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RESUMEN

El principal sitio de regulacion de la transcripcidon en organismos eucariontes es el
promotor génico. Se ha demostrado que el 70% de los promotores se encuentran
contenidos en regiones ricas en citosinas y guaninas, conocidas como “islas CpGs”. Los
promotores que contienen islas CpGs pueden inactivarse transcripcionalmente, de
manera anormal por componentes epigenéticos como la metilacion del DNA. Sin
embargo, poco se conoce sobre los mecanismos que regulan a los promotores de genes
que transcriben RNAs no-codificantes como los miRNAs. Los genes de miRNAs
transcriben a un RNA que se procesa hasta obtener fragmentos de 18 a 22 nucledtidos,
estos se anclan a un complejo proteico conocido como RISC y son capaces de regular la
expresion de multiples genes blanco. Actualmente, se les ha asociado con actividad de
oncogenes o0 genes supresores de tumores. Particularmente, el miR-125b1, se ha
reportado desregulado en diferentes neoplasias como cancer de mama. Recientemente,
se ha asociado con actividad de gen supresor de tumores, ya que entre sus blancos se
encuentran genes como ERBB2 y EST1. Por esta razon, seria relevante estudiar los
mecanismos de regulacion de éste gen.

Uno de los intereses de nuestro trabajo, fue caracterizar la region promotora del
miR-125b1. Para ello, realizamos un analisis in silico de la regién adyacente al gen del
miR-125b1 en la cual encontramos una isla CpG en el extremo 5’ del sitio de inicio de la
transcripcion del gen. A nivel epigenético, encontramos, in silico, modificaciones post-
traduccionales de histonas asociadas a regiones promotoras como un enriquecimiento de
la trimetilacion de la lisina 4 en la histona H3 (H3K4me3), la incorporacién de la variante
H2A.Z y sitios de reclutamiento de la RNA polimerasa Il. Para demostrar si esta region
presenta actividad promotora, amplificamos por PCR un fragmento de 481 pb que se
encuentra dentro de la isla CpG. Posteriormente, lo clonamos en dos orientaciones, 5’ a
3y 3 a 5 en relacidon al gen endogeno, dentro un vector que contiene al gen de la
luciferasa como reportero. En estos ensayos, encontramos un incremento significativo en
las unidades relativas de luciferasa con el vector que tenia al fragmento en orientacion &’
a 3. Mientras que el fragmento en orientacion 3’ a 5, no mostré6 ninguna actividad
promotora en comparacion con el vector vacio. Estos datos sugieren fuertemente que
dicha region podria ser el promotor del miR-125b1. Posteriormente, determinamos si
componentes epigenéticos como la metilacion del DNA pueden asociarse con su
silenciamiento en un modelo de cancer de mama. Para lo cual, evaluamos el estado de

metilacion del DNA sobre la isla CpG del miR-125b1 en lineas celulares de cancer de
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mama, por medio de las técnicas de PCR metilo sensible y bisulfito-secuenciacién. La isla
CpG se encuentra metilada, principalmente, en lineas celulares de cancer de mama, en
comparacion con una linea celular de mama no transformada. Para determinar si la
metilacion del DNA afecta los niveles de expresion del miR-125b1, realizamos una RT-
PCR en tiempo real y encontramos un decremento significativo en los niveles de
expresion del miR-125b1 en las lineas celulares de cancer de mama en comparacion con
la linea de mama no transformada. Estos datos sugieren que la metilacion del DNA sobre
la isla CpG con actividad promotora del miR-125b1 esta involucrada en una disminucién
en la expresion de este gen.

Como conclusién, estos resultados sugieren que la isla CpG localizada en el
extremo 5’ del sitio de inicio de la transcripcion del miR-125b1 es un promotor funcional
unidireccional. Al evaluar el estado de metilacion de esta isla CpG, se encontré que en
lineas celulares de cancer de mama habia una metilacion aberrante y que esta metilacion

disminuye los niveles de expresion de gen miR-125b1.



ABSTRACT

In cancer cells, transcriptional gene silencing has been associated with genetic and
epigenetic defects. The disruption of DNA methylation patterns and covalent histone marks
has been associated with cancer development. Until recently, microRNA (miRNA) gene
silencing was not well understood. In particular, miR-125b1 has been suggested to be a
miRNA with tumor suppressor activity, and it has been shown to be deregulated in various
human cancers. In this study, we characterized the promoter of the miR-125b1 and the

DNA methylation associated with its silencing.

We studied in silico the miR-125b1 locus to define its promoter region and then, we
characterized the promoter activity by luciferase assay, cloning a fragment in the 5’
extreme close to the transcriptional start site of the miR-125b1 gene. We found that the
sequence in the 5’ extreme close to the transcriptional start site of the miR-125b1 has
promoter activity and it is unidirectional. Subsequently, we analized the DNA methylation in
the CpG island promoter and found that in breast cancer cell lines, it was methylated
compared to the same region in non-transformed breast cell line. To determine the effect
of DNA methylation at the CpG island of miR-125b1 on the expression of this gene, we
performed a qRT-PCR assay. We observed a significant reduction on the expression of
miR-125b1 in cancer cells lines suggesting that DNA methylation at the CpG island might

reduce miR-125b1 expression.

Our data suggest that the fragment in the 5’ extreme close to the transcriptional start
site of the miR-125b1 gene is a functional and unidirectional promoter. Also, the CpG
island in this region is methylated in breast cancer cell lines and this methylation is

associated with the silencing of the miR-125b1 gene.



INTRODUCCION

Cancer

Definicion de cancer

El cancer es el conjunto de enfermedades de origen multifactorial que se caracteriza
por una proliferacion celular descontrolada. Este padecimiento es la tercera causa de
muerte a nivel mundial después de padecimientos cardiovasculares y enfermedades
infecciosas (Global Burden of Disease, 2004). En el 2008, se le atribuyeron 7.6 millones
de defunciones de las cuales el 70% ocurrieron en paises de bajos y medianos ingresos
(OMS, 2008). Los canceres con mayor incidencia se encuentran en 6rganos como
pulmén, prostata, colon, estbmago y mama. Particularmente, el cancer de mama es una
de las enfermedades que mas afecta a las mujeres en el mundo. Tiene el primer lugar en
incidencia y el segundo en mortalidad a nivel mundial (GLOBOCAN, 2008). Por esta
razon, es importante esclarecer los mecanismos involucrados en el inici¢ y progresion de

este padecimiento.

Modelos propuestos para el desarrollo del cancer

En los afos 70s, existian tres modelos que explicaban los mecanismos involucrados
en el desarrollo del cancer. El primero de ellos, establecia que el cancer era resultado de
una diferenciacion celular aberrante donde existen alteraciones en el fenotipo celular sin
que se lleven a cabo cambios en el genoma (Mendelsohn et al, 2008). El segundo de
ellos, fue desarrollado por virdlogos. Ellos propusieron que los virus eran capaces de
estimular la formacién de tumores a través de la invasion y transformacion de la célula
hospedera. El ejemplo clasico de este modelo, es el sarcoma de Rous. En 1911, Peyton
Rous report6 la induccion de sarcoma en un modelo de pollo cuando era infectado con un
“agente carcindgeno”, el cual afios después se descubrié que era un virus (Rous, 1911).
Este descubrimiento, fue clave en el estudio del cancer, ya que, posteriormente, sirvié
para el descubrimiento del primer oncogen, Src (Stehelin et al, 1976). Por otro lado, el
ultimo modelo, establece que la formacion de tumores esta dada por la exposicion a
agentes carcindgenos y mutagenos. Estos agentes tienen la capacidad de danar el DNA a
partir de la induccién de mutaciones, propiciando la idea de que el fenotipo transformado

era consecuencia de mutaciones en multiples genes. La primera evidencia de este
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modelo, la desarrollé Percivall Pott en 1775, en un estudio epidemiolégico donde identificd
al hollin como la causa del cancer de escroto en deshollinadores ingleses (Pott, 1775).
Sin embargo, fue el grupo de Katsusaburo Yamagiwa quienes encontraron evidencia
experimental del estudio epidemioldgico de Percivall Pott. Este grupo realizé estudios en
conejos expuestos a agentes carcindgenos como el hollin y encontraron que en las zonas
mas expuestas, los conejos desarrollaron carcinoma de células escamosas (Yamagiwa et
al, 1918). Actualmente, este modelo, es uno de los mas aceptados. Incluso, se han
planteado hipdtesis y modelos sobre los cambios que favorecen la alteracion de un
fenotipo normal y transformarlo en uno con caracteristicas tumorales. Entre ellos se
encuentran el modelo del progenitor epigenético, la hipotesis del fenotipo mutador y el

modelo de expansion clonal.

Hipétesis del fenotipo mutador y el modelo de expansién clonal

En una célula normal, el genoma se encuentra en un equilibrio dinamico entre los
procesos que generan cambios genéticos y los procesos de reparacion de la secuencia
del DNA. En los afos 90s, el grupo de Lawrence Loeb propuso que el fenotipo de una
célula tumoral era resultado de multiples alteraciones en genes asociados con el
mantenimiento de la integridad gendmica. Este grupo, describié un cambio inicial en el
genoma, el cual denomind como mutacion mutadora. Posterior a este proceso inicial,
comienza una cascada de cambios genéticos los cuales pueden llevase tanto en genes
relacionados con el mantenimiento en la estabilidad del genoma como otros
independientes a esta funcion. Estos eventos tienen como consecuencia, un incremento
en la tasa de mutaciones de la célula, a la cual se le conoce como inestabilidad gendmica
(Loeb et al, 2003). En la mayoria de los casos, se ha demostrado que estas mutaciones
comprometen la viabilidad celular. Sin embargo, otras generan ventajas selectivas a las
células afectadas sobre otras que se encuentren en su entorno, favoreciendo una
expansion clonal y la herencia de esta cualidad (Bielas et al, 2006; Merlo et al, 2006)
(Figura 1A).

Modelo del progenitor epigenético

Otra propuesta innovadora en el estudio del cancer, fue la que desarroll6 el grupo de
Andrew Feinberg. EI modelo del progenitor epigenético propone que el desarrollo del

cancer se lleva a cabo en tres etapas. En la primera etapa, existen alteraciones
1



epigenéticas en las células progenitoras de un tejido, lo cual conlleva a una desregulacion
aberrante en la expresién de genes involucrados en el ciclo celular(Feinberg et al, 2006).
En una segunda etapa, los cambios epigenéticos derivan en cambios genéticos como
mutaciones en genes de reparacion del DNA y control del ciclo celular. Esto tiene como
consecuencia, un incremento en inestabilidad gendmica, que conlleva al desarrollo del
tumor. Finalmente, la tercera etapa consiste en la expansion clonal de aquellas células
que hayan obtenido ventajas selectivas que favorecen una divisidn celular descontrolada
(Merlo et al, 2006) (Figura 1B).

A Modelo de expansién clonal Expansion

clonal

Expansion
clonal

Expansion
clonal

Mutacion
O—0O

Célula normal

000

Mutacion
> ‘
>

\ 4

Tumor benigno

Mutacion
> ‘
>

\ 4

B Modelo del progenitor epigenético Céncer primario

Células diferenciadas Metastasis

O O O Pasticidad Pasticidad Pasticidad

Mutacién genéticay genética y genética y

epigenética epigenética epigenética
Cambios O > Q > O > ‘ > ‘
epigenéticos
O —_———d Tumor Q Cancer ‘ Pasticidad
benigno primario genética y ‘
epigenética
@ O —@

O O O Metastasis

Células diferenciadas

Figura 1. Modelos propuestos para el desarrollo del cancer. (A) El modelo de expansion clonal propone
que existe una mutacién iniciadora y, a partir de ésta, incrementard la tasa de inestabilidad genética. Las
células cuyas mutaciones les proporcione ventajas selectivas generaran progenie con diferentes
mutaciones hasta formar un tumor heterogéneo. (B) El modelo del progenitor epigenético es muy similar al
modelo de expansion clonal. Sin embargo, este considera que existe un primer cambio que ocurre a nivel
epigenético en células progenitoras y este genera la mutacion iniciadora (Modificada de Feinberg et al,
2006).

Proceso de carcinogénesis

Avances en el area de la biologia molecular ha incrementado la sensibilidad en las
herramientas que se utilizan para hacer investigacion en el area biomédica.

Particularmente, en cancer, se han vinculado una gran cantidad de alteraciones en el
1



genoma, involucrados en la iniciacion y el desarrollo de esta enfermedad. Entre los
cambios mas comunes, se encuentran las mutaciones que alteran el funcionamiento de
ciertos genes relevantes en la homeostasis celular, oncogenes y genes supresores de
tumores, donde se ve una ganancia y pérdida en la funcién de un gen, respectivamente
(Hanahan et al, 2000).

El proceso de carcinogénesis, en seres humanos, requiere que se den una gran
cantidad de pasos antes de la formacion de un tumor. Estos se reflejan en las alteraciones
genéticas y epigenéticas que conducen a un proceso de transformacion progresiva de
células humanas normales a células tumorales (Figura 2) (Hanahan et al, 2011). Durante
el proceso de carcinogénesis, es necesario que se lleven dos pasos fundamentales:
iniciacion y progresion (Vogelstein et al, 1993). En la iniciacion, se da un estimulo a la
célula el cual puede ser de origen genético (Loeb, 1991) o epigenético (Feinberg et al,
2006). Este estimulo, incrementa la tasa de inestabilidad gendmica teniendo como
consecuencia la generacién de mas mutaciones (Nowak et al, 2002). La progresion
consiste en el establecimiento de los cambios que permiten la viabilidad celular y su
expansion clonal. EI mantenimiento de estos cambios es relevante, ya que estos ofrecen

ventajas selectivas sobre otras células que se encuentren en el entorno (Kufe et al, 2003).

= Defectos en la diferencacion terminal
= Defectos la regulacion del crecimiento
= Resistencia a citotoxicidad

= Defectos en la apoptosis
___ Compuestos

o = Activacion de oncogenes
quimicos . o
T = |nactivacion de genes supresores de tumores
~. = |nactivacion de genes asociados con estabilidad genémica
N ~ Excresion
Desactivacion
Cambio Expansion Cambio Cambio Cambio
5 4/ Activacion genético clonal _ genético genético | ] genético
9 / 1y ~ /e = e 2 TR .
| |
\_ Nudeus /
'/“ ® e
 t = Inhibicién
‘/" Célula normal |
/s
— Virus ‘2
L . . Formacion .
Iniciacion Promocion Progresion Metastasis
del tumor

Figura 2. Proceso de carcinogénesis. Esquema desglosado de los pasos para que se lleve a cabo un
proceso de carcinogénesis: iniciacion, progesion, transformacion, formacion de tumor y metastasis
(Modificado de Kufe et al, 2003).
Sin embargo, poco se sabe sobre el tipo de modificaciones que lleva a la célula a la
carcinogénesis. Las células cancerosas presentan seis adaptaciones fisioldgicas que
1



permite que se de el proceso de transformacidon celular: produccion de sefiales
proliferativas, insensibilidad a sefiales antiproliferativas, resistencia a la muerte celular,
incremento en la habilidad replicativa, angiogénesis, invasion y metastasis (Hanahan et al,
2000). Estas adaptaciones son conocidas como los marcadores del cancer. Actualmente,
se han porpuesto dos nuevos marcadores como la evasion por destruccidon inmune y la
desregulacion energética a nivel celular, y dos caracteristicas que facilitan la adquisicion
de los marcadores: promocion del tumor por inflamacién, inestabilidad gendmica y

mutaciones (Figura 3; Hanahan et al, 2011).
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Figura 3. “Hallmarks del cancer”. Esquema de los hallmarks del cancer de Hanahah y Weinberg (2011).
Procesos fisiologicos que la célula tiene que llevar a cabo para el proceso de carcinogénesis.

Factores de riesgo para el desarrollo del cancer

El inicio y desarrollo del cancer se han asociado a diferentes factores de riesgo,
tanto ambientales como genéticos. Los factores de riesgo ambientales tienen otras
subclasificaciones: quimicos, fisicos y bioldgicos. Mientras que, los factores de riesgo
genéticos, se han asociado con predisposicion al cancer en algunos individuos y en otros,
la acumulacién de mutaciones coincide directamente con el inicio y progresion de esa

enfermedad (Balmain et al, 2003).



Factores ambientales

Los factores ambientales son capaces de inducir dafio en el DNA a través de
diferentes mecanismos como rupturas del DNA, desaminaciéon del DNA, formacion de
dimeros de pirimidinas, alquilacion de bases y formacion de aductos, entre otros (Lodish
et al, 2004). Entre la exposicion a compuestos quimicos mas comunes, se encuentra la
exposicién a humo de tabaco, plaguicidas y bebidas alcohdlicas. Los principales factores
fisicos a los cuales nos encontramos expuestos son los rayos UV y el radén (Irigaray et al,
2007). Mientras que, los factores bioldgicos mas relevantes son las infecciones por virus
como el virus del papiloma humano, el cual es la causa del 99% de los canceres cérvico-
uterinos a nivel mundial. Otros virus relevantes son el virus del herpes y el virus de la
hepatitis C, los cuales son responsables del desarrollo de sarcoma de Kaposi y cancer de

higado, respectivamente (Herrera et al, 2005).

Factores genéticos

Los factores de riesgo genéticos, se han visto involucrados tanto en predisposicion
al cancer como con su inicio y progresion (Irigaray et al, 2007). El ejemplo mas comun de
predisposicidon al cancer es el caso de cancer de mama familiar. Las pacientes con cancer
de mama familiar constituyen unicamente del 5-10% del total de las pacientes. Un ejemplo
particular de genes inactivados en este padecimiento, son BRCA1y BRCAZ2, los cuales se
encuentran mutados en un 15-20% de los casos. Estudios en gemelos homocigotos con
esta enfermedad demuestran que los factores genéticos predominan sobre los factores
ambientales (Balmain et al, 2003). Por otro lado, factores genéticos asociados con inicio y
progresion del cancer se refiere a la acumulacién de cambios genéticos que le confieren
ventajas a una célula a partir de una seleccién clonal, como se postuld en la hipotesis del

fenotipo mutador y la expansion clonal (Bielas et al, 2006; Merlo et al, 2006).

Factores epigenéticos

Actualmente, también se han asociado factores epigenéticos con el desarrollo del
cancer. Los ejemplos mas comunes son la alteracion en el estado de metilacién del
genoma como la hipometilacién global y hipermetilacion local (Issa, 2004) y cambios en el

patrén de las modificaciones post-traduccionales de las histonas (Esteller, 2011).



Epigenética
Definicidon de epigenética

En el cuerpo humano, existen aproximadamente 60 trillones de células, cada una
contiene 2 metros de DNA gendmico contenido dentro del nucleo. ¢ Coémo organiza la
célula su material genético en el nucleo? ; Coémo lleva a cabo una correcta regulacion en
la expresion génica? En 1880, Walter Flemming, observd una sustancia dentro del nucleo
que era claramente visible usando las técnicas clasicas de microscopia. Esta sustancia la
denominé cromatina (Flemming et al, 1965). Afos mas tarde, se descubrié que esta
sustancia era el DNA, la molécula que almacena la informacién genética de las células. El
DNA es un polimero de nucleétidos unidos a un armazon de ribosa-fosfato por enlaces
fosfodiéster, a los cuales se le debe su carga negativa (Nelson et al, 2008). Por su carga,
se sugiere que es necesaria la participacion de otras moléculas que ayuden al
empacamiento y a la correcta organizacion del material genético dentro del nucleo. Su
adecuado empacamiento es muy relevante, ya que permite una correcta expresion de los
genes en un tiempo y espacio definido (Shahbazian et al, 2007). Dada su importancia,
existe una disciplina que se ha encargado de estudiar su organizacion y regulacion en el
nucleo, la epigenética. La epigenética se define como el estudio de los patrones de
herencia de actividad de DNA y RNA que no depende en la secuencia desnuda acidos

nucleicos (Esteller, 2011).

Estructura de la cromatina

La cromatina es el conjunto de acidos nucleicos, DNA y RNA, proteinas de tipo
histona y no histona. La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma, el cual
esta formado por un octamero de histonas denominado nucleo de histonas, el cual pesa
240 kDa (Luger, 2006). Este core esta formado por dos dimeros de las histonas H2A-H2B
y un tetramero de las histonas H3-H4 (Mellor, 2006). Aproximadamente, 147 pb del DNA
se enrrollan en el core de histonas dando 1.65 vueltas de forma toroidal (Figura 4; Jiang
et al, 2009).
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Figura 4. Estructura del nucleosoma. La unidad minima funcional de la cromatina es el nucleosoma.
Esta estructura esta formada por un octamero de histonas: H2A, H2B, H3 Y H4. Sobre esta estructura se
enrollan 147 pb del DNA dando 1.65 vueltas en forma toroidal (Modificado del Lunger et al, 1997).

Niveles de compactacion de la cromatina

Existen diferentes niveles de compactacion de la cromatina, lo cual le permite una
correcta compactacion en el nucleo y un remodelamiento adecuado dependiendo del
contexto celular (Li et al, 2007). El primer nivel es la estructura de “collar de perlas”, el
cual resulta en una compactacion de la longitud del DNA de 5 a 10 veces (Felsenfeld et al,
2003). Esta estructura se caracteriza por un continuo enrollamiento del DNA a los
nucleosomas y una alta accesibilidad de factores transcripcionales y remodeladores de la
cromatina, entre otros. Este polinucleétido se compacta en una fibra conocida como
solenoide o fibra de 30 nm. Esta estructura se estabiliza con ayuda de una quinta histona,
la H1, la cual se une a cada nucleosoma (Felsenfeld et al, 2003). En esta estructura, la
cromatina se vuelve mucho mas compacta, reduciendo su tamafo 50 veces. A este nivel,
no hay accesibilidad a factores transcripcionales ni remodeladores de la cromatina. Estos
niveles de compactacion son muy importantes, ya que llevan a cabo la apertura y cierre
de la cromatina relevantes para la regulacion transcripcional. Otros niveles de
compactacion, son la formacién de asas cromosomicas relevantes para el estudio de

territorios cromosomicos y regulacion de la transcripcion a nivel de territorios nucleares.



Finalmente, la estructura mas compacta es el cromosoma metafasico, cuya grado de
compactacion es importante al momento de la segregacién del material genético (Figura
5; Felsenfeld et al, 2003). Sin embargo, para que la cromatina se remodele de esa forma,
es necesario que se lleven a cabo modificaciones en la cromatina como cambios post-
traduccionales de las histonas, la metilacién del DNA, la incorporacién de variantes de
histonas, el reclutamiento de complejos de remodelamiento de la cromatina (Polycomb vy
Trithorax) y remodeladores dependientes de ATP (SWI/SNF), entre otros (Allis et al,
2006).

DNA desnudo WM 2 nm

“Collar de perlas” ¥ Il nm

Solenoide o fibra de

30 nm 30 nm
Asas cromosomicas 300 nm
Secciéon de un
cromosoma
condensado 700 nm
Cromosoma mitético 1400 nm

Figura 5. Niveles de compactacion de la cromatina. La cromatina tiene diferentes estructuras
dependiendo de su grado de compactacion. El nivel mas laxo es el DNA desnudo posteriormente, se
encuentra el DNA unido al octamero de histonas formando un nucleosoma, a esta estructura se le conoce
como “collar de perlas”. A continuacién se encuentra al solenoide o fibra de 30 nm a la cual se le considera
una cromatina mas compacta conocida como heterocromatina. Asi sucesivamente hasta llegar al
cromosoma mitotico, el cual es una estructura altamente compacta (Felsenfeld et al, 2003).



Modificaciones post-traduccionales de las histonas y su mecanismo de accién

Las modificaciones post-traduccionales de las histonas se llevan a cabo,
principalmente, en el dominio amino terminal (N-ter). Se han descrito diferentes
modificaciones en residuos de histonas, entre los cuales destacan acetilacion, metilacién,
fosforilacion, sumoilacién, ubiquitinacion, ADP-ribosilacion y biotinilacidn, entre otras. Los
principales residuos que resultan transformados son las lisinas, argininas, serinas y
treoninas (Allis et al, 2006). Estas marcas pueden encontrarse en combinatoria con otras
marcas de histonas sugiriendo la hipétesis del codigo de histonas. Este codigo, propone
que diferentes modificaciones en los dominios N-ter de las histonas puede inducir
interaccidn con proteinas asociadas a cromatina provocando un cambio biolégicamente
significativo para la célula. Ademas, modificaciones en el mismo u otro dominio N-ter
puede ser interdependiente y generar varias combinatorias en un mismo nucleosoma. En
la tabla 1, se presentan algunas modificaciones de histonas y su participacién en la

transcripcion:

Modificacion Papel en la transcripcion Sitios de modificacion
H3 (K9, K14, K18,K56)
Acetilacion Activacion Eg A(KS’ K8, K12, K16)
H2B (K6, K7, K16, K17)
N o, H3 (K4me2, K4me3, K36me3,
Metilacion Activacion K79me2)
Reoresion H3 (K9me3, K27me3)
P H4 (K20me3)
Fosforilacion Activacion H3 (S10)

Tabla 1. Modificaciones post-traduccionales de las histonas y su papel en la transcripcion.

Acetilacion de histonas

La acetilacion de histonas es una modificacion de histonas asociada a activacion
transcripcional (Allis et al, 2006). En esta modificacion, se incorpora un grupo acetilo
(-COCH3) en los dominios N-ter de las histonas. De esta forma, se reduce la carga
positiva de las histonas, provocando una menor interaccion con el DNA y una disminucién

en el grado de compactacion de la cromatina (Figura 3; Shahbazian et al, 2007).
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Particularmente, la acetilacion de la histona H4 tiene un papel determinante en el
plegamiento de la cromatina in vitro. La estructura cristalografica del nucleosoma revel6
que el dominio N-ter de esta histona tiene una gran cantidad de residuos basicos
(residuos 16-25). Por lo cual, su acetilacion es suficiente para provocar un perfil de
desnaturalizacion del nucleosoma (Figura 6A) convirtiendo la cromatina accesible a

factores y a la maquinaria transcripcional (Bell et al, 2011).

Histona acetilada Histona no acetilada
(Activacion transcripcional) (Represion transcripcional)

Figura 6. La acetilacion de histonas. Interaccién de los dominios N-ter (N) con el DNA en histonas
acetiladas (A) e histonas no acetiladas (B). En A, se observa que los dominios N-ter tienen una menor
interaccion con el DNA (lineas negras) en comparacion con B, donde las cargas positivas a las histonas
son atraidas por las cargas negativas del DNA.

Metilacion de histonas

La metilacion de las histonas esta asociada con multiples procesos, entre ellos la
activacion y represion transcripcional, dependiendo del aminoacido que sea modificado.
Esta modificacién ocurre en residuos de lisinas y argininas. Ademas, pueden sufrir
multiples metilaciones en un mismo residuo, dificultado su analisis. Las lisinas pueden
mono- (me1), di- (me2) y tri- (me3) metilarse, mientras que las arginas pueden mono-
(me1) y di- (me2) metilarse (Allis et al, 2006).

Los residuos metilados de histonas asociados con apertura de la cromatina son la
H3K4, H3K36 y H3K79. Sin embargo, la metilacion de estos residuos se han relacionado

con funciones especificas. La H3K4, se ha asociado a regiones promotoras cuando se
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encuentra trimetilada (H3K4me3). Mientras que, la monometilacion de la H3K4 se asocia
con enhancers. La dimetilacion de la H3K36 (H3K36me2) se ha relacionado con la
elogacion de la RNA polimerasa Il durante la transcripcion (Li et al, 2007). Mientras que, la
dimetilacién de la H3K79 (H3K79me2), se encuentra enriquecida en regiones promotoras
y se ha asociado con el mantenimiento de una cromatina permisiva a la transcripcién local
(Jacinto et al, 2009).

Por el contrario, las metilaciones de histonas asociadas a represion transcripcional
se llevan a cabo, principalmente, en la H3K9 y H3K27. La H3K9me3 esta asociada con
regiones de heterocromatina constitutiva como las regiones centroméricas,
pericentroméricas y teloméricas. Mientras que la H3K27me3, se encuentra en regiones de
heterocromatina facultativa, esta marca es capaz de reclutar al complejo de Polycomb y

cambiar la estructura de la cromatina a un estado mas compacto (Baylin et al, 2011).

Histona Residuo Funcién
H3 K4 Apertura de la cromatina en regiones promotoras y enhancers.
K9 Silenciamiento de regiones centroméricas, pericentromeéricas y
teloméricas.
K27 Represion transcripcional por el reclutamiento del complejo
Polycomb.
K36 Apertura de la cromatina durante la elongacion de la transcripcion.
K79 Apertura de la cromatina en regiones promotoras y reparacion del
DNA.
H4 K20 Represion transcripcional por el reclutamiento del complejo
Polycomb, heterocromatina pericentromérica e inactivacion del
cromosoma X en mamiferos.

Tabla 1. La metilaciéon de histonas en residuos de lisinas. Modificaciones post-traduccionales de la
histonas asociadas con apertura y cierre de la cromatina

Variantes de histonas

Variantes de las histonas H2A y H3 han sido conocidas desde hace varias décadas.
Sin embargo, recientemente, se ha acumulado evidencia de que estas se asocian
directamente con algunos niveles de compactacion de la cromatina (Henikoff et al, 2004).
Entre ellas, se encuentra la H2A.Z. Esta proteina se localiza en regiones de activacion
transcripcional, principalmente, en regiones promotoras. Esta histona es de gran
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importancia, debido a que tiene una estructura menos estable que la H2A canodnica,
permitiendo la formacién de una cromatina con un bajo grado de compactacién (Draker et
al, 2009). Otra variante de histona asociada a regiones promotoras, es la H3.3. Esta
variante al igual que la H2A.Z, se encuentra enriquecida en regiones promotoras. Estas

dos variantes de histonas se encuentran generalmente juntas en un nucleosomas en

promotores génicos (Jin et al, 2009).

Variantes
de Estructura Localizacion Funcion Referencia
histonas
Estructura menos Regiones Activacion
H2A.Z estable a la histona 9 o Jin et al, 2007
. promotoras transcripcional
H2A canonica.
El dominio C-ter es
diferente al de la Inactivacion del Gamble et al,
MacroH2A histona H2A Cromosoma X cromosoma X 2010
canonica.
o,
Pr_esen.ta el 48% Deficiente en el Activacion Chadwich et al,
H2A-Bbd de identidad con la .
- cromosoma X transcripcional 2001
H2A canonica.
. Mantiene la estructura
Mantiene la . .
cromatina en un del centromero mas
CENP-A estado mas Regiones compacta y sirve para | Tachiwana et al,
centroméricas el reconocimiento de 2011
compacto que la | .,
H3 candnica aregion
' centromérica.
amﬁ%aéltéﬁdos Regiones Activacion
H3.3 diferentes a la H3 asociadas a transcripcional Jin et al, 2007
- transcripcion P
candnica

Tabla 2. Variantes de histonas. Comparacion en la estructura, la localizacién y la funciéon de algunas
variantes de histonas.

Metilacion del DNA

Caracteristicas de la metilacion del DNA

En mamiferos, la metilaciéon del DNA es la union covalente de grupos metilo en las
citosinas que se encuentran en contexto de dinucle6tido 5’-CpG-3’ (Figura 7A; Klose et al,

2006). La adicion de grupos metilo sobresale del surco mayor y cuando el DNA se
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encuentra simétricamente metilado, los grupos metilo se encaran ocasionando cambios
en la conformacion en la estructura del DNA. La principal consecuencia de esta
modificacion es alterar el reconocimiento de algunas secuencias por parte de factores

transcripcionales (Prokhortchouk et al, 2008).
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Figura 7. Metilacion del DNA. (A) Se observa el sitio de metilacion en el carbono 5 de la citosina, esto en
contexto de dinucleético 5-CpG-3’. (B) Se muestra como se lleva a cabo el mantenimiento de la metilacion
por la DNMT1 cuando se replica el DNA.

Metilacion del DNA de mantenimiento y de novo

La metilacion del DNA genera patrones que se establecen durante el desarrollo
embrionario y se mantienen por un mecanismo de copiado cuando se replica el DNA
(Figura 7B). Estos patrones de metilacion cambian a lo largo del tiempo, principalmente
debido a multiples factores ambientales como la dieta y la exposicibn a compuestos
quimicos (Fraga et al, 2005). EI mecanismo de metilacion del DNA, lo llevan a cabo las
DNA metiltransferasas (DNMTs). Existen dos grupos de DNMTs dependiendo del sustrato
de DNA: las de mantenimiento y las de novo. La DNMT de mantenimiento es la DNMT1,
esta adiciona grupos metilo a patrones de metilacién pre-existentes en una nueva hebra
de DNA durante la replicacion (Figura 7B; Jeltsch, 2006). Las DNMT’s de novo, son la
DNMT3a y DNMT3b, estas son responsables de la adicion de grupos metilo a las
citosinas que no habian sido previamente metiladas (Goll et al, 2005). Existen otras dos
DNMT, la DNMTZ2, la cual in vitro muestra una actividad de DNA metil transferasa débil y
su delecibn no muestra efectos significativos en la metilacion global de células

progenitoras embrionarias (Jeltsch et al, 2006). Por otro lado, la DNMT3L es una DNMT

1



que no presenta actividad de DNA metil transferasa, pero se asocia fisicamente con la
DNMT3a y DNMT3b, modulando su actividad catalitica (Prokhortchouk et al, 2008).

Modelos de represion transcripcional

Una de las principales consecuencias de la metilacion del DNA es la represion
transcripcional. Sin embargo, no se conoce a profundidad el mecanismo de accién de la
metilacion del DNA sobre la maquinaria transcripcional (Weber et al, 2007). Se han
propuesto varios modelos, entre ello se encuentran los siguientes:

e Bloqueo de factores transcripcionales: los cambios en la estructura del DNA no
permiten que factores transcripcionales reconozcan su secuencia de unién y de
esta forma se inhiba la transcripcion (Figura 8A)

e Reclutamiento de co-represores por las MBP: el DNA metilado es reconocido por
proteinas con dominio de uniébn a DNA metilado y estas reclutan represores de la
transcripcion (Figura 8B).

e DNMTs y reclutamiento de remodeladores de la cromatina: las proteinas que
metilan el DNA vienen asociadas de otros complejos remodeladores de la
cromatina que convierten ese sitio inaccesible a la maquinaria transcripcional
(Figura 8C).

e Interrupcion de la elongacién de la transcripcion: la RNA polimerasa inhibe la
transcripcion porque existen proteinas reclutadas por el DNA metilado en el

cuerpo del gen que no permiten que la RNA polimerasa |l se elongue (Figura 8D).
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Figura 8. Modelos de represién transcripcional mediados por metilacién del DNA. Modelos propuestos
de como la metilacion del DNA afecta la transcripcidbn génica: (A) La metilacion ocasiona un cambio
conformacional en la estructura del DNA lo cual provoca que factores de transcripcion no reconozcan su
secuencia de union. (B) Proteinas con dominio de reconocimiento de los grupos metilo (MBP) reclutan a
otros remodeladores de la cromatina que reprimen la transcripcion. (C) Las DNMTs encargadas de la
adicion de los grupos metilo vienen acompafiadas de otros complejos reguladores de la cromatina como
HMTs y HDACs, los cuales remodelan la cromatina haciéndola inaccesible a factores de transcripcion. (D)
Las citosinas metiladas en el cuerpo del gen interrumpen la elongacién de la transcripcion.

Papel de la metilacion del DNA en cancer: Modelo del fenotipo metilador

Una de las principales caracteristicas del cancer, es que existe una alteracion en la
metilacion global del genoma. A nivel local, existe una hipermetilacion de promotores y de
islas CpG especificas (Issa JP, 2004). Sin embargo, en cancer de colon, existe evidencia
de que el fenotipo mutador afecta directamente en la metilacién del DNA. El grupo de
Jean Pierre Issa, analizd los patrones de metilacion en diferentes clonas de cancer de
colon y encontraron lo que actualmente conocemos como el fenotipo metilador. Este
fenotipo, se encontr6 asociado con la inactivacion de multiples genes supresores de
tumores como p76 y la induccion en la deficiencia de la maquinaria de reparacion de
desapareamiento de bases, a través de la inactivacion de hMLH1. Esta alteracion en el
estado de metilacion resultd ser tejido especifica y se encontrd principalmente en tumores

de origen espontaneo (Toyota et al, 1999).



Las isla CpG

Definicion e importancia de las islas CpGs

En el genoma humano, se han encontrado secuencias de DNA no metilado,
conocidas como islas CpG. Las islas CpG fueron descubiertas en los anos 80s por el
grupo de Adrian Bird, cuando digirieron DNA genomico de raton usando enzimas
sensibles a la metilacion y sus isoesquizomeros no sensibles. A partir de esto, se encontro
que una pequefia parte del genoma estaba altamente fragmentada, lo cual sugirid6 que
habia regiones ricas en CpG y que no se encontraban metiladas (Bird et al, 1985;
lllingworth et al, 2009). Las islas CpG se caracterizaron por tener una longitud de al
menos 200 pb con un contenido de C+G del 50% y una frecuencia de CpGs (observado/
esperado) de 0.6 (lllingworth et al, 2009). Ademas, se ha demostrado que del 60 al 70%
de los promotores se encuentran embebidos en estas regiones (Weber et al, 2007). Las
islas CpG colocalizan con la maquinaria de los promotores de genes que se expresan
constitutivamente y aproximadamente en el 40% de los genes que tienen una expresion

tejido especifica (lllingworth et al, 2009).

Tipos de las islas CpGs por su localizacion genémica

Existen diferentes tipos de islas CpG de acuerdo a su localizacion en el genoma: las
islas CpG localizadas en regiones asociadas con el sitio de inicio de la transcripciéon
(TSS), regiones intragénicas o cuerpos del gen y regiones intergénicas (Figura 9).
Aproximadamente, el 50% de las islas CpG se ha asociado TSS ya descritos, este tipo de
islas es relevante porque una de sus principales funciones es la regulacion en la
expresion del gen cercano (lllingworth et al, 2010). Recientemente, las islas CpG
localizadas en regiones intragénicas, se han asociado con la regulacion del proceso de
corte y empalme del RNA conocido como “splicing” (Anastasiadou et al, 2011). Mientras
que, las islas CpG localizadas en regiones intergénicas no se conoce su funcion hasta el

momento, se cree que tienen funciones estructurales, pero no hay evidencia sélida.
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Figura 9. Distribucion genémica de islas CpG. (A) Las islas CpG pueden localizarse en sitios de inicio de
la transcripcidn, cuerpos génicos y regiones intergénicas donde no se conoce su funcién. Se muestran las
citosinas metilados (circulos rellenos) y no metilados (circulos vacios) en condiciones normales. (B)
Distribuciébn gendmica en humano y ratbn muestran la conservaciéon en porcentajes de los tipos de islas
CpGs (lllingworth et al, 2010).

Regiones promotoras

Definiciéon de un promotor

La correcta ejecucion de procesos bioldgicos como el desarrollo, la proliferacion y la
apoptosis requiere una precisa y cuidadosa regulaciéon espacio-temporal de la expresion
génica. En organismos eucariontes, la transcripcion es regulada a diferentes niveles.
Siendo la iniciacién uno de los pasos cruciales donde hay una mayor regulaciéon (Maston
et al, 2006). Los genes que codifican para proteinas y microRNAs son transcritos por la
RNA polimerasa Il (RNA Pol Il), estos genes, generalmente, contienen dos elementos
reguladores de la transcripcion que actuan en cis-: el promotor y elementos reguladores
distales.

El promotor esta compuesto por dos secciones: el nucleo y la region proximal. El

nucleo del promotor es la secuencia minima necesaria para que el complejo preiniciador



de la transcripcion (PIC) sea reclutado (Butler et al, 2002). Esta secuencia abarca el sitio

de inicio de la transcripcion y se extiende ~35 nucledtidos rio arriba y rio abajo. Por otro

lado, el promotor proximal se encuentra inmediatamente cercano al sitio de inicio de la
transcripcion (entre -250 a +250 nucledtidos con relacion al TSS). En este sitio, se
reclutan factores de transcripcion especificos, activadores y represores . Existen otros
reguladores distales de la transcripcién como los silenciadores, enhancer, insulators y las

regiones de control del locus (LCR) (Figura 10; Maston et al, 2006).

Promotor

Region de proximal
control
del locus
Core del
promotor

Figura 10. Elementos reguladores de la transcripcion. Los principales elementos reguladores de la
transcripcidon son el core del promotor, lugar donde se recluta a la maquinaria transcripcional y el promotor
proximal, sitio de reclutamiento de factores transcripcionales. Existen otros reguladores que se encuentran
lejanos al sitio de inicio de la transcripcion, como los silenciadores, enhancers, insulators y las regiones de
control del locus (LCR).

Identificacion de un promotor a partir de elementos en cis-

El nucleo del promotor es la secuencia que sirve como andamiaje para que se ancle
la polimerasa e inicie la transcripcion. Para que la RNA Pol Il, reconozca este sitio,
existen elementos en cis- que ayudan al reclutamiento de los factores transcripcionales
generales y al resto de la maquinaria transcripcional (Maston et al, 2006). Entre los
elementos que destacan, se encuentra la secuencia iniciadora (Inr), la caja TATA, el
elemento de reconocimiento de TFIIB (BRE) y el elemento regulador rio abajo del
promotor (DPE) (Figura 11) (Suzuki et al, 2001).
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El motivo Inr, es donde se encuentra embebido el TSS. Ensayos funcionales,
determinaron que en seres humanos, la secuencia consenso es YYANWYY, siendo A
el nucledtido +1 (Juven-Gershon et al, 2008). Las cajas TATA fueron el primer motivos
descubierto que poseian los promotores eucariontes. La secuencia consenso de este
motivo es TATAAA. En humanos, se encontré que el 32% de 1031 promotores
analizados contienen una caja TATA (Suzuki et al, 2001). El elemento BRE, en un
principio se identific6 como la secuencia préxima a la caja TATA donde se une el factor
de transcripcion TFIIB (Juven-Gershon et al, 2008). Mientras que, el elemento DPE se
localiza rio abajo del TSS (+28 a +30), se ha encontrado en el 50.6% de los promotores
(Yang et al, 2008).

37a-32 -3la-26 -2a+4 +28a +32

Elemento de

Elemento regulador

reconocimiento Caja TATA Iniciador , -
de TFIIB rio abajo del promotor
G
GGG T A ~AC
EEACGCC TATAAA PYPYAN A PYPy GG T T A
+1

Figura 11. Elementos del core del promotor. Elementos en cis- relevantes para el reconocimiento de
los sitos de anclaje de la RNA polimerasa |l. Elemento de reconocimiento de TFIIB (BRE) (naranja), caja
TATA (morado), secuencia iniciadora (Inr) (verde) y elemento regulador rio abajo del promotor (DPE)
(azul).

Componentes epigenéticos asociados a regiones promotoras

La arquitectura de la cromatina en regiones promotoras se caracteriza por tener

regiones libres de nucleosomas flanqueada por las variantes de histonas H3.3 y H2A.Z

(Hartley et al, 2009). Estas variantes de histonas presentan poca estabilidad en

comparaciéon con la H3 y H2A.Z candnicas (Jin et al, 2007). Esta estructura particular,

facilita la accesibilidad de la RNA Polimerasa |l para que inicie la transcripcion.

Otros elementos epigenéticos que se han asociado con apertura de la cromatina y

activacion transcripcional son algunas modificaciones post-traduccionales de las histonas

1



como la acetilacion de histonas y la H3K4me3 (Li et al, 2007). Otro elemento
caracteristico, mas no fundamental, es la presencia de una isla CpG (Figura 12; Weber et
al, 2007).

H2A.Z /\—

CpG's —f—t+——+—+——FHiHth-HHHHH -t

Figura 12. Elementos epigenéticos del promotor. En la parte superior, se representa al promotor y al
sitio de inicio de la transcripcion de un gen. Mientras que, en la parte inferior, se observa la incorporacion
de las variantes de histonas H3.3 y H2A.Z en el TSS, ademas de un enriquecimiento en la acetilaciéon de
H3/H4 y la H3K4me3. La localizacion de este TSS, también coincide con una isla CpG.

Tipos islas CpG y su asociacion con promotores

Los promotores se pueden caracterizar dependiendo de la densidad de la isla CpG
en la que se encuentren embebidos: alta, intermedia y baja densidad. Los promotores de
alta densidad se encuentran representados en el 65% de los promotores totales. Se
caracterizan por no encontrarse metilados en condiciones normales y su represion se da,
principalmente, por metilacion del DNA. Los promotores de baja densidad, por el
contrario, representan el 23% de los promotores totales y, generalmente, se encuentran
hipermetilados. Sin embargo, esta metilacion no afecta sus niveles de expresion, la
represion génica en este caso, la llevan a cabo las modificaciones post-traduccionales de
las histonas. Por ultimo, los promotores de intermedia densidad representan el menor
porcentaje de los promotores totales, el 12%. Estos promotores han sido muy poco

caracterizados. La represién transcripcional de estos genes, es responsable tanto de la
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metilacion del DNA como de las modificaciones post-traduccionales de las histonas
(Figura 13; Weber et al, 2007).
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Figura 13. Clasificacion de promotores asociados a islas CpG. (A) Los promotores asociados a islas
CpG se pueden clasificar, dependiendo en su densidad de CpGs, en tres: altas (HCP) (letras azules),
intermedias (ICP) (letras verdes) y bajas (LCP) (letras rojas). Las lineas horizontales representan una
secuencia y las verticales un dinucleétido CpG. (B) Numero de promotores en relacion a la tasa de CpGs en
humanos sanos. En la figura de la izquierda (barras grises) se muestra el total, mientras que, en la figura de
la derecha se muestran clasificadas su densidad de CpGs. (C) Porcentaje de promotores totales y
promotores hipermetilados en relacion con su tasa de CpGs en condiciones normales. (D) Caracteristicas
funcionales de los promotores asociados a islas CpG en condiciones normales.

Los microRNAs (miRNAs)

Definicion de miRNAs

Los miRNAs son transcritos enddégenos de 18-22 nucleétidos de RNA no codificante
capaces de regular la expresion génica en organismos eucariontes (Meister et al, 2004).
Particularmente, estas secuencias se encuentran presentes en el genoma a diferencia de
otros RNAs pequefos (Shabalina et al, 2008). Estos miRNAs se aparean en el extremo 3’
del RNA mensajero (mRNA) blanco e inducen inhibicion en la traduccién y su degradacion
(Lujambio et al, 2007). Se han descrito mas de 500 miRNAs en mamiferos de los cuales
se sabe que cada uno podria regular a mas de 100 mRNAs blanco. Esto sugiere que una

gran parte del transcriptoma (50% en humanos) podria estar regulado por miRNAs
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(Huntzinger et al, 2011). Por tal motivo, los miRNAs juegan un papel importante en
diversos procesos bioldgicos como desarrollo, proliferacion celular, diferenciacion y

apoptosis, entre otros (Slezak-Prochazka et al, 2010).

Biogénesis de los miRNAs

Los genes de miRNAs se regulan de manera especifica. Se derivan de una enorme
unidad transcripcional (>0.5 kb), denominada pri-miRNA. Estos se transcriben por la RNA
Pol Il y sufren modificaciones post-transcripcionales como capping y poliadenilacion del
extremo 3’ (Cai et al, 2004). Sin embargo, existen algunos casos en los que los pri-
miRNAs son transcritos por la RNA Pol lll (Borchert et al, 2006).

Una vez transcritos, los pri-miRNAs son procesados por un complejo
Microprocesador compuesto por las proteinas DGCR8/Pasha (proteina de unién a RNA
de doble cadena) y DROSHA (RNAsa tipo Ill) para formar un tallo-asa de 60-70
nucledtidos dejando 2 nucleodtidos extra en el extremo 3’, a esto se conoce como pre-
miRNA. Posteriormente, son exportados al citoplasma por la exportina 5 (XPOS5), un
transportador dependiente de Ran-GTP (Gesteland et al, 2006).

En el citoplasma, DICER reconoce al pre-miRNA por los 2 nuclettidos extra del
extremo 3’ y corta en las regiones cercanas al asa dejando un duplex de RNA. Una de
estas cadenas se ensambla al complejo RISC, mientras que la otra cadena. Al complejo
del RNA con el complejo RISC se le conoce como microRNA maduro (Gesteland et al,
2006) (Figura 14).



/N/N/NT

| [rrmeroeon]

U

|

H Pri-miRNA é

Q o), Mirtron’
\ :

|

Pre-miRNA

Exportin5

Nucleo
. S

o
%szcﬁ&

O Citoplasma
|

Seleccion de la hebra; @
Armado del miRNP

( )
CCR4-
AGO2 %/\ NOT

AAAAA

Segregacion endonucleolitica Represion traduccional o desadenilacion

Figura 14. Biogénesis de los miRNAs. El procesamiento de los miRNAs se da a partir de la transcripcion
de una region muy amplia de DNA, a este transcrito se le conoce como pri-miRNA. Posteriormente, es
procesado por una RNAsa tipo Il conocida como DROSHA dejando un fragmento de RNA de
aproximadamente 70 nucleétidos, a este fragmento se le conoce como pre-miRNA. A continuacion es
exportado al citoplasma por la exportina 5 (Exportin5) y procesado por otra RNAsa tipo Ill conocida como
DICER1 dejando un fragmento de 18-22 nucle6tidos, aqui es cuando se le conoce como miRNA.
Finalmente, este fragmento de RNA se acopla a un complejo proteico conocido como RISC el cual puede
afectar la expresion de otros genes a partir de la inhibicion de la traduccion o la segregac6n de mRNAs.
(Modificado de Filipowicz et al, 2008)

Clasificacion de miRNAs

Existen diferentes miRNAs dependiendo de su localizacién en el genoma, los que se
encuentran en regiones intronicas, los genes localizados en grupos y los genes

autonomos (Liang et al, 2007).



Los genes de miRNAs localizados en regiones intronicas representan el 80% del
total de los miRNAs (Kim et al, 2007). Estos muestran una expresion coordinada con los
genes en los que se encuentran hospedados (Rodriguez et al, 2004). Los genes
localizados en grupos se encuentran a una distancia aproximada de 50 kb de si mismos y,
generalmente, se encuentra co-expresandose. Se han encontrado 175 miRNAs en 24
tejidos diferentes con estas caracteristicas (Baskerville et al, 2005). Siendo el grupo
miR-196b/miR-10a/miR-196a-2/miR10b localizado en el conjunto de genes Hox, uno de
los mas representativos (Mansfield et al, 2004). Por ultimo, los genes de miRNAs que se
encuentran de forma auténoma, generalmente, se encuentran en sitios fragiles del
genoma como sitios de pérdida de heterocigocidad, regiones de amplificacién o puntos de
rompimiento (Cain et al, 2004). La transcripcion de este tipo de genes ha sido poco

caracterizada, por tal motivo, es necesario ahondar mas en sus mecanismo de regulacion.

Niveles de expresion de los miRNAs

La mayoria de los miRNAs presentan un perfil de expresion tiempo y tejido
especifico. Sin embargo, se han reportado 15 miRNAs que se expresan de forma
constitutiva en diferentes tejidos. Dado a su expresién, se sospecha que estos miRNAs
estan relacionados con funciones basicas como el metabolismo (Liang et al, 2007). Se ha
encontrado que la transcripcion de genes localizados en regiones intronicas, correlaciona
con la expresion del gen en el que se encuentran hospedados (Liang et al, 2007). Por otro
lado, los genes que se encuentran formando grupos y los que se encuentran de forma
autébnoma, no han sido completamente caracterizados. Estudios recientes, demuestran
que MmiRNAs que presentan actividad de gen supresor de tumores cercanos a islas CpG,
pueden reprimirse por la metilaciéon de la misma, similar a lo que sucede con genes que

codifican para proteinas (Lujambio et al, 2007),

miRNAs con actividad de oncogenes y genes supresores de tumores

Los miRNAs son capaces de regular diferentes genes blanco y se ha demostrado
que su desregulacion es un evento primordial para el desarrollo del cancer (Hanahan et
al, 2011). Actualmente, son de gran relevancia, ya que se les ha asociado con actividad
de oncogenes y genes supresores de tumores dependiendo del blanco que regulen (Li et

al, 2010). De forma interesante, se ha encontrado que algunos miRNAs, pueden tener



ambas funciones, dependiendo del contexto en el que se encuentren (Shenouda et al,
2009).

El microRNA miR-125b1

Caracteristicas del miR-125b1

El gen del miR-125b1, por su localizacion en el genoma, es un gen que se encuentra
como gen autébnomo. Se localiza en el cromosoma 11924.1 y entre sus principales
funciones esta la regulacion de genes involucrados en el ciclo celular (Le et al, 2009),
apoptosis (Xia et al, 2009) y proliferacién celular (Bueno et al, 2011). Este miRNA tiene
como blancos reportados a genes como p53 (Le et al, 2009), BAK1 (Zhou et al, 2010),
ERBB2 y ERBB3 (Scott et al, 2007) y factores transcripcionales como EST1 (Zhang et al,
2011) y Myc (Bueno et al, 2011), entre otros.

El miR-125b1, a diferencia de otros miRNAs, muestra altos niveles de expresion en
diferentes tejidos a diferencia de genes de la familia de let-7, los cuales tienen niveles
bajos de expresion y unicamente se sobreexpresan en patologias como el cancer (Shell
et al, 2007). Se ha demostrado que existe un decremento significativo en los niveles de
expresion del miR-125b1 en diferentes tipos de cancer como mama, ovario, vejiga, glioma
y osteosarcoma, entre otros (Hannafon et al, 2011; Guan et al, 2011; Huang et al, 2011,
Xia et al, 2009; Liu et al, 2011). Por otro lado, también se ha visto un incremento
significativo en otros tipos de cancer como préstata (Shi et al, 2007), tiroides (Vriens et al,
2011) e higado (Liang et al, 2010) (Figura 15). A su vez, se ha descrito que tiene como

blanco a oncogenes y genes supresores de tumores.
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Figura 15. Relacion del miR-125b1 y el cancer. (A) Niveles de expresion del miR-125b1 en diferentes
tejidos altos y bajos niveles de expresidn (rojo y negro, respectivamente).

Particularmente, en cancer de mama, este miRNAs se ha asociado con actividad de
gen supresor de tumores. En estudios recientes, han asociado el decremento en la
expresion del miR-125b1 con una menor sobrevida para las pacientes cancer de mama
(Figura 16; Zhang et al, 2011). Algunos blancos reportados, en este tejido, son ERBB2
(Scott et al, 2007), el cual codifica para Her2/neu, una proteina membranal usada como
marcador de cancer en el area clinica; y EST1 (Zhang et al, 2011), un factor
transcripcional cuya sobreexpresion se ha asociado con el incremento en la invasividad
del cancer. Por esta razén, es importante conocer como se lleva a cabo la regulacién de

este miRNA 'y los fendmenos asociados a su represion transcripcional.
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Figura 16. Relacién entre el decremento en los niveles de expresiéon del miR-125b1y la sobrevida en
pacientes con cancer de mama. (A) Existe un decremento significativo en los niveles de expresion del
miR-125b1 en cancer de mama (BCs) en comparacién con tejido normal adyacente (NATs). (B) Curvas
Kaplan-Meyer de sobrevida global. Bajos niveles de expresion de este miRNA, repercute directamente en
una menor sobrevidad en pacientes con cancer de mama que presentan esta caracteristica (Datos de
Zhang et al, 2011).

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El cancer de mama es una de las enfermedades que mas afecta a las mujeres en el
mundo. Tiene el primer lugar en incidencia y el segundo en mortalidad a nivel mundial
(GLOBOCAN, 2008). Las causas del inicio y la progesion de esta patologia se han
asociado tanto con factores genéticos como ambientales. También, se ha descubierto que
la epigenética juega un papel fundamental en el desarrollo del cancer, dado que se han
descrito cambios en los patrones de expresién de algunos genes sin que se altere la

secuencia del DNA.



Se ha encontrado que, durante la progresion del cancer, existe una desregulacion en
los niveles de expresion de diversos genes, entre los que destacan los que transcriben
miRNAs. Estas secuencias de RNA, pueden regular post-transcripcionalmente a una
amplia variedad de genes que codifican para proteina. Por tal motivo, se ha propuesto
que algunos miRNAs tienen actividad de oncogenes y genes supresores de tumores,
dependiendo de sus blancos regulados. Sin embargo, poco se ha descrito sobre los
mecanismos que regulan la expresién de los miRNAs. A nivel epigenético, existen dos
componentes capaces de modular la expresion génica: la metilacion del DNA y las

modificaciones post-traduccionales de las histonas.

Particularmente, el miR-125b1, se le ha asociado con actividad de gen supresor de
tumor. Este miRNA, se encuentra disminuido en diversos tipos de cancer como ovario,
rindn, vejiga, prostata y principalmente, mama (lorio et al, 2005). Un analisis en in silico,
mostré que en la region en el extremo 5’ del sitio de inicio de la transcripcion existe una
isla CpG, lo cual sugiere que en esta regién podria localizarse al promotor del gen. Por
esta razén, nos interesa caracterizar la regiéon promotora del miR-125b1 y evaluar cémo

las metilacion del DNA afecta la expresidon de este gen.
HIPOTESIS

Modificaciones en la metilacién del DNA sobre el promotor del miR-125b1, la regién
en el extremo 5’ del sitio de inicio de la transcripcion, disminuye la expresion de este gen

en cancer de mama.
OBJETIVO GENERAL

Caracterizar la actividad promotora del extremo 5 del sitio de inicio de la
transcripcion del miR-125b1 y evaluar el efecto de la metilacion del DNA de esta region

sobre la transcripcion del gen en lineas celulares de cancer de mama.
OBJETIVOS PARTICULARES

1. Caracterizar in silico e in vitro a la region en el extremo 5° del sitio de inicio de la
transcripcion del miR-125b1.

2. Evaluar el estado de metilacién de la isla CpG localizada en el extremo 5° del sitio de
inicio de la transcripcion del miR-125b1 en lineas celulares de cancer de mama.

3. Evaluar la expresién del miR-125b1 en lineas celulares de cancer de mama.



RESULTADOS

Analisis in silico de los componentes genéticos y epigenéticos del locus del
miR-125b1

Para conocer el contexto gendmico del miR-125b1, se analiz6 in silico una region de
60 kb la cual incluia dicho gen. El analisis se realizé usando la base de datos de la
Universidad de California campus Santa Cruz (UCSC), mientras que para el analisis
epigenético se usd una base de datos basado en un estudio masivo de ChIP-Seq contra
diferentes modificaciones y variantes de histonas en linfocitos T CD4+ de un individuo
sano (Barski et al, 2007).

El analisis genético nos indicé que el miR-125b1, es un gen antisentido y ademas,
dentro de la regién que analizamos, existe un grupo de dos miRNAs, el miR-100 y
let-7a-2, localizado en sentido 5 a una distancia aproximada de 45 kb del miR-125b1
(Figura 17). En la region del extremo 5 del sitio de inicio de la transcripcion del
miR-125b1, encontramos una isla CpG (analisis detallado en materiales y métodos). Este
dato nos sugirié que en esta region se podria encontrar al promotor del gen. Por lo cual,
realizamos un analisis de los componentes epigenéticos asociados a regiones promotoras
como modificaciones post-traduccionales de las histonas (en este caso lasH3K4me3) y la

incorporacion de variantes de histonas como la H2A.Z.

En el analisis de los componentes epigenéticos, se encontré un enriquecimiento de
la H3K4me3 y H2A.Z en la region cercana a la isla CpG, esto favorecié nuestra hipotesis
de que en esta region podra encontrarse el promotor del miR-125b1. En este estudio,
también incluimos al enriquecimiento de la RNA pol Il y encontramos altos niveles de ésta
en la regién de la isla CpG. Estos resultados sugieren que esta isla CpG podria tener

actividad promotora (Figura 17).
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Figura 17. Analisis in silico de los componentes genéticos y epigenéticos del locus del miR-125b1.
En la parte superior, se muestra un mapa genético del locus del miR-125b1 con algunos componentes
epigenéticos asociados a regulacion de la transcripcion. Mientras que en la parte inferior, se muestra el
significado los simbolos utilizados. Obtenido de las bases de datos de UCSC y NIH.

También nos interes6 conocer las caracteristicas de la isla CpG, para lo cual
analizamos la tasa de CpGs de la isla en la que se podria localizar la regién promotora del
gen miR-125b1. Esta isla esta embebida en una region de 875 pb y presenta 33 CpGs
(Figura 18). Al hacer el analisis que propone el grupo de Weber (2007), el cual consiste en
analizar la densidad de la isla CpG para conocer sus caracteristicas funcionales. Se
encontré que su tasa de CpGs es de 0.6047, lo cual indica que es una isla CpG de tipo
intermedia. Este tipo de islas se caracteriza por silenciarse tanto por metilacion de DNA
como por modificaciones post-traduccionales de las histonas. Por lo cual, una pregunta
que nos interes6 abordar es si la metilaciéon del DNA en la isla CpG localizada en el

extremo 5’ del TSS podria reprimir la expresion del gen miR-125b1.
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Figura 18. Andlisis de la isla CpG localizada en la region 5’ del miR-125b1. En la parte superior se
muestra un esquema de las isla CpG y el gen miR-125b1. La isla CpG se encuentra embebida en una
regién de 875 pb y presenta 33 CpGs. Mientras que, en la inferior se muestra el analisis de la islas CpG de
acuerdo con los criterios que describié el grupo de Weber. Este analisis mostré que la isla CpG que
estamos analizando tiene una tasa CpG de 0.6047n indicando que es una isla CpG de tipo intermedia
(Weber et al, 2007).

Actividad promotora de la region en el extremo 5 del sitio de inicio de la

transcripcion del miR-125b1

Con el fin de determinar si la region en el extremo 5’ del miR-125b1 es un promotor,
realizamos un ensayo in vitro de la actividad promotora mediante un reportero de
luciferasa. Este ensayo consiste en clonar un fragmento de DNA correspondiente a la isla
CpG en un vector que contiene a la luciferasa como gen reportero. Posteriormente, se
realizé una doble transfeccion transitoria de este vector cotransfectandolo con otro que
contiene un promotor viral acoplado a la luciferasa de Renilla como gen reportero y control
del ensayo. Se evalua un incremento en las actividades de luciferasa y Renilla usando un

lumindmetro y se normalizan los datos.

En este caso, amplificamos y clonamos un fragmento de 481 pb que se encontraba
embebido en la isla CpG localizada en la region 5’ del miR-125b1. Este fragmento fue
clonado en dos orientaciones: 5 a 3 y 3 a 5. A continuacién, se transfecté con
lipofectamina en células HelLa, debido a que esta linea celular presenta niveles altos de
expresion del gen miR-125b1. Encontramos un incremento significativo en las unidades
relativas de luciferasa (URL), cuando se transfectd el plasmido en orientacion 5’ a 3’ en
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relacion con el gen endoégeno. Mientras que, la construccion que contiene al fragmento en
orientacién 3’ a 5’ no muestra diferencias significativas en comparacion con el vector vacio
(Figura 19). Como control positivo del ensayo empleamos al promotor del gen p53
humano previamente caracterizado (Soto-Reyes et al, 2009). Estos resultados sugieren
que la region localizada en el extremo 5 del miR-125b1 tiene actividad promotora

unidireccional.
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Figura 19. Caracterizaciéon funcional del promotor del miR-125b1. Se realizé un ensayo de luciferasa
con el fragmento localizado en el extremo 5’ del miR-125b1. Se encontré un incremento significativo en las
unidades relativas de luciferasa (URL) con el vector que contiene al fragmento en orientacién 5 a 3’, con
respecto al vector vacio y al fragmento en orientacién 3’ a 5°. [LUC= luciferasa]

Analisis del estado de metilacion del promotor del miR-125b1

A continuacion, nos preguntamos cual era el estado de metilacion de la isla CpG
localizada en la region 5’ del miR-125b1 en lineas celulares de cancer de mama. Este
modelo tiene gran relevancia, ya que se ha demostrado que en esta patologia, existe un
decremento significativo de los niveles de expresidon de este miRNA y, ademas,
correlaciona con una menor sobrevida para las pacientes. Para lo cual, se convirtio el
DNA usando la reaccién de bisulfito de sodio y posteriormente, se analizé por PCR metilo

sensible (MS-PCR) y secuenciacion.



Por medio de la técnica de MS-PCR, se determiné el estado de la metilacion del
DNA en las lineas celulares de cancer de mama: MCF7, MDA-MB-231 y SK-BR-3. En
este analisis, se observd que dos de las lineas celulares de cancer de mama, MCF7 y
MDA-MB-231, se encuentran metiladas, mientras que en SK-BR-3, no se encuentra
metilada. Como control del ensayo, se compararon los datos con una linea celular no
transformada, MCF 10A, la cual no presenté metilacion. Como control positivo del ensayo,
se utiliz6 DNA metilado in vitro (IVD) (Figura 20A).

Posteriormente, realizamos la secuenciacién de una region de 271 pb perteneciente
a la region de la isla CpG. Encontramos que dos de las lineas celulares, MCF7 y MDA-
MB-231 se encuentran metiladas en 6 y 10 de las CpGs, respectivamente. Por otro lado,
la otra linea celular de cancer de mama, SK-BR-3, y la linea de mama no transformada,
MCF 10A, no se encuentran metiladas (Figura 20B). Estos resultados nos sugieren que
en células provenientes de cancer de mama existe una metilacion aberrante de la isla
CpG del promotor del miR-125b1 a diferencia de una linea celular de mama no

transformada.
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Figura 20. Andlisis del estado de metilacion del promotor del miR-125b1 en lineas celulares de
cancer de mama. Analisis la metilaciéon de la isla CpG (barra negra) del promotor del miR-125b1 (barra
gris) por MS-PCR y secuenciacion. En la parte superior, se muestran los sitios de reconocimiento de los
oligos para MSP y secuenciacion, flechas (—) y flechas de inhibiciéon (—), respectivamente. En la parte
inferior, en A, se observa el resultado del MSP (U-no metilado; M-metilado) mientras que en B, la
secuenciacion (n=8). [[VD= DNA metildo in vitro]

Expresion del miR-125b1 en lineas celulares de cancer de mama
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Para determinar como afecta la metilacion del DNA sobre la region promotora del
miR-125b1 en la expresion del gen, realizamos un RT-PCR cuantitativo. Este ensayo nos
sirve para evaluar la cantidad de transcrito del miR-125b1 en las lineas celulares de
cancer de mama. Para el andlisis de nuestros resultados, usamos el método de 2-2ACt
Este método consiste en normalizar los resultados del transcrito de interés con el
transcrito de un gen de expresion constitutiva y posteriormente, comparar estos datos con
otro control que en nuestro caso es la linea celular de mama no transformada (Livak et al,
2001).

Encontramos un decremento significativo en las lineas celulares MDA-MB-231 y
MCF7 que corresponde a un 28% y 5%, respectivamente. Como control positivo, usamos
una linea celular de mama no transformada (MCF-10A) que por estudios previos (analisis
de metilacion por MS-PCR y secuenciacién), se sabe que no se encuentra metilada
(Figura 21). Estos resultados sugieren que la metilacion del DNA sobre el promotor del

miR-125b1, puede disminuir la expresion del gen de forma significativa.
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Figura 21. Expresion del miR-125b1 en lineas celulares de cancer de mama. RT-PCR cuantitativo con
plataforma TagMan para evaluar los niveles de expresion del miR-125b1. Los resultados fueron analizados
por el método del AACt y se obtuvo que las lineas celulares MDA-MB-231 y MCF7 habia una disminucion
significativa en comparaciéon con la linea celular no transformada, MCF 10A. Se realizdé una prueba t-
Student y los resultados significativos se muestran con doble asterisco (**) con su respectiva desviacion
estandar (n=4) (p<0.001).
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Analisis in silico de las regiones que flanquean al miR-125b1

El analisis in silico de las modificaciones post-traduccionales de las histonas se
obtuvo de la base de datos del grupo de Barski (http://dir.nhlbi.nih.gov/papers/Imi/
epigenomes/hgtcell.aspx) donde se realizdé un estudio masivo usando ChlP-seq contra
diferentes modificaciones pos-traduccionales de las histonas en linfocitos T CD4+. Este
analisis, sirvid para localizar regiones con caracteristicas de una cromatina permisiva a la
transcripcion. Particularmente, se localizaron modificaciones como la H3K4me3 vy la
incorporacion de la H2A.Z, las cuales se han asociado directamente regiones de
eucromatina y activacion transcripcional. Esta base de datos, también contiene
informacion sobre sitios de reclutamiento de la RNA polimerasa I, lo cual nos sirvié para
localizar a la region promotora del miR-125b1, in silico. A su vez, se localizaron varios
sitios en los que la proteina CTCF se encontraba unida in vivo (Figura 22), lo cual sugiere

que podria existir una regulacion del locus a partir de la formacion de asas de cromatina.

/ "\ ? ﬁ? \
CTCF CTCF CTCF CTCF CTCF
wie: 2501 JICKX Iet—7a;- wik100

10 kb

Altos niveles de Altos niveles
W Isla CpG & RNA polimerasa II C» . crcr

Sitio de inicio de la CTCF Bajos niveles
H2A.Z
Xxxa transcripcion de CTCF
Altos niveles Gen 2 No hay datos en
/\ de H3K4me3 |:| (no esta a escala) ’ la literatura

Figura 22. Sitios de reclutamiento in vivo de CTCF en el locus del miR-125b1. En la parte superior, se
muestra el locus del miR-125b1 donde se observan los sitios de union in vivo de la proteina CTCF.
Mientras que en la parte inferior, se muestra el significado los simbolos utilizados en la superior. Obtenido
de las bases de datos de UCSC y NIH.

El resultado del analisis in silico mostré que cerca del gen miR-125b1, en el extremo
5’, se encuentra una isla CpG de tipo intermedia (analizada de acuerdo a su densidad de
CpGs. Ver Figura 18). Este tipo de islas se caracterizan por contener promotores cuya
regulacion esta dada tanto por la metilacion del DNA como por las modificaciones post-
traduccionales de las histonas. El analisis experimental de este promotor por ambos

componentes epigenéticos ampliaria el panorama sobre como se lleva a cabo la
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regulacion en promotores autonomos cuando se encuentran en una isla CpG de tipo

intermedias, las cuales no han sido caracterizadas.

Actividad promotora de la region en el extremo 5 del sitio de inicio de la

transcripciéon del miR-125b1

En el estudio in vitro que se realizé para demostrar la funcionalidad del promotor del
miR-125b1, se observd un incremento en la actividad de luciferasa, lo cual sugiere que la
region localizada en el extremo 5’ del miR-125b1 tiene actividad promotora. Sin embargo,
este incremento fue menor al que mostré el promotor del gen p53, el cual codifica para
una proteina. Por lo cual, es importante comparar la actividad de este promotor con otro
de caracteristicas similares como el promotor del miR-132, previamente descrito (Zhang
et al, 2011). Dado a los datos reportados en este analisis, seria relevante estudiar
elementos distales al core de la isla CpG para lo cual se podrian analizar sitios lejanos a

la misma.
Analisis del estado de metilacion del promotor del miR-125b1

Se analizd el estado de metilacion de la isla CpG localizada en el extremo 5’ del
miR-125b1 de las siguientes lineas celulares: MCF7, MDA-MB-231, SK-BR-3 y MCF-10A.
De las cuales, se encontré que las lineas MCF7 y MDA-MB-231 estaban metiladas,
mientras que, SK-BR-3 y MCF-10A, la linea de mama no transformada, no estaban

metiladas.

En este estudio, unicamente, se evalué la metilacion de 10 de las 33 CpG
contenidas en la isla CpG localizada en el extremo 5 del miR-125b1. De acuerdo con el
grupo de Feinberg (2011), existe una mayor variabilidad en la metilacion del DNA en las
orillas de la isla CpG entre diferentes tumores (Hansen et al, 2011). Por tal motivo, seria
relevante para nuestro analisis, ampliar el numero de CpG que estamos evaluando. De
esta forma, se podria demostrar que existe variabilidad en la metilacion del DNA en
diferentes grados de malignidad del cancer de mama y que esta variabilidad afecta en la
expresion del miR-125b1. A su vez, seria interesante incrementar el numero de lineas
celulares en las que estamos analizando la metilacidon de esta region, con el fin de evaluar

diferentes grados de malignidad del cancer.

Expresién del miR-125b1 en lineas celulares de cancer de mama



Al evaluar los niveles de expresion del miR-125b1 en las lineas celulares MCF7 y
MDA-MB-231, se encontré que ambas lineas mostraban un decremento significativo en
comparacion con la linea no transformada, MCF-10A. Sin embargo, este decremento no
correlaciona directamente con el estado de metilacion de ambas lineas, lo cual sugiere
que existen otros componentes epigenéticos involucrados en la represion transcripcional
del miR-125b1. Por tal motivo, seria interesante evaluar modificaciones post-
traduccionales de histonas asociadas a represion transcripcional, como la H3K27me3 y
H3K9me3, en el modelo que se estudio. Recientemente, en el laboratorio, se evaluo el
enriquecimiento de la H3K27me3 en la region promotora en tumor de mama y se observo
que era un evento primordial para la represion del gen miR-125b1 (Soto-Reyes et al,
2012). Por otro lado, evaluar los niveles de expresion de la lineas SK-BR-3, serviria para
conocer que componente epigenético es relevante en el silenciamiento de este gen, por
ejemplo la metilacion del DNA, las modificaciones post-traduccionales de las histonas o

ambas.

CONCLUSIONES

Actualmente, el estudio de los miRNAs ha cobrado una gran relevancia para el
estudio del cancer. Esto, debido a su capacidad de regular diferentes genes blanco. Por
esta caracteristica, se les ha asociado actividad de oncogenes y genes supresores de
tumores dependiendo de sus genes blanco (Shenouda et al, 2009). Particularmente, un
mMiRNA interesante es el miR-125b1, el cual se ha asociado con actividad de gen supresor
de tumores. Ademas, se ha visto que en cancer de mama hay un decremento en su
expresion y esto se ha asociado con una menor sobrevida para las pacientes con esta
enfermedad. Sin embargo, poco se conoce sobre sus mecanismos de regulacion en la
expresion génica. Por tal motivo, es de gran relevancia caracterizar la region promotora
del miR-125b1 y evaluar como la metilacién de DNA afecta la expresion del gen.

En este estudio, se localizdé y caracterizo la regiéon promotora de un miRNA. De
forma interesante, se encontré que el promotor estaba embebido en una isla CpG de tipo
intermedia. Estas islas se encuentran en menor frecuencia en el genoma humano y
pueden ser inactivadas tanto por la metilacion del DNA como las modificaciones de
histonas. Posteriormente, se evalué el estado de metilacién del DNA sobre la isla CpG en
diferentes lineas celulares de cancer de mama, por dos técnicas: PCR metilo sensible

(MS-PCR) y bisulfito-secuenciacion (Bis-Seq). Se encontro que, en cancer de mama, esta



isla CpG se encuentra metilada en comparacion con una linea celular de mama no
transformada. Ademas, se evaluaron los niveles de expresion de este miRNA y se
encontré un decremento significativo en el transcrito del miR-125b1 en las lineas celulares
de cancer de mama en comparacion con la linea no transformada. Lo cual sugiere que en
cancer existe una metilacién del DNA aberrante y ésta es capaz de alterar los niveles de

expresion del miR-125b1.

PERSPECTIVAS

Analisis de las CpG necesarias para la represion transcripcional del miR-125b1

En este estudio, se analizé el estado de metilacion en una regién de la isla CpG en
la que se encuentra el promotor del miR-125b1. Cuando se evaluaron los niveles de
expresion, se observo una represion del gen en las lineas celulares en las que la regién
se encontraba metilada. Sin embargo, esta observacion no corresponde directamente con
nuestros resultados, debido a que en la linea celular MDA-MB-231, que se encuentra
totalmente metilada, presenta mayores niveles de expresion que la linea MCF7, la cual se
encuentra parcialmente metilada (Figura 20). Estos datos sugieren que existen otros
componentes epigenéticos o CpGs relevantes para la represion transcripcional que no
han sido analizados. Por tal motivo, seria relevante ampliar en analisis de la metilacion de
la isla CpG y delimitar donde se encuentran las CpGs relevantes para que se lleve a cabo
la represion transcripcional que estamos observando. Para resolver esta pregunta, se
podria ampliar la region de la isla CpG que se esta analizando en modelos in vivo, ya que
se ha demostrado que los sitios donde hay mayor variabilidad en la metilacion de tumores
son las orillas de las islas CpGs (Hansen et al, 2011). Mientras que, para delimitar la
CpG’s relevantes, se podria utilizar un modelo in vitro. En este modelo, se realizarian
ensayos funcionales con vectores que contengan a la luciferasa como gen reportero, para
determinar la actividad promotora con diferentes grados de metilacién del plasmido y
diferentes tamafos de la region promotora. Este estudio seria exploratorio y ayudaria a
conocer las CpG cuya metilacién es relevante para la represion transcripcional en un

promotor de un miRNA.

Analisis de las modificaciones post-traduccionales de las histonas sobre el
promotor del miR-125b1



Este estudio, se centré principalmente en la metilacion del DNA. Sin embargo, dado
que, el promotor del miR-125b1 se encuentra embebido en una isla CpG de densidad
intermedia, es importante considerar las modificaciones post-traduccionales de las
histonas. Particularmente, la H3K27me3 y H3K9me3 las cuales se asocian directamente
con represion transcripcional. En estudios recientes en nuestro laboratorio, se ha
demostrado que la H3K27me3 en tumores de mama tiene un papel fundamental en la
represion del miR-125b1, incluso se propone que esta modificacion es primordial para el
silenciamiento del gen (Soto-Reyes et al, 2012). Por lo tanto, al analizar el
enriquecimiento de la H3K27me3, esperaria un incremento de la H3K27me3 en la linea
celular MDA-MB-231 a diferencia de MCF7. Con esto demostraria que la represion
transcripcional del miR-125b1, esta mediada principalmente por modificaciones post-
traduccionales de las histonas, mientras que, la metilacion del DNA es un evento

consecuente a este proceso.

Analisis de los blancos del miR-125b1

Se han caracterizado ciertos blancos del miR-125b1. Entre ellos se encuentran
genes involucrados en el ciclo celular (p53) (Shi et al, 2007), apoptosis (BAK1, PUMA,
BCL3, Bmf) (Shi et al, 2007; Xia et al, 2009; Guan et al, 2011) y diferenciacion celular
(ETS1, E2F3) (Huang et al, 2011; Zhang et al, 2011). Sin embargo, un analisis usando
cuatro algoritmos diferentes para la busqueda de blancos de miRNAs (TargetScan, PicTar-
Vert, EMBL-EBI y miRanda) mostré que el miR-125b1 tiene como blancos teoricos a
genes involucrados en la remodelacién de la cromatina (SUV39H1, DOT1L, HIC1, HDACS8
y CBX7) y genes involucrados en la biogénesis de los miRNAs (DICERT) (Figura 23).
Como perspectiva del proyecto, seria de gran interés demostrar si estos genes son blanco
del miR-125b1, porque probaria que este miRNA, desempefa un papel importante en la
remodelacion de la estructura de la cromatina. Con esto, fortaleceria la idea que su
correcta regulacion es importante para la homeostasis de la célula y alguna alteracion en

ésta podria tener grandes consecuencias, entre ellas, el inicio o desarrollo del cancer.
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Figura 23. Blancos teéricos del miR-125b1. Para conocer algunos blancos tedricos, se analizaron cuatro
diferentes bases de datos: TargetScan, PicTar-Vert, miRanda y EMBL-EBI. Se encontré una gran cantidad
de genes asociados con regulacion epigenética y genes involucrados en ciclo celular y apoptosis.

Modelo de regulacion del miR-125b1/let-7a-2 /miR-100

El locus del miR-125b1/let-7a-2/miR-100 se encuentra altamente conservado
organismos eucariontes (Chistodoulou et al, 2010). Entre sus principales funciones, se ha
asociado con la regulacion de la apoptosis, la proliferacién y la diferenciacion celular
(Pang et al, 2010), por lo cual, una adecuada regulacién es fundamental para el
organismo. En un analisis, encontramos que dentro del locus del miR-125b1/let-7a-2/
miR-100, existen 5 sitios de reclutamiento in vivo de la proteina CTCF (Figura 24). Esta
proteina tiene funcion de insulator en organismos vertebrados, es decir, sirve como
barrera para delimitar las regiones de eucromatina de las regiones de heterocromatina
(Handoko et al, 2011). Por tal motivo, esta proteina podria ser fundamental en la
regulacion del locus miR-125b1/let-7a-2/miR-100.
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Figura 24. Sitios in vivo del reclutamiento de CTCF en el locus del miR-125b1/let-7a-2/miR-100. En la
parte superior, se muestra un mapa genético del locus del miR-125b1/let-7a-2/miR100 con algunos
componentes epigenéticos asociados a regulacion de la transcripcion. Obtenido de las bases de datos de
UCSC y NIH.

Estudios recientes, analizan los niveles de expresion del miR-125b1, let-7a-2 y
miR-100 en tejido sano. En estos, encuentran que el miR-125b1 muestra mayores niveles
de expresion en varios tejidos como utero, cerebro, ovario, cérvix y prostata, entre otros,
en comparacion con let-7a-2 y miR-100. Por el contrario, let-7a-2 presenta bajos niveles
de expresidn en la mayoria de los tejidos analizados (Liang et al, 2007).

Los niveles de expresion de cada miRNA de este locus tiene una tendencia
particular en los diferentes tejidos estudiados, con excepcién de placenta y trompa de
Falopio (Figura 25). Esta tendencia consiste en altos niveles de expresion del miR-125b1,
menores niveles de expresion del miR-100y, en ultimo lugar, con una expresion casi nula,
let-7a-2. Por otro lado, en tejido tumoral, se ve una desregulacion en esta tendencia.
Siendo let-7a-2, el miRNA que presenta los niveles de expresion mas altos del locus o,
por lo menos, cercanos al miR-125b1. La adecuada regulacion del miR-100 y let-7a-2, es
importante para la homeostasis celular. Recientemente, se ha demostrado que
alteraciones en los niveles de expresion del miR-100 tiene un papel fundamental en el
inicio y la progresion de cancer de higado, ovario, mama y cérvix (Petrelli et al, 2012; Li et
al, 2011; Lobert et al, 2011; Nagaraja et al, 2010), principalmente. Ademas, se han
reportado blancos como PLK1 (cinasa de serina/treonina involucrada en la regulacion de
la maduracion de centrosomas y ensamblaje del huso mitético), B-tubulina (unidad
estructural de los microtubulos) y ATM (cinasa de serinal/treonina que se recluta y activa
por rompimiento de doble cadena del DNA) (Petrelli et al, 2012; Lobert et al, 2011; Ng et
al, 2010;). Mientras que, let-7a-2, se encuentra involucrado en cancer de higado y pulmon
(Cairo et al, 2010; Yanaihada et al, 2006), teniendo como unico blanco reportado a Myc
(Cairo et al, 2010).



Tejido sano

o 0 o 8
89 &5 a ) -
E 5888 3 s ¥ B
€ 55935 F 5 2 2 So o
2 R N 5ot © ] g0 <
oé"h’ No.dogo% £ o 8o s 4
R S5 s a3 " = s w T o c Ke) o < < 6o
°8c:%88E853835388,28_ 8595 95 Zoe.SE£.85 . x3¢
c B=d c 3 O £ 0 ¢ 2 o U o & 9T c 0o © o £
S80 08225 25EGFsE0 8E o g @ CEQB g0 g9 2wz co
8320005535555 8:-8803s55P0EEo0SNP2 e300 F ey
2S>xA00LEREISFFDZasdrEIVRLOUEedrO0Oxzzc0a2004
let-7a-2
miR-100
miR-125b| = || = . || [l
Teiid | * % * 0k % % * % * %
(%]
o 8 c
o} s O .
S5 HEESEES - +
CS g es5gc
O >a O0Da
let-7a-2 let-7a-2 | 2 3
miR-100 miR-100 2 | | I 3
miR-125bl miR-125bl 3 3 2

T .|. .|. n .|. T .|. .|. T Niveles de expresién

Figura 25. Niveles de expresién del grupo del miR-125b1/let-7a-2/miR100. En la parte superior, se
observan los niveles de expresion de cada miRNA del grupo del miR-125b1/let-7a-2/miR-100 en diferentes
tejidos sanos (datos obtenidos de Lu et al, 2005). En la parte inferior, se muestran los niveles de expresion
del mismo grupo en diferentes muestras de tumor (datos obtenidos de Liang et al, 2007). [Escala de
colores gradual. El color negro representa altos niveles le expresion; mientras que, el color blanco, no
presenta expresion]. En general, existen altos niveles de expresion del miR-125b1 en comparacion con el
let-7a-2 y el miR-100 en tejido sano (1), siendo las que presentan el asterisco (x) las muestras con
tendencia mas repetitiva. Mientras que, en tejido tumoral, los niveles de expresion del miR-125b1 y

let-7a-2 son muy similares (T y Y).

Dado los datos de las tendencias de expresion que tiene el locus del miR-125b1/
let-7a-2/miR-100 y la importancia de estos miRNAs para la homeostasis celular, seria
relevante conocer como se lleva a cabo la regulacion en la expresion génica de la region.
Para lo cual, propongo dos modelos tedricos de los rearreglos que podria estar sufriendo
la cromatina en condiciones normales y en cancer. En condiciones normales, los
promotores del miR-125b1 y let-7a-2/miR-100, podrian estar activos, presentando un
mayor reclutamiento de la RNA Pol Il el promotor del miR-125b1, por ser un promotor mas
fuerte. Sin embargo, existe un sitio de reclutamiento de CTCF entre let-7a-2 y miR-100
que interrumpe la elongacion de la RNA Pol Il causando que no se transcriba let-7a-2
(Figura 26A). En cancer, el primer modelo sugiere que en la region promotora del
miR-125b1, hay un incremento en la H3K27me3, reclutando al complejo de Polycomb y
remodeladores de la cromatina que incrementen el grado de compactaciéon de ésta,
volviéndose inaccesible a factores transcripcionales y a la maquinaria transcripcional. Por

otro lado, el sitio de CTCF que se encuentra entre let-7a-2 y miR-100 se pierde,
1



permitendo la transcripcion de let-7a-2 (Figura 26B). Finalmente, otro modelo propuesto
en condiciones tumorales, sugiere que el miR-125b1 y miR-100 se encuentran
silenciados, esto debido a que se encuentran cercanos a una region de heterocromatina.
Mientras que, let-7a-2 podria estarse transcribiendo en bajos niveles, por la presencia de
un promotor débil que se encuentra en sitios de eucromatina (Figura 26C). En estudios
recientes en nuestro laboratorio, se ha demostrado que en tejido de mama normal, la
proteina CTCF se encuentra en los primeros 4 sitios observados en la figura 24; mientras
que, en condiciones tumorales, hay una pérdida parcial de esta proteina. Ademas, la
pérdida de CTCF altera los niveles de expresion del miR-125b1, sugiriendo que en la
regulacion en la expresion del locus podria estar mediado por la proteina CTCF (Soto-
Reyes et al, 2012).
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Figura 26. Modelo de regulacion del miR-125b1/let-7a-2/miR-100. miR-125b1 y miR-100 (cilindros
morados) se encuentran cercanos por la interaccién de dos CTCF (esferas azules), su silenciamiento se
debe al reclutamiento de maquinaria asociada a represion transcripcional (6valos rojos). Sin embargo, el
let-7a-2, se encuentra expresandose ya que se encuentra aislado a esta region.



MATERIALES Y METODOS

Analisis in silico del locus del miR-125b1

Para conocer los componentes genéticos y epigenéticos del locus del miR-125b1, se
uso la base de datos de la UCSC y se le incorporo la base de datos de un analisis masivo
que realizé el grupo de Barski (Barski et al, 2007). Este analisis fue realizado en linfocitos
de sangre periférica CD4+. En este estudio, se localizan sitios especificos del genoma
donde hay modificaciones de post-traduccionales de histonas y reclutamiento de
proteinas relevantes para la regulacion de la transcripcién, a partir de las técnicas de
inmunoprecipitacion de la cromatina y secuenciacion masiva. Los componentes tomados
de este analisis fueron la H3K4me3, sitios de incorporacion de la H2A.Z, sitios de
reclutamiento de la RNA Pol Il y sitios de reconocimiento de la proteina CTCF (mostrado
unicamente en discusiones) (Figura). Los resultados de este analisis se esquematizaron
usando el progama Keynote.

La isla CpG localizada en el extremo 5’ del miR-125b1 fue caracterizada tomando en
cuenta las siguientes condiciones:

Tamaio minimo de la isla: 300pb
Tamafio maximo de la isla: 2000pb
C+Gs / Total de las bases: 50%
CpG observado / CpG esperado: 0.6

Posteriormente, se caracterizo el tipo de isla CpG en relacion a su densidad, usando
los criterios de Weber (2007):

Tasa de CpG = (Numero de CpG)(Numero de pares de bases)

(Numero de Gs)(Numero de Cs)

HCP’s ICP’s LCP’s
Tasa de CpG > 0.75 > 048 >

Se localizé el TSS, a través de un analisis informatico usando el programa Promoter
2.0 Prediction. Este programa muestra tres tipos de predicciones de TSS de la RNA Pol Il
marginalmente probable (0.5-0.8), parcialmente probable (0.8-1.0) y altamente probable
(1.0). Cada una de éstas resulta ser certera en un 65%, 80% y 95%, respectivamente
(Knudsen, 1999). El unico TSS encontrado en la isla CpG, mostré las siguientes
caracteristicas:

Puntuacion Probabilidad
0.587 Prediccion marginal



Lineas celulares

Se utilizaron tres lineas celulares de cancer de mama y una linea no transformada:
MCF-7, MDA-MB-231, SKBR-3 y MCF-10A, respectivamente. Las primeras tres lineas
fueron cultivadas con medio RPMI (GIBCO) adicionado con 10% de suero fetal bovino
(ATCC) y 1X de Antibidtico/Antimicotico (GIBCO). Mientras que, la linea celular MCF-10A
fue cultivada con medio DMEM/F12 (3:1) (GIBCO) adicionado con 10% de suero fetal
bovino (ATCC), 2 mM de glutamina (GIBCO), 1X de Antibiético/Antimicético (GIBCO), 10
ng/mL de EGFrh (Invitrogen), 120 mU/mL de insulina recombinante humana y 1ug/mL de
hidrocortizona (Sigma). Todas las lineas mantuvieron a 37°C con 5% de CO.. Para el
ensayo de luciferasa, se cultivaron células HeLa usando medio DMEM adicionado con
10% de suero fetal bovino (ATCC) y 1X de Antibiético/Antimicético (GIBCO). Al igual que
las lineas celulares de mama, se mantuvieron a 37°C con 5% de COa.

Ensayo de actividad promotora mediante un vector reportero de luciferasa con la
region del extremo 5’ del sitio de inicio de la transcripciéon del miR-125b1

Regién promotora del miR-125b1 (PROM125b1)

FW - GGCAAAGTGCACGCTAAAG
RV - GGCAAGTATGCCGCATGC
Producto: 481 pb

Secuencia de la region promotora

5'CGTTGAGGCCTCTCCAGTGTCCTCCTGGCTGTGGCTGCTTTGTCATTCTCTTTGACT
AGCCAGCCATCTACCTTGCTCAGGCCTGGAATAAAAGAAGAACAAGAAGAAGAAAGAA
ATGAAATGAAAAACAGAAAGAAAAAGGAGAAGAAACATTTGTAAAAGGGTCATCTTCC
CATCTGCCTCCCCTCCTTTTCCTTTCATTTTTGGTGGCGGCACAGGAAAGCCCCACTT
CCAGTCTGATGAGGAAAGCGACAATCTATCAGGTACAGAACCAGGGGCTGTCTGCGA
AGATGGAGGGGAATTATGCTTCGGATTCCTCTGAAATATTGGCCAAAGGCTTCAAAGA
ATCCGCAGCGGGAGGTGCGGGGGGAATGTCTCTCCCCAGCCCGCACCCAGCCCTTC
CCACTTCGTGTCTACCAAATGACAGCCTGGTGCTCGCTCTTGGTGATTTGGCCTTGAC
TTCAGCCAAGCAGCTGATGCAGACGAAGCCTCCGTTTGCAGGACTGGCAAAGTGCA
CGCTAAAGAAAGAAGGAAGAAATTTTTCAAAAAGCAGCTCTGGGGAGGTTTCATACTC
CCCCCCCCCCCCCGCCTTTTTTTAATTTTTAAGTGAATATTTTCCAAATTTGATCAGTTC
CAGCCCCTCCCTCCACTCCCACCCAACTGCCCTTTTTTCTCTCGTCAAAGCATAAGCT
ACAGAGTTACAGTCTCGAGATTTGGTGTATCGCTTCCTGCCCCCGCCTCCCCTCCCC
GCCCCCGTTCTCCGTCCTCTATTGAAACACCTCGCCCAGCCTAGCGCACTGAGAGCT
CTCATTTTCCCCCCTTGCTCGGGATGGTGCCACAGGAGGCTGTGCGGGCCCCGCTC
CGCTTCGAATGGGTGAGTTCAGAACGCTATTCGTCTTTACACTTCTATAGCCTCCGAAT
CCTACTTCTTGGTCTTCTCCTTTGAAAACCCGATTTCTATGATTTTTGCATGCGGCATAC
TTGCCCTGGGGGAAAGAGATGCCTCCTATTTTCTCTTCAGTCATTTGTGCTAGTCGTAA
ATTAAAGCTTTGAAAAGACACTAAATCCTTATTGTAGACTATGGTTTTAAAAACTTGGGC




ATTTCTGAGTCTGTGCATATTATTTTCCGTTTTAGTGAACTATTTTGCCCAAATCTTGAAA
GAGTTTTCTCTGATGTACTCGTGATCGTATGTGTATGTGCGTGATTGTATATGCGCCCC
CAGATACTGCGTATGTGTGTATATATGTATTAGGCTTAAACGGAATCTCAATTTTGTGAA
GGAAAGGAGCTTAGAGAAGAAATACCATACCACCTGTTTGTTGCATCTTAGTTATGAAC
CTCGAACAGAAATTGCCTGTCATTCTTGTTTTGCTTTGCTTTGTCTCAAGAAAGAAAAC
ATTGTTGCGCTCCTCTCAGTCCCTGAGACCCTAACTTGTGATGTTTACCGTTTAAATC
CACGGGTTAGGCTCTTGGGAGCTGCGAGTCGTGCTTTTGCATCCTGGAAATTTGGTG
GAATTTTATTCTTTAAAGCAAAAACAAAAGAAAAGAAAGTTTGTCTGAGGTGATTGAGTA
TACCTCTGAGGTTTTCATTGTTAGATGGGATCAGGTGACCAGAGAGTGGCAGCTCCTG
GATTTCTGTTAAAGTAGGTATATATTTTGCTTTAATAGCGTGTTGGCTGCTATGTGTATGT
ATGCATGTTATTGATGCCTGAGGCTTGTGGAACTCATCTGCCTGGTCTATTCCTTGAGA
GCAACACGCAGTAGTATACGAGCGTAZ

microRNA-125b1 - En negritas
Oligonucledtidos sintéticos disefiados sobre el promotor - En negritas y subrayado

Condiciones del PCR para amplificar la region promotora

Se us6 DNA gendmico extraido de linfocitos de sangre periférica de un individuo sano.

Reactivo 1RX
dNTPs [10 mM] 0.5uL
MgCl2 [50 mM] 1L 35 ciclos
Buffer para PCR 10X 2.5uL 94°C 94°C
Primer FW [10 uM] 0.5uL
Primer RV [10 pM] 0.5uL

Taq DNA Pol Platinium

5 UluL] 0.1uL

DNA [=50ng] 1uL

H20 18.9uL

Extraccién de DNA del gel de agarosa

La extraccion de DNA se realizd de acuerdo al protocolo del Kit QlAquick Gel
Extraction (QIAGEN Cat No. 28706).

Clonacién del fragmento del promotor con el plasmido pTZ57R/T
Ligacion del PROM125b1 en el plasmido pTZ57R/T
Se realizé una ligacion del fragmento del promotor con el plasmido pTZ57R/T

Bacterias competentes con cloruro de rubidio



1. La cepa DH5a se siembra en 5 mL de medio LB sin antibi6ticos y se deja incubando
con movimiento constante durante toda la noche a 37°C (usando los tubos de ensaye
con tapa amarilla).

2. Frente al mechero, se toma una alicuota 4 mL de la cepa crecida durante toda la noche
y se resiembra en 400 mL de preferencia en dos matraces de 1L con medio LB
( dilucién 1:20) hasta alcanzar una densidad éptica de 0.4 a 0.6 a 630 nm.

NOTA: Emplear como blanco medio LB.

3. Una vez alcanzada la densidad éptica deseada, se centrifuga a 4000 g por 15 min
(Eppendorf grandota) a 4°C, y se desecha el sobrenadante.

4. Resuspender suavemente frente al mechero en 20 mL de TFB1

5. Incubar en hielo por 20 min.

6. Centrifugar a 4000 g durante 15 min a 4°C, y se desecha el sobrenadante.

7. Resuspender frente al mechero en 7 mL de TBF2.

8. Incubar en hielo por 20 min.

Hacer alicuotas de 100 pL (cada alicuota sirve para dos transformaciones) y almacenar a
-70°C, la posterior descongelacién se realiza en hielo.

Buffer de Transformacion 1 (TBF1) (100 mL)

Cloruro de rubidio 1.29

Cloruro de magnesio 0.99¢

Acetato de potasio 3 mL del stock 1M, pH 7.5
Cloruro de calcio 0.15¢

Glicerol 11.9 mL

Aforar con H20 a 100 mL
Ajustar el TBF1 a pH 5.8 con acido acético 0.2 M.

Buffer de Transformacion 2 (TBF2) (100 mL)

MOPS 2 mL de 0.5 M stock (pH 6.8)
Cloruro de rubidio 0.12¢g

Cloruro de calcio 1149

Glicerol 11.9mL (15 g)

Aforar con H20 a 100 mL
Transformacion de bacterias por choque térmico

. Descongelar las bacterias competentes en hielo.

. Agregar 4 uL del plasmido ligado, mezclar suavemente.

. Incubar en hielo por 30 min y agitar suavemente cada 10 min.

. Incubar a 42°C durante 1 min.

. Pasar inmediatamente a hielo.

. Cerca del mechero, colocar 1 mL de medio LB sin antibiotico.

. Incubar a 37°C en agitacién durante 1 h.

. Centrifugar a 3000 g y eliminar el sobrenadante.

. Resuspender el boton con el remanente del medio LB y plaquera en medio LB-agar con
ampicilina [100 pg/mL].

O O ~NOOTLhh WN -~
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10.Mantener la placa en una incubadora a 37°C de 8-12 hrs.
Miniprep de colonias de bacerias transformadas

Las obtencién del plasmido se realizd con el protocolo de Plasmid Mini Kit (QIAGEN
Cat No. 27106).

Orientacién de la construccion pTZ57R/T-PROM125b1
Para determinar la orientacién en que se inserté el fragmento del PROM125b1, se

hizo una digestion del plasmido y el inserto con la enzima Apal (Invitrogen 15440-019). Se
dejo incubando a 37°C durante toda la noche y se corrié un gel de TBE-agarosa al 1%.

’
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By 2485
Scal, Tatt 2447

odT

pTZ57R/T
2886 bp

’
5’ cocanncrccncsemancarncancorncanarrmrzcansaac ecercrcoseace T rcaactceccecceeceee

CGCCTTTTTTTAATTTTTAAGTGAATATTTTCCARATT TGATCAG TTCCAGCCCCTCCCTCCACTCCCACCCAACTGCCCT

Orientacion del plasmido

TTTTTCTCTCG TCAAAGCATAAGCTACAGAG TTACAGTCTCCAGATTTGG TG TATCGCTTCCTGCCCCCE CCTCCCCTCCC

Digestion Apal

CGCCCCCETTCTCCETCCTCTATIGAAACACCTCGCCCAG CCTAG CG CACTGAGAG CTCTCATTT TCCCCCCTTGCTCGEE

5 - 3’ Fragmento de =130 pb
3’ - 5° Fragmento de =352 pb

Apal (352)
ATGGTGCCACAGGAGE CTGTECG GG CCCCEF TCCGCTTCEAATGEGTGAG TTCAGAACG CTATTCGTCTT TACACTTCTAT < 352 Pb

’
AGCCTCCGAATCCTACTTCTTCC TCTTCTCCTTTGAAAACCCGATTTCTATGATTTTTC CATG CCGCATACT TG CC 3

Figura 27. Orientacion de la construccion pTZ57R/T-PROM125b1.
Clonacion con pGL3 Basic

Para clonar el fragmento en otro vector, se digiridé el fragmento cortando con dos
enzimas de restriccion: Hindlll (PROMEGA R03A) y Kpnl (PROMEGA R634A). Digiriendo
a la par pGL3 Basic, usando el MultiCore Buffer. Posteriormente, se ligd el fragmento con
el plasmido pGL3 Basic, se transformaron las bacterias por choque térmico y se extrajo el
plasmido usando el mismo protocolo que la construccion pTZ57R/T-PROM125b1.



Multiple cloning region

1-58
(luc+) 88-1740

Glormer2 bndngste 89111 Direction of ranscription Synthetic poly(A)
RVprimer4 bi g;sJHe 2080-2061 SIgna[ / transorlpt]onal
ColE1-derived plasmid r\ pause site
replication origin 2318 (for background
Blact gene (Ampr) 3080-3940 ; i
Pongn o do7a-aser Amp' reduction) 5 5 Hindlll 5 Kpnl
upstream poly(A) signal  4658-4811 Gene conferring Ampicillin T a 49
RVprimer3 binding site  4760-4779 resistance in E.Coli Konl 5 E =3 g S
pn =~ C3 G5 =
1 ori Sacl |11 = C3 G5
o S oo Mul |15
filamentous phage Nhel 21
. Direction of ssDNA Smal |28
ori PGL3-Basic stand synthesis )éh(l)l[] 32
f
Feeten Vector P 135
in E. coli. (4818bp)
Ncol 86
2010|Sall [
uc+
2004 |BamHI Narl 121
GDNA encoding the
modified firefly luciterase
SV40 late
poly(A) signal

(for luc+ reporter)
Hpal 1902 Xbal 1742 pirecion of transcription

Figura 28. Digestion y construccion del pGL3-PROM125b1.

Transfeccion del plasmido pGL3-PROM125b1 en células HelLa
Se transfectdé el plasmido en células HelLa, debido a que estas son una linea celular
transformada y presentan la maquinaria y los factores transcripcionales necesarios para la
transcripcion de este gen (Lu et al, 2005; Liang et al, 2007).
Cultivo celular
1. Cultivar 200,000 células HelLa en 5 cajas cultivo celular de 6 pozos con 2 mL de medio
completo (confluencia para la transfeccion del 50-80%). Agitar bien las células para que
queden dispersas en la caja.
Co-transfeccion

2. Realiza las siguentes mezclas:

Tubo 1. Lipofectamina

Reactivo [1(1X) [1(27X)
Lipofectamina 2 UL 54 uL

DMEM HG 100 pL 2700 pL
Renilla-CMV [50ng/uL] 2 UL 54 uL

Tubo 2. Reactivo PLUS

Reactivo [1(1X) [1(27X)
PLUS 2 uL 54 pL
DMEM HG 100 pL 2700 uL




Vuelve a dividir en 8 tubos de 1.5 mL y coloca las siguientes concentraciones de plasmido

(todos los plasmidos se encuentran a una concentracion de 1 ug/uL, excepto CMV-
Renilla)

Plasmidos (pGL3-PROM125 (C3,C5), pGL3 Basic)

[1 de plasmido pL de plasmido (3X)

0.5 ug (C3) (C5) 1.5 pL (3X) (3X)

1 ug (C3) (C5) 3 WL (3X) (3X)

2 ug (C3) (C5) 6 WL (3X) (3X)

pGL3-p53 [1 ug] 2 uL (2X)
pGL3 Basic cerrado [0.5 pg] 1 uL (2X)
pGL3 Basic cerrado [1 ug] 2 uL (2X)
pGL3 Basic cerrado [2 ug] 4 uL (2X)

w

. Incuba por 15 min el Reactivo PLUS con el plasmido a temperatura ambiente.

4. Agrega 300 pL (3X) /200 pL (2X) del tubo 1 (Lipofectamina) y mezcla suavemente y
vuelve a incubar por 15 min a temperatura ambiente.

5. Lava las células dos veces con PBS 1X 'y agrega 800 uL medio sin suero ni antibiéticos
a cada pozo (1mL a los controles sin tratamiento).

6. Coloca 200 uL del complejo DNA-lipidos en las cajas con células (MUY IMPORTANTE:
debe ser por goteo para disminuir la toxicidad y que les llegue a todas las células).

7. Incuba las células a 37°C por 6 h e inactiva la lipofectamina con medio adicionado con
suero y antibidticos.

8. Incuba las células a 37°C por 48 h antes de probar la expresion del transgen.

Ensayo de luciferasa

Preparacion de los reactivos:

* 1X PLB: Agrega un volumen de 5X Passive Lysis Buffer (PLB) a cuatro volumenes de
agua destilada (dura menos de un mes).

378 pL 5X PLB + 1512 pL H20 destilada

» Stop and Glo Reagent: Agrega 2.1 mL de 100X Stop and Glo Substrate a 105 mL de
Stop and Glo Buffer en el frasco ambar provisto, vortexea 10 s y almacena a -20°C por
15 dias. Para menores cantidades de 1X Stop and Glo Reagent: 0.2 mL de 50X Stop
and Glo Substrate en 10 mL de Stop and Glo Buffer.

7.5 uL Stop and Glo + 742.5 pL Stop and Glo Buffer
Lisis

9. Elimina el medio de las células.
10. Lava las células con PBS 1X, dos veces.

11. Tripsiniza las células con 200 pL e incuba por 3min.
1



12. Inactiva con medio complementado con suero, coloca las células en un tubo de 1.5
mL y centrifuga a 1200 g durante 5 min.

13. Elimina el medio y vuele a lavar con PBS 1X dos veces.

14. Agrega 70 pL de 1X PLB a cada pozo y vortexea el cultivo por 15 s.

15. Guarda las células a -80°C (puedes detenerte en este paso).

16. Descongela las células y vuelve a congelar a -80°C.

17. Centrifuga a maxima velocidad (18,000 g) durante 10 min y recupera el sobrenadante
en un tubo nuevo.

Medicién de luciferasa y Renilla

1. Coloca 25 pL del lisado y 25 pL de LAR Il al tubo para lumindmetro (tubos para
citometria lavados con agua destilada).
2. Presiona start en el lumindmetro.

3. Agrega 25 pL de Stop and Glo Reagent, mezcla suavemente y vuelve a presionar start
en el lumindbmetro.

Caracteristicas del lumindmetro

MonoLight 3010
Protocolo #3 (LUC/SIN)
Tiempo de medida: 20s

Analisis del estado de metilacion del promotor del miRNA-125b1

Anilisis del estado de metilacion del promotor del microRNA-125bl
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Figura 29. Analisis del estado de metilacion del promotor del microRNA-125b1. Se analiz6 la metilacion
de la isla CpG (barra negra) del promotor del microRNA-125b1 por MS-PCR y secuenciacién. Los oligos
disefiados para MSP y secuenciacibn se muestran con flechas (—) y flechas de bloqueo (—),
respectivamente.

Secuencia:

CGGCACAGGAAAGCCCCACTTCCAGTCTGATGAGGAAAGCGACAATCTATCAGGTAC
AGAACCAGGGGCTGTCTGCGAAGATGGAGGGGAATTATGCTTCGGATTCCTCTGAAAT
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ATTGGCCAAAGGCTTCAAAGAATCCGCAGCGGGAGGTGCGGGGGGAATGTCTCTCC
CCAGCCCGCACCCAGCEEHGGCCAGH GG TGTCTAGGAAATGAGAGELETGGTGETGE

TGTAGAZGCTATG G THTAAAAAGCTTIGGGGATTHGTIGAGTCTGTGCATATTATTTTCCGT
TTTAGTGAACTATTTTGCCCAAATCTTGAAAGAGTTTTCTCTGATGTACTCGTGATCGTA
TGTGTATGTGCGTGATTGTATATGCGCCCCCAGATACTGCGTATGTGTGTATATATGTAT
TAGGCTTAAACGGAATCTCAATTTTGTGAAGGAAAGGAGCTTAGAGAAGAAATACCATA
CCACCTGTTTGTTGCATCTTAGTTATGAACCTCGAACAGAAATTGCCTGTCATTCTTGT

TTTGCTTTGCTTTGTCTCAAGAAAGAAAACATTGTTGCGCTCCTCTCAGTCCCTGAGA
CCCTAACTTGTGATGTTTACCGTTTAAATCCACGGGTTAGGCTCTTGGGAGCTGCGAG
TCGTGCTTTTGCATCCTGGAAATTTGGTGGAATTTTATTCTTTAAAGCAAAAACAAAAGA
AAAGAAAGTTTGTCTGAGGTGATTGAGTATACCTCTGAGGTTTTCATTGTTAGATGGGA
TCAGGTGACCAGAGAGTGGCAGCTCCTGGATTTCTGTTAAAGTAGGTATATATTTTGCT
TTAATAGCGTGTTGGCTGCTATGTGTATGTATGCATGTTATTGATGCCTGAGGCTTGTG
GAACTCATCTGCCTGGTCTATTCCTTGAGAGCAACACGCAGTAGTATACGAGCGTA

Isla CpG - Tachado

CpG - Subrayado

miR-125b1 - En negritas

Oligos para MSP - En negritas entre **

Oligos para secuenciacion - En negritas entre ++

Extraccion de DNA de lineas celulares

1. Cultivar las lineas celulares en cajas p100 y scrappear cuando esten a un 80% de
confluencia. Centrifugar a 3500g y eliminar el sobreadante.

2. Adicionar 0.8mL de buffer SSC 1X y resuspender con pipeta. Centrifugar a 35009 por

5 min y retirar todo el sobrenadante.

Adicionar 100uL de acetato de sodio (NaOAc) 0.2 M y mezclar.

Adicionar 300uL de NaOAc 0.2 M y mezclar.

5. Adicionar 25uL de SDS al 10% y 6uL de proteinasa K (20 mg/mL en NaOAc 0.2 M).
Mezclar adecuadamente.

6. Incubar toda la noche a 55 ° C.

7. Adicionar 125uL de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25/24/1) y mezclar
suavemente. Centrifugar a 3500g por 5 min.

8. Recuperar la fase acuosa en un tubo nuevo. Adicionar 125uL de cloroformo, mezclar
suavemente y centrifugar a 3500g por 5 min.

W
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9. Recuperar la fase acuosa a un tubo nuevo y adicionar 1mL de etanol absoluto frio (-20
° C)

10. Hacer el spooling y pasar el material a un tubo nuevo.

11. Adicionar alcohol al 70% frio hasta llenar el tubo y mezclar.

12. Centrifugar a 3500g por 2 min.

13. Eliminar el alcohol con una punta y dejar secando a 55°C o a temperatura ambiente en
un lugar sin flujo de aire.

14.Resuspender en TE (10/0.1) incubando a 55° C durante 24 h.

15. Guardar a -20°C.

20X SSC BUFFER

3M Cloruro de sodio

0.52M Citrato de sodio

Ajusta el pH a 7.0, se afora a 1 L y se esteriliza en autoclave.
Para obtener 1X SSC hay que diluir 1:20 la solucion stock

TE BUFFER

10mM Tris-HCI

1mM EDTA

Esteriliza en autoclave y almacena a temperatura ambiente.

Conversion por bisulfito de sodio

1. Colocar 1 ug de DNA en un volumen de 18 pL.

2. Calentar por 2 min a 95°C y pasar inmediatamente a hielo por 2-5 min.

3. Desnaturalizar el DNA en un volumen final de 20 yL anadiendo 2 yL de NaOH 3M
(concentracion final 0.3M) e incubar 5 min a 37°C.

4.A la par de los pasos 2 y 3, preparar una solucién de Hidroquinona (Sigma, H-9003)
100 mM y de bisulfito de sodio (Sigma, S-9000) 3M. Ajustar el bisulfito de sodio a pH 5
con NaOH 10 M.

5.Agregar 12 pyL de hidroquinona 10 mM (diluir el stock preparado 1:10) al DNA
desnaturalizado, mezclar con la pipeta (la solucion se pone ligeramente amarilla) y
posteriormente, afiadir 208 uL de la solucion de bisulfito de sodio. Mezclar ligeramente
con el vortex y anadir 100 yL de aceite mineral.

6. Incubar a 50°C de 12 a 16 horas en oscuridad.

7.Retirar el aceite mineral (congelar a -70°C por 15 min aproximadamente y retirar el
aceite no congelado con pipeta)

8. Remover el bisulfito pasando la muestra por las columnas Wizard (Promega, A- 7280) y
eluir en 50 ul de agua bidestilada.

9. Aiadir 5.5 yL de NaOH 3M e incubar 15 min a 37°C

10. AAdadir 20 ug de glicogeno para precipitar y 33.3 uL de acetato de amonio 5M pH 7.0
mezclar por vortex y afiadir 300 pyL de etanol 100%. Precipitar por 4 horas a -70°C.

11. Centrifugar a 13,000 g por 1 h a 4°C, retirar el etanol, lavar el pellet con 300 pL de
etanol 70%, dejar secar el pellet y resuspender la muestra en 30 pyL de H2O bidestilada.

12. Analizar por PCR y guardar a -20°C.

Oligos para MS-PCR (Producto: 162 pb)



Metilado (M)
FW - TGGTGTATCGTTTTTTGTTTTC
RV - ACCCATTCGAAACGAAAC

No metilado (U)
FW -ATTTGGTGTATTGTTTTTTGTTTTT
RV - CTCACCCATTCAAAACAAAAC

Oligos para secuenciacion (Producto: 271 pb)

FW - ATGGTGTTATAGGAGGTTGTG
RV - ACCCAAATTTTTAAAACCATAA

Condiciones del PCR para MS-PCR y secuenciacion

PCR sensible a metilacion (MS-PCR)

35 ciclos
Reactivo 1RX 94°C 1 94°C
dNTPs [10 mM] 0.5uL
MgClz [50 mM] uL
Buffer para PCR 10X 2.5uL
Primer FW [10 pM] 0.5uL
) Bisulfito-secuenciacién
Primer RV [10 pM] 0.5uL
Tag DNA Pol Platinium 014l 35 ciclos
[5 U/uL] e .
DNA [<50 ng] 1L SH°C ;94
H20 18.9uL

Clonacioén y secuanciacion del fragmento de secuenciacion con el plasmido pTZ57R/T

Se ligd el fragmento de PCR para secuenciacion en el vector de clonacién pTZ57R/
T, se transformaron las bacterias por choque térmico y se extrajo el plasmido de ocho
colonias usando el kit Plasmid Mini Kit (QIAGEN Cat No. 27106). Los plasmidos se
secuenciaron en la unidad de secuenciacion de Instituto de Investigaciones Biomédicas
de la UNAM.

Analisis de los niveles de expresion del miR-125b1

Extraccion de RNA total
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. Cultivar las lineas celulares en cajas p60 y despegar cuando lleguen a un 90% de

confluencia. Centrifugar a 3500 g y eliminar el sobrenadante.

. Agregar 1 mL de TRIzol y resuspender el botdn con la pipeta. Incubar el homogenizado

por 5 min a temperatura ambiente.

. Agregar 0.2 mL de cloroformo y mezclar vigorosamente con el vértex (15 s). Incubar a

temperatura ambiente por 2-3 m.

. Centrifugar las muestras a 12,000 g por 15 min (4°C).

. Recuperar la fase acuosa y colocarla en un tubo nuevo.

. Agregar 0.5 mL de alcohol isopropilico e incubar por 5 min.

. Centrifugar a 12,000 g por 10 min (4°C) y eliminar el sobrenadante.

. Agregar 1 mL de etanol al 70%, mezclar y centrifugar a 7,500 g por 5 min (4°C).

. Eliminar todo el sobrenadante y dejar secando. Resuspender en 30 pL de H20 libre de

RNAsas.

10.Cuantificar la concentracion de RNA por NanoDrop y determinar la integridad del RNA

con un gel de agarosa desnaturalizante al 4%.

Integridad de RNAs pequerios

Para determinar la integridad del RNA, se corrié un gel desnaturalizante de agarosa

al 4%. Con este gel, se observa la integridad de RNAs menores a 500 pb.

MCF-7 MDA-MB-231 SKBR-3  MCF-10A

<€«— 28S
<«— 18§

<«— 58S
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<€ tRNAs

Transcripcion reversa

Usa de 1-10 ng de RNA total por cada 15 uL de reaccion de RT.
Descongela los componentes del Kit para RT y los primers (vortexea) en hielo y baja con
la nanofuga.

1.

En un tubo de polipropileno, prepara la siguiente reaccion:



Componente Volumen para el MasterMix (|1L)
100mM dNTPs (con dTTP) 0.15
MultiScribe Reverse Transcriptase (50U/ulL) 1.00
10X reverse Transcriptor Buffer 1.50
RNase Inhibitor (20U/uL) 0.19
Agua libre de nucleasas 4.16
Volumen final 7.00

a) Cada 15 uL de reacciéon de RT consiste en:
* 7 uL de MasterMix
* 3 uL de primer
* 5 uL de la muestra de RNA

2. Mezcla gentilmente y baja el volumen con la nanofuga.
3. Coloca el MasterMix en hielo hasta que se prepare la reaccion de miRNAs.

Preparacion de la reaccion de RT:

1. Para cada 15 L de reacciéon de RT, mezcla 7 pL de RT MasterMix con 5 uL de RNA
total (1-10 ng) y colocalo en un tubo de polipropileno de 0.2 mL.

2. Mezcla gentilmente y baja el volumen con la nanofuga (no exceder los 5 min o las 2000
g9)-

3. Agrega 3 L de primer para RT a cada muestra.

4. Mezcla gentilmente y baja el volumen con la nanofuga.

5. Incuba el tubo en hielo por 5 min y mantenlo en hielo hasta que lo cargues en el

termociclador.

Programa del termociclador:

Paso Tiempo (min) Temperatura (°C)
HOLD 30 16
HOLD 30 42
HOLD 5 85
HOLD - 4

6. Coloca el volumen de la reaccion en el termociclador (15 uL)
7. Carga los tubos de reaccion en el plato del termociclador.
8. Comienza la corrida de transcripcion reversa.

Amplificacién por PCR en tiempo real con plataforma TagMan

* Protege de la luz los componentes de la reaccién.
* Mezcla la TagMan Universal PCR MasterMix muy suavemente (con la punta de una

pipeta, no resuspendas)
* Prepara la reaccion antes de colocarla en el plato de reaccion.
* Escala los volumenes de acuerdo a la cantidad de reacciones que vayas a utilizar.

1



Componente Volumen (uL)/ 20L de reaccion
TagMan MicroRNA Assay (20X) 1.00
Producto de la reaccion de RT 1.33
TagMan 2X Universal PCR MasterMix 10.00
Agua libre de nucleasas 7.67
Volumen final 20

Preparacion del plato de reaccion para PCR

1. Hacer el célculo del volumen total de tus muestras.

2. En hielo, mezcla en la siguiente relacién: 10 uL de TagMan 2X Universal PCR
MasterMix y 7.67 uL de agua libre de nucleasas (haciendo un volumen final de 17.67 uL
por muestra).

3. Mezcla gentilmente y baja el volumen con la nanofuga.

4. Coloca los 17.67 uL de la mezcla anterior en un tubo para PCR.

5. Transfiere 1 pL de 20X TagMan MicroRNA Assay Mix en cada tubo.

6. Transfiere 1.33 pL del producto de RT al tubo de PCR.

7. Mezcla gentilmente y baja el volumen con la nanofuga.

8. Prepara el plato de reaccion para colocar 20 uL de la mezcla en los pozos.

9. Sella el plato colocando una cubierta adhesivo, después centrifuga y elimina las
burbujas.

Parametros para el termiciclador

Parametro Valor
Modo de corrida 9600 emulation
Volumen de la muestra 20 pL
Parametros del termociclador Paso AmpliTaq Gold Enzyme Activation PCR

HOLD Ciclos: 40
Desnat Anidado/Extension
Tiempo 10 min 15s 60s
Temp (°C) 95 95 60

Ajuste de Autoincremento Default (0)
Ajuste de Rampa Default (Estandar)
Datos Default (60°C)

Para correr la placa:

1. En el software SDS, abre el documento que corresponde a la reaccion del plato.
2. Carga el plato de reaccion en el instrumento.
3. Comenzar la corrida.



Analisis estadistico

Se muestra el promedio y la desviacion estandar de tres experimentos independientes de
cada uno de los datos obtenidos. Las diferencias entre cada grupo (datos obtenidos de
las lineas celulares y la linea de mama no transformada) fueron analizadas usando la
prueba t-Student. Los datos fueron considerados significativos cuando mostraban una
p<0.001.
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GLOBOCAN (2008)

* http://globocan.iarc.fr/factsheets/populations/factsheet.asp?uno=900#BOTH
High-Resolution Profiling of Histone Methylations in the Human Genome

* http://dir.nhIbi.nih.gov/papers/Imi/epigenomes/hgtcell.aspx

miRanda

* http://www.microrna.sanger.ac.uk/targets/v4/

Organizacion Mundial de la Salud, 2008 (OMS, 2008)

* http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs297/es/index.html

PicTar-Vert

* http://pictar.mdc-berlin.de/

TargetScan

* http://www.targetscan.org/



	Portada

	Índice

	Introducción    

	Planteamiento del Problema

	Hipótesis

	Objetivo General

	Objetivos Particulares

	Resultados

	Discusión

	Conclusiones

	Perspectiva

	Materiales y Métodos

	Referencias


