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ABREVIATURAS

ACA: Anticuerpo anti-centrémero
CAD: CENP-A distal.

CAF1: Chromatin Assembly Factor 1
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CCAN: Constitutive Centromere- Associated Network o Red constitutiva asociada al
centromero.

CENP-A: Proteina centromerica A

CENP-C: Centromere

CID: Drosophila CENP-A homolog

HJURP: Holliday Junction Recognition Protein

HORs: Repetidos de orden mas alto

HP1: Proteina de Heterocromatina 1

INCENP: Inner Centromere Protein

MALAT1 Metastasis associated lung adenocarcinoma transcript
NAC: Nucleosome associated Complex Complejo asociado al nucleosoma
ncRNA: RNA no codificante

RIP: Inmunoprecipitacion de RNA

RNA-FISH: Hibridacion fluorescente in situ de RNA.

SetDB1: SET domain Bifurcated 1

Suv39h1: Supressor of variegation 3-9 homolog 1.

TSA: tricostatina A



RESUMEN

El centromero es el locus del cromosoma donde se ensambla el cinetocoro. Se ha
observado que el mantenimiento de la cromatina de dicha region es esencial para una
adecuada segregacion cromosomica durante la division celular. Se ha descrito la
transcripcion de RNAs no codificantes (nCRNA) a partir de secuencias repetidas del
centrémero, los cuales presentan una funcion importante en el ensamblaje del cinetocoro y
su desregulacion se ha asociado a errores en la segregacion de los cromosomas. El objetivo
de este trabajo fue observar la expresion y la localizacién del ncRNA satélite a, asi como
su asociacion con la proteina HPlo. Encontramos una transcripcion diferencial en las
lineas de distintos tipos celulares tanto cromosoma especifico como a nivel global.
Observamos una sobre-expresion significativa del ncRNA satélite o especifico del
cromosoma 1 y también a nivel global en la linea celular HCT116 en comparacion con la
linea no tumoral WI-38. Estas diferencias encontradas sugieren que la transcripcion de este
ncRNA es tejido especifico y cromosoma especifico. Con el fin de entender si la cromatina
centromérica regula la trasncripcién de dicho ncRNA, se realizaron curvas de tratamiento
dosis-respuesta con tricostatina A (TSA) y observamos una sobre-expresion del ncRNA a
16 y 24 h, lo que sugiere que la transcripcion se favorece cuando las desacetilasas de
histonas son inhibidas, asociandose a un estado de cromatina hiperacetilada. Por otra parte,
evaluamos la localizacién celular de estos transcritos mediante RNA-FISH y observamos
una localizacién nucleolar en la linea celular WI-38, mientras que en las células HCT116
se observo principalmente una localizacion citoplasmatica y en menor proporcién, nuclear.
Este patron de localizacion no cambid en condiciones de tratamiento con TSA 500 nM por

24 h, a diferencia del cambio observado en la localizacion de HP1a y CENP-A analizado



mediante RNA-FISH e inmunofluorescencia. Finalmente, encontramos la interaccion de la
proteina HPla con el ncRNA satélite o mediante inmunoprecipitacion de RNA (RIP).
Estos resultados en conjunto sugieren que la transcripcion del ncRNA satélite a podria
estar regulada por la acetilacion de las histonas. Estas modificaciones post-traduccionales
de las histonas, podrian a su vez provocar una remodelacion de la cromatina, evidenciada
por el cambio que observamos en la localizacion de HP1a y CENP-A. Por otra parte, la
interaccion de HP1a con dicho ncRNA indica que este transcrito podria estar involucrado

en la formacion y estabilidad de la cromatina centromérica y pericentromérica.



INTRODUCCION

El centromero es una region caracteristica de los cromosomas eucariontes donde se forma
el cinetocoro, un complejo proteico al cual se anclan los microtubulos que median el
movimiento de los cromosomas lo que lo hace esencial para asegurar una correcta
segregacion de las cromatidas hermanas durante la division celular (Cleveland et al.,
2003). La identidad de esta region esta dada por la sinergia de la secuencia del DNA y las
modificaciones epigenéticas presentes que le confieren funcién, estructura y estabilidad

(Plohl et al., 2014; Stellfox et al., 2012; Sullivan y Karpen, 2004).

Genética y epigenética del centrémero
Aunque evolutivamente la funcion del centromero esta conservada en los organismos, la

secuencia de DNA ha evolucionado rapidamente por lo que es especie-especifica e incluso
varia de cromosoma a cromosoma (Hayden, 2012; Plohl et al., 2014). En seres humanos, el
centromero estd conformado por arreglos complejos de secuencias repetidas ricas en
adeninas y timinas, cuya unidad basica es el satélite a, el cual esta constituido por un
monomero de 171 pb que se repite en tdndem formando unidades mé&s grandes
denominadas HORs (higher-order repeat o repetidos de orden mas alto), las cuales se
expanden hasta 5 Mb a lo largo del centrémero (Figura 1) y cuyos mondmeros son 97-
100% idénticas. Existen otros tipos de satélites a que son altamente divergentes (~70% de
identidad entre monémeros) y se encuentran con poca frecuencia, Ilamados monémeros.
También hay secuencias repetidas diferentes a las del satélite o como elementos L1 y
elementos Alu (Hayden, 2012; Rudd y Willard, 2004; Manuelidis y Wu, 1978; Manuelidis,

1978; Willard y Waye, 1987).
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Figura 1. Organizacién de la secuencia del DNA en centrdmero en seres humanos. EI centromero
en seres humanos esta formado por mondémeros de satélite o de 171 pb que se repiten en tdndem
formando repetidos de orden mas alto que se extienden hasta por 5 Mb. La funcionalidad del
centromero también depende de las regiones pericentroméricas que estan formadas por repetidos

del satélite 2 y satélite 3. Imagen modificada de Cleveland et al., 2003.

A pesar de la complejidad que ha representado el ensamblaje de las secuencias de DNA de
esta region (Rudd y Willard, 2004), se han hecho clasificaciones de familias del satélite a
por diversos autores (Alexandrov et al., 1991, 1993; Hayden, 2012; Vissel y Choo, 1991,
Willard y Waye, 1987). Una de esas clasificaciones, divide a los satélites a en tres familias
supracromosomales de acuerdo con el grado de relacion entre las secuencias de los
cromosomas (Alexandrov et al., 1991) y a su vez, en diferentes variantes que forman
familias de cromosomas y cuya clasificacion més reciente realizada por Hayden (2012)
conjunta bases de datos y se enfoca en los arreglos de repetidos de orden mas alto (Tabla
1). Un ejemplo es la familia pentamérica W1-5 conformada por los cromosomas 1, 11, 17
y X, cuyos HORs estan basados en cinco tipos de mondémeros (Hayden, 2012; Willard y
Waye, 1987). La aparicion de nuevas mutaciones dentro de los cromosomas o entre los

cromosomas, que se homogenizaron solo en algunos de ellos, o transferencias de DNA



entre los cromosomas acompafiados por mdltiples eventos de amplificacion, pudieron
haber originado estos complejos arreglos en las secuencias centroméricas (Alexandrov et

al., 1988).

Tabla 1. Clasificaciones de familias del satélite a y distribucion en los cromosomas

humanos.
Familia Cromosomas Familia Cromosomas
supracromosomal (Hayden, 2012)
(Alexandrov et al., 1991)
1 1,3,5,6,7,10,12, 16 J1/32 1,3,5,6, 10, 12,
y 19 16, 19
2 2,4,8,9,13, 14, 15, D1/D2 2,4,8,9,13, 14, 15
18, 20,21y 22 18, 20, 21, 22
3 1,11,17 y X W1-5 1,11, 17, X
M 7,13,14, 21, Y
R1/R2 5,13, 14, 19, 21

JI/J2 familia dimérica 1, D1/D2; familia dimérica 2; W1-5: familia pentamérica; M: familia monomérica 4;

y R1/R2: familia irregular 5.

Otra de las caracteristicas de los centrémeros humanos es que los monoémeros de la familia
| tienen embebida una secuencia de 17 pb denominada caja CENP-B la cual es reconocida
por la proteina CENP-B; proteina indispensable para el ensamblaje de proteinas del
centrémero como CENP-C y CENP-E, asi como la formacién de novo de la cromatina

centromérica (Ando et al., 2002; Masumoto et al., 1989; Ohzeki et al., 2002).




A pesar de que la secuencia del DNA en el centrébmero no estd conservada, existe una
proteina como comun denominador en el centromero de todos los eucariontes: una variante
de la histona 3 conocida como CID en Drosophila melanogaster, Cse4 en Saccharomyces
cereviciae y CENP-A (CENtromere Protein-A) en mamiferos. Lo que diferencia a CENP-
A de la histona 3 (H3) es el extremo N- terminal en donde existe la mayor divergencia en
la secuencia de aminoacidos de la proteina; comparado con el extremo C-terminal donde

comparten el 60% de los aminoécidos (Sullivan et al., 1994).

Los nucleosomas que contienen CENP-A se asocian principalmente con secuencias de la
familia | del satélite a (Ando et al., 2002). Estos nucleosomas a su vez se encuentran
formando dominios intercalados con dominios de nucleosomas que contienen a la histona 3
(Blower et al. 2002). Tal posicionamiento, confiere un arreglo peculiar en los cromosomas
mitdticos, en el que los nucleosomas con CENP-A quedan hacia el exterior del
cromosoma, donde se ensambla el cinetocoro, y los nucleosomas que contienen H3
quedan hacia el interior del cromosoma. Este arreglo podria definir los bordes de la
cromatina centromérica que contiene CENP-A y evitar que se expanda a las regiones

adyacentes (Blower et al., 2002).

Se ha propuesto que el centrdmero se determina epigenéticamente ya que se ha observado
la formacion de novo de centrémeros (neocentrémeros) en regiones que carecen de
repetidos del satélite a (Barry et al., 1999; Choo, 1997) y se ha reportado a CENP-A como
un elemento epigenético clave para el ensamblaje del precinetocoro en donde se reclutan
proteinas del CCAN (Constitutive Centromere-Associated Network o red constitutiva

asociada al centromero) para el ensamblaje del cinetocoro (Hooser et al., 2001; Hori et al.,
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2008; Warburton et al., 1997). EIl CCAN es un complejo que tiene una funcion de
andamiaje siendo el centro estructural en donde se ensamblan las proteinas del cinetocoro
(Hori et al., 2012). EI CCAN esta compuesto por 16 proteinas: CENPs -C, -H, -1, -K hasta
la-U, -Wy -X (McAinsh y Meraldi, 2011) y se dividen en dos sub-complejos con respecto
a CENP-A: NAC (nucleosome associated complex o complejo asociado al nucleosoma)
conformado por CENP-M, -N, -U, -T, -Cy —-Hy CAD (CENP-A distal) conformado por

CENP-l, -K, -L, -Q, -R, -S, -O y -P. (Foltz et al., 2006; Mellone et al., 2006).

Recientemente se describié otro complejo compuesto por las proteinas CENP-T-W-S-X, el
cual genera un heterotetrdmero parecido a un nucleosoma que envuelve alrededor de 100
pb de DNA, la presencia de éste es importante para la formacion del cinetocoro teniendo
una funcion de andamiaje (Nishino et al., 2012). Mediante inmunofluorescencias en fibras
de cromatina y microscopia de alta resolucion, Abreu y colaboradores (2010) observaron
que CENP-T se intercala entre los dominios de CENP-A. Por otra parte, se ha descrito con
tratamientos de cromatina con MNasa e inmunoprecipitaciones, una asociaciéon de CENP-
W y CENP-T con H3 pero no con CENP-A. Esto sugiere que los complejos CENP-T-W-
S-X se intercalan con los nucleosomas CENP-A asociandose con los complejos H3,
brindando una unién directa con la cromatina para el establecimiento de cinetocoro (Hori

et al., 2008).

La cromatina del centromero tiene otras peculiaridades debidas a la presencia de
modificaciones post-traduccionales de histonas tanto de eucromatina como de
heterocromatina (Sullivan y Karpen, 2004). Entre estas se encuentran la H3K4me2,

H3K9me2, H3K36me2, la hipometilacion en las histonas 3 y 4 durante interfase y mitosis
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y H3T3ph, H3S10ph solo durante mitosis (Bergmann et al., 2011; Hendzel et al., 1997;

Lam et al., 2006; Sullivan y Karpen, 2004) (Figura 2).

CENP-A presenta diferentes modificaciones post-traduccionales en los aminoécidos del
extremo N-terminal: fosforilacion de la serina 7 (CENP-AS7ph) por la cinasa Aurora B
(Zeitlin et al., 2000; 2001), fosforilacion de la serina 16 y 18 (CENP-AS16ph y CENP-
AS18ph) y trimetilacion de la glicina 1 (CENP-AG1me3) (Bailey et al., 2013). Se ha
reportado que la fosforilacion en el N- terminal de CENP-A es importante para la
segregacion de los cromosomas (Bailey et al., 2013) y para la citocinesis (Zeitlin et al.,
2001), lo que resalta la importancia del mantenimiento de las caracteristicas Unicas que hay

en la cromatina del centrémero.

El centromero se encuentra flanqueado por la region pericentromérica cuya integridad es
importante para la estabilidad del genoma y la propia segregacion de los cromosomas
(Kellum y Alberts, 1995; Peters et al., 2001). Esta formada por secuencias repetidas en
tandem de los satélite 1, 2 y 3, asi como P y vy (Figura 1) (Barry et al., 1999). La cromatina
de esta region se diferencia de la centromérica porque esta enriquecida con metilacion del
DNA, modificaciones postraduccionales de las histonas H3K9me2/3, H4K20me3,
hipoacetilacion de histonas H3 y H4 y la presencia de la proteina de heterocromatina 1 oy
B (HP1la y HP1pB) (Figura 2) (Jeppesen et al., 1992; Maison y Almouzni, 2004; Maison et
al., 2002). Otro componente fundamental para la formacion y mantenimiento de la
heterocromatina es la proteina HP1 cuyo pardlogo HPla SUMOilada, interactia con

transcritos de la cadena sentido de los repetidos del satélite mayor en murinos y esta



interaccion conlleva a la deposicién de novo en la heterocromatina pericentromérica

(Maison et al., 2011).

Estas modificaciones crean un ambiente de heterocromatina que, a pesar de ser muy
compacta, se ha reportado transcripcion de RNAs no codificantes a partir de las secuencias
repetidas en diferentes organismos y estos transcritos estan implicados en la formacion y el
mantenimiento de la heterocromatina (Eymery et al., 2009; Grewal y Elgin, 2007; Lehnertz
et al., 2003; Lu y Gilbert, 2007; Probst et al., 2010; Volpe et al., 2002). La proteina HP1 y

los RNAs no codificantes centroméricos serdn descritos a detalle en los siguientes

subtemas.
Interfase Mitosis FETCITE]
H3510ph
HPia /B
H3K9me3
H3K9me2
H3K9me2
H3T3ph
R C— o H3510ph CCAN
CENP=-A CENP-AS7ph
CENP-A S16ph
H3K4me2 CENP-A 518ph
H3K9me2 CENPA Gime3
H3K36me2
H3K4me2
H3K9me2 H3K9me2
H3510ph
H3K36me2
H3K9me3

HP1a/B

1 1 8 S D/O\IE\

Nucleosoma CENP-A  CENP-S/-X/T/-W Nucleosoma H3 : e
Centromero externo  Centromero externo  Centromero externo Centromero '"te”‘" Reg'°“ pencentromerica




Figura 2. Epigenética del centrémero. El centrdmero tiene elementos epigenéticos que lo
caracterizan del resto de la cromatina. Tiene nucleosomas con CENP-A intercalados con
nucleosomas H3 y complejos proteicos CENP-S-X-T-W que forman heterotetrameros parecidos a
nucleosomas. Las histonas H3 tienen las modificaciones post-traduccionales H3K9me2, H3K4me2
y H3K36me2 en interfase y mitosis ademas de H3T3ph y H3S10ph solo en mitosis. CENP-A
también presenta modificaciones post-traduccionales en el extremo N-terminal: CENP-A S7ph,
S16ph, S18ph y G1me3. Asi como la presencia de las proteinas HP1la/p. El centrémero estd
flanqueado por la region pericentromérica que estd enriquecida por H3K9me2/3, HPla/B,
hipoacetilacion de las histonas y metilacion de DNA. Imagen modificada de Stellfox, Bailey, y

Foltz, 2013.

HP1 y su importancia en la estabilidad cromosémica

HP1 (Heterochromatin Protein 1) es una proteina conservada en los organismos
eucariontes que, como lo indica su nombre, se encuentra en regiones de heterocromatina
propagandola y manteniéndola (Loyola et al., 2009; Maison y Almouzni, 2004). En seres
humanos hay tres paralogos: HP1a, HP1P y HP1y, las cuales son codificadas por los genes
CBX5 (ID: 23468), CBX1 (ID: 10951) y CBX3 (ID: 11335), respectivamente. Estas
proteinas estan conservadas en secuencia y en estructura; sin embargo, tienen diferencias
en su localizacion celular. Las tres se han visto en la heterocromatina: HPla se asocia
principalmente a las regiones pericentroméricas; sin embargo, HP1y también se asocia a

eucromatina (Maison y Almouzni, 2004; Minc et al., 2000; Nielsen et al., 2001).

Las proteinas HP1 son muy abundantes en la célula y se han asociado con muchas
funciones. Reprimen zonas transcripcionalmente activas que estan en regiones de
eucromatina y de heterocromatina (Eissenberg et al., 1990; Hwang et al,. 2001; Nielsen et

al., 2001) ademas, hay evidencia de que podria intervenir en la organizacion nuclear
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mediante el secuestro de zonas transcripcionalmente inactivas hacia la periferia nuclear
(Hiragami y Festenstein, 2005; Kourmouli et al., 2000). Por otra parte, esta implicado en
la regulacion de la union de complejos de cohesina a las cromatidas hermanas en levaduras
pero no en seres humanos (Nonaka et al., 2002; Serrano et al., 2009). La diversidad en las
funciones y sitios a los que se puede unir esta proteina se debe, ademas de las diferencias
de la secuencia de aminoacidos entre los paralogos de HP1 y las modificaciones post-
traduccionales de estos residuos, a la flexibilidad de la conformacion de HP1 dada por las

proteinas a las cuales se une (Canzio, et al., 2014).

HP1 tiene dos dominios, el dominio cromosombra en el extremo C-terminal y el
cromodominio en el extremo N-terminal los cuales se encuentran unidos por la region
bisagra (Singh y Georgatos, 2003). El dominio cromosombra es especifico de estas
proteinas; el cromodominio se encuentra en otras proteinas que participan en la
organizacion de la cromatina y en la regulacién génica como Suv39hl y las proteinas
Polycomb (Jones, Cowell, y Singh, 2000). A través del cromodominio, HP1 interacciona
con la cromatina uniéndose a la marca de histona H3K9me2/3 (Bannister et al., 2001;
Lachner, 2001), aunque recientemente se ha visto que la region bisagra y el dominio
cromosombra también participan en el reconocimiento de la metilacion de la lisina 9
(Mishima et al., 2013). Mientras que el dominio cromosombra puede formar homodimeros
0 unirse a distintas proteinas formadoras de heterocromatina (Lechner et al., 2005; Maison
y Almouzni, 2004). Por su parte, la region bisagra se ha visto que in vitro interactGa con
DNA, RNA y cromatina (Maison y Almouzni, 2004; Meehan et al., 2003; Muchardt et al.,

2002; Sugimoto et al., 1996) (Figura 3).
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La formacion de la heterocromatina mediada por las proteinas HP1, se da gracias a las
mdaltiples interacciones con otras proteinas a través de su domino cromosombra. HP1a
forma complejos con CAF1; el cual es un complejo proteico que se encarga de depositar
las histonas H3 y H4, actuando de manera acoplada con la sintesis del DNA (Tagami et al,
2004). Asimismo, HP1 interacciona con SetDB1, la cual es una metiltranferasa de la H3,
que permite asegurar el mantenimiento de la heterocromatina durante la replicacion, en el
que tras la deposicién de la histona H3 por la chaperona CAF1, SetDB1 monometila la
lisina 9 que es sustrato para la trimetilacion de la lisina por la metiltranferasa de histonas
Suv39h (Loyola et al., 2009). HP1 se une entonces a las lisinas trimetiladas por Suv39h y
propaga la heterocromatina uniéndose a otras HP1 por medio de su dominio cromosombra
y a metiltransferasas de DNA (Fuks, 2003; Maison y Almouzni, 2004). CENP-C se

describe en la siguiente seccion.

RNA HP1a, HP1B, p150 de
DNA CAF1, Suv39h,
H3K9me Cromatina Dnmt1, Dnmt3a

Cromo Bisagra Cromosombra

HP1a FMKKYKKMKEGENNKPREKSESNKRKSNF - SNS - ADD | KSKKKREQSND | ARGFER
CENP-C KS- - -STR -KDKEESKKKRFSS

Figura 3. Proteina de Heterocromatina 1. HP1 tiene dos dominos conservados, el cromodominio y
el dominio cromosombra que son separados por la regidn bisagra. En la region bisagra, tiene
actividad de unién a RNA y en su secuencia de aminoécidos estan conservados los que estan en la
secuencia con la cual CENP-C interactia con el RNA. Mediante el cromodominio se une a
H3K9me3 y a través del dominio cromosombra se une a otras proteinas HP1, a p150, una

subunidad de CAF1, proteina depositadora de H3 y H4, a proteinas DNA metiltransferasas y
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Suv39h, una metiltransferasa de histonas. Imagen modificada de Maison y Almouzni, 2004;

Muchardt et al., 2002.

Los RNA no codificantes

Los ncRNAs se clasifican de acuerdo con su tamafio y funcién. Por su tamarfio se dividen
en pequefios cuando son < 200 nucle6tidos y largos cuando son > 200 nucle6tidos. Los
ncRNA pequefios incluyen microRNAs, siRNAs, snoRNAs, entre otros. Mientras los
ncRNA largos (IncRNA) comprenden la mayor parte del genoma en los mamiferos y estan
involucrados en diversas funciones biologicas. En cuanto a su funcion se clasifican en
ncRNA de sefializaciéon, andamiaje, guia y sefiuelos (Wang y Chang, 2011). Se han
descrito diversas funciones de los IncRNA, un ejemplo es el ncRNA Xist que regula la
inactivacion de uno de los cromosomas X en las hembras de mamiferos (Lee, 2012). Por
otra parte, el INcRNA HOTAIR tiene un mecanismo de accién de guia y andamiaje en el
que se asocia con los complejos PRC2 y LSD1 los cuales reprimen o activan una region en

trans, respectivamente (Tsai et al., 2010).

Actualmente han sido reportados ncRNAs que se transcriben a partir de regiones repetidas,
como el caso de TERRA (telomeric repeat-containing RNA) que se transcribe en los
telémeros (Azzalin et al., 2007), también de la region pericentromérica (Probst et al., 2010)

y del centromero (Chan et al., 2012).

La compactacién de la heterocromatina pericentromérica y centromérica representaron
durante muchos afios un paradigma, debido a que se pensaban transcripcionalmente
inactivos. Sin embargo, ahora se ha descrito en dichas regiones, e incluso posibles

funciones a los ncRNAs que se generan. Al igual que los transcritos pericentroméricos, los
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ncRNAs centroméricos tienen un papel importante en la célula, pues se han visto
implicados en la formacion del cinetocoro en diferentes especies (Chan et al., 2012;
Quenet y Dalal, 2014; Topp et al., 2004). En seres humanos se ha observado que la
desregulacion de estos transcritos conlleva a cambios en la morfologia de la célula y
defectos durante la mitosis en donde se observan cromosomas rezagados y husos mitéticos

multipolares (Chan et al., 2012; Quenet y Dalal, 2014).

Los ncRNA del satélite a son IncCRNAs transcritos por la RNA polimerasa Il y su
transcripcion ocurre principalmente en mitosis y G1 temprana (Chan et al., 2012; Quenet y
Dalal, 2014). Recientemente, se observd la interaccion de estos transcritos con HJURP
(Holliday Junction Recognition Protein), la proteina depositadora de CENP-A, proteina
que también interactia con este ncRNA. A su vez, observaron que el ncRNA satélite a
asociado a la interaccion con HJURP mide 1.3 kb (Quenet y Dalal, 2014; Wong et al.,
2007). Una explicaciéon que se ha dado a las fallas en la segregacion tras la inhibicién de
los NncRNAs del satélite a, es la pérdida de la integridad del centromero por el
reclutamiento deficiente de HIURP y la consecuente falta de deposicion de CENP-A al

centromero (Quenet y Dalal, 2014).

Por otra parte, estos transcritos se han visto asociados con las proteinas CENP-C e
INCENP (Inner Centromere Protein) en el nucléolo durante interfase y en el centromero
durante mitosis (Wong et. al., 2007). CENP-C interacciona con el ncRNA del satélite o y
se sugiere que de esta forma es reclutada hacia el centromero durante mitosis (Wong et al.,
2007). La region bisagra de la proteina HP1, presenta una gran identidad en secuencia con
la proteina del centromero CENP-C en la secuencia KKSSTRKDKEESKKKRF
(Muchardt et. al. 2002) (Figura 3). También, se ha comprobado, que la bisagra de la
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proteina HPlo tiene un motivo de unién a RNA, necesario para formar un complejo

riboprotéico en la heterocromatina pericentromérica (Muchardt et al., 2002).

Antecedentes directos

Trabajos previos en nuestro laboratorio han demostrado la presencia de la proteina HPla
en el centromero de células HCT116 tras tratamiento con tricostatina A (TSA), un
inhibidor de desacetilasas de histonas clase | y Il (Figura 4), a pesar de la ausencia de la
marca H3K9me3, a la cual se une HP1, por lo que se ha sugerido al RNA como un posible
mecanismo de andamiaje que mantenga a la proteina en el centromero. Por otra parte, se
ha visto que al hacer tratamiento de 1 mM con este farmaco, aumentan los niveles de
expresion de tales transcritos, lo cual podria sugerir que la regulacion de su transcripcion

pudiese ser dependiente de las modificaciones post-traduccionales de las histonas.

0O O
.OH

I=

Figura 4. Estructura quimica del farmaco tricostatina A (TSA).

Lo anterior nos sugiere la importancia que tienen los nCRNAs del satélite o en el correcto
ensamblaje del cinetocoro y el mantenimiento de la integridad del centrémero, por lo que
creemos que es importante el estudio de la regulacién de su transcripcién, su localizacion y
la posible asociacion con la proteina HPla en el centromero para conocer el mecanismo
por el que HP1 puede reconocer especificamente el centromero, diferenciandolo de otras

regiones de heterocromatina constitutiva.

15



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Debido a los errores en la segregacién cromosdmica que se han observado cuando hay una
desregulacién en la expresion de los transcritos centroméricos nos interesa saber si en
lineas celulares con inestabilidad cromosémica hay una mayor transcripcion del ncRNA
satélite o que en las lineas celulares estables. Por otra parte, no se encuentra descrito el
mecanismo que regula la transcripcion del ncRNA satélite oy por antecedentes del
laboratorio se sabe que a dosis de 1 mM de TSA ocurre un aumento en la transcripcion del
satélite a, por lo que nos es de importancia conocer si la expresion del ncRNA satélite a €S
dosis dependiente al utilizar cantidades nM de TSA, lo que nos permitiria entender mas
sobre la regulacion de su transcripcion. También, se ha observado una localizacion
nucleolar del ncRNA satélite o durante interfase; a nosotros, nos interesa examinar también
su localizacion y saber si hay diferencias entre una linea celular no neoplésica y en una
neoplésica, abordando la pregunta con un método diferente, asi como observar si hay
cambios en la localizacion del ncRNA tanto del transcrito como de las marcas asociadas a
heterocromatina. Finalmente, los antecedentes del laboratorio demostraron que al hacer
tratamientos con TSA y evaluar la presencia de HPla en centromero, ésta proteina se
encuentra presente, aunque hay una disminucion de la H3K9me3, marca a la cual se une
HPla a la cromatina. Esto, y los estudios realizados en raton, nos llevan a preguntarnos si

HP1a se une al ncRNA satélite a, funcionando este ncRNA como andamiaje.

HIPOTESIS
La expresion del ncRNA satélite o en las lineas celulares con inestabilidad cromosémica

sera mayor gue en las lineas celulares estables, y aumentard de manera dosis dependiente
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al haber una exposicion a cantidades nanomolares de tricostatina A. Por otra parte, en las
células HCT116, la localizacién de dichos transcritos en condiciones sin tratamiento sera
nuclear y nucleolar durante interfase y se encontraran en el centromero durante mitosis,
asociados con la proteina HP1a. Sin embargo, bajo tratamiento con TSA se fomentara su

localizacion nuclear, mientras que HPla y H3K9me3 se localizaran en la periferia nuclear.

OBJETIVO GENERAL
Observar la expresion y la localizacion del ncRNA satélite o en células HCT116 no

tratadas y tratadas con tricostatina A, asi como su asociacion con la proteina HP 1.

Objetivos particulares

1) Evaluar la expresion del ncRNA satélite o en lineas celulares estables y con
inestabilidad cromosdmica.

2) Observar el efecto dosis respuesta del tratamiento con TSA en la viabilidad celular, asi
como en la expresion del ncRNA satélite a.

3) Determinar la localizacion del ncRNA satélite a y su posible relacion con las marcas
asociadas a heterocromatina en células tratadas y no tratadas con TSA.

4) Examinar la union del ncRNA satélite o con la proteina HP1a.

METODO

El material y método en extenso se encuentra en el anexo |.

Cultivos celulares
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Los experimentos se realizaron con la linea celular HCT116 (derivada de carcinoma
colorrectal) y con la linea celular no cancerosa WI-38. Las células se cultivaron en un
ambiente con 5% CO, y a 37 °C. La linea HCT116 se cultivd con medio McCoy’s,
mientras que la linea WI-38 se cultivo con medio EMEM, suplementado con suero fetal

bovino (Gibco) al 10% Yy se agregaron antibioticos (Gibco) al 1%.

Extraccion de RNA y andlisis de expresion

Se extrajo RNA total de las lineas celulares mediante Trizol (Ambion, USA, 15596-026) .
El RNA obtenido fue tratado con DNAsa | (Fermentas, USA, #EN021) para quitar los
posibles remanentes de DNA. Se hizo la reaccion de retrotranscripcion utilizando 500 ng
de RNA para la curva de expresion de todas las lineas celulares y empleamos 1 pg de RNA
para la curva de expresion tras tratamiento con TSA. Se utilizé el Kit GeneAmp (Applied
Biosystems, USA, N808-0143) y oligos hexaméricos para obtener el cDNA a partir del
cual se hicieron las PCRs en tiempo real. Los resultados fueron analizados mediante el

método de AACT (Livak y Schmittgen, 2001) y se utiliz6 a GAPDH como gen calibrador.

Los oligonucle6tidos utilizados fueron los siguientes:

Satélite o cromosoma 1 (ab85782, Abcam). Tm: 58°C

Sentido 5’AAG GTC AAT GGC AGA AAA GAA 3’

Anti-sentido 5’CAA CGA AGG CCA CAA GAT GTC 3’

Satélite a global. Tm: 61°C

Sentido 5’CTC ACA GAG TTG AACCTTCC ¥
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Anti-sentido 5’GAA GTT TCT GAG AATGCT TCT G 3

GAPDH Tm: 62°C

Sentido 5’TGC ACC ACC AACTGC TTAGC 3’

Anti-sentido 5’GGC ATG GAC TGT GGT CAT GAG 3’

Tabla 2. Lineas celulares estables y con inestabilidad cromosémica de diferentes tejidos

utilizadas en el andlisis de transcripcion.

Estables Caracteristicas Inestables  Caracteristicas
WI-38 Tejido: Pulmén HT29 Tejido: Colon
(ATCC Tipo celular: Fibroblastos (ATCC Morfologia: Epitelial
CCL-75) Morfologia: Fibroblasto HTB-38) Enfermedad
Enfermedad: Normal Edad: adulto
Edad: feto de tres meses de Género: femenino
gestacion Cariotipo: nimero modal 71
Género: femenino Rango= 68-72
Cariotipo: normal diploide
HCT 116 Tejido: Colon SW480 Tejido: Colon
(ATCC Morfologia: epitelial Morfologia: epitelial
(ATCC
CCL-247) Enfermedad: carcinoma Enfermedad: Dukes' tipo B,
CCL-228)

colorrectal

Edad: Adulto

Género: Masculino

adenocarcinoma colorrectal
Edad: Adulto

Género: Masculino
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Cariotipo: numero modal 45 Cariotipo: Hipotriploide

MCF7 Tejido: glandula mamaria
(ATCC Tipo celular: epitelial
HTB 22) Morfologia: epitelial
Enfermedad: adenocarcinoma
Edad: 69 afios
Género: femenino
Cariotipo: nimero modal = 82;

rango = 66 to 87.




Secuenciacion del satélite a y disenio de las sondas del RNA-FISH

Con el objetivo de tener una secuencia especifica a partir de la cual disefiar sondas para el
RNA-FISH, se secuencié un monomero del satélite o proveniente del cromosoma 1 de la
linea celular HCT116. Para este fin, se hizo una PCR punto final utilizando los
oligonucleottidos especificos del satélite a del cromosoma 1. El producto obtenido se corrid
en un gel de agarosa al 2% y se purifico la banda del gel correspondiente a 171 pb
mediante perlas. Posteriormente, se hizo una ligacién del producto extraido utilizando el

vector de clonacion pGEM T-easy (Promega, USA, AlI360) (Figura 5).
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Figura 5. Vector de clonacién pGEM - T Easy.

Se transformaron bacterias Escherichia coli de la cepa DH5a por choque térmico y se
sembraron en placas de LB que contenian 100 pg/ mL de ampicilina, posteriormente se
seleccionaron seis clonas de las cuales se purifico el plasmido mediante el método de lisis
alcalina por columnas y finalmente se mandaron a secuenciar utilizando el oligonucleotido

T7 (Figura 6).
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Figura 6. Cromatograma de la secuenciacion de una clona del satélite a del cromosoma 1.

A partir de las secuencias obtenidas, se realizé un alineamiento multiple en la base de datos

que pertence al NCBI para comparar con las reportadas en la base de datos y verificar que

nuestras secuencias son especificas del satélite a. Se observo un alto porcentaje de

identidad con secuencias del satélite o de humano (Figura 7), lo cual confirm6 que las

secuencias a partir de las cuales se disefiarian las sondas para el ensayo de hibridacion

fluorescente in situ de RNA (RNA-FISH) son especificas del satélite a. Posteriormente, se

disefiaron 25 sondas en el programa ofrecido por la compafiia Biosearch Technologies

(USA), la cual fue proveedora de la produccion de las sondas Stellaris®.

Description :ﬁ:i(e ST:::L C;g:g vaie Ident  Accession
[ Homo sapiens alpha satelllite DNA 318 537 100% 1e-83 98% AJ717298.1 ]
Human alpha satellite DNA, clone pC1.8 313 313 100% 6e-82 97% M26919.1
Human alphoid repeat (alpha-RI-DNA), clone alpha-72 307 307 100% 3e-80 97% M18120.1
Human DNA sequence from clone RP11-453B6 on chromosome 1. complete sequence 302 725 100% 1e-78 96% BX248407.26
Homo sapiens alpha satellite, p75.1 probe 274 274 100% 3e-70 94% AJ295044.1
Homo sapiens alpha satellite DNA, clone H5IFR-21 263 263 90% T7e-67 95% AM4092651
Homo sapiens 3'5'EcoRl alpha satellite DNA, clone Me2d2006 241 241 100% 3e-60 90% AM235767.1
Human alpha satellite DNA, clone pC1.8 235 454 98% 1e-58 97% M26920.1
Homo sapiens alpha satellite DNA, subclone E1BECoRI-2 231 231 98% 2e-57 90% AM409268.1
Homo sapiens chromosome 19 clone LLNLR-255F4, complete sequence 231 1387 100% 2e-57 90% AC010517.3
Homo sapiens DNA, flanking sequence of putative initiation site for DNA replication, clone: D5 E04 228 443  98% 2e-56 90% AB761968.1
Homo sapiens alpha satellite DNA, subclone E1BECoRI-3 228 228 97% 2e-56 90% AM4092691
Homo sapiens isolate L4 satellite ALR/Alpha sequence: and retrotransposon MLT1K, complete sequence 226 226 98% 9e-56 89% KF8988971
Human alphoid repeat (alpha-RI-DNA), cione alpha-B3 226 226 98% 9e-56 89% M21871.1
Human alphoid repeat (alpha-RI-DNA). clone alpha-82 226 226 98% 9e-56 89% 11181231
Human alphoid repeat (alpha-RI-DNA), clone alpha-83 226 226 98% 9e-56 89% M18122.1
Human alphoid repeat (alpha-RI-DNA). clone alpha-32 226 226 98% 9e-56 89% M18121.1
Human centromere tandem repetitive DNA 220 220 98% 4e-54 89% KO00901.1

Figura 7. Alineamiento de las secuencias obtenidas del satélite a con la base de datos NCBI.
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Localizacioén celular del ncRNA del satélite o

Se establecié el protocolo de RNA-FISH en el cual se utilizaron sondas que tienen
acoplado en el extremo 5’ el Quésar® 570, cuyo espectro de absorcion es 548 nm y el de
emision es 566 nm, es decir que tiene una fluorescencia en la region amarillo-naranja del
espectro visible. Dichas sondas estdn mezcladas en un vial y tienen como objetivo unirse al
RNA blanco en serie y de esta manera se puede identificar la fluorescencia de multiples
sondas. Como control de la técnica se adquiri6 una mezcla de sondas para el ncRNA
humano MALAT1 (Metastasis associated lung adenocarcinoma transcript) (Stellaris®,
Biosearch Technologies, USA, SMF-2035-1). MALAT1 es un IncRNA que se localiza en
el nucleo, especificamente en los speckles nucleares y participa en la regulacion del

splicing alternativo (Hutchinson et al., 2007; Tripathi et al., 2010).

Para la estandarizacion de nuestras sondas se hicieron pruebas con diferentes
concentraciones (700, 625, 500, 375, 250, 125, 100, 50 y 31.25 nM), tres diferentes
temperaturas de hibridacion (33, 35 y 37 °C) y dos diferentes tiempos de hibridacion (4 y
16 h) en células HCT116 y WI-38. Una vez establecidas las condiciones, se estandarizé la
técnica con inmunofluorescencia utilizando como control MALAT1 125 nM y ACA 1:50
(Antibodies Inc., USA, 15-235-F), un anticuerpo anti-centromeros que tiene acoplado el
fluoréforo FITC (Figura 8). En este experimento no se observo co-localizacion de

MALAT1 y ACA, como se esperaba.
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WI-38

Figura 8. Caracterizacion de la localizacién de MALAT1 por RNA-FISH e inmunoflurescencia

con el anticuerpo ACA. RNA-FISH utilizando a sondas para MALATL1 el anticuerpo anti-

centrémero (ACA).

Para los experimentos de localizacion y co-localizacion, las condiciones de hibridacion
utilizadas fueron de 16 h de incubacion a 33°C, utilizando una concentracion final de 50
nM de sondas del satélite a y de 125 nM de MALATL. En los ensayos de inmuno-RNA-
FISH se utilizaron los anticuerpos anti-C23 1:50 (Santa-Cruz , US (MS-3) Sc-8031), anti-
HPla 1:50 (Abcam, UK, Ab77256) y anti-H3K9me3 1:100 (Abcam, UK, Ab8898). Los

experimentos se hicieron en células sin tratar y tratadas con TSA 500 nM por 24 h.

Tratamientos con TSA

Se hicieron curvas de tratamientos con TSA (Sigma, USA, T1952-200uL) a células
HCT116 sembradas en cajas de 98 pozos para el ensayo de viabilidad celular y en cajas
p60 para la expresion del RNA. Al concluir el tiempo de tratamiento, se fijaron con etanol

en el primer caso y en el segundo caso se extrajo el RNA por el método de Trizol.

Curva de viabilidad

Para medir la viabilidad de las lineas celulares tras el tratamiento con el farmaco TSA

(Sigma) se sembraron células en placas de 24 pozos y se realiz6 un tratamiento de 8 y 16 h
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con TSA a una dosis de 50, 100, 200 y 500 nM. Transcurrido el tiempo de cultivo, se
fijaron con etanol frio al 70% dejandolas a -20°C durante 10 min. Se retir0 el etanol y se
dejaron secar. Posteriormente, se agregaron 200 uL de cristal violeta en cada pozo y se
dejaron agitando durante 10 min. Se lavo el cristal violeta y se dejaron secar toda la noche.
Después, se agregd 200 uL de &cido acético al 33% y se agitd durante 10 min. Se tomaron
100 uL de cada pozo y se pusieron en una placa de 96 pozos la cual fue leida a 595 nm. La

densidad optica (DOsgs) se interpretd en porcentaje de viabilidad.

Curva de dosis respuesta de la expresion del satélite o. en células HCT116 tratadas con

TSA

Se sembraron células HCT116 en cajas p60 y cuando tenian una confluencia de ~60%, se
hizo el tratamiento con TSA a las dosis de 50, 100, 200 y 500 nM durante 8, 16 y 24 h.
Transcurrido el tiempo, se extrajo RNA vy se siguié el método descrito anteriormente para

el analisis de expresion del satélite a.

Prediccion de la union de la proteina HPlo.a RNA

Se hizo un andlisis de prediccion de unién de residuos a RNA con el programa BindN+
(http://bioinfo.ggc.org/bindn+/) con una especificidad definida de 85% (Wang et al.,
2010). Se utiliz6 la secuencia de HP1a (NP_001120794.1). El programa BindN+ hace la
prediccion con base en dos criterios: las caracteristicas bioquimicas y la informacion
evolutiva. Las caracteristicas bioquimicas que evalta son el indice de hidrofobicidad, el
valor de pKa de las cadenas laterales de los amino&cidos y la masa molecular. Por otra
parte, para obtener la informacion evolutiva, el programa hace un PSI-BLAST de tres
iteraciones contra la base de datos UniProtKB. Con estos criterios, el programa nos

permite conocer los residuos de aminoacidos que tienen una posible union a RNA.
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Interaccion de los trascritos centroméricos con la proteina HP1a

Se hizo el ensayo de inmunoprecipitacion de RNA (RIP) utilizando 10 millones de células
HCT116 por inmunoprecipitacion a las cuales se les extrajo la cromatina por el método de
(Sun y Lee, 2006). Se agreg6 formaldehido a una concentracion final de 1% para llevar a
cabo el entrecruzamiento de las interacciones de las proteinas y los acidos nucléicos y
posteriormente se detuvo la reaccion con glicina 125 mM. El boton de células se lavo con
PBS y se agreg6 una mezcla de inhibidores de proteasas (Cell Signaling) para evitar la
degradacion de las proteinas. Se lisaron las células resuspendiendo en la solucidn
amortiguadora A (5 mM PIPES (pH 8.0), 85 mM KCI, 0.5% NP40, 1X mezcla de
inhibidores de proteasas, inhibidor de RNAsa Superase.In (50U/mL) (Ambion, USA,
AM2696), se centrifugd la fraccion nuclear y se lavo con solucién amortiguadora A sin
NP-40, posteriormente se resuspendié en solucion amortiguadora B (1% SDS, 10 mM
EDTA, 50 mM Tris-HCI pH (8.1), inhibidor de proteasas e inhibidor de RNAsas). En esta
solucién amortiguadora se sonic6 la cromatina y se diluyd 10 veces en solucion
amortiguadora IP (0.01% SDS, 1.1% Tritén X-100, 1.2 mM EDTA, 16.7 mM Tris (pH
8.1), 167 mM NacCl, inhibidor de proteasas e inhibidor de RNAsas) y se separ6 1 mL por
cada IP en tubos de 1.5 mL. A cada tubo se agregaron 4 pg de anticuerpo anti-HPla
(Abcam, Ab77256) o0 8ug de anticuerpo anti-CENP-A (Abcam, Ab13939) y 1 pg de anti-
IgG y se dejaron rotando durante 16 h para permitir la formacion de los complejos
inmunes. Transcurrido el tiempo, se recuperaron los complejos con 50 ul de perlas A/G y

se lavaron cinco veces con el siguiente orden de soluciones amortiguadoras:

1: Lavado Low-salt: (0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20 mM Tris-HCI (pH

8.1), 150 mM NacCl). 2: Lavado High-salt: 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 2 mM EDTA, 20
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mM Tris-HCI (pH 8.1), 500 mM NacCl). 3: Lavado LiCl: 0.25M LiCl, 1% NP40, 1%
deoxycholate, 1 mM EDTA, 10 mM Tris-HCI (pH 8.1)). 4: TE pH 8 (10 mM Tris-Cl pH 8,

1 mM EDTA) 5: TE pH 8.

Se eluyeron los complejos en solucién amortiguadora de elucién (1% SDS, 0.1M NaHCOs,
Inhibidor de RNAsa (50 U/ml)) y se revirtio la reaccion de entrecruzamiento con NaCl y se
hizo tratamiento con proteinasa K. Se extrajo el RNA y se detecté mediante RT-gPCR
utilizando oligonucleotidos especificos del satélite a.

Andlisis estadisticos

Para determinar si habia igualdad de varianzas entre los grupos a comparar, se hicieron
pruebas de Levene. Para determinar si habia diferencias significativas se hicieron pruebas
T de student comparando a WI-38 con cada una de las lineas, en el caso de la expresion de
las lineas celulares, mientras que en la expresion del satélite a tras tratamiento con TSA se
compararon los controles sin tratamiento con cada una de las dosis con un valor de
significancia p < 0.05. Las pruebas estadisticas se hicieron con el programa SPSS Statistics

21.

RESULTADOS

Expresion de los transcritos centroméricos en lineas celulares estables y con

inestabilidad cromosémica

Dado a los reportes que hay sobre la desregulacion del satélite o y el consecuente error en
la segregacion cromosOmica, nos preguntamos si al analizar la expresion del satélite o en

diferentes lineas celulares de cancer estables e inestables (Tabla 2), habria diferencias entre
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éstas. Realizamos un analisis de expresion utilizando oligonucledtidos especificos del

cromosoma 1 y oligonucle6tidos disefiados a partir de la secuencia consenso (Figura 9).
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Figura 9. Expresion del satélite o en lineas celulares estables y con inestabilidad cromosémica. El
andlisis se realizd a partir de triplicados biol6gicos de cada linea celular y los valores que se
muestran indican la expresion relativa a la linea celular normal WI-38 que tiene un valor de 1. Se
utilizaron oligonucle6tidos especificos para el satélite a del cromosoma 1 y o global. * p<0.05, **

p<0.01. Las barras indican el error estandar.

Con el andlisis del satélite o observamos que hay una mayor expresion especifica del
cromosoma 1 en las lineas HCT116, SW48, SW480, SKBR-3 y OVCAR-3 comparada
con la expresion de la linea celular normal WI-38 (p<0.01), sin embargo, no se observo
ningln patrén de expresion relacionado con el tejido de origen ni con la estabilidad o
inestabilidad cromosémica. Incluso se encontraron diferencias entre las lineas celulares

que provienen del mismo tejido. Las lineas HCT116 y SW480 se expresan 12 y 13 veces
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mas que WI-38, mientras que SW48 se expresa 1.7 veces mas y HT29 se expresa menos

que WI-38.

Al evaluar la expresion del satélite o global se encontraron diferencias significativas en
SW48, MCF7, SKBR-3 (p<0.01) y OVCAR-3 (p<0.05). La expresion global del satélite a
tampoco es especifica de las lineas celulares estables o inestables y es diferente entre lineas

celulares.

Estos resultados nos sugieren que la expresion del satélite o tanto a nivel global como a
nivel cromosoma especifico es diferente en cada tipo de tejido. Por otra parte, no se
observa una expresion diferencial entre lineas celulares estables e inestables
cromosomicamente, lo cual sugiere que la sobre expresion del satélite o no esta

relacionada con la inestabilidad cromosémica.

Efecto dosis respuesta del tratamiento con TSA en la viabilidad celular y en la

expresion del ncRNA del satélite a.

La presencia de transcritos en el centrdmero o la transcripcion del centrémero per se son
componentes esenciales de la cromatina centromérica. Se ha visto que su desregulacion
conlleva a errores en la segregacion cromosémica (Chan et al., 2012; Quenet y Dalal,
2014). A pesar de la importancia de estos transcritos, se ha estudiado poco sobre la
regulacion de su transcripcién por lo que nos propusimos observar el efecto del farmaco
TSA, primero en la viabilidad celular y luego en la transcripcion del satélite a. EI TSA es
un inhibidor de las desacetilasas de histonas y se ha utilizado en estudios de actividad
transcripcional (Schlake et al., 1994). Se ha reportado que este farmaco inhibe a las

desacetilasas de histonas en concentraciones nanomolares (Yoshida et al., 1990a), por lo
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gue hicimos tratamientos en células HCT116 con concentraciones nM, utilizando 50 nM,
100 nM, 200 nM, 500 nM y 1000 nM durante 8, 16 y 24 h (Figura 10). Observamos que la
TSA tiene un efecto dosis y tiempo dependiente en la viabilidad celular. A las 8 y 16 h de
tratamiento se observa un efecto similar en la viabilidad celular, la cual disminuye
alrededor de 20%. En cambio, a las 24 h se observa una disminucion del 34-37% a

excepcion de la dosis de 500 nM en donde disminuye aproximadamente 44%. Cabe

resaltar que con ninguna de estas dosis se alcanza el 1C50.
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Figura 10. Curva de viabilidad de la linea celular HCT116 utilizando dosis sub-letales de TSA

(50, 100, 200, 500 y 1000 nM) durante 8, 16 y 24 h. El ensayo se hizo por triplicado biolégico y las

barras indican el error estandar.

Por otra parte, se observo que en las células HCT116 hay un aumento significativo en la

expresion del ncRNA satélite a tras la exposicion a 50, 100 y 500 nM de TSA durante 16 h
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y a 50, 100 y 200 nM durante 24 h (Figura 11). Encontramos, en estas dosis, el efecto de la

inhibicién de HDACSs en la regulacion de la expresion del ncRNA satélite a.
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Figura 11. Curva dosis-respuesta de la transcripcion del satélite a en células HCT116. Se hicieron
pruebas de T para muestras independientes para comparar cada dosis con su control. Las barras de

error muestran la desviacion estandar (*p<0.05, ** p <0.01).

Estos resultados nos sugieren que la transcripcion del satélite a podria estar regulada por
las modificaciones post-traduccionales de las histonas, especialmente la acetilacion de
dichas proteinas, sin embargo, también podria estar regulada por otros mecanismos

epigenéticos tales como la metilacién del DNA o incluso, por el mismo RNA.

Localizacion celular de los transcritos centroméricos

Aunque se ha abordado el estudio de la localizacibn de RNAs del centromero de
cromosomas especificos usando sondas biotiniladas (Wong et al., 2007), nosotros nos
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propusimos detectar la localizacion de estos transcritos con sondas que disefiamos
especificamente a partir de clonas secuenciadas del cromosoma 1, las cuales tienen

acoplado en el extremo 5’ el Quésar 570.

En las células HCT116, se encontraron tres diferentes patrones de localizacion. En el
primero se observa una sefial homogénea por todo el ndcleo, en el segundo patron se
observan sefales discretas en el citoplasma y en el nacleo y el ultimo se observa una sefial
homogénea en el nicleo y sefiales discretas en el citoplasma (Tabla 3). El patron de
localizacion que se encontré con mayor frecuencia es el citoplasmatico (61%) (Tabla 3).
Por otro lado, en la linea celular WI-38 se observo un enriquecimiento en el nucléolo

(Figura 12) consistente con lo observado por Wong y colaboradores (2007).

__Empalme

HCT116

Figura 12. Localizacion de los ncRNAs MALAT]1 y satélite o en las lineas celulares WI-

38 y HCT116.

El efecto del TSA en la expresion del satélite o nos llevd a preguntarnos si habrian

diferencias en los patrones de su localizacion entre células tratadas y nos tratadas. Por otra
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parte nos propusimos comprobar si la localizacion del satélite o observada en WI-38 era
nucleolar. Para este objetivo, se hicieron tratamientos con TSA 500 nM durante 24 h, dosis
en la cual no se sobre-expresa el NCRNA satélite a, y se hicieron inmunofluorescencias con
el anticuerpo anti-C23 ya que C23 es una proteina que se encuentra en nucléolo asociada al
RNAr en la region densa (Ginisty et al., 1999). Se observd una co-localizacion en el
nucléolo en las células WI-38 tanto tratadas como sin tratar. Por otra parte, en las células
HCT116 no tratadas, se observé una localizacion principalmente citoplasmética, mientras

que en las tratadas se observo una mayor sefial en el nucleo (Figura 13).

Tabla 3. Localizacion del satélite o en la linea celular HCT116

Localizacion %
1.- Nuclear y citoplasmatica 31
2.- Nuclear 8
3.- Citoplasmatica 61

Estos resultados indican que en la linea celular HCT116 los transcritos del satélite o tienen
una localizacion nuclear y citoplasmatica principalmente, mientras que en la lineas celular

WI-38 es nucleolar cuando son tratadas con TSA y en condiciones sin tratamiento.
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Satélite a

Figura 13. Localizacion del satélite a y la proteina C23 de las lineas celulares HCT116 y WI-38
sin tratamiento (arriba) y expuestas a TSA 500 nM durante 24 h (abajo). En las células WI-38 se
observa una co-localizacion del RNA y C23 en el nucléolo. Las imégenes representan la

distribucion del RNA mas comin después de analizar 100 células (%)

Al mismo tiempo, como control se hizo el RNA-FISH para MALAT1 en células HCT116
tratadas con TSA 200 nM y 500 nM durante 24 h y se observd un mayor numero de
sefiales de la sonda comparado con las células sin tratamiento, lo cual sugiere que hay una

mayor transcripcion de este RNA (Figura 14 ).
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Figura 14. Localizacion de MALAT1 tras tratamiento con diferentes dosis de TSA durante 24 h en
la linea celular HCT116. NT. No tratadas. Las imagenes presentadas representan la distribucién

mas comun del ncRNA después de analizar 100 células (%).

Por otra parte, se ha reportado que con la exposicion a TSA durante un amplio periodo
conlleva a la relocalizacion de la heterocromatina pericentromérica hacia la periferia
nuclear y a la disociacion de la proteina HP1 de dichos dominios (Taddei et al., 2001). Por
esta razon, se realizaron tratamientos con TSA 500 nM durante 24 h para resolver si al
aumentar la abundancia del transcrito, la union de las sondas podria ser mas especifica y
determinar si existe una co-localizacion con la proteina HPla. Sin embargo, no se observo
co-localizacién de los transcritos del satélite o con la proteina HPla debido a que no se

observan sefiales discretas del satélite a por el nicleo que se pudiesen determinar co-
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localizando con la proteina HP1la. Sin embargo, se observo que la localizacion de dicha
proteina tras el tratamiento con TSA cambia y se observa por todo el nicleo, mientras que
la marca H3K9me3, a la cual se une HP1la, se encuentra principalmente en las regiones
perinucleolares y cerca de la envoltura nuclear después del tratamiento con TSA (Figura

15).

H3K9me3

Figura 15. Localizacion del satélite o y de la proteina de heterocromatina HPla (a), y la
modificacion post-traduccional de la histona 3 H3K9me3 (b) en células HCT116 no

tratadas (NT) o expuestas a TSA 500 nM durante 24 h. Las imagenes presentadas
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representan la distribucién mas comdn del ncRNA vy la proteina después de analizar 100

células (%).

Prediccion de la union de la proteina HP1a a RNA
De acuerdo con el analisis in silico que realizamos con el programa BindN* (Wang et al.,

2010b) HPla tiene 51 aminoacidos con capacidad de unién a RNA de los cuales, los
residuos 103-107 que estan en la bisagra, estan conservados en la regién a través de la cual

CENP-C se une al RNA (Figura 4).
Resumen

Secuencia: 0i|188035910|ref[NP_001120794.1| chromobox protein homolog 5
[Homo sapiens]

Longitud de la secuencia: 191 aminoacidos

Sitios de uniodn predichos: 51 residuos

Especificidad: 85.00 %

Secuencia: MGKKTKRTADSSSSEDEEEYVVEKVLDRRVVKGQVEYLLKWKGFSEEHNTWEPEKNLDCP

Prediccidén:+++++—+-——-——------"-"-""-""-"--————— R AR A M ———————————————————

Secuencia: ELISEFMKKYKKMKEGENNKPREKSESNKRKSNESNSADDIKSKKKREQSNDIARGFERG

Prediccién:—-———————+—+—++++++++++++++tt+++++t-—————-— - — -

Secuencia: LEPEKIIGATDSCGDLMFLMKWKDTDEADLVLAKEANVKCPQIVIAFYEERLTWHAYPED

Prediccidénit==W"""""""" " M M

Secuencia: AENKEKETAKS
Prediccién:—-—--———+-+-++
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*** Prediccion: Los residuos de unidn estan sefialados con '+'y en rojo; los residuos que

no se unen estan marcados con '-' y en verde.

Interaccidn de los trascritos centroméricos con la proteina HPla.
Se realiz6 un ensayo de RIP, con el fin de determinar si hay una asociacion entre HPla y

los transcritos centroméricos. Se inmunoprecipitaron las proteinas HPla y a CENP-A
como control positivo pues esta reportado que interacciona con estos ncCRNA (Quenet y
Dalal, 2014). Por otra parte, se utilizo el anticuerpo inespecifico IgG como control interno,
cuyo valor de imunoprecipitacion se utilizd para normalizar los valores de HP1la y CENP-
A. Con el anélisis mediante RT-qPCR se encontr6 un enriquecimiento de tres veces del
control positivo CENP-A y de 0.4 veces de HP1a. Este resultado sugiere una asociacion

directa o indirecta entre HP1a y los transcritos de satélite o (Figura 16).
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Figura 16. Inmunoprecipitacion de las proteinas CENP-A y HP1a asociadas al ncRNA satélite o
en células HCT116. El ensayo se hizo con la fraccion nuclear. Las barras muestran el error

estandar del triplicado técnico. Se normalizo el valor de IP con el anticuerpo inespecifico 1gG.

39



DISCUSION

Los ncRNA centroméricos tienen una importante funcion en el ensamblaje del cinetocoro
ya que participan en el reclutamiento hacia el centromero de las proteinas CENP-C e
INCENP, las cuales forman parte del cinetocoro durante mitosis, mientras que durante
interfase las mantienen localizadas en nucléolo (Wong et al., 2007). Estos ncRNAs
también estan involucrados en la estabilidad cromosémica debido a que su desregulacién
conlleva a rezagos cromosomicos durante la division celular y a la presencia de husos
mitdticos multipolares (Chan et al., 2012; Quenet y Dalal, 2014). Dada la reciente
importancia que se ha descrito sobre la transcripcién del satélite o para la estructura y
funcion del centrémero, es relevante el estudio de la regulacién de su transcripicon,

localizacion y funcion en el mantenimiento de la cromatina centromérica.

Un estudio sobre el transcriptoma del centromero y la region pericentromérica en lineas
celulares de ser humano reporta la ausencia de transcripcién del centromero en las células
IMR90, HeLa o HCT116 (Eymery et al., 2009). En cambio, al analizar 21 diferentes
tejidos normales en este mismo estudio, encontraron expresién de ncRNA centroméricos
en ovario, higado embrionario y placenta. Por otra parte, observaron acumulacién de estos
transcritos en tejidos de tumor provenientes de pulmoén (Eymery et al., 2009). A diferencia
de estos resultados, nosotros observamos una mayor expresion en la linea celular HCT116
tanto en el cromosoma 1 como a nivel global; asi como en lineas celulares provenientes de
mama, ovario y colon. Estos resultados indican que la transcripcion de estos RNAS es
tejido-especifica; sin embargo, las diferencias encontradas en la linea celular HCT116
podrian deberse a que la tecnica con la que se cuantifico el RNA difiere, pues nosotros

utilizamos RT-gqPCR, mientras que Eymery y colaboradores (2009) utilizaron un
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macroarreglo y sondas marcadas radioactivamente. Aunado a ésto, se utilizaron
olignucledtidos distintos a los nuestros. Las diferencias también podria deberse a que las
celulas se encontraban en diferentes etapas del ciclo celular y sincronizarlas en G1
temprana y mitosis, donde se ha reportado la principal actividad trascripcional (Chan et al.,
2012; Quenet y Dalal, 2014). Debido a lo anterior, esto podria habernos arrojado datos méas

representativos en la expresion de este nCRNA.

A pesar de la importancia de estos transcritos en la estabilidad y funcion del centromero, a
la fecha no se ha caracterizado completamente la regulacién de su transcripcion. Se ha
reportado que en respuesta a choque térmico no hay expresion del centromero en células
HeLa y tampoco con tratamientos con TSA 330 mM ni con 5-azacitidina 5 uM (Eymery et
al., 2009). Por nuestra parte, bajo tratamientos con TSA, observamos en primer lugar que
con nuestras dosis no se alcanza el IC50, por lo que los tratamientos con estas dosis
nanomolares tienen un efecto en la expresién del RNA y las células no estan siendo
sometidas a dosis letales, consistente con lo reportado sobre la actividad de inhibicion de
las desacetilasas de histonas en dosis nanomolares (Yoshida et al., 1990). La sobre-
expresion observada a las 16 y 24 h nos indica que la transcripcion del centromero se da en
un ambiente de eucromatina. Sin embargo, podrian existir otros mecanismos epigenéticos
que regulen la expresién de los transcritos, como la metilacion del DNA, las
modificaciones post-traduccionales de histonas como la acetilacion de las histonas H3 y
H4, y el efecto del mismo ncRNA que podria estar actuando en cis regulando su misma
transcripcion al reclutar componentes represivos, como la proteina HPla, en un
mecanismo parecido al de la heterocromatina pericentromérica en raton (Maison et al.,

2011).
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La localizacién celular de los transcritos centroméricos se ha reportado en nucléolo y se
sugiere que los componentes del centromero como CENP-C, INCENP y el ncRNA estan
localizados en esta estructura y hay una liberacion oportuna para el ensamblaje de los
cinetocoros durante mitosis (Wong et al., 2007). La localizacion del ncRNA en el nucléolo
de las células WI-38 y la localizacion nuclear y citoplasmica en las células HCT116 que
observamos en los ensayos de RNA-FISH nos sugiere que la localizacion de los transcritos
es dependiente del tipo celular. La presencia de estos ncRNA en citoplasma es
concordante con los resultados del trabajo realizado por Heesch y colaboradores (2014), en
donde se secuenciaron los IncRNA asociados a ribosomas y los compararon con la fraccion
nuclear, encontrando un mayor enriquecimiento en el citosol y en fracciones ribosomales
(Heesch et al., 2014). Aunque la funcién que pudieran estar llevando a cabo en el

citoplasma sigue siendo desconocida.

El aumento de la sefial de MALAT1 en el RNA-FISH tras tratamiento con TSA 500 nM
durante 24 h en comparacion con el control sin tratar nos sugiere que hay una mayor
transcripcion de este ncRNA. En contraste, no se observd 1o mismo con ncRNA satélite a
utilizando la misma dosis. Aunado a esto, tampoco se detectd sobreexpresion del ncRNA
lo cual podria indicarnos que la regién del centromero se regula de manera diferente a la
region de donde se transcribe MALAT1 que podria ser dependiente de acetilacion.
Ademas, si en general los tratamientos con TSA se asocian con el aumento en la actividad
transcripcional en la célula, la transcripcién de MALAT1 quiza aumente también debido a

una posible remodelacion de la cromatina consecuente por la inhibicion de las HDACS.

Se ha observado que al realizar tratamientos con TSA en células L929 de ratén, hay un

movimiento de la heterocromatina pericentromérica y de la cromatina centromérica hacia
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la periferia nuclear, sin modificar la metilacion del DNA de la region pericentromérica.
También se ha reportado la pérdida de la localizacion de HP1 cuando hacen tratamientos
con TSA a largo plazo (Taddei et al., 2001). EI cambio en la localizacion de la proteina
HPlo y de la marca H3K9me3 tras tratamientos con TSA observado en nuestro trabajo,
muestra consistencia con estos resultados. Esto indica que la inhibicion de las HDACs
podria tener un efecto remodelando la cromatina que a su vez, podria afectar la
transcripcion de la region centromérica. Se ha sugerido que la acetilacion de las histonas
tienen un papel crucial en la compartamentalizacion en el nlcleo de la heterocromatina
pericentromérica, en la contribucion en la funcién del centromero y en su asociacion con
HP1 (Taddei et al., 2001). Para saber si existe un aumento en la acetilacion en el
centromero tras tratamientos con TSA, podrian hacerse ensayos de inmunoprecipitacion de
la cromatina utilizando anticuerpos especificos para marcas de histonas acetiladas y

amplificando con oligonucledtidos de la zona centromérica de la linea celular HCT116.

Por otra parte, no observamos cambios en la localizacion del ncRNA satélite a tras los
tratamientos con TSA. Sin embargo, dado a que parte de la sefial que observamos del
ncRNA satélite a mediante el ensayo de RNA-FISH es pobre, seria necesario disefiar
sondas a partir de una secuencia mas larga del satélite a con el objetivo de tener una sefial
mas especifica de nuestro ncRNA, debido a que las sondas utilizadas en este trabajo fueron
disefiadas a partir de un monémero de 171 pb del cromosoma 1. Aunque un disefio a partir
de una secuencia mas larga podria ayudarnos, probablemente la sefial que observemos no
seria cromosoma especifico debido a la similitud que hay entre las secuencias
centroméricas de los cromosomas. Otra solucion seria el disefio de las sondas a partir de la

secuencia del ncRNA reportada recientemente por Quenet y Dalal (2014). Por otra parte,
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podria utilizarse la técnica utilizada por Wong et. al. (2007) en el que utilizaron satélites a

de doble cadena biotinilados para los ensayos de RNA-FISH.

El ncRNA satélite a podria tener tres funciones de acuerdo con la clasificacion de Wang y
Chang (2011). 1) La funcién de guia al reclutar a CENP-C al centrémero durante mitosis y
al nucléolo durante interfase (Wong et al., 2007), 2) la funcion de andamiaje al mantener a
la proteina HPa en el centromero a pesar de la ausencia de H3K9me3, como lo indican
nuestros resultados en conjunto con antecedentes del laboratorio, 3) como reconocimiento
inicial para la posterior estabilizacion al reconocer a H3K9me3 como sucede en la

heterocromatina pericentromérica en raton (Maison et al., 2011).

Estos datos en conjunto proporcionan un panorama acerca de la posible regulacion
epigenética de la region centromérica, asi como la importancia de la funcion del ncRNA

satélite a al unirse con una proteina formadora de heterocromatina como HP1a.

CONCLUSIONES

En el presente trabajo se encontrd una transcripcion del ncRNA satélite o que difiere entre
lineas del mismo tipo celular tanto en el cromosoma 1 como a nivel global sin asociarse
con una mayor expresion en las lineas celulares con inestabilidad cromosémica. La
transcripcion de este RNA se favorece cuando hay una inhibicién de las desacetilasas de
histonas utilizando dosis nanomolares de TSA. La localizacion del ncRNA satélite a es
principalmente nucleolar en la linea celular WI-38 mientras que en la linea HCT116 se
observa en citoplasma y también en nucleo en células no tratadas y tratadas con TSA, asi

como un cambio en la localizacion de HPlo por todo el ndcleo y H3K9me3 hacia la
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periferia nuclear. Finalmente, se observd una interaccion del ncRNA satélite a con la
proteina HP1a en la linea celular HCT116. Estos resultados en conjunto, nos permiten
conocer mas sobre la regulacion epigenética del centromero y la funcion del ncRNA

satélite a.

PERSPECTIVAS

Debido a los resultados obtenidos en cuanto a la unién de HP1la con el ncRNA satélite a,
seria interesante seguir el estudio de la funcién de dicho transcrito en condiciones de
induccion de su expresion mediante tratamientos con TSA y determinar si al haber un
aumento en la expresion, también incrementa la interaccion con la proteina comparado en
condiciones sin tratamiento. Otro aspecto interesante seria determinar sin en células no

neopléasicas se observa un comportamiento similar.

Por otra parte, dado a que no observamos un aumento dosis dependiente de la transcripcion
del satélite o al hacer tratamientos con TSA, se debe seguir estudiando el mecanismo de
regulacion de la expresion del ncRNA satélite o utilizando otros farmacos como el
adenosin dialdehido que inhibe a las metil transferasas de histonas, con el objetivo de
observar el efecto que tiene en la transcripcion del centrémero y la posible implicacion de

la metilacion en la regulacion de la transcripcion de esta region.

Es importante disefiar nuevas sondas para la localizacion del transcrito, basandonos en la
secuencia consenso del satélite a o disefiar sondas especificas para otros cromosomas. Sin

embargo, debido a la complejidad que representa el centromero en cuanto a secuencia,
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considero importante utilizar otro método para localizar el ncRNA que no implique el uso

de una mezcla de sondas como lo hicimos en el presente trabajo.

Evaluar si los ncRNAs que se transcriben de la region pericentromérica a partir de
sencuencias repetidas como el satélite 11 y 111 tienen una funcion y regulacion similar a la

del ncRNA satélite a.

Seria interesante también, evaluar el efecto en la estabilidad cromosomica al inhibir la

expresion del ncRNA del satélite a
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ANEXO |

METODO EN EXTENSO

Lineas celulares

WI-38 es una linea celular normal de fibroblastos de pulmon derivados de un embrién
humano femenino mientras que la linea HCT116 es derivada de carcinoma colorrectal de

un individuo masculino adulto, adquiridas en ATCC.
Extraccion de RNA por trizol

Afiadir 1 mL de trizol (Ambion, 15596-026, USA) al cultivo por cada 10 cm? de
superficie. Tranferir la muestra a un tubo e incubar a temperatura ambiente por 5 min.
Agregar 0.2 mL de cloroformo por cada mL de trizol utilizado. Mezclar vigorosamente con
la mano durante 15 seg. Incubar por 3 min a temperatura ambiente. Centrifugar a 14 000
rpm por 15 min a 4°C. Remover la fase acuosa y tranferirla a un tubo nuevo. Afiadir 0.5
mL de isopropanol puro por cada mL de trizol, incubar a tempratura ambiente por 10 min y
centrifugar a 14 000 rpm por 10 min a 4°C Quitar el sobrenadante del tubo, dejando solo el
boton de RNA. Lavar el boton con 1 mL de 75%. Agitar brevemente y centrifugar durante
5 min a 4500 rpm a 4°C. Quitar el sobrenadante y dejar secar el boton al aire. Resuspender

en 20 pL de agua libre de RNAsas.
Curva de viabilidad celular

Cultivar 40 000 células en cada pozo de una placa de 24 pozos en 500 pL de medio. Hacer
el tratamiento con TSA (Sigma-Aldrich, T1952-200uL) durante 8, 16, 24 y 48 h con las

concentraciones de 50, 100, 200, 500 y 1000 nM del farmaco.
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Transcurrido el tiempo de tratamiento, retirar el medio y fijar las células con etanol al 70%

durante 10 min a -20°C.

Retirar el etanol y dejar secar las células.

Poner 200 pL de cristal violeta y agitar durante 10 min.

Retirar el cristal violeta y lavar con agua destilada hasta quitar todos los restos de cristal

violeta. Dejar secar durante una noche.

Adicionar 200 pL de &cido acético al 33% y agita durante 10 min.

Tomar 100 pL de cada pozo y ponerlo en una placa de 96 pozos, leer la placa a 975 nm en

el lector de ELISA (Bio-rad iMark Microplate Reader).

Transformacion de bacterias por choque térmico y clonacion de colonias

transformadas

Poner 5 pL de ligacion de la banda de 171 pb mas 70 uL de bacterias competentes por

cloruro de rubidio y mezclarlas.

Colocar los tubos en hielo por 30 min agitando los tubos cada 5 min.

Transcurrido el tiempo, poner los tubos por 60 seg a 42°C.

Poner los tubos 2 min en hielo.

Agregar 1 mL de medio LB que no contenga ampicilina y dejarlo a 37 °C por 1 h.

Transcurrido el tiempo, centrifugar por 5 min a 5000 rpm.
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Decantar el medio y resuspenderlo con el sobrenadante plagueando esto en una placa de
Petri que contenga antibidtico ampicilina 100 pg/mL y dejar crecer a 37 °C toda la noche.

Seleccionar diferentes colonias y sembrarlas nuevamente en una caja LB Ampicilina.

Con un asa estéril, tomar una de las clonas y cultivarla en 5 mL de medio LB liquido con
ampicilina (150 pg/mL). Dejar crecer toda la noche y trasncurrido el tiempo centrifugar las

bacterias y extraer el plasmido.

Extraccion del plasmido

Para la extraccion del plasmido se utilizo el Kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen, 27106).
Entre las especificaciones de la secuenciacion, se requeria una concentracion minima de

100 ng/pL.

Hibridacion fluorescente in situ de RNA (RNA-FISH)

Las sondas tienen acoplado en el extremo 5° el Quasar® 570, cuyo espectro de absorcion
es 548 nm y el de emisidn es 566 nm, es decir que tiene una fluorescencia en la region
amarillo-naranja del espectro visible. Dichas sondas estan mezcladas en un vial y tienen
como objetivo unirse al RNA blanco en serie y de esta manera se puede identificar la
fluorescencia de multiples sondas. Como control de la técnica se adquirié una mezcla de
sondas para el ncRNA humano MALAT1 (Metastasis associated lung adenocarcinoma

transcript) (Stellaris®).
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PROTOCOLO

Reconstitucion del stock de sondas y almacenamiento

Adicionar 80 uL de solucion amortiguadora TE (10 mM-HCI, 1 mM EDTA, pH 8.0) a los
set de sondas que se encuentren en los catdlogos de la compafiia, las cuales estan
liofilizadas, para crear un stock 12.5 puM, (en este caso adicioné 80 pL de solucion
amortiguadora TE a la mezcla de sondas de MALATL). Pipetear hacia arriba y hacia abajo,

agitar y centrifugar brevemente para mezclar bien.

Adicionar 400 pL de solucion amortiguadora TE a la mezcla de sondas mandadas a disefiar
por el investigador para crear un stock de 12.5 pM (Adicioné 400 pL de solucion
amortiguadora TE al set de sondas que disefiamos para el satélite o). Mezclar de la misma

manera.

Congelar las sondas en la oscuridad y a -20°C cuando estardn almacenadas a largo plazo.

Para uso a corto plazo, guardar las sondas a 4°C.

Fijacion

1.- Sembrar células adherentes en cubreobjetos de 18 mm hasta que se tenga una

confluencia del ~70-80%.

2.- Quitar el medio y lavar las células con PBS 1X.

3.- Agregar 1 mL de solucion amortiguadora de fijacion e incubar durante 10 min a

temperatura ambiente.

4.- Lavar dos veces con PBS 1X.
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5.- Agregar 1 mL de etanol al 70% por lo menos una h a 4°C para permeabilizar. Las

células pueden ser guardadas en estas condiciones hasta una semana.
Hibridacion
Descongelar las sondas a temperatura ambiente. Agitar y centrifugar brevemente para

mezclar.

Agregar 0.5 uL de sonda a 50 uL de solucion amortiguadora de hibridacion, mezclar y

centrifugar en el caso de MALAT-1 para tener una solucion final de 125 nM.

Aspirar el etanol al 70% de los cubreobjetos.

Adicionar 1 mL de solucion amortiguadora de lavado e incubar a temperatura ambiente

por 2-5 min.

Colocar un parafilm que cubra la superficie de una camara himeda y colocar los 50 puL

de solucion amortiguadora de hibridacién con la sonda en el parafilm.

Poner el cubreobjetos en la solucién de hibridacion con el lado donde estan las células

hacia abajo.

Incubar en la oscuridad a 33-37 °C para MALAT1 durante 4-16 h y a 33°C durante 16

h para el satélite a.

Colocar los cubreobjetos en la placa de 12 pozos que contengan 1 mL de solucion

amortiguadora de lavado.

Incubar en la oscuridad durante 30 min a 37 °C o 33 °C de acuerdo con la sonda

utilizada.
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Aspirar la solucién amortiguadora de lavado y después adicionar 1 mL de solucion
amortiguadora de DAPI (10 ng/mL DAPI en solucion amortiguadora de lavado) para

tefiir el ndcleo.

Incubar durante 30 min a 37 °C o0 33 °C en la oscuridad.

Aspirar la solucion amortiguadora de DAPI y agregar 1 mL de 2X SSC. Incubar a

temperatura ambiente durante 5 min.

Agregar 15 pL de Vectashield en una laminilla limpia y colocar el cubreobjetos

encima. Limpiar el exceso de Vectashield y sellar con barniz transparente.

Observar las laminillas en el miscroscopio de epifluorescencia.

RNA-FISH e inmunofluorescencia

Cuando se requiere hacer el RNA-FISH de manera simultanea con inmunofluorescencia,
se agrega la cantidad de anticuerpo primario a los 50 uL de solucion amortiguadora de
hibridacién de las sondas de tal manera que el anticuerpo quede en la concentracion a la
que se haya estandarizado el anticuerpo previamente. Incubar en la oscuridad durante 4-16

h entre 33 °C y 37 °C.

Pasar los cubreobjetos a los pozos y agregar 1 mL de solucion amortiguadora de lavado

con el anticuerpo secundario 1:200 e incubar durante 1 h a 33 °C — 37 °C en la oscuridad.

Aspirar la solucién amortiguadora de lavado y agregar 1 mL de solucién amortiguadora de

DAPI y continuar con el protocolo.
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SOLUCIONES AMORTIGUADORAS

Solucion amortiguadora de fijacion (50 mL)

5 mL de Formaldehido al 37%

5mL de PBS 10X, libre de RNAsas

Aforar con agua libre de nucleasas a 50 mL

Composicion final: formaldehido al 3.7% en PBS.

Solucion amortiguadora de hibridacién (10 mL)

1 g de dextran sulfato

ImL SSC 20X, libre de nucleasas

1mL de formamida desionizada

Aforar con ImL de formamida desionizada hasta 10 mL

Composicion final: 100 mg/mL de dextran sulfato y formamida al 10% en SSC 2X.

Hacer alicuotas y almacenar la solucion amortiguadora de hibridacion a -20°C.

Solucion amortiguadora de lavado (50 mL)

5 mL de SSC 20X

5mL de formamida desionizada

Aforar con agua libre de RNasas hasta 50 mL
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Composicion final: 10% de formamida en SSC 2X
Inmunoprecipitacion de RNA (RIP) (Sun y Lee, 2006 modificado)

1.- Sembrar células en frascos de 75 cm 2 hasta tener una confluencia de 70-80 % (el
numero de cajas depende del numero de IP’s que se requieran hacer, debido a que se

utilizan 10 millones por IP.

2.- Lavar las células dos veces con PBS (37 °C) y tripsinizar (8 mL de PBS 'y 2 mL de

Tripsina).

3.- Pasar las células a un tubo de 15 mL, centrifugar a 4°C y resuspender en 10 mL de

PBS.

4.- Agregar formaldehido a una concentraciéon final del 1% (270 pL de formaldehido 37
%) y dejar 10 min en agitacion a temperatura ambiente para la reaccion de

entrecruzamiento.

5.- Agregar glicina a una concentracion final de 125 mM para detener el entrecruzamiento

dejando en agitacion durante 5 min a temperatura ambiente y posteriormente centrifugar.

6. Lavar el pellet dos veces con PBS frio adicionado de cocktail inhibidor de proteasas.

Contar las células antes de hacer el segundo lavado.
Lisis y sonicacion (Las cantidades utilizadas son por cada 10 millones de células)

Resuspender el pellet en 200 pL de solucion amortiguadora A y ponerlo en hielo por 10

min. Centrifugar la fraccion nuclear cruda durante 5 min a 5000 rpm a 4°C. Lavar el pellet

61



una vez en solucion amortiguadora A sin NP40 y resuspender en 500 pL de solucién

amortiguadora B, incubar en hielo por 10 min.

Posteriormente, resuspendier los pellets y juntarlos en un tubo falcon de 15 mL para
sonicar. Colocar el tubo en un vaso de precipitados con hielo para evitar que se
sobrecaliente la cromatina. Sonicar los lisados tres veces durante 30 seg seguidos. Dejar las
muestras a 4°C por lo menos 30 seg entre cada sesion de sonicacion para permitir que la
solucion se enfrie. Posteriormente, dividir en tubos eppendorf de 2mL y centrifugar a 14

000 rpm por 10 min a 4°C para quitar los elementos insolubles.

Juntar el sobrenadante de cada tubo en un falcon de 15 mL y con solucién amortiguadora
IP llevar a un volumen final en el que se tenga 1 mL por cada IP. Se toma 1mL para tener
un INPUT de 100% y se guarda a -80°C hasta que se haga la reaccidn de reversion del

entrecruzamiento.

Inmunoprecipitacion

Agregar los anticuerpos en cada tubo (incluyendo una cantidad igual de control normal de
IgG) y permitir que los complejos inmunes se formen por mezclado lento en el rotor a 4°C
durante 16 h. Aunque las concentraciones de anticuerpos podrian variar, se recomienda

empezar dentro de un rango de 0.5-5 pg/mL.

Para recolectar los complejos inmunes, 50 pL de perlas A/G fueron agregadas al tubo y se
mezclaron lentamente durante 2 h en el rotor. Los complejos imunes se centrifugaron a
1000 rpm por 2 min a 4°C.

Lavados
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Lavar cada complejo inmune cinco veces (1mL, 5 min cada uno). Después de cada lavado,
centrifugar (1000 rpm, 2 minuto) y aspirar la solucion amortiguadora de lavado usando una
punta limpia.

1.- Lavado Low-salt

2.- Lavado High-salt

3.- Lavado LiCl

4-TEpHS8

5.-TEpH 8

Elucién y reversion del entrecruzamiento

Eluir los complejos inmunes agregando 250 pL de solucion amortiguadora de elucién, que
se prepara fresco en cada ocasion. Agitar las muestras brevemente e incubaron por 15 min
en el rotor. Centrifugar (8000 rpm, 2 min) y colectar el sobrenadante. Repetir el proceso
de elucién y combinar para obtener un total de 500 pL.

Agregar NaCl en una concentracion final de 200 mM (incluyendo las muestras del
INPUT) y posteriormente colocarlas a 65°C por dos h para revertir el entrecruzamiento.
Posteriormente, agregar 20ul. de 1M Tris-Cl pH 6.5, 10 uL de 0.5 EDTA, y 40 pg de
Proteinasa K a cada muestra e incubar a 50°C por 1 hora.

Para aislar el RNA, sujetar las muestras a extraccién por fenol:cloroformo:alcohol
isoamilico y precipitacion con etanol y Glucégeno como acarreador. Centrifugar durante
30 min a 14 000 rpm. Lavar los botones una vez con etanol al 75%, centrifugar a 14000
rpm durante 10 min, secar brevemente al aire y resuspender en 20 uL. de agua tratada con
DEPC.

Deteccion de RNA
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Tratar el RNA con DNAsa | (Fermentas) y hacer la reaccién de sintesis de cDNA
utilizando oligos hexaméricos y finalmente PCR cuantitativa.

Anélisis de datos

Para el analisis del ensayo de RIP, se debe comparar el RNA total (Input) con las muestras
que se inmunoprecipitaron, utilizando la ecuacién 2 en donde la eficiencia de

amplificacion (AE) se calcula con la pendiente de la curva estandar de los oligonucle6tidos
del satélite a. En la curva estandar se grafican los valores del logaritmo de las diluciones
del Input 0.1%, 1% y 10% Y sus respectivos valores CT y se obtiene la ecuacion de la

gréfica.

AE =100 (1)

%f:rlput= AEI:EI'In*put—CI'muasrrE} w Fd » 1009 (2)

Donde:
AE: eficiencia de amplificacién
Fd: Factor de dilucion

Posteriormente, las veces de enriquecimiento de la proteina en las IPs especificas se
obtienen al comparar el % de Input de cada IP especifica con el % Input IP inespecifica

(Ecuacion 3).

U Input IP especifica (3)

Veces de enrigquecimiento = - —
Mpnput IP inespecifica

Donde IP especifica se refiere a las inmunoprecipitaciones con los anticuerpos anti-HP1a. o

CEP-A'y IP inespecifica se refiere a la inmunoprecipitacion con el anticuerpo anti IgG.
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Reactivos

« PBS,pH7.4

e Solucion de Formaldehido (37%)

e 1M glicina

« TE pH 8.0 (10 mM Tris-Cl pH 8, 1 mM EDTA)

e 1M TrispH 6.5

o 20% SDS

« 05MEDTA

o Fenol : cloroformo : alcohol isoamilico (25:24:1)

Soluciones amortiguadoras

Solucion Solucion
(con y sin NP40) 0.1% SDS
5 mM PIPES (pH 8.0) 1% Triton X-100
Solucion |85 mM KCI High-salt wash 2 mM EDTA
amortiguadora ||0.5% NP40 20 mM Tris-HCI
A 1x Roche protease (pH 8.1)
inhibitors cocktail 500 mM NacCl
SUPERase«in (50 U/ml)
1% SDS 0.25M LiCl
Solucion 10 mM EII_)TA LiCl wash 1% NP40
amortiguadora 50 mM Tris-HCI pH (8.1) 1% deoxycholate
B 1x Roche protease 1 mM EDTA
inhibitors cocktail 10 mM Tris-HCI
SUPERasein (50 U/ml) (pH 8.1)
0.01% SDS 1% SDS
Solucién 1.1% Triton X-100 5 _ 0.1M NaHgog
S 1.2 mM EDTA Solucion amortlguadora SUPERase*in (50
P 16.7 mM Tris (pH 8.1) de elucion U/ml)
167 mM NaCl

1x Roche protease
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http://www.epigenome-noe.net/researchtools/protocol.php?protid=28#reagents
http://www.epigenome-noe.net/researchtools/protocol.php?protid=28#reagents

inhibitors cocktail
SUPERase+in (50 U/ml)

0.1% SDS

1% Triton X-100

2 mM EDTA

20 mM Tris-HCI (pH 8.1)
150 mM NaCl
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