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ABREVIATURAS

ADN Acido Desoxirribonucleico

ARN Acido Ribonucleico

FOLR1 Gen Receptor de Folato 1

HSB-HSA’ Sitio de Hipersensibilidad ala DNasa I B - A’
CTCF Factor de transcripcion CCCTC

TFs Factores Transcripcionales

PEV Efecto de Posicion Variegado

PcG Complejo proteico represor Polycomb
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LINE Secuencia de ADN Repetida larga

SINE Secuencia de ADN Repetida corta
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RESUMEN

El genoma de las células eucariontes se encuentra organizado en dominios de
eucromatina y heterocromatina. Los “insulators” son secuencias de ADN que
forman y mantienen a éstos dominios dependiendo de la unién de factores
nucleares como CTCF para su funcion. Nuestro estudio se centré en el dominio
que incluye al gen FOLRT1, el cual es regulado a través de la diferenciacion
eritroide del pollo. Utilizando herramientas de biologia molecular, biologia celular y
bioinformatica, demostramos la presencia de un nuevo elemento “insulator”, el
cual llamamos HSB-HSA" y permite la expresién del gen FOLR1 durante la etapa
de pre-eritroblastos. Este nuevo elemento tiene un motivo de union al factor
nuclear CTCF que marca una frontera entre el dominio de eucromatina del gen
FOLR1 y el dominio contiguo de 16 kb de heterocromatina constitutiva. HSB-HSA’
tiene las propiedades “insulator” clasicas tanto in vitro como in vivo, actuando
como un elemento barrera contra la propagacion de heterocromatina y bloqueando
las sefiales regulatorias de un enhancer o potenciador ajeno al dominio que
enmarca. En el contexto enddgeno, la ausencia de CTCF en HSB-HSA" coincide
con el silenciamiento del gen FOLR1 y el aumento de los niveles de metilacion del
ADN en sus regiones regulatorias, resultado de la propagacion de las 16 kb de
heterocromatina contigua. Con base en estos resultados, proponemos que el
silenciamiento del gen FOLR1 permite junto con otros procesos celulares, avanzar
en la diferenciacion eritroide. El estudio de la formacion y mantenimiento de

dominios cromatinicos a una escala local, permite entender a una escala global, el



establecimiento de programas de expresion de los genes durante la diferenciacion

celular.



ABSTRACT

The eukaryotic genome is organized into active and inactive chromatin domains.
Insulators are DNA elements with the capacity to generate and maintain these
chromatin domains. Our study focused on the chicken folate receptor gene
(FOLR1) which is regulated through the erythroid differentiation. Using
bioinformatics, molecular and cellular biology experimental strategies we
demonstrate that a novel insulator element, called HSB-HSA', contribute to FOLR1
regulation of gene expression. This chromatin insulator presents a CTCF binding
site palying a boundary role between FOLR1 active chromatin domain and the
adjacent 16 kb constitutive heterochromatin domain. The HSB-HSA' element
possess both classical insulator properties in vitro and in vivo; protects a transgene
against chromosomal position effects and enhancer blocking activity. In the
endogenous context, the absence of CTCF in HSB-HSA' results in irreversible
FOLR1 gene silencing with an increased levels of DNA methylation in its gene-
regulatory regions. We propose that the spreading of 16 kb constitutive
heterochromatin results in an epigenetic silencing, which allows together with other
cellular processes the erythroid differentiation advance. Understanding the
formation and maintenance of chromatin domains at a local level, provides new
insights about the establishing of gene expression programs during cell

differentiation.



INTRODUCCION

El avance tecnolégico en la investigacion cientifica, ha permitido realizar
observaciones y conclusiones cada vez mas precisas, de una gran cantidad de

procesos dentro de la biologia.

A inicios del siglo XX, con el descubrimiento de la estructura del ADN, se
dio un avance significativo en el entendimiento de la genética y también, se dio el
surgimiento de la biologia molecular, teniendo como base al dogma central de la
biologia, el cual establece un flujo de informacidn genética, desde el ADN hasta la
sintesis de proteinas. Complementando estas observaciones, a mediados del siglo
XX, Conrad Waddington propuso el término epigenética, para “clasificar a todos
los eventos del desarrollo que van desde el cigoto fertilizado hasta el organismo
maduro, es decir, todos los procesos regulados que, a partir del material genético,
dan forma al producto final” (1). Fue a finales del mismo siglo, que investigadores
pioneros en el estudio de los mecanismos epigenéticos, describieron “cambios en
la expresion de los genes, que no podian ser explicados por alteraciones en la

secuencia del ADN” (2).

A principios del siglo XXI, se completé el primer borrador de la secuencia
del ADN humano, dandose un avance significativo en el estudio de la funcién a
nivel global, del genoma y la epigenética (3, 4). Esto ha permitido acumular
evidencias, que han revolucionado el entendimiento de los procesos epigenéticos
asociados a la regulacion de la expresion de los genes (5). En esta nueva era de

la Biologia se han replanteado preguntas como: ¢ Cuales son los mecanismos por
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los que un solo genoma, puede dar origen a todos los tipos celulares que
constituyen a un organismo multicelular?, ;Por qué individuos con el mismo
genotipo, pueden exhibir diferencias en su fenotipo?, ;Cdmo influye el medio
ambiente en la expresion de los genes?, ;Cuales son las bases genéticas y
epigenéticas del envejecimiento?, ;Cual es la relacidon entre el medio ambiente, el
genoma y el comportamiento social?. Es claro que hoy, no se puede entender a la
genética sin la epigenética, por tanto, no pueden abordarse éstas preguntas desde

una sola perspectiva.

Con el estudio de las bases moleculares de la epigenética, podremos seguir
avanzando y resolviendo preguntas fundamentales, que involucran intimamente al
genoma Yy la expresion de los genes. El conocimiento adquirido podra traducirse
en el perfeccionamiento del diagndstico y tratamiento de enfermedades

relacionadas con los genes, incluyendo el uso de la terapia génica en humanos.

Nuestro grupo de investigacion se ha dado a la tarea de entender la funcion
de las regiones del ADN no-codificante y su contribucién a la regulacion de la
expresion geénica. En este trabajo de tesis, abordaremos la propagacion del
silenciamiento epigenético durante la diferenciacion eritroide del pollo, y
estudiaremos la regién regulatoria del gen FOLR1, para comprender la influencia
del contexto genomico y el ambiente cromatinico sobre la transcripcién de los

genes.
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¢, Como se regula la transcripcion de los genes?

El genoma de las células eucariontes

El genoma esta constituido por ADN y contiene toda la informacion genética de las
células eucariontes, tiene un tamano aproximado de 2 metros y es empaquetado
dentro de un nucleo de apenas unos cuantos micrones de diametro (6). En el
genoma humano, existen aproximadamente 20,687 genes que codifican para
proteinas (7), los cuales representan apenas el 2-3% de la informacion del ADN

(8), el resto, fue considerado inicialmente como ADN-basura (9).

Actualmente sabemos que mas del 90% del genoma es no-codificante y es
transcrito en ARN (8). En humanos, se ha propuesto que la mayoria de dichos
transcritos participan en al menos un evento bioquimico 6 epigenético (5). En otras
palabras, la vasta mayoria del genoma es potencialmente funcional. Nuestro
estudio involucra al ADN estructurado en cromatina. Comenzaré describiendo a
los factores transcripcionales, a los elementos genéticos codificados en el ADN,

definiré la estructura de la cromatina y a los procesos epigenéticos asociados.

Factores transcripcionales

Los factores transcripcionales (TF) son proteinas nucleares que tienen un dominio
de unién al ADN con la capacidad de reconocer una combinacién de nucleétidos
especifica (10). Son necesarios para llevar a cabo la transcripcion, la replicacion y

la reparacion del ADN.

12



Existen principalmente dos tipos de factores transcripcionales, los generales
para la transcripcion y los que son tejido especifico. Los factores transcripcionales
pueden, una vez que se han unido al ADN, reclutar elementos remodeladores de
la cromatina o a la maquinaria necesaria para realizar la transcripciéon a través de
su interaccidn con co-factores. Su regulacion permite la expresion orquestada de
los genes, en consecuencia, alteraciones en la funcion de éstos pueden dar origen

a enfermedades de tipo genético e incluso epigenético.

Elementos genéticos que regulan la transcripcion

Los elementos genéticos que regulan la transcripcidn son: a) promotores, b)
potenciadores (enhancers), silenciadores (silencers), elementos controladores de
locus (LCRs) y los elementos barrera (insulators) (Fig. 1). Pueden clasificarse en
base a su posicion en el ADN respecto al inicio de la transcripcién en: a)

elementos proximales del promotor, b) elementos distales (10, 11) (Fig. 1).

Un promotor se define como la secuencia continua de ADN que tiene la
capacidad de unir y dirigir a la maquinaria de la transcripcidon mediada por la ARN
polimerasa Il (10, 11). La arquitectura de un promotor comprende a los elementos
proximales y a los elementos “core” (Fig. 1). Entre los elementos proximales
encontramos a los sitios de unidn a factores de transcripcién, el sitio de unién al
factor de transcripcion TBP 6 TRF, a los elementos de reconocimiento del factor

TFIIB y a los elementos iniciadores (inr) (11, 12) (Fig. 1).
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Los elementos distales son los potenciadores (enhancers), los silenciadores
(silencers), los elementos controladores de locus o LCR (Locus Control Region) y
los elementos frontera (insulators) (13) (Fig. 1). Todos ellos actuan de manera

orquestada en la regulacion de la transcripcion de uno o varios genes.

Los elementos barrera o “insulators” han despertado el interés de muchos
grupos de investigacion incluyendo al nuestro porque establecen dominios
gendmicos favoreciendo el entorno en el que se da la transcripcidon de los genes,
en particular, nos interesa su capacidad para contender contra la propagaciéon de
la heterocromatina. Son tema central en este trabajo de tesis, por tanto, haré una
descripcion detallada de sus funciones mas adelante. A continuacion describiré de

qué manera el genoma se encuentra estructurado y organizado en cromatina.
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Sitio de inicio de
la transcripcidn

TSS
| ) o
Elementos Elementos proximales Elementos
Distales contenidos en el promotor  Rio abajo del
promotor
Potenciadores Inr
Silenciadores TFIID
Region Controladora del TBP
Locus

Factores Transcripcionales
Elementos Barrera
(“Insulators”)

Figura 1. Elementos regulatorios genéticos codificados en cis que regulan la transcripcion. En
levaduras, por ejemplo, la mayoria de los Factores Transcripcionales situados en el promotor, se unen ~115
pares de bases arriba del sitio de inicio de la transcripciéon TSS (14), en cambio, los elementos distales
pueden encontrarse a decenas de kilo bases de distancia respecto al inicio de la transcripcion.

La estructura de la cromatina y la regulacién de la transcripcion.

A finales del siglo XIX existia un gran interés en el estudio de los seres vivos a
escala microscépica, en esta época, se lograron avances importantes en la
preparacion de tinciones celulares y de especimenes para observar al
microscopio. En este contexto, en 1878, Walther Flemming describi6 a los
componentes estructurales observados al interior del nucleo y se refirid a ellos
como: la cromatina (15, 16). En 1904 Boveri ya relacionaba a la cromatina con las
fases del ciclo celular: “Cromatina es la sustancia que se transforma en

cromosomas durante la mitosis” (17).
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La cromatina tiene como unidad minima de organizacién al nucleosoma, el
cual esta formado por la interaccién de 147 pares de bases (pb) de ADN alrededor
de un octdmero de histonas (formado por un par de histonas H3-H4 y otro par
H2A-H2B) (18) (Fig. 2). El siguiente nivel de organizacion de la cromatina esta
dado por la incorporacidon de una quinta histona, la histona H1, a la regién
internucleosomal de aproximadamente 40 a 60 pb de ADN (variable entre
diferentes tipos celulares incluso de un mismo organismo) facilitando la formacion
de la fibra de 30 nm 6 solenoide (19). Actualmente el modelo de solenoide
enfrenta mucha controversia, por ejemplo, no queda claro que la fibra de 30 nm
sea la conformacion preferencialmente adoptada por la cromatina al interior del
nucleo en interfase. Sin embargo, la mayor parte de los procesos de remodelacién
de la cromatina permiten transitar de manera regulada al nivel de la fibra de 10 nm

durante el proceso de la transcripcion (18, 20-22) (Fig. 2).

Estructura
Terciaria

Estructura Secundaria
30nm cromatina

Nucleo con distintos
territorios

Estructura Primaria
10nm cromatina

Figura 2. El genoma se estructura en cromatina. La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma.
Se muestran los diferentes niveles de estructuraciéon de la cromatina en el nucleo. La incorporacion de la
histona H1 permite formar la estructura de 30 nm, la cual se le considera heterocromatina.
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En este contexto, la transcripcion de un gen es regulada en tres niveles: el
primer nivel requiere de la secuencia nucleotidica o informacién genética
codificada en la molécula del ADN. El segundo nivel involucra la estructura de la
cromatina donde la regulacion de la expresion de un gen no solo depende de la
informacion codificada en la secuencia del ADN sino también de su organizacion
en cromatina y que se engloba en lo que se ha llamado regulacion epigenética
(Fig. 2) y el tercer nivel, tiene un vinculo estrecho con la organizacion tri-
dimensional del genoma al interior del nucleo, el cual retomaré mas adelante en

esta tesis (Fig. 2).

La regulacién epigenética

La regulacion epigenética, se refiere a todos aquellos procesos que influyen en la
expresion heredable de los genes sin que ocurran cambios en la secuencia del
ADN (1, 2). De manera general consideramos que los procesos asociados a la
regulacion epigenética son basicamente seis: 1) modificaciones post-
traduccionales de las histonas, 2) la metilacion del ADN, 3) los complejos de
remodelaje ATP-dependientes, 4) los complejos proteicos llamados Polycomb y
Trithorax (PcG y TrxG), 5) ARNs no-codificantes y 6) la organizacion tri-
dimensional de la cromatina junto con la dinamica nuclear. Cabe sefalar la

existencia de una importante interdependencia entre todos estos procesos (1).
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A continuacion explicaré cuales son los tipos de cromatina y sus

caracteristicas generales.

¢ Qué es el silenciamiento epigenético?

La eucromatina y la heterocromatina

En 1928 Emil Heitz observé que existian dentro de la cromatina, zonas tefidas
diferencialmente. Determind entonces, que existian dos tipos de cromatina y utilizd
el término heterocromatina y eucromatina para distinguir entre el estado
condensado y el estado de-condensado de la cromatina (23). Un afio después, en
1929 Emil Heitz hipotetizd que la heterocromatina contiene menos genes o es
“génicamente pasiva” en contraste con la eucromatina, un argumento que perdura

hasta la actualidad (Fig. 3) (23).

El genoma eucarionte esta organizado en dos tipos distintos de cromatina.
La eucromatina esta constituida por regiones ricas en genes, pobre en secuencias
transponibles y/o repetidas, accesible a la digestion por parte de la endonucleasa
DNasa |, presenta una cromatina laxa con abundancia de la ARN Polimerasa Il

(ARN Pol-Il) y se replica temprano durante la fase S del ciclo celular (Fig. 3).

En contraste, la heterocromatina se caracteriza por contener regiones con
una baja o nula densidad de genes, abundante en diversos tipos de secuencias
repetidas (LINE, SINE, LTRs), una cromatina altamente compacta e inaccesible a

la digestion por parte de la DNasa |, una baja presencia de la ARN Pol-ll, con una
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caracteristica particular: la presencia de la proteina de heterocromatina HP1,
finalmente, la heterocromatina mantiene su estructura compacta a través de las

fases del ciclo celular G4, G2 y M, replicandose tarde durante la fase S (Fig. 3).

Eucromatina

' ,Heterocromatina

Figura 3. Micrografia electronica de una célula en interfase, se muestra a la eucromatina y a la
heterocromatina. Como se puede observar, la heterocromatina es mas electrodensa y se distribuye hacia la

periferia nuclear, en contraste, la eucromatina suele distribuirse en las regiones mas centrales del nucleo.
Micrografia tomada del sitio http://kobiljak.msu.edu/cai/virtual_microscope/Cytology/Obj_04_02a.html

A su vez, existen dos tipos de heterocromatina: a) la heterocromatina
constitutiva que tiene una funcién estructural y encontramos en centromeros y
telébmeros, necesarios para la segregacion y la integridad de los cromosomas
respectivamente y, b) la heterocromatina facultativa que tiene una funcion
regulada de silenciamiento génico y que encontramos durante el desarrollo de un

organismo, por ejemplo, la heterocromatinizacion de un alelo, en uno de los
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cromosomas homologos, o como resultado de la diferenciacion celular y el

establecimiento de programas de expresion génica (Fig. 4) (24, 25).

El mecanismo de silenciamiento de la heterocromatina, es diferente al que
involucra factores transcripcionales en las regiones promotoras de los genes. La
heterocromatina puede silenciar genes a través de su propagacion compactando
las regiones regulatorias y codificantes, en otras palabras, impidiendo el acceso a
la informacion del ADN tanto a los factores, como a la maquinaria de la
transcripcion, de aqui que ha sido englobada en los fendmenos epigenéticos. En
consecuencia la heterocromatina permite: a) mantener la estabilidad del genoma,
silenciando a las secuencias repetidas y en general, al ADN exdégeno, que en
algunos casos, puede generar mutaciones por transposicion y, b) en el caso de las
células diferenciadas, heredar de manera clonal un programa de expresion génico
0 epigenoma, pues, sus caracteristicas estructurales impiden la transcripcién
activa del ADN, en este caso, de la informacion de los genes que no deben

expresarse.

A continuacién detallaré los mecanismos de la propagacion de la

heterocromatina.
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Figura 4. Tipos de cromatina. La heterocromatina constitutiva esta relacionada con funciones estructurales
del genoma como las que realizan los centrémeros y teldomeros. La heterocromatina facultativa esta
relacionada con el silenciamiento de genes en células diferenciadas. Modificada de (25).

El silenciamiento epigenético: formacién mantenimiento y propagacioén de la
heterocromatina

Hermann Muller en 1930 observd un fendmeno interesante mientras hacia
estudios genéticos en embriones de la Drosophila melanogaster (26). Tras irradiar
con luz ultravioleta embriones, gener6 un fenotipo variegado de expresion del gen
“White” w™, debido a una inversion en el cromosoma X que acerca a éste gen
hacia la heterocromatina pericentromérica. Es importante sefalar que la
heterocromatina se establece muy temprano en el desarrollo, por lo que aun
cuando se hayan irradiado embriones, el fenotipo se observa en el adulto (Fig. 5).
Normalmente el ojo de una mosca adulta es color rojo, pero en w™ el fenotipo es

un mosaico de color rojo-blanco (Fig.5). Muller propuso que el fendmeno era
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dependiente de la propagacion de heterocromatina dando la primera evidencia
experimental de que la heterocromatina silencia a los genes que se encuentran en
su proximidad, un fendmeno también observado por Barbara McClintock en 1965
en plantas (27). A este fendmeno se le conoce como “Position Effect Variegation”

(PEV) (26) (Fig. 5).

Cromosoma X wt

Fenotipo silvestre

Heterocromatina

Eucromatina constitutiva
I 11 1

Centrémero

1\

Inversion

Fenotipo variegado

" o S 4 4 &

rstt wt
Cromosoma X mutado por inversion.

Figura 5. Efecto de posicion cromosomal (PEV). Este fenédmeno demuestra que la heterocromatina
constitutiva tiene la capacidad de propagarse silenciando permanentemente los genes que se encuentren
cercanos sin afectar la secuencia del ADN, en otras palabras, es un fenédmeno de silenciamiento epigenético,
por tanto heredable. Tomado de http://www.discoveryandinnovation.com/BIOL202/notes/lecture18.html

Brevemente, el mecanismo PEV refleja la desacetilacion de las histonas y el
reconocimiento de la histona H3 modificada post-traduccionalmente por
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trimetilacion del residuo de lisina K9 (H3K9me3) por la proteina de la
heterocromatina (HP1). Dicho reconocimiento se repite nucleosoma a nucleosoma
traduciéndose en la propagaciéon de la heterocromatina sobre el dominio marcado
(Fig. 6). Es importante mencionar que algunas proteinas (como HP1) que tiene un
papel central en la propagacion de la heterocromatina, se encuentran conservadas

en todos los organismos estudiados.

HDAC

y
. v e ®

Ka Metilacién de
Wit H3K9me3

Evento 2.-

, Reclutamiento de
— @ HP1
(SquBh;) (HP1 )

Evento 3.-
(Hm Propagacién de
4 heterocromatina

TRENDS in Genefics

Sims et al 2003

Figura 6. Mecanismo de PEV. Se muestran los tres eventos involucrados en la propagacion de la
heterocromatina. Modificado de (28).

Los mecanismos de silenciamiento por heterocromatina aun se encuentran

bajo intenso estudio. La mayor parte de avances en este campo, proviene de
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estudios en las levaduras debido a la versatilidad de este modelo para generar

cepas mutantes de los componentes moleculares y generar individuos haploides.

Se han disecado dos tipos de mecanismos moleculares para establecer y
propagar el silenciamiento epigenético: el mecanismo que involucra elementos de
regulacion genéticos llamados silenciadores relativamente bien entendido en
Saccharomyces cerevisiae, y el mecanismo que involucra la transcripciéon de
secuencias repetidas relativamente bien entendido en Schizosaccharomyces

pombe.

Comenzaré por describir el silenciamiento epigenético del “mating type” en
Saccharomyces cerevisiae el cual representa un ejemplo de como la
heterocromatina permite mantener una identidad, en este caso, del sexo de una
levadura haploide. También detallaré el mecanismo por el cual la heterocromatina
se ensambla y se propaga nucleosoma a nucleosoma, lo cual, me permitira mas
adelante, exponer las funciones de los elementos con actividad barrera o

“‘insulators” que son motivo de estudio en este trabajo de tesis.

El silenciamiento epigenético en Saccharomyces cerevisiae

El ciclo de vida de Saccharomyces cerevisiae puede generar individuos haploides
y diploides. Existen dos tipos de individuos haploides, llamados a 6 a dependiendo
del sexo de cada individuo. Dos individuos haploides de sexo diferente pueden

conjugarse y generar un individuo diploide a/a (29). La informacion que codifica
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para la feromona a y a, se encuentra silenciada o dicho de otra manera, existe un
proceso de represion de la transcripcion en los genes del “mating type” HMLa y
HMLa via heterocromatinizacion especifica en estos locus (Fig. 7). En el
cromosoma lll de las levaduras se encuentra el loci del “mating type”. En el brazo
izquierdo a 12 kb del teldbmero se encuentra el dominio silenciado
(heterocromatina) de HMLa y contiene la informacion que codifica para la
feromona a. En el brazo derecho a 23 kb del telomero se encuentra el dominio
silenciado (heterocromatina) de HMRa y contiene la informacién que codifica para
la feromona a. El locus MAT es transcripcionalemente activo (eucromatina) y
puede contener informacion a o a (Fig. 7). Ambos locus contienen a los elementos
genéticos regulatorios llamados silenciadores o “silencer E (essential)” y “silencer |
(important)”, los cuales contienen sitios de unién a los factores transcripcionales
Rap1, Abf1ly el complejo multiprotéico ORC (29, 30) (Fig. 7). El locus MAT
contiene la informacién que se expresa en el “mating type”. Todas las levaduras
pueden intercambiar la informacion del locus MAT a través de la participacion de
la endonucleasa HO que promueve la recombinacién de la informacion, tomando
como templado HMLa en el 85% de los casos 6 de HMRa en el 90% de los casos

(31).
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Figura 7. El silenciamiento del locus de los genes “mating type” en Saccharomyces cerevisiae.
Participan tres elementos principalmente a) las proteinas del complejo SIR, b) los extremos amino terminales
de las histonas H3 y H4 c) Los elementos silenciadores E y |. Tomado de http://edoc.hu-
berlin.de/dissertationen/geissenhoener-antje-2004-07-13/HTML/chapter1.html

Mecanismo de silenciamiento del complejo SIR

En el silenciamiento epigenético de S. cereviciae participan esencialmente tres

factores:

a). Las proteinas Sir (de sus siglas en inglés: Silencer Information Regulation).

b). Los extremos amino terminales de las histonas.

c). Los silenciadores E 6 | del HM locus.

Podemos dividir en dos grandes eventos la formacion de la

heterocromatina, por un lado la parte genética que involucra a los factores
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transcripcionales esenciales Rap1, Orc1 que reclutan a un complejo multiproteico
en sus sitios de unién en el ADN conocido como ORC (Origin Recognition

Complex).

Por otro lado la parte epigenética, que incluye a las proteinas del
silenciamiento involucradas en la formacién de heterocromatina que no son
factores transcripcionales y por tanto no son capaces de unirse a un motivo en el
ADN, por tanto, tienen que ser reclutados y son conocidos como el complejo SIR
(Sir1-2-3-4) (32). Aunque Sir1 no es esencial para la formacion de
heterocromatina, se sabe que interactua directamente con Orc1 y dispara la
heterocromatinizacion, aumentando la posibilidad de que se reclute el complejo
SIR (Sir2-3-4) a los complejos ORC (32). Una vez que, Sir 1 es reclutado, se une a
Orc1 y puede reclutar a Sir4d y Rap1. Sir4 recluta a Sir2 y se establece el complejo
Sir2-4. Sir4 también recluta a Sir3 al “silencer”. Sir3 une a Rap1, Sir4 y Abf1. Sir2 y
Sir3 pueden entonces asociarse y finalmente Sir2 desacetila a las histonas de los
nucleosomas adyacentes. Sir2 es una proteina desacetilasa NAD+ dependiente,
conservada desde bacterias hasta humano. La uniéon de Sir2 y Sir4 potencia la
actividad desacetilasa de Sir2. Sir2 desacetila la H4 lisina K16 convirtiendo NAD+
en O-acetil-ADP-ribosa lo que involucra una actividad ADPribosiltransferasa.
Ademas de desacetilar a H4 K16 tanto in vitro como in vivo, se ha mostrado que

desacetila a H3K9 y H3K14 (33).

La propagaciéon del silenciamiento epigenético, involucra el mecanismo

anteriormente descrito mediante la modificacion de las marcas pos-traduccionales
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de las histonas principalmente la desacetilaciéon de H3K9 y H4K16, nucleosoma a

nucleosoma.

Reclutamiento -aw= -®_ N NS AN \?7\

Nucleacion

Propagacion

Figura 8. Mecanismo del silenciamiento epigenetico en S. cerevisiae. Existen tres elementos necesarios
para la formacidn de heterocromatina: a) El complejo SIR, b) Los extremos amino terminales de las histonas,
c) Los elementos silenciadores “silencers”. Tomado de http://www.hhmi.org/research/epigenetic-control-gene-
expression-and-genome-stability.

Mecanismos del silenciamiento telomérico (Efecto de Posicion Telomérico)

Los teldmeros de los cromosomas de S. cerevisiae son utilizados también
como modelo de estudio y tienen un mecanismo similar al del silenciamiento

epigenético que los genes del “mating type” (Fig. 8).
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Los telédmeros de Saccharomyces cerevisiae han sido estudiados
insertando genes reporteros dentro o adyacentes a los telébmeros para poder
evidenciar el silenciamiento telomérico o “Telomeric Position Effect” (TPE), que

involucra la propagacion de heterocromatina en las regiones subteloméricas (34).

Brevemente, el silenciamiento telomérico tiene el siguiente mecanismo:

a) La telomerasa Ku70/80 y las secuencias repetidas teloméricas TG7-3 que

contiene secuencias de union a Rap1, reclutan al complejo SIR (30).

b) EI complejo SIR que contiene a Sir2, desacetila a las histonas.

c) Se propaga el complejo SIR mientras los extremos aminoterminales de las

histonas en los nucleosomas adyacentes, se encuentren desacetilados.

d) Actualmente se ha sugerido que los telomeros de S. cerevisiae pueden, una
vez heterocromatinizados, exhibir una estructura mas compleja al doblarse sobre

si mismos en un fenédmeno conocido como “looping” telomérico (34) (Fig. 9).

En el mantenimiento de los teldmeros, existe una ribonucleoproteina
conocida como telomerasa Ku70/Ku80, que contiene en cadena sencilla, alrededor
de 16-20 secuencias consenso para la union del factor transcripcional Rap1. Este
arreglo de sitios de unién para Rap1, permite mantener una caperuza sobre los
extremos de cada cromosoma, y juega un papel crucial en el mantenimiento del
tamafio de los telomeros, el cual, también esta involucrado en el envejecimiento
celular y senescencia. Por otra parte, Sir4 puede asociarse con componentes de la

periferia del nucleo y estabilizar un locus silenciado (34) (Fig. 9).
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Figura 9. Modelo del mecanismo del silenciamiento telomérico de Saccharomyces cerevisiae. El
silenciamiento de los telémeros esta involucrado en envejecimiento y sencencia. Tomada de (30)

Mecanismos del silenciamiento epigenético en Schizosaccharomyces pombe

La levadura de fision es otro modelo utilizado para el estudio el ensamblaje,
propagacion y mantenimiento de heterocromatina. Al igual que S. cerevisiae, S.
pombe puede intercambiar el sexo a través de regular la expresion del “mating
type” en los subtipos: minus(-) o plus(+). La informacion para ambos sexos, yace
en el genoma, silenciada por heterocromatinizacion de los genes mat2-P(+), mat3-
M(-). Al igual que el locus MAT de S. cerevisiae, el locus mat1 es activo
(eucromatina) y puede contener informacion (+) 6 (-) (FIg. 10). S. pombe ofrece 4

regiones en donde estudiar los procesos de propagacion del silenciamiento
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epigenético: a) “mating type” locus mat2-mat3 en donde existe la regién cenH, b)
la region telomérica y subtelomérica, c) ADN-ribosomal, d) los centrédmeros

(Fig.10).

Los centromeros es la estructura de los cromosomas implicada en la
segregacion cromosomal durante la division celular y, la formacién de
heterocromatina es necesaria para su funcion. A nivel de la secuencia del ADN los
centromeros en S. pombe estan formados por: a) una regién de repetidas
llamadas “outter repeats” (subdivididas en elementos conocidos como dgy dh 6 K
y L respectivamente), las cuales enmarcan una regién central del centromero que
incluye el conjunto de repetidas “inner repeats” (imr 6 B) y, b) un dominio central
(cnt 6 CC) (35, 36) (Fig. 10). S. pombe tiene 3 cromosomas y por lo tanto los 3
centromeros cen, cen2 y cen3 que abarcan alrededor de 35, 60 y 110 pb en los
cromosomas |, Il, lll, respectivamente. Dado que la presencia de secuencias
repetidas involucra la presencia de heterocromatina, los centrdmeros tienen la
capacidad de reprimir la expresion génica. En S. pombe el silenciamiento de la
expresion génica puede estudiarse a través de genes reporteros como Ura4+ y

Adeb+.
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Figura 10. Mecanismo del ARN de interferencia en las regiones centroméricas y pericentroméricas de
S. pombe. Tomado de (35) y modificado de http:/jjoelhuberman.net/HubermanLabArchives/BIR572/Fig4aYeastGenetics.html

Mecanismo del ARN de interferencia

Este mecanismo primero descrito en Caenorhabditis elegans como un mecanismo
post-transcripcional de degradacién de ARN, luego relacionado a la metilacion del
ADN vy silenciamiento en Arabidopsis thaliana, ha sido descrito en

Schizosaccharomyces pombe como un mecanismo transcripcional de defensa
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contra la expresion de transposones y en general ADN exdgeno (36). Este
silenciamiento esta asociado con la generacion de ARN pequefos que tienen
como funcion llevar a cabo la heterocromatinizacion de estas regiones y su
mecanismo involucra principalmente la expresién de tres genes que tienen copia
sencilla en éste organismo: ago7, dcr1, rdrp1. La mutacion por delecion de
cualquiera de éstos, genera inestabilidad gendmica, pérdida de heterocromatina y
una disminucion en los niveles globales de la metilacion de la histona H3K9, la
cual, es una marca de histonas funcionalmente asociada a heterocromatina y
conservada desde levaduras hasta plantas y humanos. Estos resultados muestran
que los mecanismos del silenciamiento epigenético como la desacetilacién y la tri-
metilacion en el residuo K9 de la histona H3 juegan un papel central, al igual que
HP1, en el proceso de formacion, mantenimiento y propagacion de

heterocromatina en casi todos los organismos eucariontes (35).

En las regiones pericentroméricas existen secuencias repetidas que se
creen son remanentes de transposones y se mantienen en heterocromatina
contribuyendo al ensamblaje y funcién del centromero. La transcripcion de éstas
secuencias repetidas generan ARNs no-codificantes largos llamados cenARNSs,
que son procesados por la maquinaria del ARN de interferencia que incluye a Dcr1
y Ago1, en ARN pequefios interferentes (ARNi), los cuales reclutan al complejo
RITS (“RNA Induced Transcriptional Silencing” formado por Tas3, Ago1, Chp1), el
cual puede dirigirse hacia las secuencias repetidas via la hibridacién entre los
ARNi y cenARNSs-nacientes, esto recluta a los elementos que forman el complejo

CLRC (CIr4-Rik1-Cul4). CiIr4 es la H3K9 metil-transferasa que tri-metila a la K9 de
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la histona H3 (H3K9me3) y puede ser reconocida por la proteina HP1 (Swi6),

también es reconocida por los complejos desacetiladores de histonas.

HP1 entonces puede estabilizar la union de RITS a la cromatina y asegurar
el reclutamiento de RDRC que involucra a Rdrp1 (RNA-Dependent RNA
polymerase Complex) y mantener la generacion de ARN de doble cadena
necesaria para que dcr1 y ago1 induzcan un nuevo ciclo de ARNi, generando un
fendmeno de amplificacion de la sefial de heterocromatinizacién en la regién
marcada (35, 36). Cabe mencionar que aun se desconoce las diferencias entre la
regulacion de la transcripcidn de secuencias repetidas exégenas y la transcripcion
normal del ADN, la cual permite que no se generen eventos de
heterocromatinizacién y silenciamiento aberrante en otras regiones diferentes a los

centromeros (Fig. 10).

Este mecanismo de formacién, propagacion y mantenimiento de
heterocromatina, tiene una gran importancia en nuestras investigaciones, debido a
que en el genoma del pollo existe un dominio de heterocromatina constitutiva de
16 kb con secuencias repetidas CR1, que se transcriben e involucran a la
maquinaria del ARNi para la formacién, mantenimiento y propagaciéon de
heterocromatina, es decir, el mecanismo de silenciamiento génico por ARN de
interferencia anteriormente descrito, esta conservado en pollo y es el mecanismo
por el cual, el dominio de heterocromatina constitutiva de 16 kb se ensambla y
mantiene (37) (Fig. 11). En base a las caracteristicas anteriormente descritas,

nosotros nos preguntamos ;Como es que el dominio de eucromatina
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transcripcionalmente activo del gen FOLR1, se protege de la propagacion del

dominio de las 16 kb de heterocromatina contigua?
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16 Kb Heterocromatina

Figura 11. Modelo de la formacién y mantenimiento de las 16 Kb de heterocromatina. La transcripcion de
las secuencias repetidas CR1 recluta a la maquinaria del ARNi. Cada caja negra es una secuencia repetida
CR1 y las flechas amarillas son secuencias repetidas LTR. Esta heterocromatina constitutiva tiene la
capacidad de propagarse y afectar al dominio del gen FOLR1. Modificado de (37).

Debido a que la heterocromatina puede propagarse, puede interferir con el
establecimiento de los programas de expresidén de genes, por tanto, dicha
propagacion debe estar regulada o contrarrestada. A continuacion describiré los
mecanismos de los elementos codificados en el ADN conocidos como “insulators”
(38). Los “insulators” son secuencias de ADN capaces de formar y mantener
dominios funcionales de eucromatina y contrarrestar la propagacion de la
heterocromatina. Iniciaré describiendo el papel de los factores transcripcionales

pioneros, en el establecimiento de dominios de eucromatina en el genoma. Luego,
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hablaré de las funciones de los “insulators” en la formacién y mantenimiento de
dominios de eucromatina y su papel en la organizacion de la cromatina al interior
del nucleo. Finalmente, discutiré la contribucién de los “insulators” en la expresion

regulada de los genes.
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¢, Como se establece un dominio transcripcionalmente activo de
eucromatina?

Factores transcripcionales pioneros.

Al interior del nucleo, el genoma se organiza y distribuye en dominios alternos de
eucromatina (transcripcionalmente activos) y de heterocromatina (facultativa y
constitutiva, que son transcripcionalmente inactivos), de manera tal que se facilita
la correcta expresion coordinada de los genes que contienen para cada uno de los

linajes celulares que conforman un organismo (39, 40).

Debido a que la cromatina tiende a obstruir parcial o totalmente la
secuencia del ADN, los sitios de unidén para los factores transcripcionales se
encuentran ocultos, por ejemplo, por yuxtaposicion entre los nucleosomas. Esto
supone que debe haber un continuo remodelamiento en eucromatina. ¢ Cual es el
factor primario que tiene la capacidad de reconocer su sitio blanco en el genoma y
entonces reclutar al resto? Los factores transcripcionales pioneros, son capaces
de reconocer su sitio de union en el ADN, en un contexto de heterocromatina y
permitir el establecimiento del resto de los factores transcripcionales ya sea
reclutandolos o facilitando su unién. Analizando la presencia de algunos factores
transcripcionales conocidos en sus sitios blanco en todo el genoma, se demostro
que una baja proporcion de ellos se encontraban ocupando sus sitios disponibles
en el genoma, y que dicha unién era dependiente del estado de compactacion de
la cromatina (6). Complementando estas observaciones, ensayos de
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reconstitucion de cromatina in vitro, mostraron que la mayoria de los factores
transcripcionales, no son capaces de unirse con una alta afinidad a su sitio blanco
cuando existe un solo tipo de éstos, en cambio, cuando se encuentran en una
mezcla que incorpora varios tipos diferentes de factores de transcripcion, la
afinidad por su sitio de union en el ADN aumenta dramaticamente. Es decir, en
cuestion de afinidad por su sitio blanco, los factores transcripcionales funcionan
mejor cuando existe un modelo de “unidon cooperativa®, en comparacion con un

modelo de “union individual” (6) (Fig. 12).

Por otro lado, es sabido que los ensayos de “footprinting” in vivo, permiten
analizar secuencias de ADN que se encuentran protegidas por factores
transcripcionales durante la digestion con endonucleasas como DNasa |. Mediante
la secuenciacion de los fragmentos de ADN no digeridos, se pueden intuir cuales
son los factores transcripcionalmente unidos. Este fundamento, permitié observar
que en ciertos elementos regulatorios del genoma, como los promotores y los
enhancers, los factores transcripcionales FoxA y GATA, pueden unirse primero al
ADN vy facilitar el acceso al resto de los factores transcripcionales que tienen sitios

de unidén en la misma region regulatoria (6, 41, 42).

Con base en las observaciones anteriores, surgid el concepto de los
factores transcripcionales primarios o pioneros, con la habilidad de, en el contexto
de la cromatina cerrada (heterocromatina), reconocer su sitio blanco y asi, dar
paso al establecimiento de un dominio de eucromatina, mediante el reclutamiento

de complejos de factores transcripcionales.
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Entre los mecanismos por los que se puede dar la apertura de
heterocromatina en el caso de FoxA1 se sabe, que ademas de su dominio de
unién al ADN, tiene también en su extremo carboxilo terminal un dominio de unién
a histonas que es imprescindible para su funcién en experimentos in vitro (42).
Ademas, existen en el genoma, sitios de union fuertes, medianos y débiles para

FoxA1, lo cual es determinante para la funcién de abrir la cromatina (43) (Fig. 12).

Algunas caracteristicas del genoma pueden contribuir con la funcién de los
factores transcripcionales pioneros: a) existen regiones en el genoma que son
desestabilizadoras de la cromatina a nivel local, por ejemplo, las secuencias
abundantes en nucledtidos dA-dT (44), b) algunas secuencias promotoras pueden
de manera intrinseca, desestabilizar a los nucleosomas (45), c) existen regiones
del genoma que favorecen la incorporacién variantes de histonas, por ejemplo,

H2AZ y H3.3 que pueden desestabilizar a los nucleosomas a nivel local (46).

La lista de factores transcripcionales pioneros ha aumentado y se ha
jerarquizado, es el caso de CTCF que es un factor nuclear con multiples funciones
en el genoma, una de ellas es la de proteina “insulator”, y se sabe que es un factor
transcripcional pionero con una funcion en la cascada de eventos de apertura de

la cromatina primaria a la funciéon de FoxA1(47, 48).
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Figura 12. Diferencias entre los factores de transcripcion “clasicos” y los factores transcripcionales
pioneros. La heterocromatina es el escenario al que los factores transcripcionales pioneros se enfrentan.
CTCF es un factor nuclear multifuncional con actividad de factor transcripcional pionero. Tomado de (2).
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El factor nuclear CTCF es una proteina “insulator”

El factor nuclear CTCF, fue descrito por ser un factor transcripcional involucrado
en la regulacion del gen c-myc en el pollo (49-51). CTCF es ubicuamente
expresado y altamente conservado en eucariontes (52, 53). La proteina CTCF
tiene un extremo amino terminal, un extremo carboxilo terminal y un dominio
central de 11 dedos de zinc como dominio de union al ADN, estos tres dominios
son sujetos de modificaciones post-traduccionales como fosforilacion (54), poli-
(ADP)-ribosilacién (55) y SUMOQilacién (53). El “knockout” de CTCF es letal en
ratbn en etapas tempranas del desarrollo (E4.5-E5.5) (56). Nuestro grupo de
investigacion ha contribuido en el estudio de CTCF, dando evidencia de una
region de union a ARN (RBR), que es diferente a su dominio de union al ADN y
que permite que CTCF pueda multimerizarse, dando bases para las funciones de
establecer dominios de cromatina in vivo (57) (Fig. 13). CTCF tiene multiples
funciones en el genoma y una de ellas es la de proteina “insulator”. En la
actualidad se consideran a los “insulators” como parte de los elementos de
regulacion vinculados a la formacién de dominios y la organizacion del genoma

eucarionte (40).
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Figura 13. El factor nuclear CTCF. Entre las funciones del factor nuclear CTCF estan: Factor transcripcional,
impronta génica, “insulator” y factor transcripcional pionero. Tomado de (58).

La cromatina no se organiza al azar, ha sido demostrado que tiene un
patron de organizacion tejido-especifico, forma territorios cromosémicos y su
organizacion nuclear se puede correlacionar con la actividad transcripcional. (59,
60). EI genoma contiene genes que se transcriben de manera constitutiva y genes
que lo hacen de manera regulada en un espacio y tiempo determinado. Los genes
que se regulan en tiempo y espacio suelen organizarse en dominios cromatinicos
(61-63). En algunos de estos dominios cromatinicos existen elementos que los
delimitan llamados “insulators” o elementos barrera y son secuencias de ADN que
promueven la formacion y mantenimiento de un dominio “abierto” y evitan la

accion inespecifica en los genes contenidos en él, por parte de otros elementos de
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regulacion ajenos a dicho dominio. Funcionalmente los “insulators” se han definido
en base a dos propiedades: 1) tener la capacidad de bloquear la accién positiva de
un enhancer sobre su promotor y 2) tener la capacidad de proteger a un transgen
de los efectos de posicidon cromosomal, esto es, protege contra la propagacion de

la heterocromatina (64, 65).

En vertebrados el primer “insulator” descrito es cHS4 que define extremo
5°del dominio B-globina de pollo y su funcion involucra la participaciéon de CTCF
(66). Al igual que cHS4 en pollo, también se demostré que CTCF se encontraba
en el “insulator” del loci Igf2/H19 en humano, controlando su impronta mediante la
unién diferencial de CTCF al ICR (del inglés: Imprinting Control Region) controlado

por su estado de metilacion de ADN (67).

Funcionalmente, CTCF permite establecer contactos a larga distancia, por
ejemplo, entre genes y promotores. Es el caso del enhancer H19 y el promotor
Igf2 del cromosoma 7 en humanos, que pueden interaccionar con otros genes
activos de diferentes cromosoma como el locus Wsb/Nf1 del cromosoma 11. Es
decir, CTCF permite que colocalizen estos elementos génicos en el mismo
espacio tridimensional del nucleo (68). La delecién del sitio de CTCF en el ICR de
Igf2/H19, tiene como consecuencia la pérdida de ésta interaccidon inter-
cromosomal con cambios en la expresion de los genes de ambos locus (68). Por
lo tanto, los “insulators” no solo contribuyen a la forma que tiene la cromatina en el
nucleo sino también al establecimiento de programas de expresion génica de las

células.

43



CTCF y datos genémicos que apoyan el concepto de la organizacién del
genoma en dominios.

El ensayo de inmunoprecipitacién de la cromatina a escala global, permitio
observar que CTCF puede unirse a multiples sitios en el genoma. En mamiferos
CTCF se une entre 55,000 a 65,000 sitios en el genoma (69), de estos sitios 50%
son intergénicos, 35% son intragénicos y 15% son cercanos a los promotores (70).
Algunos sitios de unién de CTCF estan conservados en vertebrados (71, 72), y en
humanos el 41% de los sitios de union en el genoma estdan en regiones

condicionalmente metiladas en su ADN (71).

CTCF puede unirse a la matriz nuclear, lo cual le permite establecer la
arquitectura de la cromatina en el nucleo (63). Los “insulators” forman los limites
de dominios de cromatina que pueden ser transcripcionalmente activos
(eucromatina) o inactivos (heterocromatina), por ejemplo, algunos sitios CTCF que

se encuentran en la ldmina nuclear, tienen una transcripcion muy baja (63).

Utilizando la informacién proveniente del ensayo conocido como Captura
Conformacional de Cromosomas o 3C, se ha propuesto que existen Dominios
Topolégicamente Asociados (TADs) que no solo contribuyen con la arquitectura
del genoma, sino que son importantes para su funcién (73, 74). Los TADs son
funcionalmente y geométricamente definidos por asas de cromatina (75, 76).
Desde la perspectiva de la arquitectura nuclear, la estructura minima del genoma
son los dominios de cromatina “TADs”, su tamafo puede ir desde 3 Mb hasta 40

kb con una mediana de 185 kb (77), pueden contener uno o varios genes y
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ademas contienen todos los elementos regulatorios necesarios para la correcta
expresion de sus genes (78), por tanto, la mayoria de los dominios tienen sub-
dominios generados por contactos entre los diferentes elementos contenidos (77,
79), finalmente, los dominios de cromatina estan definidos por “insulators” como
CTCF, tRNAs, SINEs y genes constitutivos (80). Los “insulators” en consecuencia,
contribuyen funcionalmente a la expresion regulada de los genes. La pérdida de
un “insulator” genera desregulacion de los genes que contienen y genes que le

rodean (74).
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En conclusidn, el establecimiento de programas de expresidn de genes es
determinado por la propagacion del silenciamiento epigenético de manera
regulada, lo cual involucra a los elementos barrera o “insulators” que tienen la
capacidad de formar y mantener dominios de eucromatina. El estudio de las bases
moleculares de estos dos grandes procesos epigenéticos, nos puede permitir
entender un poco mas sobre como es que un solo genoma puede generar a todos

los distintos epigenomas que constituyen a un organismo.

En este trabajo de tesis, nos enfocaremos en la funcién de las regiones del
ADN no-codificante. Abordaremos la propagacion del silenciamiento epigenético
que se origina a partir del dominio de 16 kb de heterocromatina, y estudiaremos la
region regulatoria del gen FOLR1, para comprender a escala local la formacion y
mantenimiento de un dominio de eucromatina durante la diferenciacion eritroide

del pollo.
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Antecedentes particulares

¢ Como se forman, mantienen y regulan los dominios cromatinicos en

vertebrados?.

En nuestro grupo de investigacion hemos adoptado como modelo de
estudio el locus de los genes B-globina de pollo, el cual representa el paradigma
de un grupo de genes con una expresion diferencial y que se organizan en un

dominio cromatinico enmarcado por “insulators” (64, 81, 82).

El dominio cromatinico 3-globina de pollo

El dominio B-globina abarca una region genémica de 33 kb (Fig. 15) (64). Cuenta
con cuatro genes, un gen fetal (p), un gen embrionario (¢) y dos genes que se
expresan en etapas adultas (" y B*). Ademas, incluye un elemento de regulacién
tipo enhancer B"/e, y una region de control del locus o LCR. El dominio esta
definido y enmarcado por dos “insulators” llamados 5'cHS4 y 3'HS (Fig. 15). Rio
arriba del dominio B-globina, se encuentra el dominio de 16 kb de heterocromatina

y el dominio del gen receptor de folato FOLR1 (81, 83).
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Figura 15. Regidon genémica que contiene al dominio B-globina de pollo y dominios adyacentes. Se
muestra en detalle los sitios hipersensibles a la DNasa | sobre la regién regulatoria de FOLR1 (HSA y HSA');
el dominio de las 16 kb de heterocromatina constitutiva, cada caja negra representa a una secuencia repetida
tipo CR1, se muestra el sitio Hpall en rojo el cual corresponde con el limite 5°de éste dominio; el dominio de
los genes B-globina enmarcado por los “insulators” 5'cHS4 y 3'HS los cuales tienen sitios de uniéon a CTCF,
rio abajo se encuentra el locus del gen receptor olfatorio con un programa de expresion cerebro-especifico.

El dominio de las 16 kb de heterocromatina localizado entre el gen
FOLR1y los genes B-globina

El dominio de las 16 kb de heterocromatina localizado entre el gen FOLR1 y los
genes B-globina presenta hiper-metilacion del ADN evidente cuando se realiza una
digestion gendmica in situ con la enzima de restriccion Hpall, hipoacetilacién en
las histonas H3 y H4, metilacion de la lisina 9 de la histona H3 (H3K9me3) y es
abundante en secuencias repetidas tipo CR1 enmarcadas por LTRs convergentes
(37, 84) (Fig.11,15). Felsenfeld y colaboradores demostraron que las secuencias
repetidas del dominio que abarca 16 kb de heterocromatina se transcriben
generando ARNs no-codificantes induciendo el reclutamiento de la maquinaria de
la via del ARN de interferencia como mecanismo de formacién, mantenimiento y
propagacion de heterocromatina (37, 84). Un aspecto complementario es que las
16 kb de heterocromatina representan un tipo particular y aparentemente unico

para su estudio dado que comparte todas las caracteristicas de una

49



heterocromatina constitutiva, como la heterocromatina pericentromérica o

telomérica (81, 83-86).

El dominio formado por el gen receptor de folato FOLR1

El locus del gen receptor de folatos (FOLR1) se encuentra rio arriba de las 16 kb
de heterocromatina, tiene un programa de expresion eritroide especifico, el cual
antecede a la activacion de los genes B-globina, esto es, durante la etapa de pre-
eritroblastos 6 Unidad Formadora de Colonias Eritroides (CFU-E) en la
diferenciacion eritroide y el desarrollo del pollo (81). Contiene una secuencia tipo
enhancer denominado HSA definido por un sitio fuerte de hipersensibilidad a la
DNasa I, que no se observa en etapas avanzadas de la diferenciacion eritroide

(81) (Fig.15).
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Planteamiento del problema

Con base en todos estos antecedentes decidimos estudiar la regulacion fina, a
nivel epigenético, de la posible formacion diferencial de dominios cromatinicos. En
particular nos interesamos en tratar de entender los mecanismos involucrados en
la propagacion del silenciamiento epigenético a partir de un tipo particular de
heterocromatina, en este caso en las 16 kb de heterocromatina, y la manera en
que el dominio del gen FOLR1 se protege de ésta para poder ser transcrito de

manera regulada en una etapa especifica de la diferenciacion eritroide (Fig. 15).

Hipotesis

Con base en la organizacion del genoma eucarionte en dominios cromatinicos,
existe la presencia de un elemento frontera o “insulator” en el extremo 3" del
dominio del gen Receptor de Folatos el cual regula la propagacion de las senales

epigenéticas represivas provenientes de las 16 kb de heterocromatina contigua.
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Objetivo general

Determinar la presencia de un elemento tipo frontera (“insulator”) entre el dominio
que incluye al gen FOLR1 y el dominio conformado por 16 kb de heterocromatina

con funciones regulatorias durante la diferenciacion eritroide.

Objetivos particulares

1. Demostrar la existencia de elementos frontera o “insulators” mediante la
caracterizacion de la region intergénica localizada entre el dominio del gen FOLR1

y las 16 kb de heterocromatina.

2. Confirmar si las 16 kb de heterocromatina situadas rio abajo del dominio del gen
FOLR1 tienen la capacidad de propagarse y regular la estructura de la cromatina

del dominio y la expresion del gen FOLR1 de pollo.

3. Caracterizar y estudiar los mecanismos por los cuales un “insulator”
contrarresta la propagacion de la heterocromatina y como éste contribuye a la

formacién de un dominio tanto in vitro como in vivo.
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Material y métodos

Plasmidos y construcciones.

El fragmento de ADN de 870 pb que contiene al “insulator” HSB-HSA’, fue
amplificado por PCR utilizando ADN gendmico proveniente de cultivos primarios
de eritrocitos de embriones de pollo de 10 dias de desarrollo. Se utilizaron los
oligonucledtidos Sentido: 5-CCAGACACACACTGCTCCCAC y Antisentido: 5°-
GGCATCCATGGGAAAAGGCTGC. El “insulator’ HSB-HSA’ fue clonado en el
vector pGaD3, enmarcando al promotor o y al cDNA de EGFP utilizando el sitio
de restriccion 5° EcoRlI y el sitio 3’ Nhel-Mlul respectivamente. Un sub-fragmento
de 6.7 kb de ADN proveniente de 16 kb heterochromatina fue subclonado en
pGaD3, utilizando a pSKHetero8.7 (amablemente donado por la Dra. M.N.

Prioleau y el Dr. G. Felsenfeld) utilizando los sitios de restriccion Bglll-EcoRl.

Lineas celulares y cultivo celular.

HD3 es una linea celular proveniente de eritroblastos de pollo (Gallus gallus) que
fué transformada con el virus AEV (virus de la eritroblastosis aviar). Fue cultivada
a 37°C, 5% CO,, con Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, GIBCO)

suplementado con 10% Fetal Bovine Serum, 2% de suero de pollo y antibiéticos

53



(100 U Penicillin /0.1 mg Streptomycin/mL). 6C2 es una linea celular proveniente
de pre-eritroblastos (CFU-E) de pollo (Gallus gallus) transformada con el virus
AEV (virus de la eritroblastosis aviar). Fue cultivada a 37°C, 5% CO,, con a-
Minimum Essential Medium (a-MEM, GIBCO) suplementado con 10% Fetal Bovine
Serum, 2% de suero de pollo, 1mM HEPES (pH 7.2, SIGMA), 50 mM -
mercaptoethanol, y antibioticos (100 U Penicillin/0.1 mg Streptomycin/mL). HD24
es una linea celular multipotente eritroide-mieloide de pollo Gallus gallus
transformada con el virus E26 y fue cultivada con Blastoderm medium (87). DT-40
es una linea celular de linfoma B de pollo Gallus gallus transformada con el virus
ALV (virus de la leucosis aviar) y fue cultivada a 37°C, 5% CO,, Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium (DMEM, GIBCO), con 2 mM L-glutamine y 50 mM (-
mercaptoethanol, 10% tryptose phosphate broth, 10% Fetal Bovine Serum, 5%
suero de pollo y antibioticos (100 U Penicillin/0.1 mg Streptomycin/mL). Los
cultivos primarios de eritrocitos de embriones de pollo de 5 y 10 dias (RBC) de
desarrollo fueron obtenidos de vasos sanguineos periféricos de embriones de
huevos fertilizados (granjas ALPES, Tehuacan, Pue.). K562 es una linea celular
humana eritroleucémica y fue cultivada a 37°C, 5% CO,, en RPMI medium con 2
mM Glutamine, 10% Fetal Bovine Serum, y antibiéticos (100 U Penicillin/0.1 mg

Streptomycin/mL).
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Transfecciones transitorias y estables.

1X10° células fueron resuspendidas en 800 pL de medio sin antibidticos y sin
suero. Fueron sembrados en cajas 6-pozos y cada plasmido fue transfectado con
lipofectamine 2000. Después de 48 horas de recuperacion, las células fueron
colectadas: a) En transfecciones transitorias se cuantificé la expresion de la
Luciferasa midiendo su luminiscencia en un luminémetro y se utilizé a la Renilla
como gen reportero para normalizar las transfecciones y la actividad de la

luciferasa y b) En transfecciones estables fueron seleccionadas por antibiéticos.

PCR-cuantitativa.

El ARN de cada cultivo celular utilizado fue purificado con TRIzol Reagent
(Invitrogen) y tratado con DNasa | (RQ1, Promega). Se utilizo6 Random Primer y
oligo-dT para generar ADNc. La cuantificaciéon del ARNm FOLR1 se hizo mediante
Real Time gPCR con SYBR Green (Sigma) y oligonucleétidos especificos
(Sentido: 5-GGATTGACCAGGCTGACAGC y Antisentido: 5-
GCGATTGGTTCCTGTTGCCC). EI ARNn de GAPDH se utilizd6 como control
normalizador (Sentido: 5-TATCTTCCAGGAGCGTGA  and Anti-sentido: 5'-

TCAGATGAGCCCCAGCCTTC). Se utilizé el Sistema StepOne detection system
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(Applied Biosystems) y se realizaron triplicados para cada muestra. Se utilizé el

método comparativo AACt para cuantificar los niveles relativos de ARNm.

PCR duplex semicuantitativa.

El ARN de cada cultivo celular fue aislado utilizando TRIzol Reagent (Invitrogen), y
tratado con DNasa | (RQ1, Promega). El ADNc fue generado a partir de 5ug de
ARN tratado con DNasa | (Reverse Transcription System, Promega) utilizando
oligo-dT. Se realiz6 una PCR-radioactiva con [a-P*)] d-CTP radioactivo utilizando
los  siguientes  oligonucledtidos  especificos  (FOLR1 Sentido:  5'-
CCAGTTCTCTTTGCATGTGACG y Anti-sentido: 5-
GCAAGCGTCACTTCATCCAGG) se utilizé al gen constitutivo $-actina como un
control endégeno de normalizacion de los resultados (B-ACT Sentido: 5'-
CCAGACATCAGGGTGTGATG y Antisentido: 5-
GAACACGGTATTGTCACCAACTGG). Para cuantificar los niveles de transcritos,
se utilizé un gel de acrilamida para separar los productos, el cual fue secado y
expuesto en una pantalla sensible a [a-P>?] (Amersham-Biosciences). Se utilizé el

programa ImageQuant para cuantificar los resultados.

Inmunoprecimitacion de la cromatina-PCR duplex.

El ensayo de inmunoprecipitacion de la cromatina ChIP, fue realizado como

previamente se reportd en (88). Brevemente, 5X10” células fueron fijadas con
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formaldehido al 1%, la cromatina fue fragmentada por sonicacion y 4 ug de
anticuerpo anti-CTCF fue utilizado (Anticuerpo generado en nuestro laboratorio)
(89). EI ADN inmunoprecipitado fue evaluado por PCR duplex, utilizando un
radioisétopo marcado con [a-P*?] d-CTP, utilizando oligonucledtidos especificos

(HSA® Sentido: 5-CCCACACTCACGGCCTTGTTG 'y Anti-sentido: 5'-

GGCATCCATGGGAAAAGGCTGCG,; Fll Sentido: 5-
GGTTGAAGAAAAGAAGCAGGC y Anti-sentido: 5'-
CGTTCAGACGAAAGCGATCC y HA1 Sentido: 5-
GGAACTAGTTGGCAAGGTCCTCT y Anti-sentido: 5-

TCTTCTGCCCTGCCCGTAT). Para la cuantificacion se resolvieron los productos
de PCR en un gel de acrilamida que fue secado y expuesto en una pantalla
sensible a [0-P*] (Amersham-Biosciences). Se utilizdé el programa ImageQuant
para cuantificar los resultados. Se utilizd la siguiente formula: Enriquecimiento

=(exp/control)Ab/(exp/control)lgG.

Conversion de ADN con bisulfito de sodio

El ADN gendmico fue aislado de cada cultivo celular utilizando el protocolo de
fenol-cloroformo, 1.5 yg de ADN fue digerido con la enzima de restriccion EcoRl
antes de su conversion con bisulfito de sodio. La conversion con Bisulfito fue
realizada como previamente se describio en (88). Los oligonucledétidos especificos
para cada region amplificada fueron: promotor FOLR1 Sentido: 5'-

GGGTTTTTGGTAGGTATTATTA-3’ y Anti-sentido: 5'-

57



CTCCTAAAAATAAAATAACTCTC-3'; HSB Sentido: 5-

GGTTTTGGGTAGTTTGGGTTG-3 y Anti-sentido: 5-
CCAAAAACAAACTATCACAACTC-3} HSC Sentido: 5-
GGGTATTGTTGTATAGGATAGT-3’ and Anti-sentido: 5-
ATAAAACAAACACAAATAATCCC-3;; Hetero1 Sentido: 5-
GGGATTATTTGTGTTTTAT-3’ y Anti-sentido: 5-
CCACACTTAATTAACTATTCTAC-3’; Hetero3 Sentido: 5-
GTAGGTTTGGTATAATTTTAGTTA-3’ y Anti-sentido: 5-

AAAAATAACCTTAAAAAACATCC-3’). Los productos de PCR fueron clonados en
el vector pGEMT-easy (Promega) y se secuenciaron al menos diez clonas

utilizando oligonucledtidos especificos Sp6.

Generacion de un ARN de interferencia chCTCF shRNA..

Se utilizé el programa http://sirna.wi.mit.edu/ (90) para disefar un shARNi chCTCF
5-GCCAGCAGGGATACTTACA-3’ utilizando el ARN-CTCF publicado en NCBI:
M_205332.4. El shARNi chCTCF fue clonado en el vector LL3.7 en los sitios de

restriccion Hpal-Xhol.
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Generacion de particulas Lentivirales para la reduccion de los niveles
del factor nuclear CTCF.

El ARN de interferencia shARNi chCTCF fue utilizado para generar una reduccion
en los niveles globales del factor nuclear CTCF siguiendo el protocolo publicado
en (91, 92). Brevemente células HEK293FT fueron utilizadas para producir
particulas  pseudolentivirales pLL3.7 control y shARNi chCTCF 5'-
GCCAGCAGGGATACTTACA. Las células 6C2 fueron transducidas por 8 horas
utilizando polybrene (8 ug/mL;Sigma). Los cultivos fueron seleccionados por 3 a 4
dias con puromycin (5 pg/mL;Sigma) y utilizados en los experimentos que son

descritos.

Ensayo de Hipersensibilidad al corte por la DNasa .

El ensayo de Hipersensibilidad a la DNasa | fue realizada en las lineas celulares

6C2 y HD3 como se publicé en (93).

EMSA

El ensayo de retardo en la movilidad electroforética fue realizado como se
describe en (89). Los oligonucleétidos utilizados en este ensayo son: HSA™ sentido
5-

GACACCATTCTCACCCCATGGGATCGGAACCCAGGCGGGGGGAATCCCTGG
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GTCTGCCTG-3 y anti-sentido 5'-
CAGGCAGACCCAGGGATTCCCCCCGCCTGGGTTCCGATCCCATGGGGTGAG
AATGGTGTC-3 HSA mut1 sentido 5-
GACACCATTCTCACCCCATGGGATCGGAACCCATTCTTGTTGAAGAACTGGGT
CTGCCTG y anti-sentido 5'-
CAGGCAGACCCAGTTCTTCAACAAGAATGGGTTCCGATCCCATGGGGTGAGA
ATGGTGTC-3 HSA 'mut2 sentido 5°-
GACACCATTCTCACCCCATGGGATCGGAACAAATTCTGTGGAATCCCTGGGT

CTGCCTG-3’

HSA mut2 anti-sentido 5-
CAGGCAGACCCAGGGATTCCACAAGAATTTGTTCCGATCCCATGGGGTGAGA

ATGGTGTC-3..

El ensayo de proteccion contra Efectos de Posicién Cromosomal
(CPE)

El ensayo de proteccién contra efectos de posicion cromosomal se realizé de
acuerdo al protocolo publicado en (94). Brevemente, las células 6C2 fueron
establemente transfectadas con los siguientes plasmidos: pGaD3 que contiene al
ADNCc de EGFP bajo el control del promotor aP. pGaD3HS4 que contiene 5'cHS4
(dos copias de 5'cHS4 en cada lado del transgen aD-EGFP). pGaD3 HSA" (dos

copias de HSA" en cada lado del transgene aD-EGFP).
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Ensayo de deteccion de actividad “insulator” in vivo en el pez cebra
Danio rerio Zebrafish (ZED).

El vector de Zebrafish Enhancer Detection ZED fue utilizado para probar la
capacidad “insulator” de HSA" in vivo (95). Se micro-inyectaron embriones de pez
cebra en la etapa de una célula de desarrollo como se describe en (95). Se

analizaron y cuantificaron 10-30 individuos de pez cebra por cada condicion.

Generacion del anticuerpo anti-cCTCF de pollo.

Se utilizé un fragmento del ADNc de CTCF de pollo que codifica para los residuos
de aminoacidos 82 a 233 que fueron clonados en BamHI-Xhol en el plasmido
pET28(b), luego fue expresado en E. coli cepa BL21(DE3) y se aislé y purifico la
proteina recombinante, la cual se utilizé para inmunizar un conejo hembra White
New Zeland con un esquema de tres refuerzos de 250 upg del fragmento
recombinante chCTCF en los dias 14, 28 y 42. El suero colectado fue analizado y
validado en su inmunoreactividad anti-chCTCF y entonces purificado utilizando el

kit AminoLink Plus Immobilization (Thermo Scientific). Ver Anexo A.
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Resultados

1. Caracterizacion de un elemento frontera “insulator” localizado entre
el dominio del gen FOLR1 y las 16 kb de heterocromatina.

Cambios en la expresion del gen FOLR1 correlacionan con cambios en el
estado de la cromatina.

Cuando un gen se expresa, sus elementos regulatorios se encuentran en un
estado de la cromatina laxo (eucromatina). En el caso de FOLR17, nos
preguntamos si: ¢jexisten cambios en la estructura de la cromatina que
acompanan la expresion y el silenciamiento de éste gen? Para contestar esta
pregunta, primero analizamos el patron de expresion de FOLR7 en la
diferenciacion eritroide representada por las lineas celulares 6C2 (CFU-E), HD3
(eritroblastos) y 10dRBC (eritrocitos), mediante RT-PCR semi-cuantitativa (Fig.16
y 17B). Consistente con estudios previos, confirmamos la expresion del gen
FOLR1 en la etapa de CFU-E (células 6C2), mientras que en la etapa de
eritroblastos (células HD3) observamos una expresion basal del gen FOLR1 (Fig.

16) (81).
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Figura 16. Perfil de Expresion del gen FOLR1 en diferentes tipos celulares. Se muestra una PCR-duplex
representativa y se graficaron los resultados normalizados y su desviacion estandar. Se realizaron tres
replicas bioldgicas independientes, cada una por triplicado (n=3).

Con el objetivo de caracterizar el estado de compactacion de la estructura
de la cromatina (eucromatina o heterocromatina) realizamos un estudio
comparativo, mediante un ensayo de hipersensibilidad al corte por la DNasa |
abarcando la region intergénica entre el dominio del gen FOLR1 y el dominio que
comprende a las 16 kb de heterocromatina tanto en la etapa de expresion CFU-E
(células 6C2) como en la etapa subsecuente de la diferenciacion eritroide, en la
cual, el gen FOLR1 ya no se expresa (células HD3) (Fig. 17A y 17B). Aislamos
nucleos de células 6C2 y HD3, los cuales fueron incubados in situ con

concentraciones crecientes de la endonucleasa DNasa | (Fig. 17C). Utilizamos una
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digestion gendmica (Xhol) que nos permiti®6 obtener el patron de
hipersensibilidades a la DNasa | en una resolucién oOptima y analizamos los
resultados por Southern-blot utilizando una sonda que nos permitié identificar la
region comprendida entre el promotor del gen FOLR1 y el sitio Hpall localizado en
el extremo 5°de las 16 kb de heterocromatina (Fig. 177A y 17C). En la linea celular
6C2 observamos cinco sitios de hipersensibilidad: tres correspondientes al
promotor del gen FOLR1, y al enhancer HSA y al sitio HSA" (sin funcion)
previamente descritas (81, 82). Por otra parte, dos nuevos sitios de
hipersensibilidad que en conjunto describimos como HSB y fueron descubiertos en
este trabajo de investigacion (Fig. 17C). Resulta importante resaltar que en las
células HD3 observamos que los mismos sitios de hipersensibilidad empiezan a
aparecer cuando utilizamos concentraciones mas altas de DNasa |, ver carril 0.3
vs carril 2.5, lo cual indica un estado de la cromatina mas compacta en la etapa
mas avanzada de diferenciacion eritroide representada pos las células HD3 (Fig.
17C). En otras palabras, en las células HD3 la cromatina de la regién regulatoria
del gen FOLR1 esta mas compacta (heterocromatina) con respecto a las células
6C2 (eucromatina). Estos datos sugieren que el gen FOLR1 el cual se expresa
unicamente durante la etapa temprana de la diferenciacion eritroide representada
por las células 6C2 (CFU-E), se encuentra con una configuracién de la cromatina
laxa y por lo tanto, permisiva para la transcripciéon (eucromatina) (Fig. 16 y 17C).
En cambio, en una etapa posterior (en la linea HD3) éste gen y su region
regulatoria adopta wuna configuracion de la cromatina mas compacta
(heterocromatina) (Fig. 17B y 17C). De acuerdo a nuestros resultados el sitio de

hipersensibilidad HSA" es el que mostré un arreglo mas compacto de la estructura
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de la cromatina seguida por los sitios de hipersensibilidad HSB en eritroblastos
(células HD3), esto sugiere que el silenciamiento epigenético pudiera propagarse
a partir del costado 5°de las 16 kb de heterocromatina. Una explicacion alternativa
es que el elemento “enhancer” HSA deja de propagar una estructura de la
cromatina abierta, siendo primero afectados los elementos estructurales mas

cercanos a la heterocromatina, es decir HSA" seguido por HSB (Fig. 17Ay 17C).
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Figura 17. La expresion del gen FOLR1 coincide con un estado de la cromatina laxo, permisivo a la
transcripcion. (A) Esquema de la region gendémica del gen FOLR1. Se muestra en detalle los sitios
hipersensibles a la DNasa | sobre la region regulatoria del gen FOLR1 (HSA, HSB and HSA’); el dominio de
las 16 kb de heterocromatina constitutiva, cada caja negra representa a una secuencia repetida tipo CR1, se
muestra el sitio Hpall en rojo el cual corresponde con el limite 5°de éste dominio; el dominio de los genes B -
globina enmarcado por los “insulators” 5°cHS4 y 3'HS los cuales tienen sitios de unién a CTCF, rio abajo se
encuentra el locus del gen receptor olfatorio con un programa de expresion cerebro-especifico. (B) Lineas
celulares transformadas de pollo utilizadas en éste estudio y su correspondiente etapa en la diferenciacion
eritroide. En negro se muestran a las células HD24 que corresponden con un progenitor mieloide /eritroide y
en rojo las lineas celulares arrestadas en diferentes etapas de la diferenciacion eritroide. (C) Analisis
comparativos de los sitios de hipersensibilidad a la DNasa | en nucleos aislados de células 6C2 y células HD3.
Unidades de DNasa | utilizadas en cada condicion son: 0.3; 0.7; 1.25; 2.5; 5 and 10. En (A) se muestra la
sonda utilizada en éste andlisis. (D) Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) muestra el enriquecimiento in
vivo del factor nuclear CTCF en el sitio HSA’. Como control positivo se analizé la regidon correspondiente al
“insulator” 5°cHS4 del dominio B-globina (FlI: sitio de union a CTCF). El sitio HSB no se encuentra enriquecido
de CTCF, consistente con datos previos. Se muestra un ChIP representativo de cuatro ensayos
independientes.
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Identificaciéon de un nuevo sitio de union a CTCF in vivo en el limite entre el
dominio del gen FOLR1 y el dominio de las 16 kb de heterocromatina.

El ensayo comparativo de hipersensibilidad al corte por la endonucleasa DNasa |,
realizado con una digestion gendmica (Xhol) nos permitié apreciar, en una alta
resolucién, que el elemento HSB-HSA" es el sitio regulatorio/estructural mas
cercano al limite del dominio de las 16 kb de heterocromatina (Fig. 17C). Los
“‘insulators” se caracterizan por ser sitios estructurales e hipersensibles a la DNasa
I, por lo tanto, HSA™ puede ser el limite del dominio del gen FOLR1. CTCF es un
factor nuclear multifuncional que en vertebrados se ha relacionado intimamente
con elementos tipo “insulators”. Es importante recordar, que en el extremo 3" del
dominio de las 16 kb de heterocromatina se encuentra el “insulator” 5'cHS4, un
“‘insulator” muy bien caracterizado, al cual se une CTCF (sitio FIl) y que marca el
inicio del dominio de los genes B-globina (Fig. 15).

Analizamos la secuencia correspondiente a la region HSB-HSA™ en
busqueda de sitios de union a CTCF en el genoma del pollo. Utilizamos la base de
datos de ChlIP-seq realizado en células 10dRBC de pollo previamente publicada
por nuestro laboratorio en la cual, se reporté el motivo de uniéon de CTCF en el
genoma de pollo (72). Encontramos un motivo de union de 20 pb en la secuencia

de HSA' para CTCF (Fig.11) (72).
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Figura 18. Secuencia de la region HSB-HSA’. (A) Esquema general de los tres dominios analizados. Se
detallan las caracteristicas de HSB and HSA’. (B) Secuencias correspondientes a las hipersensibilidades a la
DNasa | HSB-HSA .subrayados? En verde y rojo se representan los oligonucleétidos sintéticos utilizados en
los ensayos de ChIP y se muestra el motivo de unién a CTCF en rojo.

En las secuencias asociadas a la region HSB no fue posible identificar un
motivo de union a CTCF. Para validar la unién in vivo de CTCF, realizamos
ensayos de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) utilizando un nuevo
anticuerpo anti-CTCF de pollo generado en nuestro laboratorio recientemente (Fig.
19 y Anexo A) (89). El ensayo de ChIP fue realizado en células de pollo
correspondiente a la etapa CFU-E para evaluar la presencia de CTCF en HSA" y
como control interno analizamos la secuencia de HSB. Los resultados de este
estudio muestran que CTCF se enriquece preferencialmente en la regién asociada

al sitio HSA" (Fig. 17D, 20, 23, 24). Adicionalmente se repitié el mismo ensayo de
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manera cuantitativa en todas las etapas de la diferenciacion eritroide HD24, 6C2,
HD3, y cultivos primarios de eritrocitos de 5 dias y 10 dias de desarrollo del pollo
(5dRBC y 17dRBC) (Fig. 20, 23 y 24). Utilizamos como control negativo una linea
no-eritroide DT40 (linea celular linfoide). Los resultados muestran que solo en las
células 6C2 existe un enriquecimiento in vivo significativo de CTCF sobre la

hipersensibilidad HSA” (Fig. 20, 23 y 24).
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Figura 19. Validacion de un lote nuevo de anticuerpo anti-cCTCFs2.233. (A) Western blots utilizando suero
pre-inmune, suero anti-cCTCF y anticuerpo anti-cCTCF purificado. Se muestra PAGE con la sobreexpresion
de la proteina (His-6x-CTCF167aa). Se indican las diluciones utilizadas y las membranas tefiidas con solucion
Ponseau S como control de carga. (B) Inmunofluorescencias utilizando Suero pre-inmune, suero anti-cCTCF y
anticuerpo purificado anti-cCTCF. Dilucion 1:500.
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En conclusién, toda esta serie de datos muestran que el sitio HSA™ presenta
un motivo de uniéon a CTCF y que su mayor enriquecimiento se observa en la

etapa CFU-E, que corresponde a una etapa temprana de la diferenciacion eritroide

(células 6C2).
DT40 cells HD24 cells
HSB HSA’ HSB HSA’
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- o - -
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Figura 20. Analisis comparativo de inmunoprecipitaciones de la cromatina utilizando anticuerpo anti-
CTCF en las regiones de HSB y HSA'. El enriquecimiento de CTCF se encuentra presente solo en la etapa
de 6C2 y es eritroide especifico. DT40 es una linea linfoide utilizada como control no eritroide.

El elemento HSB-A" tiene la capacidad de bloquear senales de regulacion
ajenas al dominio que enmarca.

Los elementos tipo “insulator” tienen la capacidad de bloquear sefiales de
regulacion inespecificas provenientes de otros dominios. Por esta razén decidimos
explorar la capacidad de las secuencias HSB-HSA" para bloquear al enhancer /e
de la accion del promotor B*, utilizando a la Luciferasa como gen reportero, en
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transfecciones transitorias realizadas en células 6C2. Por otra parte probamos el
efecto de HSB-HSA™ de manera sencilla (una copia), como 2xHSB-HSA" (dos
copias), y lo colocamos interrumpiendo o enmarcando la comunicacion entre el
enhancer B*/e y el promotor A (Fig. 21A). Como controles utilizamos al sitio FlI
(control positivo) que corresponde al sitio de union a CTCF del “insulator” 5'cHS4
del locus B-globina y una version de la secuencia mutada Fll en el sitio de unidn
de CTCF (control negativo). El resultado de este experimento demostré que HSB-
HSA" tiene la capacidad de bloqueo de enhancer (Fig. 21A).

Posteriormente decidimos analizar la capacidad de bloqueo de enhancer de
HSB-HSA" utilizando el ensayo en colonia que nos permite analizar estas
secuencias tomando en consideracion el contexto cromatinico del sitio de
insercion (39). Este ensayo fue realizado en la linea celular eritroleucémica
humana K562 (66). Utilizamos al cassette de resistencia a la Neomicina como gen
reportero bajo el control del promotor pA y al enhancer HS2 del LCR [B-globina
humano (Fig. 21B). Como control negativo utilizamos una secuencia proveniente
del genoma del fago lambda y como control positivo incorporamos al vector, el
“insulator” 5'cHS4 6 el elemento HSB-HSA". El resultado mostré que tanto nuestro
control positivo 5'cHS4 como HSB-HSA" causan una reduccion en el numero de
colonias resistentes al medio de cultivo con geneticina, lo que confirma una
actividad de bloqueo de enhancer por parte del elemento HSB-HSA" (Fig 21B).

Para corroborar in vivo la funcién de bloqueo de enhancer del elemento
HSB-HSA’, realizamos este ensayo en peces cebra transgénicos (95). Para ello
utilizamos el vector ZED (Zebrafish Enhancer Dectection) que integra como

reportero al gen EGFP controlado por el promotor de actina aislado de Xenopus
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laevis y el enhancer irxZ48 del sistema nervioso central de Danio rerio (95). En
este sistema el enhancer irxZ48 dirige una fuerte expresion de EGFP en el
sistema nervioso central y en las somitas del pez cebra (Fig. 21C). En este ensayo
utilizamos al elemento HSA'-HSB y al “insulator” 5'cHS4 como (control positivo).
Se micro-inyectaron embriones de pez cebra en la etapa de una célula y 10-30
individuos fueron analizados y cuantificados los niveles de expresion de EGFP en
cada condicion tanto en sistema nervioso central como en las somitas (Fig. 21C y
21D). Cabe mencionar que la presencia de la EGFP en somitas permite normalizar
nuestros datos de fluorescencia en relacion con la sefial asociada al sistema
nervioso central (95). El resultado mostré que HSB-HSA tiene la capacidad de
bloquear a un enhancer in vivo (Fig. 21C y 21D).

En resumen, estos tres experimentos demostraron que el elemento HSB-
HSA’ tiene la capacidad de bloquear a un enhancer, es decir, tiene una de las dos
propiedades funcionales que definen a los “insulators”. A continuacion decidimos
explorar la segunda propiedad que tiene que ver con la capacidad de proteger a

un transgen de los efectos de posicion cromosomal (CPE).
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Figura 21. HSB-HSA" tiene la capacidad de bloquear a un enhancer In vitro e in vivo. (A) Ensayo de
bloqueo de enhancer en células 6C2 transfectadas tranS|tor|amente con plasmldos que contienen al gen
reportero Luciferasa (Luc) dirigido por el promotor del gen B y el enhancer 8 A/e. Control positivo FIl del
“insulator” 5'cHS4 del dominio 3-globina y como control negativo una mutante del sitio (AFIl). (B) Ensayo en
colonia en la linea celular eritroleucémica humana K562. Colonias resistentes a Neomicina fueron contadas y
graficadas de tres transfecciones estables. Como control positivos se utilizaron dos copias del “insulator” 1.2
kb 5°cHS4 del dominio B-globina. Como control negativo se utilizaron 2.3 kb de A-ADN. (C) Ensayo de
bloqueo de enhancer in vivo utilizando peces cebra transgénicos. HSB-HSA™ se colocd interfiriendo la
comunicacion del enhancer especifico del sistema nervioso central CNS y el promotor de actina que dirige una
expresion constante de EGFP en las somitas (pSomites). Como control positivo se utilizé al “insulator” 5'cHS4
del dominio B-globina. (D) Grafica que muestra la intensidad de fluorescencia normalizada (somite-vs-CNS).
Se indica el numero de embriones micro-inyectados y analizados en este ensayo.
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El elemento HSB-HSA™ protege a un transgen de los efectos de su entorno
cromatinico.

Otra de las propiedades que definen a los “insulators” es su capacidad para
proteger a un transgen del entorno cromatinico ligado al sitio de insercién en el
genoma y que se conoce como Efecto de Posicion Cromosémico o CPE (por sus
siglas en inglés (Chromosomal Position Effect) (96). Para estudiar la capacidad del
elemento HSB-HSA"™ para proteger a un transgen, utilizamos al gen reportero
EGFP bajo el control del promotor a®, enmarcado por 2x(HSB-HSA"), como control
positivo 2x(5°cHS4) y como control negativo al transgen sin “insulators” (Fig. 22).
Se aislaron al menos 10 clonas independientes en las cuales se verifico el numero
de copias y su integridad por Southern-blot. Las lineas celulares caracterizadas se
mantuvieron en cultivo continuo por mas de 90 dias y la expresién del gen
reportero fue periddicamente analizada mediante la sintesis y abundancia relativa
de la EGFP medida por citometria de fluorescencia (FACS). Los resultados
obtenidos indican que las células que integraron al transgen sin “insulators” fueron
progresiva y rapidamente disminuyendo la poblacion de células GFP” positivas a lo
largo del tiempo, esto debido al silenciamiento epigenético que actua sobre el
transgen. En cambio, las células que integraron el transgen enmarcado por HSB-
HSA" 6 5°cHS4 mostraron una poblacién constante de células GFP™ positivas

durante mas de 90 dias de cultivo continuo (Fig. 22).
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En conclusion, HSB-HSA" tiene la capacidad de proteger a un transgen de
la influencia de los efectos de posicibn cromosomales en distintos sitios de
integracion. Tomando en cuenta los resultados obtenidos a partir del ensayo de
bloqueo de enhancer, podemos concluir ademas que el elemento HSB-HSA’

cumple con las dos propiedades basicas que definen a un “insulator”.
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Figura 22. Ensayo de protecciéon de un transgen contra Efectos de Posicion Cromosomales por parte
del elemento HSB-HSA'. Se aislaron al menos 10 lineas monoclonales independientes, se analizé el numero
de copias del transgen y se utilizaron Uunicamente aquellos transgenes que se integraron en copia sencilla.
Cada linea celular se mantuvo en cultivo celular continuo por 90 dias y se analiz6 el perfil de expresion de
EGFP reflejado por la emision de fluorescencia por parte de la proteina EGFP por citometria de flujo (FACS).
Se muestra el histograma de una linea celular representativa al dia 80. La grafica muestra %GFP+ vs tiempo.
Se muestran las desviaciones estandar de cada barra.
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El enriquecimiento in vivo de CTCF sobre el elemento HSB-HSA " coincide
con la expresion del gen FOLR1.

Con el objetivo de definir la dinamica de unién in vivo de CTCF al sitio HSA" y
compararlo con el “insulator” previamente descrito 5'cHS4 del dominio B-globina,
realizamos ensayos de ChIP con el anticuerpo anti-CTCF para determinar de
manera cuantitativa los enriquecimientos de CTCF en ambas regiones genémicas.
Los resultados mostraron que en el sitio HSA" existe un enriquecimiento de CTCF
solo en la etapa de pro-eritroblastos (CFU-E) (células 6C2) en cambio en 5 cHS4
la unién de CTCF es constitutiva durante la diferenciacion eritroide y el desarrollo
(Fig. 23 y 24). Incluso dicho enriquecimiento esta presente en una linea celular no-
eritroide DT40 (Fig. 23B y 24B).

En conclusion, la union de CTCF en el elemento HSA™ tiene una dinamica
que coincide con la expresién del gen FOLR1, con base a los datos acumulados
hasta aqui, consideramos que el elemento HSA" tiene una aparente actividad
barrera que podria contender contra la propagacion del silenciamiento epigenético
de las 16 kb de heterocromatina permitiendo la expresién regulada del gen

FOLR1.
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Figura 23. Ensayo semi-cuantitativo de Inmunoprecipitacion de la cromatina utilizando anticuerpo anti-
CTCF a lo largo de la diferenciacion eritroide y el desarrollo del pollo. (A) Analisis comparativo de las
diferentes etapas de la diferenciacion y el desarrollo eritroide tanto de HSA" como del “insulator” 5'cHS4 del
dominio B-globina. La linea celular DT40 es utilizada como control no-eritroide. (B) Grafica que muestra los
enriquecimientos de CTCF en la regién gendmica estudiada en diferentes lineas celulares. Se muestra un
resumen del patrén de expresion tanto del gen FOLR1 como del grupo de los genes 3-globina.
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Figura 24. Ensayo cuantitativo con PCR en tiempo real de Inmunoprecipitacion de la cromatina
utilizando anticuerpo anti-CTCF a lo largo de la diferenciacion eritroide y el desarrollo del pollo. (A)
Andlisis comparativo de las diferentes etapas de la diferenciacién y el desarrollo eritroide tanto de HSA" como
del “insulator” 5'cHS4 del dominio B-globina. La linea celular DT40 es utilizada como control no-eritroide. (B)
Grafica que muestra los enriquecimientos de CTCF en la region gendmica estudiada en diferentes lineas
celulares. Se muestra un resumen del patrén de expresion tanto del gen FOLR1 como del grupo de los genes
B-globina.
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2. Confirmar si las 16 kb de heterocromatina situadas rio abajo del
dominio del gen FOLR1 pueden afectar la estructura de la cromatina
del dominio y la expresion del gen FOLR1 de pollo.

El aumento y propagacion en la metilacion del ADN en la region regulatoria
del gen FOLR1 coincide con su silenciamiento.

Uno de los procesos a nivel epigenético involucrados en la propagacion de
heterocromatina es la metilacion del ADN la cual es sinonimo de silenciamiento
transcripcional (97). Para contestar la pregunta de si las 16 kb de heterocromatina
influyen negativamente sobre la expresion del gen FOLR1 a través de su
propagacion, decidimos determinar el estado de metilacion del ADN por medio de
la conversion con bisulfito de sodio y secuenciacion. Analizamos la regién
gendémica que comprende desde el promotor del gen FOLR1 hasta la region de
heterocromatina contigua, incluyendo al sitio HSA" (sitio de union a CTCF), tanto
en la etapa de CFU-E (células 6C2), como en la etapa de eritroblastos (células
HD3) (Fig. 25). Los resultados muestran que el sitio de unién a CTCF en el
elemento HSA"™ marca una clara transicién entre una cromatina laxa (menos
metilada) y una cromatina compacta (mas metilada) en la etapa CFU-E (Fig. 25).
Recordemos que en la etapa de eritroblastos (células HD3), CTCF se disocia lo
cual concuerda con un incremento de la metilacion del ADN hacia el dominio que

comprende al gen FOLR1 (Fig. 25).
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En resumen, la ganancia de metilacion del ADN en el dominio FOLR1 a
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manera de gradiente, desde el dominio de las 16 kb en la etapa de eritroblastos
(células HD3) coincide con un aumento de la compactacion de la estructura de la
cromatina (HSA"), la ausencia de CTCF en el elemento HSA" y el silenciamiento

transcripcional del gen FOLR1 apoya nuestra hipétesis que sugiere la propagacion
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Figura 25. Analisis comparativo del estado de la metilacion del ADN en la region intergénica localizada
entre el dominio que comprende al gen FOLR1 y el dominio de las 16 kb de heterocromatina
constitutiva. Los circulos blancos representan CpGs no-metiladas y los circulos negros representan CpGs-
metiladas. Se muestran la posiciéon de los cinco pares de oligonucleétidos utilizados en este analisis. Se
muestra el sitio metilado Hpall (en rojo) que marca el limite 5° de las 16 kb de heterocromatina.
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El “insulator” HSB-HSA  puede proteger a un transgen de las senales de
silenciamiento epigenético provenientes de las 16 kb de heterocromatina
constitutiva.

Con la finalidad de determinar la capacidad del elemento HSB-HSA" para proteger
contra la heterocromatinizacion o el silenciamiento dependiente de las 16 kb de
heterocromatina, se aislé6 un sub-fragmento de ADN de 6.7 kb proveniente de la
region gendmica incluida en las 16 kb heterocromatina y se incorporé a las
construcciones utilizadas para el ensayo de proteccidén contra efectos de posiciéon
cromosomal (Fig. 26). Se aislaron al menos 10 clonas independientes para cada
transgen y se corroboré el numero de copias y su integridad por Southern-blot
(datos no mostrados). Se realizé6 un analisis peridédico de la expresion del gen
reportero EGFP por medio de FACS a lo largo de 90 dias de cultivo continuo (Fig.
26). Los resultados demostraron que, incluso al dia 0, que el fragmento de ADN
asociado a la region de heterocromatina es capaz de silenciar rapidamente al
transgen que no se encuentra protegido por los “insulators” (Fig. 26). En cambio,
en presencia de los “insulators” HSB-HSA™ 6 5'cHS4 observamos una proteccion
eficaz que se tradujo en una expresion sostenida del gen EGFP durante mas de
90 dias de cultivo celular continuo (Fig. 26). Estos resultados nos permiten concluir
que el elemento HSB-HSA" es un ‘“insulator” con la capacidad de proteger
eficientemente a un transgen contra el silenciamiento epigenético proveniente de

un fragmento de ADN de 6.7 kb de heterocromatina (Fig.26).
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Figura 26. Los “insulators” cHS4 y HSB-HSA’ protegen a un transgen contra las sefiales de
silenciamiento epigenético provenientes de un sub-fragmento (6.7 kb) de las 16 kb de heterocromatina
constitutiva. Se utilizd la misma metodologia de CPE. La inclusién de un sub-fragmento genémico de
heterocromatina tiene una influencia negativa sobre la expresion de la EGFP desde el dia 0.
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3. Caracterizar y estudiar los mecanismos por los cuales un “insulator”
contrarresta la propagacion de la heterocromatina y como éste
contribuye a la formacion de un dominio tanto in vitro como in vivo.

La disminucion en los niveles de la proteina CTCF afecta la expresion del
gen FOLR1.

Para contestar la pregunta de si CTCF contribuye con la regulacién del gen
FOLR1, realizamos un ensayo de perdida de funcién utilizando particulas
lentivirales que contienen un RNA interferente tipo tallo-asa (shRNAI) contra el
mensajero de CTCF en células 6C2 (Fig. 27). Se evalu6 la disminucién en los
niveles globales de la proteina CTCF por Western-blot, se corroboré la drastica
disminucién de los niveles de CTCF en el elemento HSA” por inmunoprecipitacion
de la cromatina (ChIP-CTCF) utilizando el anticuerpo anti-CTCF. A su vez se aislo
ARNmM para analizar la expresion del gen FOLR1 por RT-PCR cuantitativa
(Fig.27A). Los resultados muestran que la disminucién de los niveles de CTCF
causa un decremento notorio en la expresion del gen FOLR1. Por otra parte, los
factores nucleares USF1/USF2 han sido descritos como responsables de reclutar
complejos remodeladores de la cromatina en el “insulator” 5'cHS4. Ademas,
recientemente se observaron diferentes niveles de enriquecimiento de éstos
factores en la secuencias que corresponden en el sitio HSB (82). Con base en

estos antecedentes, nos preguntamos si ademas de CTCF existan mas factores
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involucrados en el establecimiento y funcion del “insulator” HSB-HSA'. Para
explorar la posible contribucion de USF1, realizamos un ensayo de pérdida de
funcion en la linea celular 6C2, utilizando 5 shRNAi distintos contra USF1 (Fig.
27A y 27C). Evaluamos la disminucién de los niveles de USF1 por Western-blot y
aislamos ARNm para evaluar la expresion de FOLR1 por RT-PCR cuantitativa
(Fig. 27C). Los resultados muestran que USF1 es importante para la expresion de
FOLR1 y que su disminucion afecta drasticamente la expresion de este gen
durante la etapa pre-eritroblastos (CFU-E) de la diferenciacién eritroide.

En conclusién, la disminucién de los niveles de los factores CTCF y USF1
sugieren que ambos son importantes para contrarrestar el silenciamiento

epigenético originado a partir de las 16 kb de heterocromatina constitutiva.
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Figura 27. La disminuciéon de los niveles proteicos de CTCF y USF1 afectan la expresion del gen
FOLR1 en células 6C2. (A) Western-blot que muestra la disminucién de la proteina CTCF y USF1. (B) ChIP
que muestra la reduccion en el sitio de unién de CTCF en HSA’en células 6C2-shRNAIi-CTCF. Como control
positivo se utilizd FIl del “insulator” 5'cHS4 del dominio B-globina. Como control negativo se analiz6é una
region central de las 16 kb de heterocromatina H1. Se muestra un ensayo representativo de tres experimentos
independientes. (C) Grafica que muestra el efecto de la disminucién de los niveles proteicos de USF1 (kd-
USF1) y CTCF (kd-CTCF) analizados por RT-PCR cuantitativa.
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Discusion

Una de las caracteristicas de la diferenciacion celular tiene que ver con el
silenciamiento de genes y la ganancia de manera regulada de heterocromatina
(65). Los resultados presentados en este trabajo apoyan el modelo en el cual los
elementos llamados “insulators” contribuyen al mantenimiento de dos dominios
transcripcionalmente activos: el de los genes (-globina y el del gen FOLR1
protegiéndolos de la propagacion del silenciamiento epigenético proveniente de
las 16 kb de heterocromatina (Fig. 28). Ambos dominios génicos son eritroide
especificos con diferentes programas de expresion que corresponden a distintas
etapas de la diferenciacion eritroide. EI dominio que incluye al gen FOLR1 tiene un
programa de expresion temprano en la diferenciacion eritroide, mientras que el
dominio que comprende a los genes [(-globina tiene un programa de expresion
mas tardio y que corresponde a eritrocitos diferenciados (Fig. 28). En este trabajo
de investigacion demostramos que el elemento HSB-HSA® actua como un
“‘insulator” capaz de establecer una transicidén entre regiones de heterocromatina y
eucromatina. La pérdida de ésta frontera parece estar relacionada con la
disociacion de CTCF del elemento HSA" y el subsecuente silenciamiento
epigenético a partir de la propagacion de las 16 kb heterocromatina (Fig. 16, 17,
24, 25, 28). Este efecto contribuye al silenciamiento definitivo del gen FOLR1 en
etapas mas avanzadas de la diferenciacién eritroide (Fig. 25 y 28).

La propagacion de la heterocromatina es un fendmeno relativamente bien
comprendido en levaduras como se comentd en la introduccion (98). La via del

ARN de interferencia en la formacion y mantenimiento de cromatina puede ser
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parte del mecanismo por el cual se establece y puede propagar el silenciamiento
epigenético de las 16 kb de heterocromatina (37). Esta via involucra la
transcripcion de las secuencias repetidas, distribuidas abundantemente en esta
region genomica que comprende a las 16 kb de heterocromatina, para generar
una doble cadena de ARN que dispara el reclutamiento de los demas elementos
de la via incluyendo cDicer (37). Los elementos HSB-HSA" y 5'cHS4 enmarcan la
region de secuencias repetidas y guardan una sintenia similar incluyendo
secuencias LTR cercanas. Dado que CTCF se encuentra en ambos “insulators”,
es posible que, como parte del mecanismo, CTCF acote la transcripcion de éstas
secuencias repetidas bloqueando de esta manera la propagacién de
heterocromatina.

Como parte de éste modelo proponemos la formacion de un arreglo tri-
dimensional compatible como la generacion de un asa cromatinica (40). Una vez
disociado CTCF de HSA’, el reclutamiento de proteinas involucradas en la
formacion de heterocromatina puede distribuirse, a manera de gradiente, desde
las 16 kb de heterocromatina hacia el dominio que incluye al gen FOLRT,
mediante un mecanismo de propagacion nucleosoma a nucleosoma,
heterocromatinizando unilateralmente en relacion con el gen FOLR1 (Fig. 28).
Proponemos a este proceso como parte responsable de los eventos que permiten
la transicion a un estadio mas diferenciado que contribuye a la expresién
diferencial de genes contenidos en distintos dominios cromatinicos (Fig. 28).
Como parte del mecanismo por los que actua HSB-HSA™ proponemos que: los

factores CTCF en HSA" y USF1 en HSB pueden reclutar remodeladores de la
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cromatina y que como demostramos, su ausencia lleva a un silenciamiento
aberrante del gen FOLR1 en la etapa CFU-E.

Por otra parte, de acuerdo a los datos del consorcio ENCODE, sabemos,
que el 74.7% del genoma humano genera transcritos de ARN primarios no-
codificantes (99), 2-3% generan transcritos que codifican para proteinas (100) y
tomando en cuenta ARN de transferencia, microARN, lincARN y otros ARNs
regulatorios se transcribe el 90% del genoma (100). Como parte colateral de este
trabajo, contribui en demostrar que CTCF tiene la propiedad de unir ARN (57). Se
ha mostrado que en algunos casos el ARN puede regular la union de CTCF en el
genoma (101). Por ejemplo, recientemente se han descrito que existen ARNs
pequefios no codificantes cercanos al sitio de inicio de la transcripcion (tiRNA) y
en las regiones promotoras (paRNAs) con funciones regulatorias que pueden
silenciar o activar la expresion de genes codificantes y se han propuesto como una
caracteristica general en el genoma de humano, ratén, pollo y Drosophila (102-
104). Estos transcritos son de una longitud de 20-90 nucledétidos con dos sitios de
enriquecimiento localizados en la posicion +50 pb y en la posicién -250 pb
respecto al sitio de inicio de la transcripcion (TSS), y son trancritos por la ARN-
polimerasa Il (104). En contraste con la mayoria de los ARN pequefios no-
codificantes, parecen no ser procesados por la maquinaria del ARN de
interferencia (Dicer, Ago1, Ago2) pues se mantienen presentes en células que
carecen de la proteina Dicer (102), los paRNAs tienen una baja tasa de
transcripcion por tanto un bajo numero de copias, tienen un alto contenido de
nucledtidos citosina y guanina (102) y su transcripcion correlaciona con genes

activos (103), el consorcio FANTOM4 describié ademas que son procesados es
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decir son modificados en su extremo 5" con CAP, poliadenilados y degradados por
el exosoma. Finalmente, se han encontrado a este tipo de transcritos asociados a
sitios de unién de CTCF en el genoma. Particularmente se ha demostrado que
estos transcritos forman parte de los mecanismos que regulan la unién de CTCF
en su sitio de unidbn y se ha especulado que pueden ser un componente
importante en la arquitectura nuclear (102, 105). También se ha asociado a la
maquinaria del exosoma con la funcion “insulator” y CTCF (106). Por otro lado,
existe evidencia de que los ARN no codificantes largos (>200 nt) pueden regular la
unién de CTCF en el pollo (107). En conclusién, para el caso del elemento HSB-
HSA" los ARNnc pueden ser parte de los mecanismos que determinan el
enriquecimiento y la disociacion de CTCF del sitio HSA".

Actualmente se puede determinar si dos sitios lejanos en el genoma,
pueden estar contactandose y se ha propuesto que CTCF puede formar dimeros y
participar junto con algunas proteinas cohesinas en la organizacion del genoma
formando asas cromatinicas (40, 76). Experimentos de Captura Conformacional
de Cromosomas a escala de regiones amplias y/o del genoma completo (Hi-C)
demuestran que CTCF se encuentra mayoritariamente en los sitios de contacto
dentro de un cromosoma y ademas marca el limite entre una cromatina compacta
y una cromatina abierta (80), por tanto, queremos descartar experimentalmente la
posibilidad de que entre el “insulator” HSB-HSA'y el “insulator’ 5’cHS4 exista un
contacto directo, de manera que, la region de las 16 kb de heterocromatina se

encuentre acotada en una asa de cromatina.
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Figura 28. Modelo. Se resumen nuestros resultados y se muestra como las 16 kb de heterocromatina
participan en el proceso de la diferenciacion eritroide silenciando al gen FOLR1. Las barras amarillas

representan los enriquecimientos de CTCF en los “insulators” HSA" y 5'cHS4.

En conclusién, nuestros resultados demuestran que existe un elemento
barrera o “insulator” que contiende activamente contra la propagacion de la
heterocromatina, permitiendo formar y establecer el dominio de eucromatina que
incluye al gen FOLR1, el cual es necesario para permitir su transcripcion.
Tomando en cuenta el “insulator” del dominio B-globina, queda demostrado que el
dominio de las 16 kb de heterocromatina es acotado durante la etapa de expresion
de FOLR1. De esta manera cuando la diferenciacion avanza, el elemento barrera

o ‘“insulator” se pierde, con un consecuente silenciamiento del gen FOLRIT.
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Proponemos que la propagacion de heterocromatina contribuye entonces, de
manera regulada al silenciamiento definitivo del gen FOLR1 y que, esto puede
permitir establecer un nuevo programa de expresion a la célula eritroide acorde

con su etapa de diferenciacion.
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Perspectivas.

Entender el funcionamiento de los “insulators” y su contribucién en la formacion y
mantenimiento de dominios cromatinicos, es una de los principales intereses de
nuestro laboratorio. Los resultados obtenidos en este proyecto establecen un
modelo de estudio que permite observar los cambios en la cromatina en los sitios
regulatorios/estructurales de un dominio que debe ser silenciado como parte de
los mecanismos de la diferenciacion eritroide, y ademas permite estudiar los
mecanismos asociados a la propagacion de heterocromatina en vertebrados.
Como perspectivas que surgen de éste proyecto proponemos estudiar los

siguientes aspectos implicados en la funcién del “insulator” HSB-HSA":

1. Estudiar la contribucién de proteinas claves de la via del ARN de
interferencia como cDicer y cAgo2 en los eventos de silenciamiento del
dominio que comprende al gen FOLR1. Una primera aproximacion sera
abatir los niveles de éstas proteinas utilizando vectores lentivirales
inducibles que expresen ARNSs interferentes contra cDicer y/o cAgo2
monitoreando la expresion del gen FOLR1 en células HD3 (37).

2. Analizar si en elemento HSB-HSA" existe transcripcion de ARNs no-
codificantes que funjan como reguladores de la unién o disociacién del
factor CTCF en ésta frontera.

3. Estudiar el arreglo tridimensional que permite la funcion de HSB-HSA" y

5°cHS4.
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ANEXO A

Generacion de un anticuerpo policlonal anti-CTCF de pollo.

Construccion plasmido pET28(b).

Un fragmento de ADN de 441 pb que abarca la secuencia codificante para la
region amino-terminal no conservada entre pollo, ratén y humano de la proteina
CTCF de pollo y que comprende los aminoacidos del residuo 86 al residuo 233 fue
clonado en el marco de lectura abierto del vector pET28(b) utilizando los sitios de
restriccion 5'BamHI / 3"Xhol. Este vector nos permite adicionar una etiqueta de 6
histidinas en la region N-terminal del péptido de interés. El plasmido resultante se
transformé en la cepa BL21(DE3) de E. coli y la expresidén del péptido se indujo

con IPTG.

Purificacion del péptido recombinante.

Un cultivo de 10 mL de 12 horas de crecimiento de la cepa de E. colilpET28(b)/
CTCFgg.233, se us6 para re-inocular a un cultivo de 100 mL de LB utilizando el
antibidtico kanamicina, se crecid hasta fase exponencial, se agregd IPTG a una
concentracion final de 0.1 mM y se cultivd en agitacién constante (200 rpm) a
37°C. Se colectaron a las bacterias por centrifugacién a 6000 rpm, 10 minutos y se
retir6 el sobrenadante. El paquete celular se resuspendid en 5 mL de buffer
PBS/10 mM Imidazol. Se lisaron las bacterias por sonicacion 10 pulsos de 15
segundos cada uno a una amplitud de 35%. Se centrifugo la muestra a maxima

velocidad (14000 rpm) durante 10 min. Se recupero el sobrenadante y se purifico
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al péptido recombinante utilizando una columna cargada con Niquel (Ni(+)). El

péptido purificado hisex-CTCFgs.233, se cuantificé por el método de Bradford y se

utilizé para la inmunizacion de conejos hembra de la cepa New Zeland White

Rabbit como se describe a continuacion.

Protocolo de Inmunizacion

Standard 70-Day Rabbit immunization protocol for rabbit polyclonal antibody production. Antigen preparation, such as
peptide synthesis and/or immunogen conjugation, occurs before Day 0. Injection amounts are given for a conjugated peptide
antigen (e.g., KLH) or protein immunogen; MAP-peptide antigens are injected at 0.5mg throughout. Protocol Days are
approximate (A2 days)

Procedure Protocol Day Description

Control Serum Collection Day 0 Pre-immune bleed (5mL per rabbit)

Primary Injection Day 1 Immunize with 0.50mg of antigen in CFA, 10 SQ sites
1st Booster Day 14 Boost with 0.25mg of antigen in IFA, 4 SQ sites

2nd Booster Day 28 Boost with 0.25mg of antigen in IFA, 4 SQ sites
Serum Collection Day 35 Bleed (~25mL per rabbit)

3rd Booster Day 42 Boost with 0.25mg of antigen in IFA, 4 SQ sites
Serum Collection Day 56, 58 Two bleeds (~50mL total per rabbit)

ELISA and Shipping Day 60 ELISA titration (results available online);

Verify disposition of rabbits; decide to continue or terminate
Instruction Due Date Day 72 If no animal instructions are received, per diem charges will apply
Detiverables (Day 60): 12 vials crude antibody sera
2 vials: 1-2ml test aliquots pre-immune sera
2 vials: SmlL per vial pre-immune sera

-

.

® 4 vials: 1-2ml test aliquots post-inject sera (Day 35 and 58)

® 4 vials: 20-50mL per vial bulk post-inject sera (Day 35 and 58)

His6x-CTCFgg.2332a

250 pg
250 pg

250 pg

250 pg

His6x-C TCFgg.250 aa

500 ug
250 ug

250 g

250 ug

El suero obtenido se utilizé para la deteccion de proteina CTCF de pollo en

extractos totales de proteinas de las lineas celulares 6C2 y HD3 de pollo.

Una vez que se determind la reactividad del suero anti- chCTCF (comparado con

el suero preinmune), se realizé la purificacion de las IgG contra la proteina CTCF
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utilizando el kit de purificacion AminoLink Plus Immobilization kit (Thermo

Scientific)

El anticuerpo purificado se cuantificé por Bradford y se utilizé para ensayos

de WB, ChIP e Inmunofluoresencia (Fig. 19)
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ANEXO B

Analisis bioinformatico de la regién 3°del gen FR en busqueda de
sitios de unién al factor de transcripcion CTCF.

Debido a que los elementos “insulators” identificados a la fecha en vertebrados
dependen de la presencia del factor nuclear CTCF para realizar su funcion,
decidimos hacer una busqueda y analisis de motivos de union a este factor
nuclear en la region regulatoria del dominio que incluye al gen FOLR1 y que
colinda con el dominio de las 16 kb de heterocromatina. El factor nuclear CTCF
posee 11 dedos de zinc en su dominio de unién al ADN por lo que puede unirse a
secuencias muy divergentes, por tanto se deben utilizar herramientas
bioinfomaticas basadas en matrices que pueden predecir los posible sitios de
union de CTCF en el genoma. Utilizamos la base de datos: insulatordb.utmem.edu
y corroboramos nuestro analisis con las matrices de prediccidn de sitios de unién a
CTCF generadas en nuestro laboratorio en la Fig. 29 se muestran los sitios de

union predichos.
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In silico CTCFRS prediction tool

Enter your sequence here: (in fasta format)
Tpload: I Examinar...

OR Enter here galGald_dna ~
range=chrl: 199407963 &
—-199408298 5'pad=0

Motif PWIM Motif Sequence Input Sequence Name Motif Start Location Motif Length Motif Orientation Score
galGal3_dna
range=chr1:199407963-195408298
S'pad=0 3'pad=0 strand=+
repeattdasking=none
galGal3_ dna
range=chr1:199407963-195408298
S'pad=0 3'pad=0 strand=+
repeattdasking=none
FRCR T

range=chr1:199407963-195408298
S'pad=0 Tpad=0 strand=" 158 20 + -0.339629
ssasallaccnimnons
galGal3_ dna
range=chr1:199407963-195408298
S'pad=0 3'pad=0 strand=+
repeattdasking=none

EEM_Z20 ATGACTGCTGTAGGGCACTG 52 20 + -9 20607

MOIT Lh2 TGTTCACCAGCATGCAGGA 113 13 + -7.4816

IM]T_LM? AACCCAGGCGGEEGGGEAATCC

MIT_LI23 TCACCAGCATGCAGGACACC 116 20 4 -6.48122

http://insulatordb.uthsc.edu/

Figura 29. Sitios de unién al factor nuclear CTCF predichos en el elemento HSB-HSA". De los cuatro
motivos relevantes que se muestran en nuestro analisis, el tercer motivo (resaltado en rojo) tiene el mejor
score por lo que decidimos utilizar este motivo para corroborar la unién de CTCF in vitro e in vivo.

A continuacion realizamos un analisis comparativo entre el sitio de unién a
CTCF predicho en el elemento HSA" con el motivo de union de CTCF en el
genoma de pollo utilizando la base de datos de ChlP-seq realizado en células
10dRBC de pollo previamente publicada por nuestro laboratorio en la cual, se

reportd el motivo de unién de CTCF en el genoma de pollo (72) (Fig. 30).
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Figura 30. Alineamiento del motivo de union de CTCF de HSA™ predicho en la base de datos
insulatordb con el motivo de unién de ChiP-seq de CTCF del genoma de pollo publicado por nuestro
laboratorio.
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ANEXO C

Analisis in vitro e in vivo de la union del factor nuclear CTCF al
elemento HSB-HSA".

La secuencia presentada en el anexo B es una prediccidon bioinformatica que tiene
un 77% de identidad con el motivo de union de CTCF obtenido a partir de la
secuenciacion de todos los sitios que ocupa CTCF in vivo en el genoma de
eritrocitos de pollo, sin embargo es necesario comprobar si CTCF se puede unir in
vitro mediante un ensayo de retardo en gel (EMSA) utilizando como sonda a la
secuencia de union de CTCF predicha localizada en el elemento HSB-HSA'(Fig.
31). Realizamos el ensayo de EMSA utilizando extractos nucleares de células pre-
eritroblastos 6C2 y eritroblastos HD3 (Fig. 31). Este ensayo nos indicd que la
sonda HSB-HSA’ era capaz de unir a proteinas nucleares, las cuales son
competidas con un oligonucleétido (M9) no marcado que contiene la secuencia
correspondiente al del “insulator” aEHS1.4 del dominio alfa globina de pollo y que
tiene un sitio de unién a CTCF ya validado (89). Como control negativo, utilizamos
una sonda no marcada con el sitio de union al factor nuclear RUNX1 que no une al
factor nuclear CTCF y observamos que no fue capaz de competir y evitar la
formacion del complejo. Para saber si el factor nuclear CTCF se une a la
secuencia, a continuacion realizamos el ensayo de retardo en gel utilizando un
anticuerpo especifico para CTCF de pollo, el cual hace desaparecer los complejos,
esto significa que CTCF se encuentra presente en el complejo que retarda a la

sonda HSB-HSA" y que el anticuerpo titula especificamente a CTCF impidiendo la
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formacion de los complejos previamente observados, utilizamos como control
negativo a un anticuerpo inespecifico (IgG), el cual no impide la formacion de los
complejos en la sonda HSB-HSA'. Finalmente generamos dos sondas HSB-HSA’
que incorporan mutaciones en el sitio de union de CTCF (Mut1 y Mut2) para saber
que nucledtidos son importantes para la union de CTCF en el elemento HSB-
HSA’. En este caso observamos que Mut2 impide la generacion de complejos

proteicos que retardan la sonda del elemento HSB-HSA" (Fig. 31).

Para validar la unidon in vivo de CTCF, realizamos ensayos de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) utilizando un nuevo anticuerpo anti-
CTCF de pollo generado en nuestro laboratorio recientemente (Fig. 19, Anexo A)
(89). El ensayo de ChIP fue realizado en células 6C2 de pollo correspondiente a la
etapa pre-eritroblastos (CFU-E) para evaluar la presencia de CTCF en HSA". Los
resultados de este estudio muestran que CTCF se enriquece preferencialmente en
la regidn asociada al sitio HSA" (Fig. 17D, 20, 23, 24, 31 y Anexo C).
Adicionalmente se repiti6 el mismo ensayo de manera cuantitativa en todas las
etapas de la diferenciacion eritroide HD24, 6C2, HD3, y cultivos primarios de
eritrocitos de 5 dias y 10 dias de desarrollo del pollo (5dRBC y 17dRBC) (Fig. 20,

23y 24).
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Figura 31. Ensayo de retardo en gel (EMSA) utilizando al sitio de uniéon de CTCF predicho en HSA’
como sonda. (A) EMSA utilizando extractos nucleares de la linea celular 6C2 y HD3. Se utilizaron los
siguientes competidores: sonda HSAsin marcar (self) como competidor, como control positivo utilizamos una
secuencia de union a CTCF previamente validado proveniente del dominio a-globina de pollo (M9) y como
control negativo una secuencia inespecifica para CTCF y que contiene al motivo de unién del factor
transcripiconal Runx1. Para el ensayo de super-retardo (super-shift) utilizamos al anticuerpo anti-cCTCF de
pollo generado en nuestro laboratorio (Ver Materiales y Metodos, Fig. 19 y Anexo A), y como control negativo
utilizamos un anticuerpo inespecifico (IgG). (B) Se muestra el disefio de dos sondas que contienen
mutaciones para el sitio de uniéon de CTCF. Ensayo de retardo (EMSA) con las dos versiones mutadas del
sitio de uniéon de CTCF en HSA’. Se muestran geles representativos de dos experimentos independientes. (C)
Ensayo de Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlP) que demuestra in vivo la union de CTCF, como control
positivo utilizamos oligonucledtidos especificos para el Fll que contiene un sitio de unién para CTCF del
“insulator” cHS4 del dominio B-globina de pollo. Como control negativo utilizamos oligonucleétidos especificos
para una region de heterocromatina (16 kb) que no une a CTCF. Se muestran un experimento representativo
de cuatro ensayos de ChIP independientes.
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ANEXO D

Analisis in vivo del efecto de la disrupcion de factor nuclear USF1 en el
“insulator” 5°'cHS4 del dominio B-globina en funcidon de la posible
propagacion de las 16 kb de heterocromatina.

1) Presencia del sitio de hipersensibilidad 5'cHS4 sobre el “insulator” en la linea celular
HD3.

Con la finalidad de establecer el protocolo para la identificacion de sitios de corte a
la DNasa |, planteamos corroborar la presencia del sitio hipersensible a la DNasa |
numero 4 correspondiente al “insulator” del dominio B-globina de pollo: 5'cHS4
(Fig. 32). Se disefié primero en un mapa de restriccion, una digestion con una sola
enzima de restriccion que generara un fragmento gendémico que contuviera al
‘insulator”. Ya que esta digestion delimita la zona de estudio, la llamamos
secuencia parental (BamHI-BamHI de 5746 pb; Fig. 32). Se escogié una sonda de
454 pb (sonda A454), que inicia justo en el sitio BamHI del extremo 5" del
fragmento parental y se extiende hasta el primer sitio Sacl (respecto al sitio de
restriccion BamHI| parental). El disefio experimental tuvo en consideracion que la
sonda no incluyera secuencias repetidas lo cual podria ocasionar hibridaciones
inespecificas. De un cultivo celular, se aislaron 1x 10° nucleos de células HD3, a
partir de los cuales se utilizaron 11 muestras experimentales de 1x10° nucleos y

se hizo una serie de digestiones con cantidades crecientes de unidades de la

103



endonucleasa DNasa | (0, 0.15,0.6, 1.5, 3, 6, 9, 12, 15, 21, 30). Se digiri6 con
BamHI y se separ6 en un gel de agarosa al 1%, se realiz6 un Southern blot y se

hibrido con la sonda marcada radioactivamente.

La autoradiografia revelé una banda que se enriquece conforme se
incrementan las unidades de la enzima DNasa | (Fig. 32). Por su peso molecular
dicha banda corresponde al sitio de hipersensibilidad a la DNasa | que coincide
con el “insulator” 5'cHS4 en células HD3. En el ensayo se ve como la banda
parental se digiere en 2 bandas por el corte de la DNasa |, generandose un

fragmento de 2366 pb (Fig. 32).

H D3 WT PARENTAL 5746 pb
HSB-HSA’ 5cHS4
HSA LeR
=TI TITR TN FEN AR A
S(‘;‘EI‘;A
454 pb —————————

Dominio B-globina

PARENTAL 5.7 kb

Figura 32. Ensayo de Hipersensibilidad al corte por la DNasa | en células HD3. Observacion de 5'cHS4.
La hipersensibilidad a la DNasa | aparece a partir de 9 U/1x10° nucleos, carril 7. Se presenta el esquema de la
region gendémica analizada.

Este resultado tiene dos implicaciones importantes para en el proyecto; por un

lado demostramos la presencia del sitio hipersensible a la DNasa |

104



correspondiente al “insulator” 5°cHS4 en la linea HD3 (tal como lo esperabamos),
y por otro lado determinamos que en ésta linea celular, la hipersensibilidad
aparece a una concentracion de 9 Unidades DNasa | /1x10° nucleos. Esto sera util
cuando intentemos abatir la actividad de barrera del “insulator” demostrandolo

mediante la perdida de la hipersensibilidad.

2) Contribuciéon de USF1 a la estructura de la cromatina en el “insulator” 5'cHSA4.

Queremos conocer si in vivo, la funcion de barrera del “insulator” 5'cHS4 reside en
el reclutamiento de maquinaria de remodelaje que realiza USF1/2 en el sitio FIV
del “core” del “insulator’ 5°cHS4 (Fig. 33). Felsenfeld y colaboradores
demostraron que el heterodimero USF1/2 se une al sitio FIV del core del
“‘insulator” 5°cHS4 y que interactua fisicamente con SET7/9 y con PCAF
(metiltransferasa H3K4 y acetiltransferasa-H3, respectivamente) (108). Con estos
datos Felsenfeld y colaboradores propusieron que USF1/2 es necesario para el
reclutamiento de la maquinaria que mantiene las sefales provenientes de la
cromatina compacta en equilibrio con las sefiales de apertura de la cromatina en el
“‘insulator” 5'cHS4 (108). Nos planteamos realizar un RNA de interferencia contra
USF1 para evitar la formacion del heterodimero USF1/USF2 y por ende el
reclutamiento de las demas proteinas que contribuyen a que el “insulator” 5'cHS4
pueda contender contra las marcas represivas de la cromatina compacta(Fig.33).
De esta manera, planteamos perturbar el equilibrio tedrico que se guarda en éste
elemento y observar consecuentemente la propagacion de las 16 kb de

heterocromatina en su contexto enddgeno (Fig 34).
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3). Generacién de una linea estable deficiente de USF1 mediante ARN interferencia y
ensayo de hipersensibilidad a la DNasa | en la linea celular HD3-USF1Kd.

Se co-transfectaron 5 plasmidos independientes a células HD3 que codifican para
RNAI contra USF1. Se aisl6 la clona 1001(2) y se realizd6 un Western-blot para

corroborar la interferencia de USF1(Fig. 33)

HSB-HSA’ ’
Foirt HSA ScHSE | g p Bt pr & IHS
olr1 gene T 1 1
_giJ_LH_H_H_".H_H 1oy i_i_i_,j 1 =
! e OR gene

cHS4
Insulator
K9 Me ' K9 Me . K9 Me l K9 Me K‘Zye
Dominio de las 16 Kb Heterocromatina dominio B-globina (eucromatina)
RNAi USF1 - +

W

Control
de carga

1001 1001 kd USF1

Figura 33. Western blot. Se utilizaron extractos totales de células HD3 wt y HD3USFkd , utilizamos un
anticuerpo anti-USF1. Obsérvese la disminucion de la cantidad de USF1 tras la co-transfeccion de 5 RNAI
especificos.
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Con ésta clona “knockdown” contra USF1 proseguimos con el ensayo de la
DNasa | para observar posibles cambios en la formacién de la hipersensibilidad
5°cHS4 (Fig. 34). El ensayo se realiz6 en las mismas condiciones que el
experimento anterior. Tras el revelado con la sonda “A454” observamos
unicamente la presencia de la banda parental de 5.7 kb, lo que significa que el

“insulator” 5'cHS4 dejo de ser hipersensible al corte por la DNasa |. Resulta

importante recalcar que inclusive en el rango de concentraciones mas elevadas no

fue posible observar el sitio de hipersensibilidad (Fig. 34 y 35).

H D3 USF 1 Kd PARENTAL 5746 pb
3 BamHI BamHI
2 HSB-HSA’ 5 cHS4
S HSA LCR.
Unidades Dnasa |
S Ao 3RS SJE)A
i T PARENTAL5.7kb 4: o I

Dominio B-globina

—

2366 pb perdida del SH

3000pb

2000pb

Figura 34. Ensayo de Hipersensibilidad al corte por la DNasa | en células HD3 kdUSF1. En el ensayo
anterior la hipersensibilidad a la DNasa | aparece a 9 U/1x10° nacleos, carril 7 (Fig. 4). Este ensayo es
representativo de dos experimentos independientes.
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LAVADO

RE-HIBRIDADO

PARENTAL 3.0 kb

Figura 35. Comparacion del Ensayo de Hipersensibilidad al corte por la DNasa | en células HD3 y
HD3USF1kd. Observacion de la pérdida de 5'cHS4. Se muestra el control de corte por la DNasa | utilizando la
sonda 512 del dominio a-globina de pollo que revela un parental de 3 kb. Se muestra un esquema de la regién
gendmica analizada.

Con base en este resultado decidimos realizar una digestién gendmica distinta
utilizando la enzima Kpnl que permite evidenciar una banda parental de 13.5 kb en
donde se incluyen (Fig. 36) las hipersensibilidades del LCR (HS3-1), las cuales se
encuentran alejadas en relacion al “insulator’, para observar si éstas fueron
afectadas también (Fig. 36). Hemos establecido las condiciones experimentales
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que nos permitiran demostrar la presencia o ausencia de las hipersensibilidades
correspondientes al “insulator” 5'cHS4 y al LCR (HS3-1) del ensayo con la
digestion genomica Kpnl. Este sistema experimental nos permitira abordar nuevas
e interesantes preguntas. Por ejemplo, el proceso de propagacion de la

heterocromatina aledafia al dominio B-globina de pollo.

Unidades de DNasal

PARENTAL 13.5 kb

3

2 |CcR
1

Parental Kpnl ~13.5 Kb.

HSB-HSA’ 5°cHS4
HSA LOR
~SFRNYTEE TETEE R FI B Y

Figura 36.Ensayo de Hipersensibilidad al corte por la DNasa | en células HD3 utilizando una digestién
genémica con la endonucleasa Kpnl que abarca una regién de 13.5 kb. Observacion de 5'cHS4, y tres
hipersensibilidades correspondientes a la regiéon controladora del locus (LCR) del dominio -globina de pollo.
Se presenta el esquema de la regién genoémica analizada.
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