblastoma gene (De La Rosa-Velázquez el al., 2007). (d) ChIP assays were performed on T98G glioma cells, 
untreated (T98G mock) and treated with 5-aza-2'-deoxycytidine (5-azadC). Linear range of amplification conditions was determined 
using the input material (not shown). Beads and an anti-IgG were included as negative controls. 

Global effects of distinct histone marks in HeLa 
and HeLa CTCF knockdown cells 
Recent evidence has uncovered CTCF as an important 
factor involved in the maintenance of nuclear architec
ture (Guelen et al., 2008; Williams and Flavell, 2008). 
Using immunofluorescence assays, we compared the 
nuclear distribution of different histone covalent mod
ifications in HeLa and HeLa-kd-CTCF cell lines 
(Supplementary Figure 4). In HeLa cells we observed 
an enrichment of the speckled-like pattern of H3K9me3, 
H3K27me3 and H4K20me3 distribution that could 
correspond to different heterochromatic genomic re
gions (Schotta et al., 2004). However, in the CTCF 
knockdown cellular context, we observed a clear 
redistribution of heterochromatin foci. This general 
chromatin reorganization associated with CTCF reduc
tion maydirect1y or indirect1y contribute to abnormal 
downregulation of p53 and Rb _ by having a role in the 
loss of their higher-order organization inside the 
nucleus. 

Local chromatin structural perturbations in HeLa cells 
deficient in CTCF 
We next analyzed -the genomic sequences surrounding 
the CTCF-binding site and the p53 core promoter in 
terms 'of histone covalent modifications (Figure 6). 
Concerning the chromatin structure of the most up
stream area, we found an enrichment of histone 
H3K9me3 and H4K20me3 in HeLa knockdown cells, 
along with a notable diminishment bf histone H3 
acetylation (Figure 6). Interestingly, when we focused 
in the core promoter, there were no changes in histone 
H3 acetylation, but there was a modest increase in 
H3K9me3, _ H4K20me3 and particular1y H3K27me3 
repressive histone marks (Figure 6). At this point it is 
worth mentioning that the histone H3K27me3 mark is 
exclusively found to be associated with the core p53 
promoter in HeLa knockdown cells and T98G glioma 
cells (see Figure 4). 

These results establish that the p53 promoter seems to 
be organized into different sub-domains in which CTCF 
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Figure 4 Epigenetic changes induced by CTCF absence from the human p53 promoter in glioma celllines. ChIP assay showing the 
absence of CTCF over the p53 promoter in T98G and U87MG glioma cell lines. Horizontal dotted líne shows the input value 
(normalízed to 1). 

seems to have a delimitating role, and that its absence 
induces the incorporation of dífferentíal repressive 
marks, such as the Polycomb-associated histone 
H3K27me3 mark, over the p53 core promoter. 

Discussion 

In this study we analyzed epigenetíc events leading to 
the silencing ofthe p53 gene promoter. We propose that 
CTCF has a critical role in p53 gene promoter epigenetic 
regula tío n shielding the promoter against the incorpora
tion of repressive covalent histone modifications and 
that the mechanisms of sílencing may be, at least in 
part, dependent on the type of CpG island that is 
present. Thus, CTCF dissociation rnay induce dramatic 
and anomalous epigenetic defects leading to cancer 
development. 

A novel aspect that emerges from our study in 
epithelial transformed cell lines is that the human p53 
promoter seems to be in a relatively c10sed chromatin 
configuration in normal cells, and that a robust 
chromatin structural relaxation is associated with p53 
gene expression in sorne tumor celllines (Figure 1). This 
observatíon may suggest that in normal conditions p53 
gene expression is in sorne way negatively regulated 
through epigenetic mechanisms. Therefore, to respond 
to dífferent stimuli, on one hand, the p53 promoter 
needs to possess specific and efficíent procedures to 
remodel its chromatín structure to enab1e transcription, 
and on the other, as c1early established, it can be 
regulated at the protein level (Vazquez et al., 2008; 
Vousden and prives, 2009). 

Oncogene 
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It seems that CTCF binds to tumor suppressor gene 
prornoters, such as the p53 or Rb promoters, and more 
recently pl6lNK4a, contributíng to their epigenetic integ
rity (De La Rosa-Velázquez et al., 2007; Witcher and 
Emerson, 2009). This evídence argues in favor of the 
assocíation of other factors and co-factors that co
operate with CTCF in different contexts, for example, 
poly(ADP-ríbose) po!ymerase 1, brahma-related gene l 
(Su et al., 2009) and chromatin remodeling factors, such 
as histone acetyltransferases and hístone methyltrans
ferases, which counteract repressive and abnorrnal 
epigenetic signals in a coordinated manner. In contrast, 
the absence of one of these components, but mainly the 
dissociation or absence of CTCF, induces a rapid 
epigenetíc silencing of gene promoters associated with 
it. Severa! mechanisrns for CTCF dissociation can be 
envisioned. One possibility comes frorn CTCF abduc
tion in the cytoplasm as a cause of aberrant DNA 
hypermethylation of the human BReAl gene prornoter 
in samples from patients wíth sporadic breast cancer 
(Butcher and Rodenhiser, 2007). An alternatíve comes 
frorn DNA methylatíon of a sllb-group of CTCF
binding motifs that possess CpG dinucleotides that, 
when methylated, cause CTCF díssociation (Recillas
Targa et al., 2006; De La Rosa-Velázquez et al., 2007; 
Filippova, 2008). Otherwise, it has been postulated that 
phosphorylation and poly(ADP-ribosyl)ation are two 
post-translational CTCF modifications in volved in its 
functions (Yll et al., 2004; EI-Kady and Klenova, 2005). 
In agreement, poly(ADP-ribosyl)atíon of CTCF has 
been shown to have a role in structural and functiona! 
properties at the mouse p53 !ocus (Su et al., 2009). More 
recently, loss of CTCF bíndíng by aberrant poly(ADP
ribosy!)ation is also responsib!e for the epigenetíc 
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Figure 5 Effect of a CTCF knockdown on p53 and Rb expression in He La cells. (a) A small hairpin RNA that interferes with CTCF 
production was stably transfected in HeLa cells (HeLa-kd-CTCF) and its effect was evaluated by immunofluorescence and western 
blot using et-actin antibody as loading control. (b) HeLa-kd-CTCF causes asevere effect onp53 gene expression and protein synthesis. 
(e) To a les ser extent CTCF knockdown causes a reduction in Rb gene expression. GAPDH primers were used for gene expression 
normalization. (d) Comparative determination of the relative abundance of p53 mRNA in different celllines, including the treatment 
with the DNA methylation inhibitor (5-aza-2'-deoxycytidine (5-azadC)) and the poly(ADP-ribosyl)-polymerase inhibitor 
3-a~inobenzamide (3-ABA) at 8 mM for 48 h. In this experiment p-actin gene primers are used for gene expression normalization. 

silencing of the p16lNK4a tumor suppressor gene (Witcher 
and Emerson, 2009). These reports are in agreement 
with our finding in which p53 gene expression can 
be altered when HeLa cells are treated with' the 

3-aminobenzamide inhibitor and CTCF activity is 
perturbed (Figure 5d). 

On the basis of our previous data and the results in 
this work, we propose a relationship between the nature 
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Figure 6 Epigenetic consequences of the CTCF knockdown on the p53 promoter region. Comparative chromatin immunoprecipita
tion assay using antibodies against open and repressive histone marks. HeLa and HeLa knockdown cells for CTCF (HeLa-kd-CTCF) 
were compared. Horizontal dotted line shows the input value (normalized to 1). 

of a CpG island and the mechanism of silencing. For the 
retinoblastoma gene promoter, which corresponds to a 
high CpG island, DNA methylation is mostIy involved 
in promoter silencing. In contrast, for the p53 promoter 
regio n formed by an intermediate CpG island, DNA 
methylation is not directIy involved but instead 
H3K9me3, H4K20me3 and H3K27me3 histone mod
ifications are the main (and probably not the only) 
epigenetic signals for promoter silencing. This can now 
be interpreted in the context of the recent chromatin 
structural and functional characterization of the mouse 
p53 locus (Su et al., 2009). In this work, the mouse p53 
locus was defined by two domains, in which the first one 
is shielded by sequences bound in vivo by CTCF. This 
domain is further depleted in histone H 1, it adopts a 
three-dimensional organization and is enriched in open 
chromatin marks that extend to the promoter region 
and the first intron (Su et al., 2009). Sequence analysis 
reveals that the human p53 genomic organization is 
similar to that of its mouse homolog, as it contains a 
second CTCF-binding site in human s (data not shown). 
We suggest that the genomic organization of the human 
p53 locus resembles its mouse homolog, and that the 
aberrant DNA methylation is incorporated 'outside' of 
the first domain, that is, upstream and downstream 
relative to the CTCF-binding sites, and that such distal 
genomic regions contribute negatively to p53 expression 
in glioma celllines. An alternative interpretation of our 
reactivation results in glioma cells can come from the 
indirect effect of DNA methylation over the expression 
of p53 regulators or genomic loci directIy or indirectIy 
linked to p53 gene regulation. This is an attractive 
possibility that can even inc1ude antisense RNAs or 
microRNAs that merits to be explored (Le et al., 2009; 
Mahmoudi et al., 2009). 

Another aspect that deserves to be mentioned is the 
presence of a newly described p53 natural antisense 

Oncogene 

transcript named Wrap53 (Mahmoudi et al., 2009). One 
of its isoforms, overlapping the first exon of p53, can form 
Wrap53jp53 hybrids and such association has been shown 
to be critical for p53 normal regulation (Figure 3a). 
Therefore, at this point we cannot discard that the dual 
location of CTCF and its potential contribution to sub
domains formation can participate in the symbiotic 
regulation through transcriptional activation of p53 and 
Wrap53 , and those repressive epigenetic mechanisms may 
be found 'outside' of this regulatory sub-domain. 

An opposing player could be the paralog of CTCF, 
the brother of the regulator of imprinted sites (BORIS), 
also known as CTCFL (Klenova et al., 2002; Jelinic 
et al., 2006). BORIS has been shown to be primarily 
expressed as a testis-specific gene (Loukinov et al., 
2002). BORIS has also shown to be abnormally 
expressed in a variety of cancers (Hong et al., 2005). 
In a recent study on the BAG-l oncogene promoter, it 
has been shown that CTCF binding to the BAG-l gene 
promoter increases as the Dnmt genes are deleted, 
whereas BORIS binding increases when Dnmts are 
overexpressed (Sun et al., 2008). This opposing behavior 
is further reflected by changes in, H3K4me2 ,and 
H3K9me2 ratio. Thus, we cannot discard the possibility 
that the hypermethylation of the Rb promoter may 
favor BORIS recruitment and CTCF displacement. In 
the case ofthe p53 gene promoter, BORIS incorporation 
seems unlikely based on the hypomethylation state of 
the promoter. Conversely, it has been shown, at least 
in vitro, that BORIS DNA binding can be methylation 
independent only when CTCF is displaced (Nguyen 
et al., 2008). Hence, BORIS binding to p53 regulatory 
region could also be envisioned, even in absence of 
DNA methylation, causing its epigenetic miss-regula
tion. The participation of BORIS in the epigenetic 
silencing of tumor suppressor genes such as Rb and p53 
is a research topic that is currentIy under investigation. 



Finally, we envision a structural role for CTCF in tumor 
suppressor gene promoters. We do not believe that CTCF 
is always located at the boundaries of promoter regions 
(Barski et al., 2007; lrizarry et al., 2009; Su et al., 2009), 
and that its intergenic and/or intragenic distribution may 
also direct an optimal topology of each chromatin domain 
inside the cell nucleus. Therefore, it is attractive to consider 
CTCF as having a key role in tumor suppressor gene 
regulation, through mechanisms of action that probably 
occur at multiple levels. 

Materials and methods 

Cel/ culture 
All the cell lines were grown in Dulbecco's modified Eagle's 
medium and RPMI-1640 media containing 10% fetal bovine 
serum and 1 % penicillinjstreptomycin (Invitrogen, Carlsbad, 
CA, USA). The primary cell culture of fibroblasts was 
obtained from human neonatal foreskin tissue, and these cells 
were kindly provided by Luis Alonso Herrera (Instituto 
Nacional de Cancerología, México, D.F., México), and they 
were grown in Dulbecco's modified Eagle's medium containing 
15% fetal bovine serum, 1 % non-essential amino acids and 
1 % penicillinjstreptomycin (Invitrogen). 

RT-PCR 
For RT-PCR analysis, total cellular RNA was isolated with 
Trizol reagent (Invitrogen). First-strand complementary DNA 
was synthesized using l11g of RNA per reaction with AMV 
reverse transcriptase and Oligo-dT (Promega, Madison, WI, 
USA). The primers used for RT-PCR reactions were: 
For p53: P53RTF2: 5'-GGAAGACTCCAGTGGTAATC-3' 
and P53RTR2: 5'-TTCAGGTGGCTGGAGTGAG-3'. 
For human glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 
(GAPDH): GAPDHgF: 5'-GGAGTCCACTGGCGTCTTC-
3' and GAPDHgR: 5'-GGTTCACACCCATGACGAAC-3'. 
Rb R T -PCR was performed as described (De La Rosa
Velázquez et al., 2007). The GAPDH sequence was used as a 
normalizing control together with the p53 primers in a 
radio active [cx-32P]dCTP duplex PCR. The products were 
separated on a 5% polyacrylamide gel electrophoresis and 
analyzed using Image Quant 5.2 Software. The p53 expression 
levels were evaluated by six independent experiments. 

Western blotting 
Cells were harvested with lysis buffer containing 20 mM 
HEPES pH 7.9, 400 mM potassium chloride, 20% glycerol, 
2 mM dithiothreitol and protease inhibitors, and freeze-thawed 
twice, and proteins were quantified using the Bradford 
assay (Bio-Rad, Philadelphia, PA, USA). After separation 
using sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electropho
resis, the resolved proteins were transferred to a polyvinylidene 
fluoride membrane (Millipore, Milford, MA, USA). Mem
branes were blocked with 5% non-fat milk for 2 h and then 
incubated with the appropriate antibody overnight at 4 oC with 
anti-p53 (sc-6243) and anti-CTCF (sc-5916) (Santa Cruz 
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). After washing, the 
blots were incubated for 1 h with an appropriate horseradish 
peroxidase-conjugated secondary antibody (Santa Cruz 
Biotechnology), and washed and then detected with a 
chemiluminescence substrate according to the manufacturer's 
instructions (Pierce, Rockford, IL, USA). 
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ChIP assay 
The ChIP assay was performed as previously reported (Valadez
Graham el al., 2004) with 411g of antibodies against acH3, acH4 
and H3K4me2 antibodies from Upstate (Billerica, MA, USA) 
and H3K9me3, H3K27me3 and H4K20me3 antibodies kindly 
provided by Thomas Jenuwein (Max-Planck Institute of 
Immunobiology, Freiburg, Germany). Immunoprecipitated 
DNA was analyzed by PCR using primers specific for the 
human p53 gene promoter. For the semi-quantitative ChIP 
assay, duplex-PCR was performed as described (Sawado et al., 
2001). Primer sequences used for ChIP assays are available by 
request. For the duplex PCR we used for normalization [3-actin 
for the close histone marks and MyoD for open histone marks 
(Sawado et al., 2001). For each antibody, at least three 
independent ChIP experiments were performed. 

Restriction enzyme accessibility assay 
F or restriction endonuclease in situ nuclear digestion we 
followed the protocol established previously (Escamilla-Del
Arenal and Recillas-Targa, 2008). Data were analyzed using 
Southern blotting with EcoRI genomic restriction enzyme 
digestion. Two complementary probes were used (probes 1 and 2). 

Electrophoretic mobility shift assay 
The electrophoretic mobility shift assay and nuclear extract 
preparation were performed as previously described (Schreiber 
et al., 1989; Valadez-Graham et al., 2004). Competitions were 
carried out with 200 pmol of gel-purified unlabeled oligonu
cleotides. The probes used (showing only the top strand) were 
P53CTCF F: 5'-CCTACGCTCCCCCTACCGAGTCCCGC 
GGTAATTCTTAAAGCACCTGCACCGCCCCCCCGCCG 
CCTGCAGAGGGCG-3'. FU (CTCF-binding site of the chick
en p-globin cHS4 insulator), Rb-CTCF motif and Sp1 primers 
were used as competitors (De La Rosa-Velázquez et al., 2007). 

DNA methylation analysis 
Bisulfite analysis was performed as previously described (Clark 
et al., 2006); the sequences of the primers used for amplifica
tion of the bisulfite-treated promoter are shown in the 
Supplementary Table 1. A second round of ~CR amplification 
was performedusing nested sets ofprimers (Kang et al., 2001). 
The DNA from the second PCR was gel purified, and 
amplification products were c10ned in pGEM-T Easy vector 
(Promega) for sequencing using the T7 primer. A DNA 
fragment including 16 CpG dinucleotides of the p53 core 
promoter and neighboring genomic sequences (sites 1-7) were 
amplified and sequenced in T98G cells· and different cell lines 
(for sites 3 and 4). As controls, DNA from normal human 
lymphocytes was methylated in vitro by SssI methyltransferase, 
and used as a positive methylated DNA from an Alu repeat 
and the promoter region ofthe FZD9 gene (see Supplementary 
Table 1). Bisulfite genomic-sequencing primers were designed 
using Methyl Primer Express Software (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA). 

Stable transfection of smal/ hairpin RNA against CTCF 
in HeLa cel/s 
HeLa cells' were stably transfected using LipofectAMINE 2000 
(Invitrogen) with an small hairpin RNA expression vector 
targeting CTCF (pCT1) kindly provided by Ko Ishihara 
(Institute of Molecular Embryology and Genetics, Kumamoto 
University, Japan) (Ishihara et al., 2006). He La cells were 
selected for 3 weeks in the presence of puromycin (lllgjml). 

9 

Oncogene 



o 

Epigenetic regulation of the p53 tumor suppressor gene 
E Soto-Reyes and F Recillas-Targa 

Immunofluorescence assays 
The cell lines grown on glass coverslips were fixed for 10 min in 
1 % formaldehyde in phosphate-buffered saline. Cells were 
permeabilized with 0.1 % Triton X-lOO for 5 min, and succes
sively incubated with 100 mM of glycine. They were then 
incubated with the appropriate primary and secondary anti
bodies for 1 h at room temperature. They were next mounted 
with Ultracruz for fluorescence with 4,6-diamidino-2-phenyl
indole to visualize the nucleus (Santa Cruz Biotechnology, sc-
24941). Primary antibodies used were: anti-CTCF rabbit 
polyclonal (Valadez-Graham el al., 2004), anti-p53 goat poly
clonal, anti-Rb rabbit polyclonal (Santa Cruz Biotechnology) 
and the histone acH3 (Upstate), H3K9me3, H3K27me3 and 
H4K20me3 antibodies. Primary antibodies bound to antigens 
were revealed using fluorescein isothiocyanate, or Texas red 
secondary antibodies. The slides were analyzed using epifluor
escence and optical sectioning in an Apotome microscope (Carl 
Zeiss, Thornwood, NY, USA) and using a laser scanning 
microscope (Qlympus, Center Valley, PA, USA). 
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Recent reports have indicated the participation of tight junction (TJ) proteins in the regulation of gene expression and cell 
proliferation. Here, we have studied the role of zona occludens (ZO)-2, a TJ peripheral protein, in the regulation of cyclin 
DI transcription. We found that ZO-2 down-regulates cyclin DI transcription in a dose-dependent manner. To understand 
how ZO-2 represses cyclin DI promoter activity, we used deletion analyses and found that ZO-2 negatively regulates 
cyclin DI transcription via an E box and that it diminishes ceH proliferation. Because ZO-2 does not associate directly with 
DNA, electrophoretic mobility shift assay and chromatin immunoprecipitation (ChIP) assay were used to identify the 
transcription factors mediating the ZO-2-repressive effect. c-Myc was found to bind the E box present in the cyclin DI 
promoter, and the overexpression of c-Myc augmented the inhibition generated by ZO-2 transfection. The presence of 
ZO-2 and c-Myc in the same complex was further demonstrated by immunoprecipitation. ChIP and reporter gene assays 
using histone deacetylases (HDACs) inhibitors demonstrated that HDACs are necessary for ZO-2 repression and that 
HDACI is recruited to the E box. We conclude that ZO-2 down-regulates cyclin DI transcription by interacting with the 
c-MyclE box element and by recruiting HDACI. 

INTRODUCTION 

Zona occludens (ZO)-2 is a peripheral tight junction (TJ) 
protein that belongs to the membrane associated guanylate 
kinases (MAGUK) protein family. ZO-2, and the other epi
thelial cell ZO proteins named ZO-1 and ZO-3, possess the 
basic MAGUK core of Src homology (SH)3 and GuK do
mains, and they harbor three postsynaptic density 95/ disc
large/zona occludens (PDZ) repeats. These proteins addi
tionally present a carboxy-terminal region, which in the 
case of ZO-1 and ZO-2 contains a proline-rich module 
(Gonzalez-Mariscal et al., 2000). The subcellular localization 
of ZO-2 is strongly sensitive to the state of cell-cell contacts 
displayed by the monolayer. Thus, in confluent monolayers 
ZO-2 is concentrated at the TI, whereas in sparse cultures it 
is enriched at the nucleus and cell-cell contacts. Shuttling 
between the nucleus and the plasma membrane is possible 
due to the presence of several functional nuclear localization 
and exportation signals in the sequence of the protein (Jara
millo et al., 2004; Gonzalez-Mariscal et al., 2006). 

ZO-2 associates with the nuclear matrix (Jaramillo et al., 
2004), and it displays a speckled nuclear distribution that 
partially colocalizes with that of the pre-mRNA splicing 
protein SC-35 (Islas et al., 2002). ZO-2 interacts with scaffold 
attachment factor B, a chromatin component involved in the 
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assembly of transcriptosome complexes (Traweger et al., 
2002), and with the transcription factors Jun, Fos, and 
CCAAT/enhancer-binding protein (C/EBP). ZO-2 has fur
ther been shown to inhibit the transcription of a reporter 
gene with a promoter under the control of activator protein 
(AP)-1 sites (Betanzos et al., 2004). 

The canonical role of TJs is to act as a gate that regulates 
the passage of ions and molecules through the paracellular 
pathway and to function as a fence that maintains the po
larized distribution of lipids and proteins in the plasma 
membrane. However, in recent years, the role of TJs as 
regulators of cell proliferation and differentiation has started 
to emerge. For example, ZO-1, another MAGUK protein of 
the TJ, has been found to associate through its SH3 domain 
to ZONAB, a Y -box transcription factor that stimulates cell 
proliferation (Balda and Matter, 2000; Balda et al., 2003; 
Sourisseau et al., 2006). 

Several studies suggest that ZO-2 functions as a tumor 
suppressor in epithelial cells. First, ZO proteins are homol
ogous to the product of the lethal disc large-1 tumor sup
pressor gene of Drosophila (Willott et al., 1993). Second, ZO-2 
expression is down-regulated in breast and pancreas human 
carcinomas (Chlenski et al., 1999,2000), and third, the over
expression of ZO-2 suppresses transfonnation by the onco
genic determinants E4 from adenovirus type 9, Ras V12, and 
the polyomavirus middle T protein (Glaunsinger et al., 2001). 

In this study, we have further pursued the participation of 
ZO-2 in gene transcription, and due to the emerging role of 
TJ proteins in cell proliferation, we have analyzed the impact 
of ZO-2 on the transcription of cyclin DI. Cyclin D assem
bIes with CDK4/6 in early Gl. Accumulation of this com
plex leads to the activation of the kinases that phosphorylate 
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and inactivate the tumor suppressor retinoblastoma, a nec
essary step for cell cycle progression through G1-to-S phases 
(Harboll and Dean, 2000). The expression levels of cyclin 
D1 have been shown to be rate limiting in cellular prolifer
ation induced by a variety of stimuli (Ohtsubo and Roberts, 
1993; Quelle et al., 1993; Albanese et al., 1995; Watanabe et aL, 
1996), and an increased expression of cyclin DI has been 
observed in several tumors (Wang et al., 1994; Arber et al., 
1996; Zhang et aL, 1997; Albanese et al., 1999). 

Here, we have analyzed cyclin DI promoter activity under 
the influence of ZO-2. We observed that ZO-2 represses 
cyclin DI transcription in a manner that is dependent on a 
region localized between nucleotides -694 to -550 in the 
promoter, which harbors a typical E box. c-Myc and HDACl 
bind to this E box and in a complex with ZO-2 inhibit cyclin 
DI transcription, resulting in a diminished cell proliferation 
rate. Together, these data support the idea of ZO-2 as a 
participant in the transcriptional control of cyclin DI, a key 
cell cycle regulator. 

MATERIAL S AND METHODS 

Cell Culture 
Epithelial Madin Darby canine kidney (MDCK) cultures (MDCK, CCL34) 
were obtained from the American Type Culture Collection (Manassas, VA). 
Cells between the 60th and 90th passage were grown at 37°C, 5% CO2 
atmosphere with DMEM (Sigma-Aldrich, Sto Louis, MO) containing 10%. fetal 
bovine senun, 50 J.Lg/rnl gentamicin, and 100 IU/ml penicillin. CelIs were 
harvested with trypsin-EDTA (Invitrogen, Carlsbad, CA) and plated on mul
tiwell plates for further assays, seeding 2.5 x 104 celIs/ cm2• 

Plasmids 
Full-length ZO-2 introduced into the cytomegalovirus (CMV) expression 
plasmid pGWl (pGWI-HA-ZO-2) was kindly provided by Dr. Ronald Javier 
(Baylor ColIege oI Medicine, Houston, TX). pCB6-Z0-1myc was kindly pro
vided by Dr. Maria Susana Balda (Institute of Ophthalmology, University 
ColIege of London, London, United Kingdom). pHMyc3E plasmid contains 
the hlunan c-Myc cDNA, exons 1-3 (Jones and Cale, 1987), modified in an 
LTR/pBR.'122 plasmid (denoted only as pBR322), and it was a kind gift of Dr. 
Patricio Gariglio (Cinvestav, Mexico). The luciferase reporter gene under the 
control of the human cyclin DI promoter (Herber et al., 1994) (pXP2-CD1) and 
its mutated versions at 12~O-tetradecanoylphorbol13-acetate (TPA)-response 
element (TRE/ AP-1) (pXP2-CDlmTRE) and CRE sites (pXP2-CDlmCRE), 
and the pRSV-f3-Gal plasmid with a Rous sar<;oma virus promoter and 
f3-galactosidase reporter (Thierry et al., 1992), were kind gifts of Dr. Frffi1coise 
Thierry (Institute Pasteur, Paris, France). pXP2-CDl was also used to generate 
three deletion constructs that eliminate the E2F site by using the following 
pairs of restriction enzymes: BstxI and BlpI (p-694ilCycD1), MscI and PrnlI 
(p-550ilCycD1), and BstxI ffi1d DsaI (p-492ilCycD1) (see map in Figure 4B). 
For pSoxCAT construction, the double-sh'anded SoxlO oligonucleotide from 
Myelin Basic Protein Gene Promoter (Wei et al., 2004) was cloned upstream of 
the simian virus 40 promoter (pCAT-promoter vector; Promega, Madison, 
WI). AH plasmids were purified using the QIAGEN plasmid purification kit 
(QIAGEN, Valencia, CA), verified by restriction and complete automated 
sequence analyses. 

Transient Transfections and Reporter Assays 
Transient transfections were performed in sparse MDCK cultures by using 
Lipofectamine Plus (Invitrogen) or Lipofectamine 2000 (Invitrogen) protocol, 
lmder the manufacturer's conditions. Amounts used of each reporter plasmid 
and expression vector are indicated in each figure. Cells were incubated with 
the mixture for 3 h. After that, cells were incubated for a further 48 h with 
fresh medium to allow recovery. They were subsequently hanrested and 
processed for reporter measurement. Luciferase assays were performed with 
the Luciferase assay system (Promega). Briefly, protein lysates were obtained 
as follows. Cells were harvested in cold phosphate-buffered saline (PBS) and 
lysed with two freeze-thawing cycles and resuspended in 100 J.Ll of reporter 
lysis buffer. Egual amounts of protein lysates (-70 J.Lg) were incubated with 
lucifer ase assay reagent. Light detection was performed in a FluoroSkan 
Ascent FL 374 (Thermo Electron, Waltham, MA). For chloramphenicol acetyl
transferase (CAT) assays, normalized protein lysates (in lysis buffer, up to 
=80 J.Lg) were incubated with 0.25 J.LCi of [14C]chloramphenicol (50 mCi/ 
mmol; GE Healthcare, Chalfont Sto Giles, United Kingdom) and 0.8 mmo1/l 
acetyl-CoA (Sigma-Aldrich) at 37°C. Acetylated forms were separated by thin 
layer chromatography and quantified using a Typhoon optical scanner (GE 
Healthcare). CAT activities were expressed as the acetylated fraction cor-
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rected for tl1e activity recorded from empty-vector-transfected control. For 
f3-galactosidase assays, normalized amounts of protein lysates were used to 
determine {3-galactosidase activity by using 200 J.LI of O-nitrophenyl {3-D
galactopyrffiloside solution (4 mg/ mI; Sigma-Aldrich) as substrate in 500 J.Llof 
Z-buffer (50 mM Na2HP04, 40 mM NaH2P04, 10 mM KCl, and 1 mM MgC12' 
pH 7.0). After incubation for 16 h at 37c C, the reaction was stopped by adding 
200 J.Ll of 1 M Na2C03 , and the absorbance of the reaction product was read 
at 410 nm using an enzyme-linked inununosorbent assay (ELISA) plate reader 
(Opsys MR; Dynex Teclmologies, Chffi1tilly, VA). 

For chromatin immunoprecipitation (ChlP) assays, MDCK cells were elec
troporated with pGW1-derived plasmids. For this purpose, cells were har
vested and washed in PBS by low-speed centrifugation. Cells (1 X 107) were 
suspended in 400 J.Ll of basal DMEM medium containing 20 J.Lg of pGW1-
HA-ZO-2 plasmid. Electroporation was carried out at room temperature 
using single voltage pulse (250 mV; 960 J.LF) with a Gene-Pulser electroporator 
(Bio-Rad, Hercules, CA). Cells were then plated into 15-cm cell culture dishes. 
Two days later, cells were collected for the ChIP assay. 

Cell Proliferation Assays 
DNA synthesis was assessed using [3H]thyrnidine; cells were seeded in 
six-well pi ates, transfected with indicated vectors, and incubaled for 12-96 h 
with 1 J.LCi/ml [3H]thymidine. The incorporation was stopped with cold PBS, 
precipitation with 5% trichloroacetic acid, and ceH lysis Witll 0.4 M NaOH. 
After 1 h of gentle agitation at room temperature, 15 ¡Ll of each sample were 
taken for protein quantification, and the rest was solubilized in 25 J.Ll of 10% 
acetic acid and 2 Inl of scintillation liquido Samples were counted in a 
beta-scintillation counter (LS6000SC, Beckman Coulter, Fullerton, CA). 

For 3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (Sigma
Aldrich) MTT reduction assay·(Mosmann, 1983), cells were seeded on 12-welI 
plates in 500 ¡.Ll of culture media and incubated at 37"C in 5% CO2. They were 
analyzed in quadruplicates at 48 h. Then, 40 J.Ll of MTT labeling mixture was 
added to each well, and the samples were incubated 4 h at 37°C in 5% CO2. 
An isopropanol:HCl solution was added to lyse the cells and to solubilize the 
colored crystals. The optical density of the samples was detennined at 630 nm 
using an ELISA plate reader Opsys MR (Dynex Technologies). 

Wound Healing Assay 
For wound healing assays, MDCK cells (4 X 104/cm2) were seeded in eight
well glass slide chambers (Nalge Nunc lntemational, Rochester, NY). After 
3 h, cells were transfected with the pGWl or pGW1-HA-ZO-2 plasmids (5 
J.Lg/individual chamber), or they were transfected with small interfering 
RNAs (siRNAs) (negative control [NC] or siRNA ZO-2; 10 nM). Then, cells 
were incubated for 48 h to reach confluence. Wounds were introduced to the 
MDCK-transfected confluent monolayers with a yenow pipette tip to create a 
cleared lineo Monolayers were washed twke with PBS to remove detached 
celIs, and tl1ey were incubated with complete media. The wound closure 
process was photographed, focusing always in the same regíon every 3 h after 
wounding (12 h total) and by using an Olympus IX250 microscope (Olympus( 
Melville, NY). The number of pixels in the denuded area for atleast four 
independent chambers was calculated using the Adobe Photoshop software 
(Adobe Systems, San Jose, CA). 

ChIP Assays 
Sparse MDCK cells were transiently transfected with 20 J.Lg of pGWI-HA
ZO-2. Forty-eight hours posttransfection, cells were treated with 1% formal
dehyde for 20 min to cross-link protein-DNA and protein-protein complexes. 
Chromatin was broken by sonication. The chromatin fragments were immu
noprecipitated with 4 ¡.Lg of the following antibodies: ZO-2 (catalog no. 
71-1400; Zymed Laboratories, South San Francisco, CA), hemagglutinin (HA) 
(catalog no. 7500; Zymed Laboratories), H3Ac (catalog no. 07-353; Upstate 
Biotechnology), H3 (catalog no. 06-755; Upstate Biotechnology, Lake Placid, 
NY), HDAC1 (catalog no. sc-7872; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA) 
and c-Myc (catalog no. sc-788l Santa Cruz Biotechnology). Preinunune serum 
and no antibody were used as negative controls. Immunoprecipitates were 
washed with several buffers and treated with RNase for 1 h, incubated 
overnight at 65°C to remo ve cross-linking, and then treated with proteinase K 
for 2 h. DNA was purified by pheno1/ chloroform extraction and ethanol 
precipitation. DNA samples were ffi1alyzed by radioactive polymerase chain 
reactions (PCRs) by using the following pairs of primers: 1) a pair that 
amplified the E box region present in the cyclin DI promoter (ChIPEboxD1S 
5'-CGAGCGCATGCTAGGCTGAA-3' and ChIPEboxDlAS 5'-CTCCGCGTC
CACATCTTTCA-3'); 2) a second set of primers that amplified the TRE site 
present in the cyclin DI promoter (ChIPAP-IDlS 5'-AACAAAACCAATTA
AAAAGCTT-3' and ChIPAP-ID1AS 5 '-ATTTCCTTCATCCTGTCCTC-3'); 
and 3) a third pair oí oligonucleotides that amplified part of the first exon of 
cyclin DI gene and which were used as a negative control (dogD1S 5'-CTGGC
CATGAACTACCTGGA-3' and CNS 5 '-CCAGCAGTTCGTCGGGCCG-3'). PCR 
reactions were performed at armealing temperature of 59°C for 30 cycles. The 
products were analyzed in 5% polyacrylamide gels and "isualized in a Typhoon 
optical scanner (GE Healthcare) or exposed to an autoradiographic film. 
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Translection 01 siRNA 
1'0 obtain an effective and highly specific knockdown of ZO-2, we used a 
Stealth RNA interference (Invitrogen) that wa<; previously shown by us to 
effectively silence ZO-2 expression (Hernandez et al., 2007). The target se
quence for dog ZO-2 siRNA was 5'-CCGACUAUGAUUAUCAUUCCU
CAAA-3'. 

ZO-2 siRNA (10 nM) was transfected into MDCK cells by using Lipo
fecta:mine 2000. For reporter assays, the siRNA transfection was performed 
24 h before the transfection of the pXP2-CDl promoter, and the cells were 
harvested 48 h after the second transfection. For reverse transcription (RT)
PCR, immtmodetection and wound healing assays, the transfection was re
alized as described aboye, and cultures were harvested 72 h after transfection 
(Hernandez et al., 2007). RNA extraction and R1'-PCR were performed as 
described below. 

Electrophoretic Mobility Shift Assays 
Nuclear extracts were prepared as described previously (Lopez-Bayghen et 
al., 1996). All buffers contained a protease inhibitors cocktail to prevent 
nuclear factor proteolysis. Protein concentration was measured by the Brad
ford method (Bradford, 1976). Nuclear exh'acts (-10 ¡Lg) fram sparse MOCK 
cultures were incubated on ice with 500 ng of poly[dI-dCl as nOl"l<;pecific 
competitor (GE Healthcare) and 2 ng of the following 32P-end-labeled double
sh'anded oligonucleotides: E box/E2F, 5'-CTAGCAATTTACACGTGTTA
ATGA-3' and c-Myc, 5'-CTAGGAAGCAGACCACGTGGTCTGCTTCC-3'. 

The reaction mixtures were incubated for 20 min on ice, electraphoresed in 
7.8% polyacrylamide gels by using a low ionic strength O.5X Tris borate
EDTA buffer. The gels were then dried and exposed to an autoradiographic 
film. For competitive analysis, the reactions mixtures were incubated before 
the addition of labeled DNA, with 100 ng of the following tmlabeled compet
itor oligonucleotides: mMyc, 5 '-GGAAGCAGACCACGGAGTCTGCTTCC-3'; 
E2F, 5'-CTAGATTTAAGTTTCGCGCCCTTTCTCAA-3'; mE2F, 5'-ATTTA
AGTTTCGATCCCTTTCTCAA-3'; and AP-1, 5'-CTAGTTCCGGCTGAGTC
ATCAAGC-3'. 

RT-PCR 
Total RNA was isolated from MDCK cells trartSiently transfected with differ
ent arnounts of pGW1-HA-ZO-2 or the empty vector (pGWl). Total RNA was 
extracted fram cells using the TRIzol method (Invitrogen). One microgram of 
total RNA was used in each analysis. RT-PCR reactions were performed using 
the Enhanced Avian HS RT-PCR kit (Sigma-Aldrich). The reverse-transcrip
tion step was perfomled at 42°C for 50 mino Amplification conditions for both 
cyclin DI and glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDI-I) were as 
follows: after an il1itial 94°C incubation cycle for 3 min, reactions were 
amplified for 35 cycles at 94°C for 1 min, 55°C for 2min, and 72°C for 3 mino 
The reactians were then incubated at 72°C far 10 mino PCR amplification 
products were separated on a 1% agarose gel and visualized by ethidium 
bromide staining. Primers used to amplify the cyclin DI gene were the 
following: dogDlS, 5'-CTGGCCATGAACTACCTGGA-3' and dogDlAS, 5'
GGAAGTGCTCGATGAAGTCG-3'. As conh'ol, we used the following spe
cific prirners to the GAPDH gene (Hsu et al., 1993): primer 1, 5'-CATCTCT
GCCCCCTCTGCTGA-3' and primer 2, 5'-GGATGACCTTGCCCACAGCCT-3'. 

Data were quantified by scanning the bands and the optical den sities of 
cyclin DI were 110rmalized to the GAPDH signal. Data shown are represen
tative of at least three independent experiments. 

Protein Blotting 
Total extracts from MDCK cells that overexpress ZO-2 or c-Myc, and nuclear 
exh'acts from sparse MDCK monolayers (initial seeding 2.5 X 104 cellsl cm2) 

were separated by SDS-polyacrylamide gel electrophoresis and transferred 
into polyvinylidene difluoride membranes (GE Healthcare). Proteins were 
identified ,·"ith polyclonal antibodies against ZO-2 (Zymed Laboratories; 
dilution 1:1000), cyclin DI (catalog no. sc-717; Santa Cruz Biotechnology; 
dilution 1:1000), c-Myc (Santa Cruz Biotechnology; dilution 1:1000), HDACl 
(Santa Cruz Biotechnology; dilution 1:1000), and anti-actin (a kind gift of Dr. 
José Manuel Hernández, Cinvestav, Mexico; dilution 1:50). Peroxidase-conju
gated goat immtmoglobulin (Ig)G against rabbit IgG or against mouse IgG 
(catalog no. 62-6120 and 62-6520, respectively, Zymed Laboratories; dilution 
1:3000) were used-as secondary antibodies, followed by a chemiluminescence 
detection system ECL + Plus (GE I-Iealthcare). 

Treatments lor HDAC Inhibition 
For evaluating HDAC activity, cells transfected with pXP2-CDl and pGW1-
20-2 were treated with the I-IDAC inhibitors trichostatin A (TSA; 2 nM) and 
sodium butyrate (NaB; 5 mM) for 12 h before harvesting. 

Immunoprecipitation 
Nuclear extracts from MDCK cells that overexpressed ZO-2 were homoge
nized in radioimmunoprecipitation assay (RIP A) buffer. The cell debris of 
both preparations was removed by centrifugation at 13,000 rpm for 5 mino 
Then, 500 ¡Lg of protein was used for each immunoprecipitation, with 1 ¡.tg of 
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Figure 1. Schematic representation of fue human cyclin DI pro
moter. The pXP2-CDl reporter vector contains the cyclin DI regu
latory regionhere shown. TRE(AP-l), TRE, -924 to -938 (Herber et 
al., 1994); dE2F, distal E2F, -730 to -737 (Herber et al., 1994); Ebox, 
bHLH, and Zn finger transcription factors binding site, -547 to 
-553 (Herber et al., 1994); ZONAB, ZONAB binding site and in
verted CCAAT box, -527 to -532 (Sourisseau et al., 2006); Oct, Oct 
binding site, -646 to -652 (Cicatiello et al., 2004); pE2F, proximal 
E2F, -133 to -143 (Watanabe et al., 1998); Tcf/Lef, Tcf/Lefbinding 
site, -67 to -77 (Shtutman et al., 1999); CRE, -46 to -53, (Herber et 
al., 1994); and Start, site of transcription initiation, -11 +1 (Herber et 
al., 1994). Broken arrow stands for the transcription start point. 

the antibody against 20-2 (catalog no. 37-4700, 2ymed Laboratories). The ceH 
lysates were preabsorbed with protein A coupled to agarose for 25 min at 4°C. 
Agarose-coupled antibodies were incubated overnight at 4°C with protein 
samples. Agarose beads were washed three times with RIP A buffer. The 
immunoprecipitates were analyzed by immunoblotting as described aboye. 

RESULTS 

ZO-2 Down-regulates Cyclin DI Transcription and 
Protein Levels 
To investigate whether 20-2 could modulate the transcrip
tion of the cyclin D1 gene, we performed reporter gene 
assays. For thls purpose, MDCK cells were transfected with 
the pXP2-COl construct containing the human cyclin 01 
regulatory region (Figure 1) driving the transcription oE a 
luciferase reporter gene and transfected with increasing 
amounts of a vector expressing canine 20-2 protein (pGWl
HA-20-2). Figure 2A illustrates how 20-2 negatively affects 
the transcriptional activity of cyclin DI promoter. 20-2 
specificity was tested in two ways: 1) by cotransfecting along 
with the pXP2-CD1 and 20-2 plasmids a different promoter/ 
reporter construct, pRSV -f3-Gal or pSoxCAT (Figure 2B 
shows no significant changes in CA T or f3-galactosidase 
reporter activity) and 2) by overexpressing 20-1, a related 
member of the MAGUK family, and a member that shares 
with 20-2 several structural characteristics (Gonzalez
Mariscal et al., 2000; Gonzalez-Mariscal et al., 2003) (20-1 
overexpression did not alter promoter activity; Figure 2B). 

Togain additional evidence of the occurrence of this phe
nomenon, we performed the same experiment with cells 
where endogenous 20-2 had been silenced with siRNA. The 
20-2 siRNA decreased 20-2 protein expression in MOCK 
cells by 65%, and this effect was apparent within 24 h and 
persisted for 1 week [(data not shown) (Hemandez et al., 
2007)]. Figure 2C shows how 20-2-silenced cells allowed 
the cyclin DI promoter to drive a hlgher transcription of the 
luciferase reporter gene than those transfected with an NC 
siRNA, which was not homologous to anything in the 'ver
tebrate transcriptosome. 

Concomitantly, we tested by semiquantitative RT-PCR the 
endogenous levels of cyclin 01 messenger to confirm that 
20-2 regulates cyc1in DI transcription. Figure 2D shows the 
clear reduction of cyclin DI messenger when 20-2 was 
overexpressed, whereas Figure 2E reveals how in 20-2 
knockdown cultures, there was an increase in cyc1in 01 
mRNA. In MDCK cells, the overexpression of 20-2 protein 
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Figure 2. ZO-2 down-regulates cyclin DI A 
transcription. (A) Cyclin DI promoter activity 
was tested under conditions of high ZO-2 lev
els. MDCK cells were transientIy cotransfected 
with 1 ¡.Lg of pXP2-CD1 reporter plasrnid and ~ , 120 

f G O ~I-g- 100 the indicated amounts o p W1-HA-Z -2 u~ 
(ZO-2) expression vector or with the empty ~ ~ 80 
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(E). Semiquantitative RT-PCR assays were per-
formed to detect cyclin DI mRNA levels. Data were quantified by densitometry of amplified bands normalizing optical densities of cyclin 
DI to those from the GAPDH signal. Data shown are relative to control cells transfected only with the empty vector. (F) Cyclin Dlprotein 
levels in MDCK cells, transfected as indicated in D and E, were rnonitored by Western blotting. Total protein extracts from sparse MDCK 
cells, transiently transfected with full-length ZO-2 or the empty vector, were analyzed byilnmunodetection with specific antibodiesagainst 
ZO-2, cyclin DI, and actin 48 h after transfection. Numbers to the left indicate the molecular sizes in kilodaltons. Data are the mean values ± 
SE of at least three independent experiments; *p < 0.05, Student's t test. 

also induced a diminished level of cyclin DI protein, and 
opposite to this effect, siRNA of ZO-2 increased cyclin DI 
protein expression (Figure 2F). Together, these data indi
cated that ZO-2 exerts a negative regulation of cyclin DI 
transcription. 

We next wondered whether changes observed in cyclin 
DI reporter gene, mRNA and protein expression could have 
a physiological relevance on cell proliferation. To pursue 
this point, DNA synthesis by [3H]thymidine incorporation 
was deterrnined in cells transfected with pGWI-HA-ZO-2 or 
the empty vector (Figure 3). In cells overexpressing ZO-2, a 
diminished cell proliferation rate was observed. Differences 
in cell proliferation rate were significant fOl" those rates 
obtained between 24 and 96 h. 

Next, we tested whether the overexpression of ZO-2 as 
well as the silencing of ZO-2 would affect wound closure. 
For this purpose, sparse MDCK cells seeded on eight-well 
glass slide chambers were h-ansfected with pGWl-HA-ZO-2, 
the empty vector or the siRNAs for ZO-2, or the NC siRNAs 
unable to silence any mammalian RNA. Once these mono
layers reached confluence, a wound was made with a pipette 
tip, and photographs of the wounded area were taken peri
odically. Figure 3B illustrates how the culture transfected 
with ZO-2 exhibited by the 12th hour a delayed healing in 
comparison with those transfected with the empty vector or 
the siRNAs. Previously, it had been shown that ZO-2 silenc
ing exerted no effect in cell proliferation (Hemandez et al., 
2007); therefore, it is not surprising that ZO-2 silencing does 
not alter wound healing. 
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ZQ-2 Repression ls Mediated by a Putative E2F1E Box 
Located in the Distal Portion of the Cyclin DI Promoter 
Next, we proceeded to search for elements in the promoter 
region of cyclin DI that could mediate the effect induced by 
ZO-2. Multiple transcription factors have been shown to 
recognize and regulate cyclin DI gene activity (Coqueret, 
2002). However, we started our study with the AP-l binding 
sites TRE(AP-l) and cAMP response element (CRE), because 
AP-l is an important activator of cyclin DI transcription, 
and also because our previous studies had revealed the 
interaction of ZO-2 with Jtm and Fos (AP-l complex) and we 
had demonstrated inhibition of the transcriptional activity of 
an AP-l-dependent promoter upon ZO-2 overexpression 
(Betanzos et al., 2004). 

Constructs with point mutations in TRE(AP-l) and eRE 
sites, depicted on the left side of Figure 4A, were testedunder 
ZO-2 influence. As reported previously (Herber et al., 1994), the 
activity of these mutated constructs is lower than thatof the 
wild-type prolTIoter pXP2-CDl, indicating that indeed, activa
tor elements were removed. With both TRE(AP-l) and CRE 
mutant plasrnids, ZO-2 still had a negative effect over the 
reporter activity (Figure 4A). This result may be due to the 
fact that each mutant keeps one AP-l binding site intact or 
could arise if ZO-2 exerts its effect by interacting with other 
transcription factors that bind to sites in the promoter dif
ferent from TRE(AP-l) and CRE. 

Inside the region located between nucleotides (nt) -737/ 
-730 (distal) or between nt -143/ -133 (proximal), there are 
elements recognized by the transcription factors of the E2F 
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Figure 3. Overexpression of ZO-2 modifies ceH proliferation rates. 
(A) DNA synthesis was monitored by [3H]thymidine incorporation 
ínto MDCK cells transfected with the ZO-2 expression vector 
(pGWI-HA-ZO-2) or the empty vector (pGWl). [3H]Thymidine up
take was determined at various posttransfection time points. Data 
shown are mean ± SE values of at least three independent experi
ments performed in triplicate. Differences are significant beginning 
at 24 h. (B) Wound healing assays were performed on confluent 
MDCK monolayers previously transfected with 5 ¡..tg of HA-pGWl
ZO-2 or the empty vector pGWl or with 10 nM siRNA specific for 
ZO-2 or the NC. Wound closure was followed by taking rnicro
scopic images at different time points after monolayer damage was 
inflicted. In each case, denuded areas were evaluated, quantified, 
and compared with obtaín the percentage of wound healing (see 
graph). Data obtained at wound time O were set as control. *p < 
0.05, Student's t test. 

family (Fukami-Kobayashi and Mitsui, 1998; Watanabe et aL., 
1998; Cicatiello et al., 2004). Because ChIP assays (Cicatiello 
et al., 2004) have revealed that E2F factor s bind to DNA in a 
cell cycle progression-related manner, we next performed 
deletions of the E2F region, and we designed hmctional 
assays to test the particular relevance of these transcription 
factors in controlling the cyclin DI promoter activity lmder 
ZO-2 effect. 

In accordance with the results found in other cell lines 
(Watanabe et al., 1998), the deleted distal "E2F" region 
seemed to contain a silencer element for the cyclin D1 pro
motel' (Figure 4B). The generation of different constructs 
where the regíon surroundíng E2F was deleted allowed the 
detection of a fragment located between nt -694 and -550 
that is required for attaining the negative response triggered 
by ZO-2 (Figure 4B). In silico analysis of this region (Figure 
4C) revealed the presence of an E box element that was 
described previously but not tested (Herber et al., 1994; 
Peukert et al., 1997) and of a novel putative E2F binding site. 
These observations suggested that ZO-2 may need an intact 
E box/E2F element located between nt 553 and - 548 to 
exercise its negative effect over cyclin 01 transcription. 

ZO-2 Associates and Binds In Vivo to tite E BoxlE2F 
Element in tite Cyclin DI Promoter Region 
To study whether ZO-2 could associate in vivo to the 
TRE(AP-l) and E box/E2F elements, we performed ChIP 
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assays amplifying the regions indicated in Figure 5A in 
either sparse cultures, where ZO-2 is concentrated at the 
nuclei (Islas et al., 2002) (Figure 5B), or in cells overexpress
ing ZO-2 (Figure 5e). This assay included immunoprecipi
tations with anti-histone 3 and acetylated histone 3 antibod~ 
ies for positive controls, and immunoprecipitations with 
preimmune serum and without antibody as negative con
trols. We found that endogenous ZO-2 associates specifically 
to the E box element but not to the TRE(AP-l) region or the 
exon 1 segment of the cyclin D1 gene, which was chosen as 
a negative control. In a similar way, exogenous overex
pressed ZO-2 associated to the E box region, demonstrating 
that ZO-2 binds the canine E box sequence in cyclin DI 
promoter in vivo (Figure 5, B and C). 

These data support the idea of a physical interaction of 
ZO-2 with the chromatin region of the cyclin DI promoter. 
Because ZO-2 does not have any DNA binding domain 
inside its structure, we postulated that its negative transcrip
tional activity might be mediated through other proteins, 
such as transcription factors that directly recognize DNA 
elements. 

c-Myc Recognizes tite E boxlE2F Region in Cyclin Dl 
Promoter 
The presence of the above-mentioned E box in the promoter 
of cyclin DI was reported previously; yet, the importance of 
it as a ftmctional element for cyclin DI regulation had not 
been explored (Herber et al., 1994; Zhang et al., 2002). Tran
scription factors binding to E box elements include c-Myc, 
USF, and Snail (Blackwell et al., 1990; Nieto, 2002; Adhikary 
and Eilers, 2005; Corre and Galibert, 2005, 2006; De Craene et 
al., 2005). c-Myc forms heterodimers with Max, and both 
activate and repress large groups of mammalian genes by 
recruiting histone modifying and chromatin remodeling en
zymes (for review, see Adlúkary and Eilers, 2005); In fact, 
cyclin DI has been found to be regulated by c-Myc in both 
an activating and an inhibitory manner (Adhikary and 
Eilers, 2005; Kleine-Kohlbrecher et al., 2006). 

Here, we wondered whether c-Myc could bind to the E 
box region of the cyclin DI promoter and whether this factor 
could al10w ZO-2 docking. Thus, EMSAs were performed to 
identify the nature of the DNA-protein interactions occur
ring in this particular region. For this purpose, the associa
tion between an E box/E2F probe and nuclear proteins 
extracted from MDCK cells was tested, and the formation of 
two complexes (Cx1 and Cx2) was found (Figure 6A, left). 
The appearance of Cx2 was abolished by an excess of non
labeled E2F consensus oligonucleotide. In Figure 6A, mid
dIe, it is possible to appreciate that the formation of Cxl is 
dependent on c-Myc, because only the c-Myc consensus 
sequence can effectively compete for it, whereas a heterolo
gous probe, AP-l, or the mutant c-Myc didnot cause any 
effect. Figure 6A, right, shows a reverse competition assay 
that confirms binding of c-Myc to the E box/E2F region of 
cyclin DI promoter. 

To determine whether c-Myc localizes in vivo to this E box 
region present in the distal promoter of cyclin DI, we next 
performed ChIP assays. First, we demonstrated by Westem 
blot that the c-Myc antibody used recognizes endogenous 
c-Myc present in nuclear extracts derived from MOCK cells 
(Figure 6B, left). Then, using this antibody, we performed 
ChIP assays and we found that c-Myc associates in vivo to 
the E box region (Figure 6B, middle). To further confirm the 
in vivo interaction established between c-Myc and ZO-2, we 
immunoprecipitated ZO-2 from nu<;:lear extracts derived 
from MDCK cells, and we det~cted by Westem blot the 
presence of c-Myc in the immunoprecipitate (Figure 6C). 
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Figure 4. ZO-2 repression is meruated by a putative E2F lE box located in the cyclin DI promoter. (A) The effects of punctual mutations on 
cyclin DI promoter, depicted as X in the TRE(AP-1) (change TGAGTCA~CGGTACC) and CRE (change TAACGTCA~TAAAGCTT) sites, 
were monitored by reporter assays done under a control condition and under the influence of ZO-2 overexpression. MDCK cells were 
transfected with 1 ¡.tg of pXP2-CD1, the TRE(AP-1) and CRE mutant constructs or one of these constructs together with 2 ¡.tg of 
pGW1-HA-ZO-2. Relative luciferase activities are expressed as a percentage of the activity of the control (pXP2-CD1 alone). (B) Cyclin DI 
promoter constructs with diverse deletions over the E2F binding site were analyzed tmder a control condition and under the influence of 
ZO-2 overexpression. MDCK cells were transfected with 1 ¡.tg of pXP2-CDl 01' the E2F binding site deletions constructs alone 01' together with 
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ure 5. ZO-2 associates in vivo to an E box element in the cyclin 
promoter. (A) Schematic localization of specific primers used for 
R reactions in ChlP assays designed for the dog cyclin DI pro
ter. Amplification of exon 1 was used as a negative control. (B) 
lP assays performed in sparse MDCK cells reveal the association 
ZO-2 with an E box and not to the TRE(AP-l) element also 
sent in the cyclin DI promoter. The sizes of the amplified regions 
269 base pairs for the E box regíon, 200 base pairs for the 
~(AP-l) area, and 200 base pairs for exon 1. In this and' the 
owing ChlP assays, positive controls with H3Ac or H3 and 
;ative controls with preimmune serum (1'5) and no antibody 
,Ab) were included. Input DNA, bound, unbound and no DNA 
:tions were amplified with the same set of primers as additional 
lit y controls. (C) ChIP assay to detect recom:hinant ZO-2 were 
formed in cells that overexpress ZO-2 (pGW1-HA-ZO-2). Immu
trecipitates done with antibodies against ZO-2 and HA confinn 
interaction of native and transfected ZO-2 (HA-tagged ZO-2) 

1. the E box. Representative images of radioactive PCR products 
shown. At least two independent experiments were performed 
all ChlP assays. 

!se experiments thus demonstrated that c-Myc binds to 
E box region docking ZO-2 to the cyclin DI promoter. 

ryc Cooperates with ZO-2 in Down-regulating Cyclin 
Transcription 
d, we explored the effect of c-Myc on cyclin DI promoter 
vity by using functional assays in MDCK ceUs. First, we 
lsfected into MDCK cells a plasmid carrying human c
e and observed overexpression of this protein (Figure 
. Next, we performed cotransfection assays with the 
J2-CDl reporter and different amounts of the plasmid 
: overexpresses human c-Myc (Figure 7B). We found that 
:yc acts as a repressor for the cyclin DI promoter. When 
tested a deletion construct lacking the E box element, 

lre 4 (cont). 2 p.g of pGWI-HA-ZO-2. Relative luciferase activi
rre expressed as a percentage of the activity of pXP2-CDl/pGWl 
11 as the control. *p < 0.05, **p < 0.001, 5tudent's t test. At the left 
mutagenesis sites and deletions are indicated. (C) In silico analysis 

,e cyclin DI promoter sequence, located between -708 and -540, 
inns the presence of an E box and reveals a putative E2F binding 
Chosen restriction enzymes are indicated. 
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Figure 6. c-Myc recognizes the E box regíon in cyclin DI promoter. 
(A) Gel shift assays done with the indicated 32P-end-labeled oligo
nucleotide. Left, E box/E2F probe interaction with proteins present 
in the nuclear extract (NE) was competed (C stands for competitor 
added) with a nonlabeled E box/E2F oligonucleotide and E2F con
sensus or mutant oligonucleotides. Middle, E box/E2F labeled oJi
gonucleotide was competed with consensus c-Myc probe, the cor
responding mutant c-Myc or AP-l as a heterologous competitor. 
Right, consensus c-Myc was used as labeled probe for reverse compe
tition. Black arrowheads on the right indicate the position of fue spe
ciñc complexes (Cx). AH competition experiments were perfonned in 
the absence or presence of 100-fold excess of the indicated nonla
beled competitor and 10 ¡.;.,g of nuclear extracts obtained fram sparse 
MDCK cells. (B) Left, 60 p.g of nuclear extracts obtained from sparse 
MDCK and HeLa cells was subjected to Western blot using an 
antibody against c-Myc. A 67-kDa band was detected. Right, ChIP 
assay reveals the in vivo association of c-Myc with the E box present 
in the cyclin DI promoter. (C) c-Myc is present in ZO-2 immuno
precipita te. Input, 10% of immunoprecipitation starting material. 

c-Myc lost its inhibitory effect on the cyclin DI promoter. 
Having demonstrated that ZO-2 and c-Myc independently 
act as repressors for cyclin DI transcription, we next inves
tigated the effect of cotransfecting both proteins on cyclin DI 
promoter activity. 

Figure 7C illustrates how the overexpression of both ZO-2 
and c-Myc together exerted a synergic effect that enhanced 
the repressive effect on cyclin DI transcription. These data 
thus demonstrated that c-Myc cooperates with ZO-2 in 
down-regulating cyclin DI transcription. 

The results shown in Figure 7D indicated that full repres
sor activity is achieved when c-Myc is present in combina
tíon with ZO-2. A significant recovery in activity is observed 
when cells were treated with ZO-2 siRNA, decreasing ZO-2 
levels; overexpression of recombinant ZO-2 abolished the 
effect of previously transfected ZO-2 siRNA. 

To relate c-Myc/ZO-2 cooperative repressive action on 
cyclin DI with cell proliferation, MDCK cells were cotrans
fected with both c-Myc- and ZO-2-expressing plasmids, 
and cell proliferation rates were determined. [3H]Thymidine 
incorporation and MTT detection indicated that under this 
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Figure 7. c-Myc coopera tes with 20-2 in down-regulating the 
cyclin DI promoter. (A) Western blot done with c-Myc antibody 
reveals how c-Myc is overexpressed in MDCK cells transfected with 
the c-Myc-LTR/pBR322 or the empty vector LTR/pBR322 (indi
cated as pBR322). HeLa cell extract was included as a positive 
control. (B) c-Myc overexpression represses cyclin DI promoter 
activity in a dose-dependent manner and displays specificity for the 
E box element. This assay was done with sparse MDCK cells trans
fected with 1 J.Lg of the intact cyclin DI promoter construct (pXP2-
CDl) or with a plasrnid lacking E box/E2F element (-492¿lCycDl) 
and indicated amounts of c-Myc-LTR/pBR322 plasmid or the 
empty vector LTR/pBR322. (C) Simultaneous overexpression of 
c-Myc and 20-2 enhanced the repression of cyclin DI promoter 
activity. MDCK cells were cotransfected as indicated with different 
combinations of the following plasrnids: pXP2-CDl, 20-2, pBR322, 
and c-Myc. (D) Addition of 20-2 siRNA modifies c-Myc repression 
abilities. Over a constant c-Myc expression, 20-2 siRNA but not NC 
interferes with repression. Recombinant 20-2 expression abrogates 
the 20-2 siRNA effect. Relative luciferase activities are expressed as 
a percentage of the control activity (pXP2-CDl/pBH.322 or in com
bination with NC siRNA). Data are mean values ± SE of at least 
three independent experiments (*p < 0.05, **p < 0.001, Student's t 
test). 

condition, cell proliferation was inhlbited (Figure 8). Immu
nodetection of cyclin 01 indicated that coexpression of both 
repressors (c-Myc and 20-2) resulted in a diminished 
amount of the 36-kDa protein (Figure 8C). 

HDACl Cooperates with ZO-2/c-Myc in Repressing 
Cyclin DI Tral1scription 
Histone acetylation and deacetylation are major regula
tory transcription mechanisms that functíon by modulat
íng the accessibility of transcription factors to their cog
na te binding sites on DNA. Consequently, a common 
feature of mammalian transcriptionaJ repressors is the 
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Figure 8. Myc/20-2 down-regulates cell proliferation. Cell prolif
eration assessed by [3H]thyrnidine incorporation (A) and by MTT 
method (B) in MDCK cells transiently cotransfected (electroporated) 
Witll 40 J.Lg of combined vectors for 48 h as indicated in the figure. 
Results are expressed as a percentage of the empty vectorsvalue 
(control). Bioassays were performed with each value being deter
mined in triplicate. Mean values ± SE of at least three independent 
experiments are plotted. *p < 0.05, **p < 0.001, Student's t test. (C) 
Immunodetection of indicated proteins was performed as described 
in Figure 2 in the same cells electroporated as in A or B. 

promoter-specific recruitment of HDACs (Ng and Bird, 
2000; Free et al., 2001). 

Because our results have shown that 20-2 and c-Myc 
behave as repressors, we next explored whether HDAC 
proteins participated .in this process. For this purpose, 
MDCK cells were cotransfected with the cyclin DI pro
moter construct and the ZO-2 expression vector and then 
treated for 12 h with the HDAC inhibitors trichostatin A 
or sodium butyrate. Figure 9A shows how 20-2 repres
sion activity diminished in the presence of either one of 
the inhibitors. 

To determine whether HDAC was associated to the E box 
region of the cyclin 01 promoter, we performed a ChIP 
assay by using MDCK cells that overexpressed 20-2. Be
cause HDACl is expressed in MDCK cells (Peinado et al., 
2004), we used a specific antibody directed against it. Figure 
9B shows that HDACl is indeed recruited to the E box 
regíon when 20-2 is overexpressed in MDCK ceUs. To fur
ther confirm this in vivo interaction, we performed a.n im
munoprecipitation experiment that revealed HDACl was 
present in a 20-2 nuclear immunoprecipitate (Figure 9C). 
Together, these results highlight HDACl as a participant in 
the down-regulation of cyclin 01 transcription mediated by 
20-2 and c-Myc. A madel that recapitulates aur findings is 
presented in Figure 10. 
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Figure 9. HDACl are recruited and participate in the negative 
effect mediated by ZO-2 and c-Myc on cyclin Di tranc;cription. (A) 
Participation of HOACs in the repression mediated by ZO-2/ c-Myc. 
MDCK cells were transiently cotransfected with pXP2-CD1 reporter 
plasmid al1.d pGW1-HA-ZO-2 and treated with HDAC inhibitors 
TSA (2 nM) and NaB (5 mM) for 12 h before harvesting. Results are 
presented as the percentage of repression exerted by ZO-2 under 
each treatment related to nontreated cells. Mean values ± SE of at 
least three independent experiments (*p < 0.05, Student's t test). (B) 
ChlP assay reveals the interaction of HDAC1 with the E box present 
in the cyclin D1 promoter. (C) HDAC1 is present in ZO-2 immuno
precipitate derived from nuclear extracts of sparse MDCK cells. A 
60-kDa band was detected in the MDCK input and irnmunoprecipi
tatíon (IP) and in control HeLa censo Input, 10% of immunoprecipi
tation starting material. 

DISCUSSION 

The role of ZO-2 in the nueleus has started to be unraveled. 
Our work with reporter genes under the control of AP-I
regulated promoters revealed the participation of ZO-2 in 
the repression of gene transcription (Betanzos et al., 2004). 
Because TJs seem to be involved in the regulation of cell 
proliferation, we analyzed whether ZO-2 was able to affect 
the transcription of cyelin DI, a key regulator of the cell 
cyele. Our results indicated that ZO-2 in a complex with 
c-Myc and HDACI repressed the transcription of the cyclin 
DI gene. This repression seemed to be physiologically rele
vant, because cells overexpressing ZO-2 exhibited a dimin
ished cell proliferation rate as determined through [3H]thy
midine incorporation and wound healing assays. 

The rela tionship among TJ proteins, gene transcription, 
and cell proliferation was uncovered with the pioneering 
work of Balda and Matter. They revealed how ZO-l inhib
ited Gl/S phase transition by cytoplasmic sequestration of 
ZONAB, a transcription factor that forms a complex with 
CDK4 (Balda and Matter, 2000; Balda et al., 2003). Moreover, 
they showed that upon ZONAB overexpression cyelin DI 
gene expression became up-regulated, whereas the expres
sion of the SH3 domain of ZO-I, which inhibits ZONAB 
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Figure 10. ZO-2, c-Myc, and HDAC1 interact in the cyclin D1 E 
box promoter region blocking ceH proliferation. HAT, hístone acetyl 
transferase. 

function, induced only a small inhibition of the cyelin DI 
promoter (Sourisseau et al., 2006). The latter observation is in 
accordance with our present findings in MDCK cells that 
revealed that in contrast to ZO-2, ZO-1 transfection exerted 
no direct effect on the activity of the human cyelm DI 
promoter (Figure 2B). These results de.monstrated that each 
of these proteins exerted a particular function not shared by 
other ZO proteins. 

Because ZO proteins do not have the characteristic fea
tures in their sequence that allow binding to DNA, they 
might form complexes with other proteins, such as tran
scription factors, to regulate gene transcription. The' interac
tion between ZO-1 with ZONAB and ZO-2 with Jun, Fos, 
and C/EBP has confirmed this proposal and has allowed the 
exploration of regulatory regions of genes regulated by ZO 
protein expression. 

Our work initially explored TRE(AP-l) and CRE sites of 
the human cyelin DI promoter, located at positions -929 to 
-935 and -45 to -52, respectively. Because the mutation of 
just one of any of these sites generated a profound loss of 
promoter activity, it became extremely difficult to appreciate 
the impact ZO-2 overexpression had on them (Figure 4A). 
However, we further pursued this point in a ChIP assay 
done by immunoprecipitating ZO-2 and performing PCR 
amplification with primers for the TRE site. Because no 
amplification was obtained, we suspect that ZO-2 is not 
exerting its inhibitory effect on cyelin DI transcription 
through association to the TRE(AP-l) site (Figure 5B). With 
regard to the CRE site, it should be pointed out that the 
construct containing the deletion of the E box and that 
showed no repression upon ZO-2 overexpression still has an 
intact CRE site (Figure 4B). These results, therefore, sug
gested that this location is not involved in the inhibition of 
cyelin DI transcription triggered by ZO-2 overexpression. 

The deletion analysis performed around the E2F site high
lighted the importance of the E box in the transcriptional 
regulation of cyelin DI modulated by ZO-2 (Figure 4). Struc
turally different factors of the basic-helix loop-helix (bHLH) 
type, like c-Myc and USF, or the zinc finger protein family, 
like Snail, recognize the CAC(A/ G)TG sequence that char
acterizes E box elements (Blackwell et al., 1990; Cole and 
McMahon, 1999; Nieto, 2002; Corre and Galibert, 2005, 
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2006). We discarded the participation of Snail in the repres
sion of cyclin D1 mediated by ZO-2, because Snail protein 
levels are so low in MDCK cells that they escape detection 
with cornmercial antibodies (Comijn etal., 2001; Bolos et al., 
2003). However, to further address this issue, we performed 
ChlP assays in MDCK t:ells that overexpress Snail (gener
ously provided by professor Roberto Montesano, Depart
ment of Cell Physiology and Metabolism, University of Ge
neva Medical Center), and we did not observe interaction of 
Snail with the E box region of the cyclin D1 promoter (data 
not shown). The participation of USF and/or E2F transcrip
tion factors in cyclin D1 down-regulation by ZO-2 is a matter 
of current work in our laboratory, because at least in the case 
of E2F, the electrophoretic mobility shift assays showed 
effective competition of this factor for complex 2 (Figure 6A, 
left). 

With regards to c-Myc, we demonstrated its ability to bind 
to the E box element of the cyclin D1 promoter, to repress the 
promoter activity either alone or in a cooperative manner 
with ZO-2 (Figures 6 and 7), and to inhibit cell proliferation 
(Figure 8). Another tumor suppressor known to modulate 
the transcriptional activity regulated by c-Myc is, for exam
pIe, Bin1, which interacts with the N-terminal region of 
c-Myc and inhibits malignant cell proliferation (Elliott et al., 
1999). 

Besides cyclin D1 (Philipp et al., 1994), other genes re
pressed in c-Myc-transformed cells included those that en
code cell adhesion proteins, such as the {31 integrin subunit 
Oudware and Culp, 1995); molecules of the immune system, 
such as major histocompatibility complex class I and lym
phocyte function-associated antigen-1 (Bemards et al., 1986; 
Versteeg et al., 1988; Inghirami et al., 1990); and cell cycle 
regulators, such as C/EBPa (Freytag and Geddes, 1992) 
and c-Myc itself (Penn et al., 1990). These findings suggested 
that gene repression contributes significantly to the pheno
type of c-Myc transformed cells. Formation of Myc:Max 
heterodimers is essential for both Myc-dependent transcrip
tional activation and gene repression (Mao et al., 2003). 
Other combinations of c-Myc heterodimers ha ve been de
scribed that recruit remodeling enzymes, such as HDACs, 
and exert a repressing effect. Such is the case of MM-1, a 
novel c-Myc-binding protein that interferes with the E box
dependent transcription activity of c-Myc (Mori et al., 1998). 
In HeLa cells, c-Myc repression is controlled by a complex 
containing c-Myc, MM-1, the corepressors mSin3 and TIF1{3, 
and HDAC1 (Satou et al., 2001). Here, we have described the 
formation of a complex consisting of ZO-2, c-Myc, and 
HDAC1 that participates in the negative regulation of cyclin 
D1; however, we cannot rule out the inclusion· of other 
components in this complexo 

In surnmary, we can conclude that ZO-2 inhibits the tran
scription of cyclin D1 by forming a complex that includes 
c-Myc and HDAC1, and this complex associates with the E 
box present in the cyclin D1 promoter (Figure 10). The 
interaction of ZO-2 with this complex is important for un
derstanding the role played by TJ proteins in the regulation 
of cell proliferation and tumorigenesis. 
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1. Introduction 

Cell lineage commitment in metazoans is established early 
during development by specific gene expression networks 
detennining highly specific cell differentiation pattems that are 
mitotically propagated. 50r several years we have been in
terested in the relatioriship between gene regulation and 
chromatin stmcture. Epigenetic processes recently emerged as 
responsible for temporal- and tissue-specific gene expression, 
not only dUling cell differentiation and development but also in 
cancer. 

Over the years, comparative genetics had contributed to the 
understanding of gene organization and conservation among 
different species (Kosak and Groudine, 2004;Wassemlan and 
Sanderlin, 2004), leading to visualization of a genetic landscape 
in different organisms. Today, such a view seems to be limited 
without considering two critical components: the extended non
coding or intergenic sequences and the geno me structured into 
chromatin, i.e., the epigenome. Consequently, to attain an over
view of how cellular processes like DNA replication, recom
bination, DNA repair and differential gene regulation among 
others occur inside the cell and particularly into the nucleus, we 
clearly need an integrative genome-epigenome approach 
(Cremer and Cremer, 2001; Chakalova et al., 2005). Thus a 
comparative and multidisciplinary approach is nowadays 
needed to address different genomic processes that could lead 
us not only to better understand cell physiology but al so to 
propose novel and more effective biomedical strategies to 
improve human health. 

In the present manuscript we present a comparative overview 
ofthe 0'.- and ¡3-g10bin family of genes, with particular emphasis 
on the regulation of chicken globin domains, their chromatin 
organization as well as the epigenetic switching mechanisms 
occurring during cell differentiation and developmental gene 
expression. Finally, our knowledge about epigenetic mechan
isms of aberrant silencing is linked to tumour suppressor gene 
promoters in cancer. 

2. The 0.- and ¡3-globin group of genes: generalities 

Since their genomic sequence isolation, globin genes have 
been one ofthe most studied loci contributing to the generation 
of a long list of new concepts and revealing regulatory 
mechanisms, which are now been extrapolated to other genomic 
loci in diverse organisms. Part of those observations allowed the 
introduction of the transcriptional active domain concept that 
was previously anticipated from cytological evidences, in par
ticular the differential chromosomal band staining (Crcmcr and 
Cremer, 2001; Razin et al., 2003). For more than 15 years we 
have been interested in the study ofthe chieken 0'.- and ¡3-globin 
group of genes (Farache et aL, 1990; Rccillas-Targa, 2000; 
Burgess-Beusse et al., 2002; Rincón-Arano et al., 2005). Those 
investigations have constantly been busted by the large amount 
of data gcnerated on human and mousc genomes (Stamatoyan
nopoulos, 2005; Higgs et al., 2005). Even with sueh aceu
mulation of data and progress, the ehieken c¿- and ¡3-globin loci 
remain as an apparent endless souree of new infonnation 

contributing to novel views for differential gene expression and 
chromatin conformation at the domain scale, allowing constant 
proposals for new models. 

As in other organisms, the chicken 0'.- and ¡3-globin domains 
differentially and coordinately express their genes, which encode 
distinct types of hemoglobins with variations of oxygen affinity 
detennining their physiological role during development. Each 
set of genes is grouped as a cluster, which are located in distinct 
chromosomes, the minichromosome 14 for the O'.-globin group 
of genes and the chromosome 1 for the ¡3-globin domain in the 
chicken. 

3. The chicken o.-globin domain and its regulatory 
components 

The chieken O'.-globin domain is contained in a genomie 
region of around· 40 kilo bases (kb) with an embryonic 'Ir gcnc 
and two adult al) and c¿A genes that are differentially regulated 
during elythroid differcntiation and development (Fig. 1 ; 
RecUlas-Targa, 2000; Recillas-Targa and Razin, 2001). A series 
of erythroid-speeific and eonstitutive DNase I hypersensitive 
sites (DHS) have been identified all along the domain, including 
the intergenie DHS and those eorresponding to individual 
regulatory elements like promoters, enhancers and structural 
ehromatin components (Fig. 1). Individual promoters contain 
the classical set of nuclear factor binding sites present in the 
great majority of other globin genes (Stamatoyannopoulos, 
2005; Dean, 2006). Interestingly, a recent publication demon
strated that Sox6 is involved specifically in the E-globin gene 
silencing in definitive elythropoiesis at the mouse ¡3-globin 
loeus (Yi et a1., 2006). We hypothesize that Sox6 may COl1-

tribute, through ehromatin remodeling, to the autonomous si
lencing ofthe embryonic 'Ir gene when adult genes are needed to 

illsulutors 
<x'EH$-1.4<xCflS·I.2 

~ , 
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Fig. l. The chicken a-globin domain regulatory and chromatin structure 
elements. The embryonic 11" gene, and adult a D and a A genes are shown. BamHI 
restriction enzyme recognition sites are indicated (8). Intergenic transcripts are 
presented, although their starting and ending points are not clearly known. Part 
to the ggPRX gene transcript 1 represented. Distributioll of DNase r 
hypersensitive sites (DHS) is indicated by veltical an'ows, with altemate 
presence of two constitutive (C) sites on the domain 5'-side. Regulatory 
elements upstream and downstream of the a-globin genes are shown. The two 
newly defined insulators are located at the domain 5' -side (aEHS-IA and 
aCHS-I.2) and the in vivo CTCF binding is indicated. 
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be expressed. This is an aspect that we are cunently inves
tigating in our laboratory. Thus, apparent minor ditIerences in 
terms of the set of nuclear factors interacting at individual 
promoters may contribute, in part, to the differential ü-globin 
gene expression. 

A set of hematopoietic transcription factors seems to be 
recurrently present in the great majority of globin cis-regulatory 
elements; such set includes GATA-l, GATA-2, EKLF, NF-E2 
and PU.l among other erythroid and ubiquitous nuclear factors 
(Huo and Zhang, 2005). The two main erythroid transcription 
factors are GATA-l and GATA-2, which correspond to zinc 
finger nuclear factors. GATA-l is required for elythroid pre
cursor cells maturation and interacts with all globin regulatory 
elements with positive and negative effects, mediated by an 
increasing number of co-factor interactions, over gene expres
sion. In particular, GATA-l interacts with a bivalent co-factor 
named Friend Of GATA (FOG) that is able to recruit histone 
acetylases (HAT) or histone deacetylases (HDAC) (Cantor and 
Orkin, 2005). FOG-l co-repressor effect is mediated through its 
interaction with the ATP-dependent remodeling complex NuRD 
(I-Iong et al., 2005). More recently, it has been proposed that 
GATA-l interaction with FOG-I is needed for the formation of 
a tissue-specific chromatin loop that facilitates long-range 
enhancer function (Vakoc et al., 2005). Fmthemlore, GATA-l 
can interact with the myeloid and lymphoid specific factor PU.l 
with (positive or negative) effects on erythroid and myeloid 
differentiation (Stopka et al., 2005; Lievv' et al., 2006). Data 
from our laboratory demonstrated GATA-l physical contact 
with the bivalent transcription factor YYI that contributes to the 
negative modulation of the chicken 3'-side ü-globin enhancer 
(Rincón-Arano et al., 2005). In addition, Boyes et al. (1998) 
demonstrated that GATA-l can be acetylated by CBP/p300 
HAT, increasing its DNA binding aftinity with stimulatory 
GATA-l-dependent transcription effects. In summary, GATA-l 
is a critical erythroid factor with multifaceted regulatory 
behavior. GATA-2 can also be acetylated but in contrast to 
GATA-I, it regulates early erythropoiesis in immature progeni
tors, and when associated with co-factors plays repressive or 
activating roles on transcription regulation (Huo anei Zhang, 
2005). 

The erythroid krüppel-like factor (EKLF) influences chro
matin organization of globin loci during differentiation by 
recruiting HATs and HDACs. EKLF binds the CACCC 
sequence motif present in enhancer and LCR elements, and is 
expressed in erythroid, megakaryocytic and mast cells (Huo ami 
Zhang, 2005). A recent publication showed the isolation and 
characterization of the chicken EKLF gene that is expressed in 
the posterior primitive streak, which gives rise to hematopoietic 
cells, then in the blood islands and in circulating blood cells 
(Chervenak et al., 2006). 

NF-E2 is a heterodimer that belongs to the small Maf pro
teins family composed by the ubiquitus NF-E2p18 (also known 
as MafK) and the hematopoietic-specific subunit NF-E2p45 
(Andrevvs et al., 1993). NF-E2 is a leucine-zipper transcriptional 
activator that binds the consensus sequence TGCTGA(G/C) 
TCA found in erythroid-specific regulatory elements (Huo and 
Zhang, 2005). NF-E2 exerts its activator function by recruit-

ment of chromatin remodeling complexes and participates in 
long-range transfer of RNA polymerase 11 to globin promoters 
(Johnson et al., 2001; Huo and Zhang, 2005). More recently, 
NF-E2p45 subunit has been found to be sumoylated in vivo in 
human erythroid K562 cells (Shyu et al., 2005). NF-E2p45 
sumoylation increases NF-E2 trans-activation potential togeth
er with its DNA binding affinity besides favoring relocation of 
NF-E2p18 and NF-E2p45 subunits inside the nucleus (Fran
castel et al., 2(01), with consequences on erythroid maturation 
(Shyu et al., 20(5). 

In conclusion, erythroid transcription factors interact with 
tissue-specific and ubiquitous proteins including chromatin 
modifiers, which in tum could favor the establishment of par
ticular chromatin configurations at specific regulatory elements, 
affecting epigenetic erythroid gene regulation. However the 
challenge now is to integrate this information with the aim to 
understand gene regulation in the context of epigenome and 
nuclear dynamics (Chakalova et aL, 2005; \Vest and Fraser, 
2005). 

Promoters and silencer-enhancerelements had been iden
tified at the chicken 3'-side of ü-globin locus, located around 
450 base pairs (bp) downstream of the adult ü A gene (Fig. 1; 
Recillas Targa et al., 1993; Rincón-Arano et al., 2005). The 3'
side ex-globin enhancer is a strong regulatOly element capable to 
activate individual promoters in a regulated way even though 
the precise mechanisms are under investigation in ourgroup. 
The enhancer possesses a modest similarity with the chicken 
¡3 A lE enhancer ofthe ¡3-globin domain (Reiiman and Felsenfeld, 
1988), however recent observations from our group determined 
that the ex-globin enhancer is more complex than initially 
thought (Fig. 2A and C; Rincón-Arano et al., 2005). In vitro 
DNase I footprinting experiments demonstrated multiple inter
actions of nuclear factors with a DNA fragment of around 
400 bp (Fig. 2A and C). Furthennore, we identified a relatively 
long DNA fragment of 120 bp highly conserved between duck 
and chicken that tumed out to include a fourth GATA-l, in 
addition to NF-E2 and EKLF binding motifs (Fig. 2B; Recillas 
Targa et al., 1993). Other factors like Sp 1 also interact with such 
region; in addition, we recently demonstrated the presence of 
the bivalent YYI nuclear factor (Fig. 2C; Rincón-Arano et al.) 
2005). We have also shown that the enhancer activity could be 
modulated in early erythroid stages, at least to some extent, by 
the action of YYl and its associated co-factors, probably 
through affecting the local chromatin structure (Rincón-Arano 
et al., 2005). In addition, co-immunoprecipitation and pull-. 
down experiments demonstrated a novel physical interaction 
between GATA-I and YYI that influences enhancer action. 
Point mutations of YYI and GATA-I motif s were tested in 
transient transfections. The results confimled that GATA-I and 
YY 1 association is in part responsible for the down-regulation 
of the enhancer function in early erythroid stages (Rincón
Arano et al., 2005). 

Thus we demonstrated that the 3'-side chicken ü-globin 
enhancer is difterentially activated during distinct erythroid 
differentiation stages and that YYI-GATA-I interaction COl1-

tributes to the plasticity of the enhancer function. Furthermore, 
the potential combinatorial distribution ofDNA binding proteins 
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Fig. 2. In vitro DNase 1 footprinting and scheme ofthe DNA-protein interactions over the 3' chicken a-globin enhancer. (A) HinPlI-Hinfl (285 bp) DNA fragment 
containing the full enhancer was radioactive labe1ed, incubated with increasing concentrations of chicken HD3 cells nuclear extracts and in vitro digested with DNase 1 
nuclease. Several footprints are seen in addition to the cOlTesponding GATA-1 protected sequences. In particular, several GGTGG sequences and two Spl-like motif s 
are also protected (open boxes). Notice a large footprinted area initiating after the third GATA -1 motif that includes the 120 bp DNA fragmento (B) Characterization of 
DNA-protein interactions over the 120 bp DNA fragment with a Jarge footprint OfarOlJnd 60 bp (see lalles 5, 6 and 10). We carried out competitions with known 
sequences that bind NF-E2 from the human porphobilinogen deaminase erythroid promoter and GATA-1 from the chicken ¡3-globin enhancer. Notice the formation of 
an intense DHS, 40 bp downstream of the protected area. When competing with two concentrations of cold NF-E2 binding sequen ce, we observe the re-appearance of a 
band locatedjust in the middle ofthe NF-E2 recognition sequence with the 120 bp DNA fragment (see sman alTOW on lanes 8 and 9). Interestingly, this competition 
causes the loss ofthe DHS DNA conformation that creates a strong DHS. For GATA-l competition we observe the re-appearance ofthe majority ofthe bands seen in 
the naked DNA digestion (see Jan es 10 and 11). (C) Summary of the defined nuclear factor interactions to the chicken a-globin 3' -si de enhancer. 

over the region predicts a differential action of erythroid and non
erythroid transcription factors influenced by polypeptide con
centrations, competition for DNA binding motifs and chromatin 
remodeling activities. 

Another regulatory component that reculTently appears in the 
globin loci is the locus control region or LCR that in 
conjunction with enhancers and promoters participates in 
specific gene expression switching (Dean, 2006). LCRs were 
initially defined as long-distance regulatory elements composed 
by a set of DNase I hypersensitive sites that influence gene 
expression and perfonn a dominant and tissue-specific chro
matin opening activity at a genomic domain scale (Bulger and 
Groudine, 1.999; Dean, 2006). Prom the functional point ofview 
an LCR can be described as a regulat01y e1ement that positively 
drives the expression of a linked transgene dependently on the 
copy-number and genomic integration site (Grosveld et al., 
1987). Among several mechanistic models, recent investiga
tions demonstrated that the ~-globin LCR is actively involved 
in chromosomal loop fomlation (Bulger and Groudine, 1999; 

Chakalova et al., 2005; West and Fraser, 2005). Groudine and 
collaborators showed that the LCR seems to participate in 
domain relocalization, which favors transcriptional activation 
through placing the domain in an active transcription factory 
inside of the nucleus (Chakalova et al., 2005; Ragoczy et al., 
2006). Therefore, the LCR seems to playa topological role on 
tissue-specific genomic domain fonnation, suggesting its in
volvement in a domain scale regulatory hierarchy fine-tuning 
the activities of enhancers and promoters, leading to gene 
activation OI repression. 

In comparison with other globin domains, inc1uding the 
chícken ~-globin locus, no locus control regíon (LCR) has been 
identified in the chicken a.-globin domain (Deall, 2006). At this 
point, the possibility of the presence of an LCR or other 
enhancer(s) cannot be discarded. Their existen ce is under in
vestigation and we have found a novel group of DHS, with 
apparent erythroid specificity, on the non-coding 3' -side of the 
domain (Fig. 1). On the other side, a chromatin transition was 
found by Higgs and collaborators around 20 kb upstream ofthe 
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embryonic 'TI" gene, where the presence of an LCR had been 
theoretically predicted (Anguita et al., 2(01). 

Much les s is known about the molecular features of the 
chicken 3' a-globin silencer. What we have found until now is 
that the silencer is located side-by-side to the enhancer and that 
such location may give particular regulatory properties to both 
elements. We believe that their activity might be interconnected 
by means oftheir chromatin organization. We know that at least 
in vitro three unidentified nuclear factors interact with the 
silencer element (Recillas Targa et al., 1993). Then, we hypoth
esize that the silencer could be functional during primitive dif
ferentiation events or at sorne developmental stage when a-globin 
genes need to be differentially silenced (see below). 

To better understand the function of this dual regulatOly 
element, we have systematically characterized its local chro
matin structure. Brie:fly, micrococcal nuclease and restriction 
enzyme accessibility experiments suggested that the chromatin 
at the silencer, where two nucleosomes are positioned, presents 
an open conformation in early stages of development, and 
becomes progressively "closed" as development progresses 
(Escarnilla-Del-Arenal ami ReciUas-Targa, in preparation). 
Several possible scenarios arise from these results; the silencer 
could directly interfere with the emblyonic gene promoter 
function in vivo or it acts over the enhancer controlling its 
regulatory functions. Altematively, the so-called "silencer" may 
be part of the enhancer and collaborate with its activity in 
certain circurnstances. In conc1usion the enhancer and silencer 
could establish complex functional interactions, with potential 
implications in chrornatin structure and di fferenti al gene 
expression of the a-globin domain, which still wait to be 
unraveled. 

Over the years the glo bin gene domains in distinct organisms 
have demonstrated to be a source of new data that founded 
novel and unsuspected concepts. Of particular interest is the 
existen ce of intergenic transcripts called by Scherrer "giant" or 
"Full domain transcripts" that correspond to long pre-mRNA 
that inc1ude non-coding and coding sequences (for review 
Scherrer, 2(03). Long time ignored, non-coding transcripts 
were suggested to contribute to loop formation at a domain scale 
with a primary topological role that derives in the protection, 
storage and stability of transcripts, besides processing of those 
long pre-mRNA's (Scherrer, 2003). Such pioneer vision ini
tiated in the 60s was more recently supported by novel pro
posals for their functions (Ashe et al., 1997; Gribnau et al., 
2000; Razin et al., 2004; Haussecker and Proudfoot, 2005). 
Today, globin intergenic transcripts are thought to facilitate the 
sub-domain chromatin opening at globin loci (Gribnau et al., 
2000) or mediate RNAi-dependent chromatin silencing at a do
main scale (Haussecker and Proudfoot, 2005). 

Another aspect of the a-globin domain that we have been 
concemed lately in collaboration with Sergey Razin, that seems 
to be related to the presence of intergenic transcripts, is the 
identification of a silencer eIement co-Iocalizing with a CpG
island situated in the 5' non-codingregion ofthe chicken a-globin 
domain (Fig. 1; Klochkov et al., 2006). Such silencer is CTCF
dependent and based on several evidences, we propose that this 
novel regulatory elernent may regulate the express ion of ggPRX 

housekeeping gene, which begins around 4 kb upstream of the 
embryonic 'TI" gene and is transcribed on the opposite direction of 
the globin genes. The sequence analyzed corresponds to a CpG
island contacted by CTCF in elythroid cells but not in chicken 
lymphoid cells, where CTCF binding site and surrOlmding 
sequence is hypermethylated (Fig. 3; Klochlmv et al., 2006). 

At this point a possible model is that the silencer eIement is 
active only in erythroid cells where the CTCF recognition site is 
not methylated, in contrast to lymphoid and non-erythroid cells 
(Fig. 3). Activation of the silencer in erythroid cells is likely 
to miss-regulate ggPRX gene transcription leading to a situation 
in which the promoter of this gene may be influenced by the 
putative upstream LCR, which is needed to activate the a-gIobin 
genes and regulate domain chromatin conformation (Fig. 3). In 
non-erythroid cells. hypermcthylation ofthe area adjacent to the 
ggPRX gene promoter could induce the inactivation of CTCF 
blocking activity in addition to the inactivation of globin cis
regulatory elements allowing full expression ofthe ggPRX gene 
(Fig. 3). Altematively, we do not discard the possibility that 
ggPRX transcript participates in sorne way in the establishment 
of domain chromatin structure. 

What seems vely attractive is the fact that upstream non
coding sequences of the chicken a-globin domain contain 
intergenic transcripts (Gribnau et aL, 2000; Andersen and 
Panning, 2003; Razin et al., 2004; Bemsteil1 and Allis, 2005). 
Preliminary data from our group suggest that in distinct, stages 
of development double-stranded non-coding RNAs are synthe
sized. If such transctipts contribute not only to gene expression 
regulation but also to chromatin domain organization through 
regulated recruitment of chromatin remodeling activities is 
currently under investigation (Gribnau et al., 2000; Haussecker 
and Proudfoot, 2005). lnterestingly, two recent publications ' 
support the role of Polycomb and Trithorax protein family 
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Fig. 3. Modcl for action of the chicken a-globin gene 5' silencer. On erythroid 
cells, CTCF is able to bind in vivo to the ggPRX gene promoter upstream 
element (Klochkov el al., 2006), located around 4 kb upstream ofthe embryonic 
'Ir gene. The silencer would attenuate or bypass the action of the LCR over the 
ggpRX gene allowing LCR specific regulation of a-globin genes. In non
erythroid cells, hypermethylation and changcs in chromatin conformation will 
allow nonnal ggPRX gene exprcssion. 
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members in the establishment of close or open, respectively, 
chromatin /confomlations through non-coding RNA intermedi
ates (Sanchez-Elsner et al., 2006; Grimaud et al., 2006). 

In SUtnmaIy, the ex-globin locus is apparently much more 
complex in temlS of its differential gene regu1ation than pre
viously anticipated. Moreover, there are elements that are par
tially defined and their in vivo contributions remain to be 
elucidated. 

4. The chicken ~-globin domain and regulatory components 

As mentioned, the chicken f)-globin group of genes is 
located in the chromosome 1, and contains one embryonic E 

gene and a fetal p gene that are expressed in primitive erythroid 
lineages (Fig. 4). In definitive erythroid cells two adult genes, 
f!> A and fs H are differentially expressed during development. 
The [3-globin locus possess two main regulatory elements: the 
f)A/E enhancer, 10cated between the adult f)A gene and the E 
embryonic gene promoter, and the upstream LCR composed by 
three erythroid specific DHS (Fig. 4). Even though individually 
each element has been extensively characterized, the overall 
participation of these elements in the f)-globin expression 
regulation during development and erythroid differentiation 
remains unclear. The f) AlE enhancer was one of the first regu
latory elements demonstratéd to activate one gene over another 
by promoter access competition (Foley and Enge1, 1992). 
Competition between stage-specific transcription factors for 
promoter e1ements dictates the developmental activation of the 
adult f!> A or the embryonic E gene through enhancer action, since 
this element is located at an equivalent distance between both 
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Fig. 4. The chicken ¡?-globin domain and neighbor genomic loci. An erythroid
specific LCR and the strong ~-',A/f. enhancer are responsible for regulation ofthe 
¡?-globin domain. Domain boundaries (insulators 5'cHS4 and 3'cHS) as well as 
in vitro and in vivo CTCF association sites have been detennined. The 5'cHS4 
constitutive DHS has insulator propertics, a CTCF-dependent cnhancer
blockjng activity, and protects a transgene against position effects and silencing. 
Five protein-binding sites (I to V) are schematically represented under the map 
of the locus. Experiments demonstrated that the two cHS4 properties are 
separable. TIle constitutive 3'cHS site also binds CTCF but has only enhancer
blocking activity. The ncighbor genomic loci are composed by 16 kb of highly 
condensed chromatin followed by an erythroid specific folate receptor gene (FR) 
apparently regulated by a DHS named HSA. On the 3'-side, a brain specitic 
olfactory receptor gene (OR) constitute the next domain. 

genes (Foley and Engel, 1992). In addition the f) AlE enhancer 
and the upstream chicken f)-globin LCR drive copy-number
dependent expression of a reporter gene in transgenic mice 
(Reitman et al., 1990). 

As mentioned before the f!>-g10bin LCR, containing well
characterized DHS, in collaboration with the f)A/E enhancer is 
able to drive position-independent gene expression in trans
genic mice (Reit1l1an et al., 1990; Abruzzo ami Reitman, 1994; 
Mason et al., 1995). Individual1y, cHS2 and cHS3 showed 
significant enhancer activity while cHS 1 did not. In particular, 
cHS2 has been studied in detail and it has been demonstrated 
that its activity mainly depends on GATA-l, with an apparent 
contribution of Sp 1 and the erythroid EKLF factor (Abmzzo 
and R,eit1l1an, 1994). Functional experi1l1ents showed that in
dividually or in conjunction with the other regulatory element 
fragments, the 5' DHS drive different enhancer and position
independent expression partems when tested in transgenic mice 
(Mason et al., 1995). When the entire locus is ana1yzed, the 
copy number-dependent expression is maintained with an addi
tiona1 6-fold increase in expression (Mason et aL, 1995). Inter
estingly, transgenic mice carrying the entire chicken f5-globin 
d01l1ain express the globin genes with the proper chicken 
developmental programo 

All this experimental evidence supports the functionalíty of 
the chicken f)-globin domain LCR ele1l1ent, which requires 
coordinated action of the four upstream hypersensitive sites and 
the ~~ AlE enhancer. At the 3'-side of the f:>'-g10bin domain there 
is no evidence of the existence of a regulatory element equiv
alent to the 3'-side ex-globin silencer-enhancer, demonstrating a 
clear difference between both globin domains that are located in 
distincj chromos01l1es of the chicken genome. On the other 
hand, the presence of an LCR in the ex-globin locus remains as 
an unsolved question. 

Epigenetic globin regulation involves DNA 1l1ethylation. 
DNA methylation has been demonstrated to occur in avían ex
globin gene pro1l10ters during development (Singa1 et al., 
2002a,b). In particular, the chícken embryonic 1T gene pro1l10ter 
de novo methylation correlates with gene silencing at 8 days of 
development (Singal et al., 2002b). In other words, in 5 days old 
chicken embryos the embryonic 1T gene is active and hypo
methylated. Embryonic gene promoter methylation is consistent 
with the association of methyl-CpG-binding proteins and his
tone deacetylation in 11 days old erythrocytes where the 
embryoníc gene is already silenced (Singal et aL, 2002b). These 
results suggested us that sequential and coordinated epigenetic 
mechanisms should normally be activated for the so-called 
autonomous silencing ofthe e1l1bryonic ex-globin1T gene that is 
followed by adult gene expression (Raich et al., 1990). We 
speculate that the initial step towards 1T gene silencing could 
involve the dissociation of the transcription factors regulating 
the promoter, like GATA-I and Spl, and/or the incorporation of 
a nuclear factor recmiting co-repressors. Those co-repressors 
would attract chromatin re1l10delers like histone deacetylases 
and methylases or even DNA methylation activities. We pro
pose DNA methylation as the last epigenetic repressive com
ponent to create the autonomous and in some way irreversible, 
silencing of 1T gene when its expression is anymore needed 
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during development. Addressing these possibilities in detail is 
in need since the generated" knowledge could be extrapolated to 
for example earIy epigenetic programming of stem cells and 
epigenetic miss-regulation of tumour suppressor genes or 
oncogenes in cancer (see below). 

5. The chicken o.-globin gene dornain and its chrornatin 
organization 

If we compare the chicken a.-globin with the f?>-globin 
domain, the first aspect to be mentioned is that the a.-globin 
domain in chicken and other organisms is situated in a genomic 
region of constitutive open chromatin configuratíon (Recillas
Targa, 2000; Flint et al., 2001; Razin et al., 2003; Higgs et al., 
2005). Based on the presence of a11 the regulatory elements 
described and the presence of intergenic transcripts (not 
characterized at the f?>-globin cluster) it is not surprising that 
the a.-globin domain is situated in a more relaxed chromatin 
environment in comparison to the f?>-globin domain, which is 
clearIy shielded and its chromatin structure modulated (see 
below). In addition to the presence ofnon-globin genes over the 
domain, the mouse and human a.-gIobin Iocus are located in 
relative close proximity to teIomeres (Flint et al., 2001; Higgs 
et al., 2(05). All this evidences support the need of a consti
tutiveIy open chromatin confonnation in the a.-gIobin domain in 
order to counteract a possible siIencing effect from the 
telomeres. 

We have recently characterized a group ofthree DHS located 
11 kb upstream the embryonic 'Ir gene in the a.-globin domain 
(Fig. 1). We have found that the two most distal DHS have 
characteristics of a chromatin insulator eIement (Valadez
Graham et al., 2004). The third hypersensitive site apparently 
corresponds to a silencer element. Interestingly, both eIements 
named a.EHS-l.4 and a.CHS-l.2 possess enhancer-blocking 
activity and for the a.EHS-l.4 such activity is CTCF-dependent 
(Valadez-Graham et al., 2004). Furthennore, we have demon
strated in vitro and in vivo CTCF binding to the a.EHS-l.4 
ele1l1,ent (Valadez-Graham et al., 2004). We are now testing the 
second property of insulators, which is the capacity to protect a 
transgene against chromosomal position effects (pikaart et al., 
1998; Recillas-Targa et al., 2002, 2004), of these enhancer 
blockers. But the relevant question is ifthese eIements represent 
sorne sort of domain boundary. Apparently this is not the case 
since Higgs and collaborators had found a sharp histone hyper
acetylation transition around 6 kb further upstream fi:om the 
CTCF binding site of the a.EHS-l.4 insulator (Fig. 1; Anguita 
et al., 20tH). Then, at this point the role ofthese novel insulators 
in the regulation and chromatin structure of the chicken a.
globin gene domain it is not known. Two proposals arise that in 
first instance do not seem mutually exclusive. First, the enhanc
er blocking activities may contribute to intergenic transcripts 
regulation, avoiding undesired crossover among regulatory 
signals or blocking more upstream non-globin elements. CTCF, 
which is distributed a110ver the domain, could participate in 
topological organization through mediating differential loop 
fomlation as shown for the Igf2/H19 imprinted loci (Reik et aL, 
2004; Chakalova et al., 20(5). Such model is further supported 

by CTCF multimerization capacity and interaction with the 
nuclear matrix components (Va1adez-Graham et al., 2004; 
Yusufzai et al., 2004; Yusufzai and Felsenfeld, 2004). 

Conceming the domain 3' -side chromatin structure, much 
less is known. We have recently identified three DHS 
downstream ofthe adult a.A gene in proximity to the previously 
described CRl-repeats (Fig. 1; Farache et al., 1990). In addition, 
over that genomic region sequences associated to the nuclear 
matrix, topoisomerase bínding consensus sequences and AT
rich DNA segments have a1so been found (Farache et al., 1990). 
We are currently interested in defining the functional properties 
ofthose sequences, post-translational histone modifications and 
whether those sequences correspond to the 3' -side boundary of 
the domain. 

Thus, the a.-g10bin domain incorporates multiple elements 
related to chromatin structure regulation, which have not been 
integrated in a functional context. What seems most important is 
to address the relationship between domain chromatin archi
tecture and developmental a.-globin gene expression. Such 
complex relationship may involve epigenetic silencing of em
bryonic or adult genes through at least histone deacetylases and 
DNA methy1ation. 

6. The chicken ~-globin dornain and its chrornatin 
organization 

Historically, Felsenfe1d and collaborators invested many years 
of intense investigations leading to the establishment of the 
chicken ~3-globin locus as a paradigmatic model system (Burgess
Beusse et aL, 2002). We previously mentioned the f?>-globin locus, 
containing three erythroid specific DHSs. In fact, there is a 
fourth DHS, known as cHS4, which is constitutive and clearly 
delineates the 5' boundary of the domain (Utt et aL, 2001a). 
Interestingly, the 3' -side of the chicken f?>-globin locus is also 
defined by the presence of a 3' cHS DHS (Saitoh et al., 2000; 
Litt et aL, 2001a). Such DHS distribution correlates with high 
levels of histone hyperacetylation, in particular in stages where 
the f?>-globin genes are expressed in erythroid cells (Litt et al., 
2001 a,b). However, the genomic sequence upstream of 5! cHS4 
and downstream of the 3! cHS are marked by a drastic drop in 
DNase I sensitivity and the incorporation of histone· repressive 
marks (Litt et al., 2001b). Moreover, the chromatin upstream 
of 5' cHS4 site remains in a constitutively condensed or het
erochromatin configuration along 16 kb followed by an ery
throid folate receptor gene as the next genomic domain (Fig. 4; 
Litt et al., 2001 a; Burgess-Beusse et al., 2(02). On the other 
side of the f?>-globin domain, downstTeam to the 3' cHS, an 
odorant receptor gene with an apparent brain specific gene 
expression pattem has been found, which constitutes the down
stream neighboring genomic domain (Fig. 4; Saitoh et aL, 
2000). All together, these observations showed a weIl defined 
transition from open to a closed chromatin organization up
stream and downstream of each constitutive DHS flanking the 
chicken f?>-globin domain, supporting the concept of genome 
organization into chromatin domains (RaziJl et aL, 2(03). 
Hence, these data strongly suggests that insulators ami/or 
boundaries may be contributing to epigenome organization by 
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delimiting chromatin structure transition areas (Burgess-Beusse 
et aL, 2002; West and Fraser, 2005). 

Pioneer work from Felsenfeld research group defined the 5' 
boundary of the chicken ¡?>-globin locus as a 1.2 kb DNA 
fragment, which possess the two classical properties of 
insulators: 1) positional enhancer-blocking and 2) protection 
of a transgene against chromosomal position effects (Burgess
Beussc et aL, 2002). Intcrestingly, both boundary elements (the 
5' cHS4 and the 3'cHS), function as enhancer blockers in a 
CTCF-dependent manner (Burgess-Beusse et al., 2002). 
Conceming the second property of insulators, initially two 
copies of the l.2 kb DNA fragment harboring the 5' cHS4 
where shown to protect against chromosomal position effects in 
distinct cell types and organisms (Pikaart et aL, 1998; ReciHas
Targa et aL, 2002, 2004). Further ·characterization demonstrated 
that the minimal elernent required corresponds to two copies of 
a 250 bp DNA fragment including five previously defined 
sequences named footprint PI to FIV, which are recognized by 
nuclear factors (Fig. 4; Recillas-Targa et aL, 2002). Surprisingly, 
systematic deletion analysis demonstrated that CTCF is not 
required for protection against position effeGt activity by the 
5' cHS4 insulator (Reci1las-Targa et al., 2002). These observa
tions suggest a cohabitation ofthe two insulatorproperties in the 
5' cHS4 fragment. Further investigations from Felsenfeld group 
have defined with much more detail the features of the minimal 
core insulator element, and found that instead of being func
tionally bipartite, it corresponds to a tripartite insulator elernent. 
The chicken ¡?>-globin 5' cHS4 insulator is able to: 1) block 
enhancer prornoter interaction in a CTCF-dependent manner, 2) 
protect a transgene against chromosomal position effect through 
the active recruitment of proteins favoring histone covalent 
modifications like histone acetylation and methylation (mediated 
by the following transcription factors: USFl/2, SET7/9, PRMT1, 
p300 and CBP) and 3) block epigenetic silencing by DNA 
methylation probably mediated by BGP factor (West et al., 2004; 
Iluang et al., 2005; Felsenfeld personal communication). 

Most recent investigations fi .. om our laboratory demonstrated 
that the core chicken 5' cHS4 ¡?>-globin insulator is also able to 
protect a transgene against telomeric position effects. Such a 
result supports the protective role of the 5' cHS4 insulator even 
in the presence of one of the most dominant and strong source of 
epigenetic silencing, confinning the virtues of this insulator 
(Rincón-Arano and Recillas-Targa, in preparation). 

On the other hand, the 3' cHS chromatin insulator is not able 
to protect a transgene against chromosomal position effects 
(Recillas-Targa et al., 2002). Therefore, the 3' cHS insulator 
maintains only one of the two insulator properties. Furthemlore, 
there is a noticeable absence of the histone marks that consti
tutively seen at the 5' cHS4 insulator as shown by chromatin 
immunoprecipitation assays (Litt et al., 2001a). These observa
tions suggest that protection against position effects depends on 
the genomic organization of the ¡?>-globin loci and neighbor 
domains (Fig. 3). Downstreamof the 3' domain boundary, a 
condensed chromatin region equivalent to the 16 kb desclibed at 
the 5'-side is absent. Moreover, the adjacent gene is expressed 
exclusively in brain (Felsenfeld personal communication). 
Thus, we can argue that in the case of the 3' cHS insulator 

only enhancer-blocking activity (if there is any in vivo) is 
needed. In contrast, the 5' cHS4 boundary needs both activities, 
in particular the one desirable to stop a theoretical spreading of 
repressive chromatin (Fig. 4). 

Therefore, specific chromatin modifications can be correlat
ed with differentiation and developmental changes over the 
chicken ¡?>-globin locus and its neighboring genomic domains. 
The significance of the insulator elements surrounding the ¡?>
globin domain and their possible role in establishing and/or 
maintaining these specific chromatin modifications throughout 
the domain remain to be clarified. 

7. Epigenetics and tumour suppressor gene promoters 

The comparative view of the (Y- and ¡?>-globin gene clusters 
has been illustrated to confinn the relevance of epigenetic 
regulation during elythroid differentiation and development. 
Such aspects motivated us to explore some of the epigenetic 
regulatory phenomena that occur on tumour suppressor genes in 
nonnal and pathological conditions. In particular, our main 
interest is to understand how tumour suppressor gene promot
ers, commonly corresponding to CpG-islands, are in normal 
conditions protected against aberrant DNA methylation (Ante
quera, 2003; Hemlan and BayEn, 2003). One more time, a 
comparative approach was followed to analyze two distinct 
tumour suppressor gene promoters: the human p53 and retino
blastoma (Rb) gene promoters. Retinoblastoma gene prornoter 
represents a classical CpG-island with 27 CpGs in its core 
element (400 bp). In contrast, the human p53 gene promoter 
only has 16 CpGs and strictly should not be considered as a 
CpG-island. Previous observations from our group and others 
clearly demonstrated that both promoters can be inactivated by 
epigenetic mechanisms (Ohtani-Fujita et al., 1997; Stirzaker 
et aL, 1997; Aguirre et aL, 2003; Sidhu et a1., 2005). In our 
laboratory we have recently demonstrated that in normal con
ditions p53 gene expression is maintained in basal levels 
through epigenetic mechanisms involving the establishment of 
repressive, and apparently reversible, chromatin marks upon 
p53 transcription is needed. In the case of Rb gene prornoter, 
we have discovered a novel transcriptional regulator, the 11-
zinc finger multivalent CTCF factor (011lsson et aL, 2001; 
Klenova and Ohlsson, 2005). We have found that CTCF con
tributes positively to the Rb gene expression regulation; more
over, preliminary data supports a protective role of CTCF 
against DNA methylation (Recillas-Targa et al., 2006). Thus, 
comparatively these two tumour suppressor gene promoters are 
regulated, in part, through epigenetic mechanisms in their nor
mal context. In contrast, epigenetic defects have been evidenced 
with a growing frequency (Feinberg et al., 2006). Cornparative 
studies turn out to be quite instructive since there is growing 
evidence showing that epigenetic defects participate in initial 
steps and dming cancer development (Feinberg et aL, 2006). 

As an attractive view, Jean-Pierre Issa (2004) had recently 
proposed what he has called the "CpG-island methylator 
phenotype" to explain the origins of aberrant DNA rnethylation 
and epigenetic silencing of CpG-islands. Briefly, the "methy
lator phenotype" establishes a central concept in which DNA 
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methylation pattems should allow certain degree of tumour 
classification according to expression of genes affected by DNA 
methylation. In terms of possible mechanisms, it has been 
suggested that DNA methylation spreading could initiate at 
"methylation centres" in non-coding regions encompassing 
large genomic areas including repetitive sequences and in the 
worst scenario, invading regulatory elements, like tumour sup
pressor gene promoters (Herman and Baylin, 2003; Issa, 2004). 
Furthermore, Issa proposed that boundary elements might be 
present delimiting CpG-islands, protecting them against DNA 
methylation. In faet, such hypothetical boundary may not be 
designed exclusively against DNA methylation, but rather could 
contribute to proteet against other abnormal repressive 
epigenetic modifications like histone deaeetylation, or activities 
displayed by chromatin remodeling complexes or members of 
the Polyeomb family of proteins (Lund and van Lohuizen, 
2004). It can be thought that DNA methylation could, not 
exclusively, stand as one of the latest in the series of events 
leading to epigenetic sileneing (Mutskov et aL, 2002). These 
arguments allow us to insist that DNA methylation is one but 
not the only source of epigenetic silencing, supporting the 
multiple levels of epigenetic influence, interdependency and 
complexity operating during anomalous gene regulation in 
diseases. 

Our findings bear the model in which CTCF can have two 
main roles in the regulation of tumour suppressor gene pro
moters (Klenova et al., 2002; Klenova and Ohlsson, 2005). The 
proposal is a topological function of CTCF on those promoters 
through their association to the nuclear matrix and a protective 
role of CpG-islands against DNA methylation and maybe other 
epigenetic modifications (Recillas-Targa et al., 2006). Then, the 
possibility of the existence of· a novel class of transcription 
faetors is now open, with bivalent or even multivalent prop
erties, with the ability to regulate (in different and versatile 
ways) epigenetic processes. 

8. COllclusiollS and prospects 

Comparative studies have provided unexpected amount of 
biological information at a11 levels. Rere we have presented a 
comparative analysis of the chieken (Y- and l3-globin group of 
genes from the regulatory and chromatin struchlre perspective. 
We have also attempted to present in a logical way the relevant 
findings from our group and other laboratories. We conclude that, 
even though the highly precise requirements of (Y- and l3-g10bin 
peptide ehains for hemoglobin formation, both genomic loei are 
found in distinct chromosOlv-es and uniquely regulate differential 
gene expression; accordingly, their domain organization and 
ehromatin strueture differs. The ~1-g10bin domain is clearly 
defined and shielded by chromatin boundaries or insulators. In 
contrast, the (Y-globin loeus presents a more complex chromatin 
organization, with no LCR and clear boundaries defined yet, 
besides intergenic transcripts with no-clear funetion. AH these 
observations motivated us to raise some questions about the 
participation of distinet epigenetic processes, like sileneing of 
tumour suppressor gene promoters in human diseases. We 
propose that a novel kind of transcription factors may contribute 

to maintain a CpG-island in a state that avoids abnormal gene 
expression silencing. The relevance ofthese phenomena is based 
on the fact that such scenario tums to be present more commonly 
in cancer than previously anticipated (Feinberg et aL, 2006: 
Baylin and Ohm, 2006). 

New data conceming the eukaryotic epigenome supports the 
domain hypothesis for genome organization (Razin et aL, 
2003). Cell nucleus and sub-nuclear compartments, chromatin 
remodeling processes and genome domain organization are 
complementary and interdependent phenomena affecting the 
epigenome leading to a regulated expression of a multifamily 
gene domain like the globin genes. 

Epigenome topology and nuclear dynamics seem to be 
relevant aspects on epigenetic regulation. This is supported by 
data showing that inter- and intrachromosomal physical asso
ciation through loop formation seems to occur with conse
quences in gene expression coordination (Chakalova et aL, 
2005; Ling et al., 2006; Kurukuti et al., 2006; Esteller, 2006). 
This observation supports the concept of three-dimensional 
chromosomal territories organization ofthe epigenome in inter
phase nuclei (Cremer and Cremer, 2001; Chakalova et aL, 2005) 
and that chromosomal domains should be coordinated to attract 
or dissociate genomic domains to active transcription nuclear 
factories inside the nuc1eus. One of the most attractive 
challenges is the need to integrate all these phenomena in a 
rational way nying to define hierarchies among each process 
taking into consideration the design of potential therapeutic 
strategies for treatment of distinct malignancies. 

Acknowledgmellts 

We thank Miriam Rosenberg for critical reading of the 
manuscript. We would like to acknowledge the two anonymous 
reviewers for their helpful comments and suggestions. This 
work was supported by the Dirección General de Asuntos del 
Personal Académico-UNAM (lN203200, IX230l04 and 
IN209403), the Consejo Nacional de Ciencia y Tecnología, 
CONACyT (33863-N and 42653-Q), the Third World Academy 
of Sciences (TWAS, Grant 01-055 RGIBIO/LA), and Funda
ción Miguel Alemán, A.e. ME-D-A, MF-M, ER, IADLR-V, 
ES-R, RR-A and CV-Q are fellowship recipients from 
CONACyT. 

References 

Abruzzo, L.v., Reitman, M., 1994. Enhancer activityofupSh"eam hypersensitive 
site 2 of the chicken ¡3-globin cluster is mediated by GATA sites. J. BioI. 
Chel11. 269, 32563-3257l. 

Aguine, x., Vizmanos, J.L., Calasallz, M.J., Garcia-Delgado, M., Larrayoz, M.J., 
Novo, F.J., 2003. Methylation of CpG dinuc1eotides and/or CCWGG motifs 
at the promoter pfTP53 corre1ates with decreased gene expression in a subset 
of acute lymphoblastic leukemia patient~. Oncogene 22, 1070-1072. 

Andrews, N.C., Erdjument-Bromage, H., Davidson, M.B., Tempst, P., Orkin, S.H., 
] 993. Etythroid transcription factor NF-E2 is a haematopoietic-specific basic
leucine zipper protein. Nature 362, 722-728. 

Andersen, AA, Panning, B., 2003. Epigenetic gene regulation by noncoding 
RNAs. Curro Opino Cell BioI. ]5,28]-289. 

Anguita, E., Johnson, C.A, Wood, w.G., Turner, B.M., Higgs, D.R., 2001. 
Identification of a conserved erythroid specific domain ofhistone acetylation 



G. Guerrero et al. / Comparative Biochemistly and Physiology, Part A 147 (2007) 750-760 759 

across the a-globin gene cluster. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 98, 
12114-12119. 

Antequera, F., 2003. Structure, function and evolution ofCpG island promoters. 
Cell. Mol. Life Sci. 60, 1647-1658. 

Ashe, H.L., Monks, l, Wijgerde, M., Fraser, P., Proudfoot, N.l, 1997. 
Intergenic transcription and transinduction of the human ¡3-g10bin Iocus. 
Genes Dev. 11,2494-2509. 

Baylin, S.B., Ohm, lE., 2006. Epigenetic gene silencing in cancer- a 
mechanism for early oncogenic pathway addiction? Nat. Rev., Cancer 6, 
107-116. 

Bernstein, E., A11is, C.D., 2005. RNA meet'l chromatin. Genes Dev. 19, 1635-1655. 
Boyes, J., Byfield, P., Nakatani, Y, Vasi1y, 0.,1998. Regulation ofactivity of 

the transcription factor GATA-1 by acety1ation. Nature 396, 594-598. 
Bulger, M., Groudine, M., 1999. Looping versus linking: toward a model for 

10ng-distance gene activation. Genes Dev. 13,2465-2477. 
Burgess-Beusse, R, Farrell, C., Gaszner, M., Litt, M., Mutskov, v., Recillas

Targa, F., Simpson, M., West, A., Fe1senfeld, G., 2002. The insulation of 
genes fi:orn external enhancers and silencing chromatin. Proc. Natl. Acad. 
Sci. U. S. A 99 (supp1. 4), 16433-16437. 

Cantor, AR, Orkin, S.H., 2005. Coregulation ofGATA factors by the friend of 
GATA (FOG) family ofmultiple zinc tlngerproteins. Semin. Cell Dev. Biol. 
16, 117-128. 

Chakalova, L., Debrand, E., Mitchell, J.A, Osborne, C.S., Fraser, P., 2005. 
Rep1ication and transcription: shaping the landscape of the genome. Nat. 
Rev., Genet. 6, 669-·677. 

Chervenak, AP., Basu, P., Shin, M., Redmond, L.c., Sheng, G., Lloyd, lA., 
2006. Identification, characterization and expression pattern of the chicken 
EKLF gene. Dev. Dyn. 235, 1933-] 940. 

Cremer, T., Cremer, c., 2001. Chromosome territOlies, nuclear architecture and 
gene regulation in marnmalian cells. Nat. Rev., Genet. 2, 292-301. 

Dean, A, 2006. On a chromosome far, far away: LCRs and gene expression. 
Trends Genet. 22, 38-45. 

Escamilla-Del-Arenal, M., Recillas-Targa, F., in preparation. Characterization of 
the chromatin structure of the silencer-enhancer elements of the chicken 
a1pha-g10bin gene domain. 

Esteller, M., 2006. The necessity of a human epigenome project. Carcinogenesis 
27, 1121-1125. 

Farache, G., Razin, S.v., Recillas Targa, F., Scherrer, K., 1990. Organization of 
the 3' boundary ofthe chicken a-g10bin gene domain and characterization of 
a CR1-specific protein binding site. Nucleic Acids Res. 18,401-409. 

Feinberg, AP., Ohlsson, R., Henikoff, S., 2006. The epigenetic progenitor origin 
ofhuman cancer. Nat. Rev., Genet. 7,21-33. 

Flint, J., Tufarelli, C., Peden, l, Clark, K, Danie1s, RJ., Hardisson, R" Millei, 
W., Philipsen, S., Tan-Un, KC., McMarrow, T., Frampton, f, Alter, B.P., 
Frischauf: AM., Higgs, D.R, 2001. Comparative genome analysis delimits 
a chromosomal domain and identifies key regulatory e1ements in the a
globin cluster. Hum. Mol. Genet. 10,371--382. 

Fo1ey, KP., Engel, lD., 1992. Individual stage selector element mutations 1ead 
to reciprocal changes in 1)- vs r::-globin gene transcription: genetic confir
mation of promoter competition during globin gene switching. Genes Dev. 
6, 730-744. 

Francastel, C., Magis, W, Groudine, M., 2001. Nuclear relocation of a 
transactivator subunit precedes target gene activation. Proc. Natl. Acad. Sci. 
U. S. A 98, 12120-12125. 

Gribnau, G., Diderich, K., Pruzina, S., Calzo1ari, R., Fraser, P., 2000. Intergenic 
transcription and deve10pment remode1ing of chromatin subdornains in the 
human r,,-globin locus. Mol. Cell 5, 377-386. 

Grirnaud, C., Bantignies, F., Pal-Bhadra, M., Chana, P., Bhadra, U., Cavalli, G., 
2006. RNAi components are required for nuclear clustering of Polycomb 
group response e1ements. Cell124, 957-·971. 

Grosve1d, F., van Assende1f, G.B., Greaves, D.R., Kollias, G., 1987. Position
independent, high-level expression of the human ~">-globin gene in 
transgenic mice. Cell 51, 975-985. 

Haussecker, D., Proudfoot, NJ., 2005. Dicer-dependent turnover of intergenic 
transcripts from the human ¡3-globin gene cluster. Mol. Cell. Biol. 25, 
9724-9733. 

Hennan, J.G., Baylin, S.B., 2003. Gene silencing in cancer in association with 
promoter hypermethylation. N. Engl. l Med. 349,2042-2054. 

Higgs, D.R., GruTick, D., Anguita, E., DeGobbi, M., Hughes, l, Muers, M., 
Vernimmen, D., Lower, K, Lae, M., Argentaro, A., Deville, M.A., Gibbons, 
R., 2005. Understanding a-globin gene regulation: airning to improve the 
management of thalassemia. Ann. N. Y Acad. Sci. 1054, 92-102. 

Hong, W, Nakazawa, M., Chen, Y.Y., Kori, R., Vakoc, C.R, Rakowski, c., 
Blobel, G.A., 2005. FOG-l recruits the NuRD repressor complex to mediate 
transcriptional repression by GATA-1. EMBO 1. 24,2367-2378. 

Huang, S., Litt, M., Felsenfeld, G., 2005. Methylation ofhistone H4 by arginine 
methyltransferase PRMT1 is essentia1 in vivo for many subsequent histone 
modifícations. Genes Dev. 19, 1885-1893. 

Ruo, x., Zhang, J., 2005. Important roles ofreversib1e acetylation in the nmction 
of hematopoietic transcription factors. J. CelI. Mol. Med. 9, 103-112. 

Issa, J.-P., 2004. CpG is1and methy1ator phenotype in cancer. Nat. Rev., Cancel' 
4, 988--993. 

Johnson, KD., Christensen, RM., Zhao, B., Bresnick, E.H., 2001. Distinct 
mechanisms control RNA polymerase 11 recruitment to a tissue-specific 
locus control region and a downstream promoter. Mol. Cell 8, 465-47l. 

Klenova, E.M., Oh1sson, R., 2005. Poly(ADP-ribosyl)ation and epigenetics. Is 
CTCF part ofthe plot? Cell Cycle 4, 96-101. 

K1enova, E.M., Morse I1I, H.C., Oh1sson, R, Lobanenkov, v. v. , 2002. The 
novel BORIS+ CTCF gene farnily is uniquely involved in the epigenetics of 
nOlillal biology and cancer. Semin. Cancer BioI. 12,399-414. 

Klochkov, D., Rincón-Arano, H., Ioudinkova, E.S., Valadez-Graham, v., 
Gavrilov, A., Recillas-Targa, F.,Razin, S.v., 2006. A CTCF-dependent 
silencer 10cated in the differentially methy1ated area may regulate expression 
of a housekeeping gene overlapping a tissue-specific gene domain. Mol. 
Cell. Biol. 26, 1589-·-1597. 

Kosak, S.T., Groudine, M., 2004. Form fol1ows function: the genomic 
organization of cellular differentiation. Genes Dev. 18, 13 71-13 84. 

Kurukuti, S., Tiwari, V.K, Tavoosidama, G., Pugacheva, E., Murrell, A, Zhao, 
Z., Lobanekov, v., Reik, w., Ohlsson, R., 2006. CTCF binding at the H19 
imprinting control region mediates maternalIy inherited higher-order 
chromatin confomlation to restriet enhancer access to ¡gf2. Proc. Nat!. 
Acad. Sci. U. S. A. 103, 10684-10689. 

Liew, C.W., Rand, K.D., Simpson, RJ., Ung, W.W., Mansfield, R.E., Crossley, 
M., Proetorius-Ibba, M., Nerlov, C., Poulsen, F.M., Mackay, J.P., 2006. 
Molecular ana1ysis of the interaction between the hematopoíetic master 
transcription faetors GATA-l and pu.l. l Biol. Chem. 281, 28296-·28306. 

Ling, J.Q., Li, T., Hu, J.F., Vu, T.I-l., Chen, B.L., Quí, X.W, Cherry, A.M., 
Hoffman, AR., 2006. CTCF mediates interehromosomal co10calization 
between Igf2/H19 and Wsbl/Nfl. Science 312, 269-272. 

Litt, M.D., Simpson, M., Reeillas-Targa, F., Prioleau, M.N., Felsenfeld, G., 
2001a. Transitions in histone acety1ation reveal boundaries of three 
separately regulated neighboring loci. EMBO J. 20,2224-2235. 

Litt, M.D., Simpson, M., Gaszner, M., Allis, C.D., Felsenfeld, G., 2001b. 
Correlation between histone Iysine methylation and developmenta1 changes 
at the chicken ¡3-globin locus. Science 293, 2453-·2455. 

Lund, A.H., van Lohuizen, M., 2004. Epigenetics and cancer. Genes Dev. ] 8, 
2315--2335. 

Mason, M.M., Lee, E., Westphal, H., Reitman, M., 1995. Expressiol1 of the 
chicken r~-globin gene cluster in mice: coneet developmental expression 
and distribution control. Mol. Ce1l. Biol. 15,407-414, 

Mutskov, VJ., FarrelI, C.M., Wade, P.A, Wolffe, AP., Felsenfe1d, G., 2002. The 
banier function of an insulator couples high histone acety1ation leveIs with 
specific protection of promoter DNA fi'om methy1ation. Genes Dev. 16, 
1540-1554. 

Oh1sson, R, Reinkawitz, R, Lobanenkov, v., 2001. CTCF is unique1y versatile 
transcription regulator Iinker to epigenetics and diseases. Trends Genet. 17, 
520-527. 

Ohtani-Fujita, N., Drvja, T.P., Rapaport, lM., Fujita, T., Matsumura, S., Ozasa, 
K., Watanabe, Y, Hayashi, K, Maeda, K, et al., 1997. Hypermethy1ation in 
the retinoblastoma gene is associated with unilateral, sporadic retinoblas
toma. Cancer Genet. Cytogenet. 98,43-49. 

Pikaart, M.J., Recillas-Targa, F., Felsenfeld, G., 1998. Loss of transcriptional 
activity of a transgene is accompanied by DNA methylation and histone 
deacetylation and is prevented by insu1ators. Genes Dev. 12, 2852-2862. 

Ragoczy, T., Bender, M.A, Telling, A, Byron, R., Groudine, M., 2006. The 
locus control region is required for association ofthe murine r,,-globin locus 



760 G. Guerrero et al. / Comparative Bioche,mistry and Physiology, Part A 147 (2007) 750-760 

with engaged transcription factories during erythroid maturation. Genes 
Dev. 20, 1447-1456. 

Raich, N., Enver, T., Nakamoto, B., Josephson, B., Papayannopoulou, T., 
Stamatoyannopoulos, G., 1990. Autonomous developmental control of 
human embryonic globin gene switching and transgenic mice. Science 250, 
1147-1149. 

Razin, S.V, FalTell, C.M., Recillas-Targa, F., 2003. Genomic domains al1d 
regulatOly elements operating at the domain level. lnt. Rev. Cyt. 226, 63-] 25. 

Razin, S.V, Rynditch, A, Borunova, V, Ioudil1kova, E., Smalko, V, SchelTer, 
K, 2004. The 33 kb transcript ofthe chicken a-globin gene domain is part of 
the nuclear ll1atrix. J. Cell. Biochem. 92, 445-457. 

Recillas-Targa, F., 2000. The chicken a- and ¡3-globin gene dOll1ains and their 
cbromatin organization. Cell. Mol. BioI. Lett. 5,451-467. 

Recillas-Targa, F., Razin, S.V, 2001. Chromatin domains and regulation of gene 
expression: familiar and enigmatic clusters of chicken globin genes. Crit. 
Rev. Eukaryot. Gene Expr. 11,227·---242. 

Recillas Targa, F., De Moura Gallo, C. v., Huesca, M., Scherrer, K, Marcaud, L., 
1993. Silencer and enhancer elements located at the 3'-side ofthe chicken 
and duck a-globin-encoding gene domains. Gene 129,229-237. 

Reci1las-Targa, F., Pikaart, M.1., Burgess-Beusse, B., Bell, A.C., Litt, M.D, 
West, AG., Gaszner, M., Felsenfeld, G., 2002. Position-effect protection 
and enhancer blocking by the chicken ~->'-globin insulator are separable 
activities. Proc. Natl. Acad. Sci. u. S: A 99, 6883-6888. 

Reci1las-Targa, F., Valadez-Graham, V, Farell, C.M., 2004. Prospects mld 
implications of using chromatin insulators in gene therapy and transgenesis. 
BioEssays 26, 796-807. 

Reci1las-Targa, F., De La Rosa-Velázquez, LA, Soto-Reyes, E., Benítez
Bribiesca, L., 2006. Epigenetic boundaries of tumour suppressor gene 
promoters: the CTCF connection. J. Cell. Mol. Med. 10, 552-566. 

Reik, W, MUlTeU, A, Lewis, A, Mitsuya, K, Umlauf, D., Dean, W, Higgins, 
M., Fiel, R., 2004. Clu'omosome loop s, insulators and histone methylation: 
new insights into regulation of imprinting in clusters. Cold Spring Harbor 
Symp. Quant. Biol. LXIX, 29-37. 

Reitman, M., Felsenfeld, G., 1988. Mutational analysis ofthe chicken ¡3-globin 
enhancerreveals two positive-acting domains. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A 
85, 6267-6271. 

Reitmml, M., Lee, E., Westpbal, H., Felsenfeld, G., 1990. Site-independent expres
sion of the chicken ¡3A-globin gene in transgenic mice. Nature 348, 749-752. 

Rincón-Arano, 1-1., Valadez-Graham, v., GuelTero, G., Escami1la-Del-Arenal, 
M., Recillas-Targa, F., 2005. YYl and GATA-I interaction 1l10dulate the 
chicken 3'-side a-globin enhancer activity. J. Mol. Biol. 349, 961-975. 

Rincón-Anillo, R, ReciUas-Targa, F. in preparation. Protection against telomeric 
position effects by the chicken 5' cHS4 beta-globin insulator. 

Saitoh, N., Bell, AC., Recillas-Targa, F., West, A.G., Simpson, M., Pikaart, M., 
Felsenfeld, G., 2000. Structural and functional conservation at the 
boundaries of the chicken ~->'-globin domain. EMBO J. 19, 2315-2322. 

Sanchez-EIsner, T., Gou, D., Krernmer, E., Sauer, F., 2006. Noncoding RNAs of 
trithorax response elements recruit Drosophila Ash 1 to ultrabithorax. 
Science 311, 1118--1123. 

SchelTer, K, 2003. Historical review: the discovery of 'giant' RNA and RNA 
processing: 40 years of enigma. Trens Biochem. Sci. 28, 566-57l. 

Shyu, Y.-C., Lee, T.-L., Ting, C.-Y., Wen, S.-C., Hsieh, L.-J., Li, Y.-C., Hwang, 
J.-L., Lin, c.-C., Shen, C.-K.1., 2005. Sumoylation of p45NF-E2: nuclear 
positioning and transcriptional activation of the marnmalian ¡3-like globin 
genelocus. Mol. CeU. Biol. 25, 10365-10378. 

Sidhu, S., Martin, R., Gicquel, C., Melki, J., Clark, S.J., Campbell, P., Magarey, 
C.1., Schulte, KM., Roher, H.D., Delbridge, L., Robinson, B.G., 2005. 
Mutation and methylation analysis ofTP53 in adrenal carcinogenesis. Eur. J. 
Surg. Oncol. 31, 549-554. 

Singal, R., Wang, S.Z., Sargent, T., Zhu, S.Z., Ginder, G.D., 2002a. Methylation 
of promoter proximal-transcribed sequences of an embryonic globin gene 
inhibits transcription in primary erythroid cells and promotes fOffilation of a 
cell-type-specific methyl cytosine binding complexo J. Biol. Chem. 277, 
]897-1905. 

Singal, R., vanWert, J.M., Ferdinand Jr., L., 2002b. Methylation of a-type 
embryonic globin gene a1T represses trmlscription in primary erythroid cells. 
Blood 100,4217-4222. 

Stamatoymmopoulos, G., 2005. Control of globin gene expression during 
development and erythroid differentiation. Exp. Hematol. 33, 259-271. 

Stirzaker, c., Millar, D.S., Paul, C.L., Wamecke, P.M., HffiTison, J., Vincent, P.c., 
Fronuner, M., Clark, S.1., 1997. Extensive DNA methylation spmming the Rb 
promoter in retinoblastoma tumors. Cancer Res. 57,2229-2237. 

Stopka, T., Amanahl1lah, D.F., Papetti, M., Skoultchi, Al., 2005. PU.1 inhibits 
the erythroid progrmn by binding to GATA-Ion DNA and creating a 
repressive chromatin structure. EMBO l 24, 3712-3723. 

Vakoc, c.R., Letting, D.L., Gheldof, N., Sawado, T., Bender, M.A, Groudine, 
M., Weiss, M.J., Dekkel; l, Blobel, G.A., 2005. Proximity mnong distant 
regulatory elements at the r~-globinlocus requires GATA-l and FOG-1. Mol. 
Ce1117, 453-462. 

Valadez-Grahmn, V, Razin, S.v., Recillas-Targa, F., 2004. CTCF-dependent 
enhancer blockers at the upstremn region of the chicken a-globin domain. 
Nucleic Acids Res. 32, 1354-1362. 

Wasserman, W W., Smlderlin, A, 2004. Applied bioinformatics for the 
identification of regulatOly elements. Nat. Rev., Genet. 5,276-287. 

West, AG., Fraser, P., 2005. Remote control of gene transcription. Hum. Mo1. 
Genet. 14, RIOI-Rll1. 

West, AG., Huang, S., Gaszner, M., Litt, M.D., Felsenfeld, G., 2004. 
Recruitment of histone modifications by USF proteins at a vertebrate 
barrier element. Mol. Cell 16,453-463. 

Yi, Z., Cohcn-Barak, O., Hagiwara, N., Kingsley, P.D., Fuchs, D.A, Erickson, 
D.T., Epner, E.M., Palis, J., Brilliant, M.H., 2006. Sox6 directly silences 
epsilon globin expression in defÍnitive erythropoiesis. PLoS Genet. 2, e14. 

Yusufzai, T.M., Felsenfe1d, G., 2004. The 5'-HS4 chicken r~-globin insulator in 
a CTCF-dependent nuclear matrix-associated element. ProC. Nat1. Acad. Sci. 
U. S. A 101,8620-8624. 

Yusufzai, T.M., Tagmni, H., Nakatani, Y., Felsenfeld, G., 2004. CTCF tethers an 
insulator to subnuclear sites, suggesting shared insulator mechanisms across 
species. Mol. Cel113, 291---298. 



 

Dynamic changes of the nucleolar structure in absence of CTCF binding 

protein 

 

 

Instituto de Fisiología Celular, Departamento de Genética Molecular, Universidad 
Nacional Autónoma de México, México D.F., México 

 

 

 

 

 

* Corresponding author:  Félix Recillas-Targa  
    Instituto de Fisiología Celular 
    Departamento de Genética Molecular 
    Universidad Nacional Autónoma de México 
    Apartado Postal 70-242 
    México D.F. 04510 
    México 
    Phone: (52 55) 56 22 56 74 
    FAX: (52 55) 56 22 56 30 
    Email: frecilla@ifc.unam.mx 
 
 

Running Title: Dynamic changes of the nucleolar structure in absence of CTCF 

 

Key words: Nucleolus; CTCF; Fibrillarin; AgNOR; Cancer; Nucleolar organizing 
region 
 

 190

mailto:frecilla@ifc.unam.mx


 191

 

Differential silencing of human p53 and Rb gene promoters by in vitro DNA 

methylation 

 

 

 

 

 

 

 

Instituto de Fisiología Celular, Departamento de Genética Molecular, Universidad Nacional 
Autónoma de México, Apartado Postal 70-242, México D.F. 04510, México. 

 

 

 

 

Corresponding autor:    Félix Recillas-Targa 
Instituto de Fisiología Celular 

    Departamento de Genética Molecular 
    Universidad Nacional Autónoma de México 
    Apartado Postal 70-242 
    México D.F 04510 
    MÉXICO 
    Tel: (52-55) 56 22 56 74 
    FAX: (52-55) 56 22 56 30 
    Email: frecilla@ifc.unam.mx 
    http://www.ifisiol.unam.mx/gmdepto.html 
 
 

mailto:frecilla@ifc.unam.mx

	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción. 1. Desarrollo del Cáncer
	2. La Estructuración de la Cromatina, Regulación Epigenética
	3. Los Oncogenes y Genes Supresores de Tumores
	4. El Gen Superior de Tumores P53 Humano
	5. Antecedentes Particulares
	Resultados 
	Anexos
	Material y Métodos
	Protocolos Ampliados
	Bibliografía
	Artículos Publicados

