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4.  RESUMEN. 
 

La desmetilasa histonas KDM4A remueve los grupos metilo de las modificaciones 

postraduccionales de las histonas, H3K9me3 y H3K36me3, las cuales son marcas epigenéticas 

asociadas con el silenciamiento génico y la elongación de la transcripción por la RNA 

polimerasa II, respectivamente. Diversos estudios reportan que KDM4A se sobreexpresa en 

diferentes tipos de cáncer y afecta la expresión de múltiples genes blanco, entre ellos, CHD5. 

KDM4A se localiza en el primer intrón de CHD5, y su disociación aumenta la expresión de 

CHD5. Ensayos in vitro mostraron que la desmetilación mediada por KDM4A aumenta en 

presencia de CTCF, lo que sugiere que CTCF podría aumentar su actividad enzimática in vivo, 

sin embargo, el mecanismo específico por el cual CTCF y KDM4A están implicadas en la 

regulación de CHD5 es poco conocido. En este trabajo mostramos que CTCF y KDM4A forman 

un complejo proteico que se recluta en el primer intrón de CHD5. Esto correlacionó con una 

disminución en las marcas de histonas H3K36me3 y H3K36me2, a su vez, esta disminución, 

se asoció con la reducción de los niveles de mRNA de CHD5. El "knockdown" de CTCF o 

KDM4A mediado por siRNAs, desencadenó la reactivación de la expresión de CHD5, lo cual 

sugiere que ambas proteínas están involucradas en la regulación negativa de este gen. 

Localmente, el "knockout" de KDM4A mediado por CRISPR/Cas9 restauró la expresión de 

CHD5 así como las marcas de histonas H3K36me3 y H3K36me2 en el primer intrón de CHD5. 

Globalmente, el “knockotut” de KDM4A también afectó los niveles totales de H3K36me3 y 

H3K36me2. Finalmente, al realizar ensayos ChIP-seq y ChIP-Re-ChIP-seq, encontramos que 

CTCF y KDM4A coexisten en nueve sitios a lo largo de CHD5.  

Nuestros hallazgos proponen un nuevo mecanismo de represión epigenética en el 

cuerpo del gen que no implica el silenciamiento del promotor. 
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5.  ABSTRACT. 

 
The histone demethylase KDM4A is involved in H3K9me3 and H3K36me3 

demethylation, which are epigenetic modifications related to gene silencing and transcription 

elongation, respectively. KDM4A is abnormally expressed in cancer, affecting the expression of 

multiple target genes, such as CHD5. The KDMA4 enzyme localizes at the first intron of CHD5, 

and the dissociation of this protein increases CHD5 expression. Additionally, in vitro assays 

showed that KDM4A-mediated demethylation is enhanced by the presence of CTCF, 

suggesting that CTCF could increase its enzymatic activity in vivo, however, the specific 

mechanism by which CTCF and KDM4A might be involved in the CHD5 regulation is poorly 

understood. In this work, we show that CTCF and KDM4A form a protein complex, which is 

recruited to the first intron of CHD5, a fact that is correlated with a decrease in H3K36me3 and 

H3K36me2 histone marks and transcriptional downregulation. The depletion of CTCF or 

KDM4A mediated by siRNAs, triggered the reactivation of CHD5 expression, suggesting that 

both proteins are involved in the negative regulation of this gene. Locally, the knockout of 

KDM4A mediated by CRISPR/Cas9 restored CHD5 expression and H3K36me3, and 

H3K36me2 histone marks. Globally, the knockout of KDM4A also affected the total levels of 

H3K36me3 and H3K36me2. Finally, by performing ChIP-seq and ChIP-Re-ChIP-seq assays, 

we found that CTCF and KDM4A coexist in nine sites along CHD5.  

Our findings propose a novel epigenetic mechanism of repression at the gene body that 

does not involve promoter silencing. 
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6.  INTRODUCCIÓN. 

 
6.1  LA ESTRUCTURA DE LA CROMATINA Y LA REGULACIÓN 

TRANSCRIPCIONAL. 
El DNA de eucariontes está empacado en un complejo formado por proteínas y RNA 

conocido como cromatina, la unidad fundamental de este complejo es el nucleosoma, el cual 

se encuentra conformado por 165 pares de bases (pb) enrolladas alrededor de un octámero de 

histonas (H2A, H2B, H3 y H4, un par de cada una) (revisado en Felsenfeld y Groudine, 2003; 

Travers et al., 2012). La cromatina se puede estructurar en una fibra más compacta de 30 nm 

de diámetro conocida como solenoide, el cual, se estabiliza por la unión de la histona H1. A 

este nivel se forma la heterocromatina (revisado en Luger y Hansen, 2005). 

La organización del genoma en cromatina tiene repercusiones directas en la actividad 

transcripcional, siendo necesaria la reestructuración de la cromatina con el fin de expresar 

genes específicos en un tiempo y espacio bien definido. Las proteínas responsables de llevar 

a cabo el remodelaje de la cromatina contribuyen a la realización de diversos procesos 

epigenéticos. (revisado en Kim y Kaang, 2017). Las modificaciones en la arquitectura de la 

cromatina son reguladas por distintos mecanismos epigenéticos, entre ellos, la metilación del 

DNA, ciertos RNAs no codificantes, las variantes de histonas y las modificaciones 

postraduccionales de las histonas (MPT).  

 

6.2  LAS MODIFICACIONES POSTRADUCCIONALES DE LAS HISTONAS. 
Las MPT de las histonas funcionan como señales altamente específicas para la 

regulación transcripcional (revisado en Felsenfeld y Groudine, 2003; Li et al., 2007). Los 

nucleosomas y las histonas que los conforman son blancos de múltiples modificaciones 

epigenéticas, las cuales al ser reconocidas por diversos complejos proteicos regulan la 

relajación o compactación de la cromatina. Entre los cambios bioquímicos que presentan las 

histonas se encuentran: la ADP-ribosilación, la metilación de lisinas y argininas, la fosforilación 

de serinas y treoninas, la ubiquitinación, la SUMOilación y la acetilación de lisinas, entre otras 

(revisado en Rando, 2012). 

Una modificación extensamente estudiada es la acetilación de histonas, la cual es un 

proceso dinámico controlado por la actividad enzimática de acetiltransferasas (HAT, “Histone 

acetyltransferases”) y desacetilasas (HDAC, “Histone Deacetylases”); estas modificaciones 

provocan la neutralización de cargas en las histonas lo cual resulta en la relajación de la 

cromatina (revisado en Bannister y Kouzarides, 2011; Peserico y Simone, 2011). 
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Se ha sugerido que la unión de algunas proteínas lectoras es influenciada por las 

modificaciones epigenéticas adyacentes, un ejemplo de este fenómeno es la interferencia de la 

fosforilación de la serina 10 de la histona tres, debido al proceso de metilación de la lisina nueve 

de la histona tres (Rea et al., 2000). 

Otra modificación ampliamente estudiada, es la metilación de lisinas de las histonas, 

esta modificación epigenética puede ser reconocida por al menos 4 dominios proteicos: i) 

cromodominio, ii) dominios tipo TUDOR, iii) dominios PHD y iv) dominios WD40; por lo que las 

proteínas que contienen estos dominios son reclutadas de manera específica por las lisinas 

metiladas. Particularmente, las lisinas pueden presentar distinto grado de metilación, mono-, 

di- o trimetilación (revisado en Bannister et al., 2002).  

Los complejos modificadores que introducen las MPT en las histonas son conocidos 

como escritores (“writers”), las proteínas que contienen dominios especializados que identifican 

e interpretan estas modificaciones se conocen como lectoras (“readers”) y las enzimas 

encargadas eliminar las modificaciones se llaman borradores (“erasers”) (revisado en Biswas 

y Rao, 2018). 

Anteriormente, se pensaba que la metilación de histonas constituía un mecanismo de 

modificación bioquímica estable e irreversible ya que la vida media de las histonas canónicas 

e histonas metiladas es muy similar (Byvoet et al., 1972), sin embargo, desde la década de 

1960 hasta la fecha la búsqueda de proteínas que tuvieran la capacidad de desmetilar residuos 

de lisinas metiladas, ha permitido la identificación y caracterización funcional de poco más de 

20 enzimas capaces de remover esta modificación química covalente (revisado en Guerra-

Calderas et al., 2015) Figura 1.  

Figura 1: “Writers”, “readers” y “erasers” de las MPT de las histonas. 

Representación esquemática del DNA (cinta negra) enrollado alrededor de los octámeros de histonas. Cada 

octámero se compone de dos copias de cada una de las cuatro proteínas histonas, H2A, H2B, H3 y H4 alrededor 

H2B

H4H2A

H3

H2B

H4H2A

H3

H2B

H4H2A

H3

A B C
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de las cuales se enrollan ~ 147 pb de DNA. Las regiones amino-terminales de las proteínas histonas sobresalen 

del núcleo octamérico y son los sitios de modificaciones covalentes como la acetilación, metilación, fosforilación y 

ubiquitinación entre otras, (circulo azul). (A) La ganancia de modificaciones covalentes es catalizada por enzimas 

modificadoras de histonas, “writers”. (B) Los “readers” reconocen modificaciones específicas y, al hacerlo, ayudan 

al ensamblaje de complejos de remodelación de cromatina entre otras cosas, y (C) los “erasers” catalizan la 

eliminación de modificaciones covalentes. 

 

6.3  LAS DESMETILASAS DE HISTONAS. 
Paik y colaboradores (1964), reportaron una enzima que podía desmetilar lisinas mono- 

y dimetiladas (Kim et al., 1964). Años más tarde el mismo grupo de investigación purificó 

parcialmente una proteína que podía desmetilar residuos de histonas (Paik y Kim, 1973, 1974). 

No obstante, la identidad molecular de esta enzima permaneció poco clara durante varias 

décadas. 

Fue hasta el 2004 cuando el grupo de Yang Shi identificó y caracterizó la primera 

desmetilasa de histonas, LSD1 (“Lysine Specific Demethylase 1”) (Shi et al. 2004), después se 

renombró como KDM1A (“Lysine Demethylase 1A”) (revisado en Allis et al., 2007). Esta enzima 

remueve el grupo metilo de las lisinas cuatro y nueve de la histona tres (H3K4me2, H3K4me1, 

H3K9me2 y H3K9me1) mediante una reacción de oxidación, lo cual sugiere que KDM1A es 

relevante en el dinamismo de las MPT y por lo tanto en la transcripción génica (Metzger et al., 

2005; Shi et al., 2004). 

Actualmente, la desmetilación de las lisinas que se encuentran en las histonas es llevada 

a cabo por dos familias de enzimas, las amino oxidasas y las oxigenasas, los dominios 

proteicos de cada familia se enlistan en la Tabla 1. La primera familia realiza la desmetilación 

de residuos mono y dimetilados, utilizando FAD como aceptor de electrones (Anand and 

Marmorstein, 2007; Shi et al., 2004). La segunda familia puede desmetilar residuos mono, di y 

trimetilados, donde las oxigenasas utilizan como co-sustratos O2 y α- cetoglutarato (Anand and 

Marmorstein, 2007; Whetstine et al., 2006). 
Tabla 1: Estructura proteica de las desmetilasas de histonas. 

Representación esquemática del las distintas desmetilasas de histonas conocidas hasta la fecha agrupadas por 

familia y subfamilia, se enfatiza en los dominios proteicos que las conforman. AOL-N, región amino terminal que 

contiene el dominio amino-oxidasa-like; AOL-C, región carboxilo terminal que contiene el dominio amino-oxidasa-

like; N-term, región amino terminal; SWIRM, SWI3p, Rsc8p, and Moira; ARID, AT-Rich Interaction Domain; 

C5HC2-ZF, dedo de Zinc de tipo C5HC2; CXXC-ZF, CXXC, dedo de Zinc de tipo CXXC; FBox, dominio con una 

caja F; JmjC, Jumonji C Domain; JmjN, Jumonji N Domain; LRR, Leucine-Rich Repeat; TPR, Tetratricopeptide 

Repeat; Tudor, dominio tipo Tudor; PHD, Plant Homeodomain. 
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6.4  ESTRUCTURA PROTEICA Y MECANISMO DE DESMETILACIÓN DE LA 
DESMETILASA DE HISTONAS KDM4A. 

La desmetilasa de histonas KDM4A, pertenece a la familia de las oxigenasas y a la 

subfamilia KDM4 (anteriormente JMJD2); fue la primera enzima reportada que desmetila 

residuos trimetilados. KDM4A contiene un dominio Jmj-C y un dominio Jmj-N, que constituyen 

su sitio catalítico compuesto, así como dos dominios PHD y dos dominios híbridos tipo TUDOR 

(Figura 2A) (Couture et al., 2007; Patel y Wang, 2013) . La función de los dominios PHD de KDM4A 

aún no se ha elucidado (revisado en Berry y Janknecht, 2013), en contraste con los dominios 

tipo PHD que están contenidos en otras proteínas. Los dominios híbridos tipo TUDOR forman 

una estructura bilobulada, donde cada lóbulo asemeja un dominio TUDOR canónico. Estos 

dominios se estructuran por el intercambio de las cadenas ß3 y ß4 y debido a esto, el segundo 

dominio posee un mayor potencial electronegativo comparado con el primero (Chen et al., 

2006; Whetstine et al., 2006). Los dominios TUDOR de KDM4A reconocen, se unen pero no 

desmetilan a H3K4me3 y H4K20me2/3, debido a esto, se propone que KDM4A puede 

reconocer diversas regiones en la cromatina (Lee et al., 2008). Estudios in vitro revelaron que 

KDM4A desmetila a los residuos H3K9me3, H3K9me2 y H3K36me3 (Klose et al., 2006), sin 

embargo in vivo KDM4A no puede desmetilar residuos dimetilados y monometilados y presenta 

mayor afinidad hacia H3K9me3 que hacia H3K36me3 (Whetstine et al., 2006). La especificidad 

de KDM4A es la capacidad de diferenciar sustratos que tienen características semejantes. La 

capacidad de KDM4A de reconocer dos regiones con secuencias distintas de aminoácidos, se 

explica debido a que los residuos N-terminales de H3K9me3 y H3K36me3 comparten una 

conformación estereoquímica similar y ambos péptidos se unen en la misma dirección dentro 

del sitio de unión al sustrato en la desmetilasa, permitiendo que la trimetil-lisina se deposite en 

el sitio catalítico, el cual contiene un átomo de Fe que es fundamental para la actividad catalítica 

de la enzima (Klose et al., 2006; Yamane et al., 2006). 

El mecanismo de reacción propuesto es muy similar al que llevan a cabo las ferro-

hidroxilasas dependientes de α-cetoglutarato (Hausinger, 2004), el cual consta de cinco pasos 

que a continuación se describen (Figura 2B): El átomo de Fe activo, se encuentra en un estado 

de oxidación +dos y está coordinado por dos residuos de histidina, uno de glutamato y tres 

moléculas de agua [I]. Inicialmente, el α-cetoglutarato y el oxígeno son coordinados en el ion 

Fe2+, lo que conlleva el desplazamiento de las moléculas de agua [II], después ocurre la 

transferencia de un solo electrón desde el Fe2+ hacia el oxígeno, generándose un radical 

peróxido. Este radical ataca al α-cetoglutarato y genera un anhídrido mixto que está unido al 
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Fe3+-radical hidroxilo [III]; entonces el radical hidroxilo, altamente reactivo, es capaz de activar 

el enlace C-H del grupo metilo que se encuentra en la trimetil-lisina mediante la sustracción de 

un protón y la transferencia del grupo OH- al átomo de carbono del grupo metilo formándose 

una hidroximetil-lisina [IV]. La reacción de desmetilación procede con la pérdida espontánea de 

formaldehído de la hidroximetil-lisina, debido a que el grupo carbonilo es un buen grupo saliente 

[V]. Dado que la transferencia de OH- deja una brecha en la esfera de coordinación del Fe2+, 

se provoca la ruptura del anhídrido mixto que se disocia en succinato y CO2 como 

subproductos, y la unión de tres moléculas de agua al Fe2+ regenera el sitio catalítico original 

(Figura 2B) (Hausinger, 2004). 

 

Figura 2: Estructura y mecanismo de desmetilación de la enzima KDM4A. 
(A) La proteína KDM4A consiste en 1064 residuos de aminoácidos (a.a.), los cuales se conforman en diferentes 

dominios, un dominio Jmj-N (en verde) abarca de los 14 al 56 a.a, un dominio Jmj-C (en rojo) el cual ocupa los 

Jmj-N Jmj-C PHD TudorPHD Tudor
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142-308 a.a, dos dominios PHD (en café) los cuales abarcan del 709 al 767 a.a y del 829 al 885 a.a, y dos dominios 

híbridos tipo TUDOR (en morado), los cuales ocupan los 897-1011 a.a respectivamente. (B) El mecanismo de 

reacción propuesto es muy similar al que lleven a cabo las ferro-hidroxilasas dependientes de α- cetoglutarato, se 

puede dividir en cinco pasos, primeramente el átomo de Fe se encuentra coordinado por dos residuos de histidina, 

uno de glutamina y tres moléculas de agua, posteriormente se activa el Fe mediante la coordinación del α-

cetoglutarato y oxígeno molecular (II), a continuación se transfiere un electrón del Fe2+ al oxígeno molecular y se 

forma un radical (III), después, la trimetil-lisina es atacada por este radical lo cual, resulta en la hidroxilación de un 

grupo metilo (IV), después, se pierde espontáneamente el grupo carbonilo (V), finalmente se regenera el sitio 

catalítico de la enzima mediante la coordinación de tres moléculas de agua al ion Fe2+ (Hausinger et al. 2004). Las 

estructuras fueron elaboradas con el programa ChemSketch.Ink de ACDLABS FREEWARE (revisado en Guerra-

Calderas et al., 2015). 

Debido a la actividad catalítica de KDM4A, su estructura y capacidad de reconocer 

distintas modificaciones epigenéticas en la cromatina, se han asociado diversas funciones a 

esta proteína, algunas de las cuales se describen a continuación. 

 

6.5  FUNCIONES DE LA DESMETILASA DE HISTONAS KDM4A. 
En Caenorhabditis elegans (C. elegans), KDM4A se involucra en la disminución de 

H3K36me3 en el cromosoma X (revisado en Guerra-Calderas et al., 2015). KDM4A también 

está implicada en la represión génica d’e ASCL2 (“Achaete-Scute Complex Homolog 2”), ya que 

actúa como co-factor del co-represor N-CoR, para lo cual requiere de su actividad de 

desmetilasa (revisado en Klose y Zhang, 2007; Zhang et al., 2005). Así mismo, KDM4A también 

se asocia con desacetilasas de histonas y la proteína de retinoblastoma, pRb, para reprimir los 

promotores regulados por E2F, pero en este caso el papel de KDM4A como desmetilasa no 

se ha estudiado (Gray et  a l . ,  2005) .Durante el desarrol lo,  se observó que  KDM4A 

coactiva a NANOG en células troncales (Loh et al., 2007) y la isoforma ΔN-KDM4A, la cual 

carece de la región amino terminal, lleva a cabo la desmetilación de H3K9me3 del promotor de 

Myog, durante la diferenciación del músculo esquelético de mioblastos a miotubos (Verrier et 

al., 2011), estos resultados proponen que KDM4A junto con sus isoformas pueden tener una 

función importante en la regulación de la expresión de distintos genes.  

La sobreexpresión de KDM4A en células humanas, se asocia con un relajamiento de la 

estructura de la cromatina y favorece un paso más rápido por la fase S. Por el contrario, 

mutaciones en el gen que codifica para la proteína ortóloga en C. elegans conduce al aumento 

en el tiempo de réplicación y del daño al DNA e induce la muerte celular programada 

dependiente de p53 (Black et al., 2010; Whetstine et al., 2006). Los niveles de KDM4A son 

dependientes del ciclo celular, además reportes indican que KDM4A antagoniza con las funciones 

de HP1γ (“Heterocromatin Protein 1 gamma”). Estos resultados sugieren un modelo en el 
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KDM4A regula la replicación del DNA ya que controla la accesibilidad de la cromatina (Black et 

al., 2010). 

KDM4A tiene un papel relevante durante el desarrollo, sin embargo múltiples estudios reportan que 

la expresión aberrante de KDM4A se relaciona con insuficiencia cardíaca, hipertrofia cardíaca, la progresión 

de infecciones virales, así como con trastornos como la alopecia areata y con el desarrollo de diversos tipos 

de cáncer (revisado en Labbé et al., 2013).  

 
6.6  EL PAPEL DE KDM4A EN EL DESARROLLO DE CÁNCER. 

El patrón de expresión de KDM4A está alterado en múltiples tipos de cáncer los cuales 

se resumen en la Tabla 2. Particularmente profundizaremos en el papel de KDM4A en cáncer 

de pulmón y de mama. 

 
Tabla 2: Participación de la desmetilasa de histonas KDM4A en diversos tipos de cáncer. 

Las flechas hacia arriba significan que hay un aumento en los niveles de esta enzima a nivel proteico. Las flechas 

hacia abajo significan que hay una disminución de los niveles de esta desmetilasa a nivel proteína. 
Tipo de cáncer Abundancia 

de KDM4A 
Parámetro clínico asociado Referencias 

Próstata  Promueve el inicio del cáncer de 

próstata. 

(Kim et al., 2012a, 2016; 

Li et al., 2018; Shin y 

Janknecht, 2007). 

Colorrectal  Promueve la proliferación de las células 

de cáncer de colon. 

(Kim et al., 2012b). 

Carcinoma de 
células escamosas 
de cabeza y cuello 

 Poca sobrevivencia global. (Ding et al., 2013; Jin et 

al., 2017). 

 

Vejiga  Participa en etapas tempranas de la 

carcinogénesis del cáncer de vejiga. 

(Kogure et al., 2013) 

Vejiga  La pérdida de KDM4A correlaciona con 

pobre pronóstico. 

(Kauffman et al., 2011) 

Pulmón  La sobree 

xpresión de KDM4A en NSCLC se 

considera un evento temprano en la 

carcinogénesis de pulmón. 

(Kogure et al., 2013; 

Mallette y Richard, 2012) 

Mama  Progresión tumoral. (Berry et al., 2012; Li et 

al., 2014; Metzger et al., 

2017) 
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6.6.1  Cáncer de pulmón. 

Dos reportes independientes observaron la presencia nuclear de KDM4A en carcinomas 

pulmonares y carcinomas de células no pequeñas NSCLC (“Non- Small Cell Lung Carcinoma”), 

mientras que no se detectó KDM4A en tejido pulmonar histológicamente normal. En estos 

trabajos no se estableció la relación entre la abundancia de KDM4A y el pronóstico de los 

pacientes (Mallette y Richard 2012; Kogure et al. 2013). El grupo de Hamamoto, no encontró 

diferencias significativas de la expresión de KDM4A en tumores de distinto grado, lo cual puede 

sugerir que la sobreexpresión de KDM4A en NSCLC pudiera considerarse un evento temprano 

en la carcinogénesis de este tipo de tumores (Kogure et al. 2013).  

Mallette y colaboradores (2012) observaron que KDM4A se sobreexpresa en líneas 

celulares neoplásicas de pulmón de modelos murinos y también células derivadas de humano. 

Entre las células que sobreexpresan a KDM4A está la línea celular A549 y cuando en estas 

células se abate a KDM4A, se induce la senescencia (Mallette y Richard 2012). Por medio de 

ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina y microarreglos (técnica conocida como ChIP-

on-ChIP), se identificó que CHD5 es un blanco génico de KDM4A (Mallette y Richard, 2012). 

CHD5 se involucra en la ruta de ubiquitinación de p53. En este sentido, se ha reportado que 

CHD5 regula de manera positiva a p19Arf, el cuál codifica para una proteína que secuestra a 

Mdm2 (Murine doble minute 2), la función de Mdm2 es ubiquitinar a p53 para su posterior 

degradación. Por lo que, la deficiencia de p19Arf y de CHD5 compromete a p53 y sus funciones 

cómo supresor de tumores e inductor de senescencia (Bagchi et al., 2007; Serrano et al., 1997). 

Se observó que KDM4A se localiza en la región situada a +741 pb con respecto al TSS CHD5. 

El aumento de los niveles de KDM4A conduce a una reducción del transcrito y la proteína de 

CHD5, por el contrario, el abatimiento de KDM4A, aumenta los niveles de CHD5, Los resultados 

obtenidos por este grupo de investigación proponen que el aumento de los niveles de KDM4A 

en cáncer pulmonar puede cooperar con otros factores en promover la transformación celular, 

bloquea la senescencia dependiente de p53 vía CHD5 (Mallette y Richard 2012).

 

6.6.2  Cáncer de mama. 
La sobreexpresión de KDM4A en cáncer de mama de tipo lobulillar, ductal y en tumores 

triple negativo se relaciona con la pérdida de H3K9me3, la cual en condiciones normales se 

encuentra enriquecida en la región pericentromérica. Este fenómeno contribuye al desarrollo 

de aneuploidías e inestabilidad cromosómica en tumores sólidos y, por tanto, a la progresión 

tumoral (Slee et al. 2012).  



 
 

 
21 

Se observaron diferencias significativas en la abundancia de KDM4A en tejido neoplásico 

comparado con tejido no neoplásico de mama, donde estas diferencias se asocian con 

parámetros patológicos y clínicos (Patani et al. 2011).  

El abatimiento de KDM4A mediante la transfección de siRNAs en líneas celulares derivadas 

de cáncer de mama, reduce la proliferación, invasión y migración (Li et al. 2011; 2012). No 

obstante, el papel de KDM4A en el desarrollo de cáncer de mama, permanece poco claro. Un 

estudio encontró que KDM4A funciona como un co-activador del ER (“Estrogen Receptor”) 

debido a que forman el complejo, KDM4A-ER. Este estudio encontró que la sobreexpresión de 

KDM4A deriva en un incremento de la transcripción dependiente de estrógenos, mientras que 

su abatimiento, disminuye la transcripción de los genes blanco del ER (Berry et al. 2012). La 

disminución de KDM4A redujo la expresión del gen que codifica para la ciclina D1, CCND1, 

gen que se sobreexpresa en tumores mamarios y cuya transcripción se induce por estradiol en 

células de cáncer de mama cuya transcripción se induce por estradiol en células de cáncer de 

mama (Altucci et al.1996; Cicatiello et al. 2004). Por otra parte, la expresión de JUN, la cual es 

independiente de señalización hormonal, también se ve disminuida después del abatimiento de 

KDM4A. JUN tiene funciones importantes en tejidos cancerosos, su sobreexpresión estimula 

la invasión, la migración y la formación de tumores y su inactivación causa la interrupción del 

ciclo celular (Berry et al. 2012). En conjunto, estos datos sugieren que KDM4A puede regular 

el crecimiento y proliferación de las células de cáncer de mama al promover la expresión de al 

menos dos oncogenes, JUN y CCND1 (Berry et al. 2012). Otro reporte encontró correlación 

entre la expresión de KDM4A y los niveles de ARHI (“Aplasia Ras Homolog member I”) y ER, 

tanto a nivel mRNA como proteína. Así mismo, la abundancia de KDM4A fue mayor en 

muestras de carcinoma ductal infiltrante comparadas con muestras de fibroadenoma. Los 

resultados proponen a KDM4A como un posible blanco diagnóstico y terapéutico en el cáncer 

de mama humano (Li et al., 2013). Aunado a este estudio se suma otro llevado a cabo en el 

2014, el cual encontró que KDM4A se encuentra sobreexpresado cáncer de mama y se 

correlacionó positivamente con la progresión del tumor. El abatimiento de KDM4A incrementó 

la expresión de ARHI, mientras que la sobreexpresión de KDM4A disminuyó la expresión de 

ARHI tanto a nivel proteína como mRNA. Además, los factores de transcripción E2F y las 

desacetilasas histonas están involucradas en la represión transcripcional de ARHI por KDM4A. 

También se encontró que el comportamiento agresivo dependiente de KDM4A en el cáncer de 

mama pudo revertirse mediante la re-expresión de ARHI in vitro e in vivo (Li et al., 2014). 

KDM4A coactiva genes dependientes e independientes de la señalización hormonal y 

regula el crecimiento celular ya que controla la expresión de al menos dos oncogenes CCND1 

y C-JUN. La participación de KDM4A en el cáncer de mama puede ser más compleja de lo que 
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originalmente se creía. La literatura sugiere que KDM4A puede participar en el diagnóstico del 

cáncer y como un blanco terapéutico. 

 

6.7  EL GEN CHD5. 

CHD5 está localizado en el cromosoma 1 en el locus 1p36.31, codifica para una enzima, 

CHD5 (“Chromodomain Helicase DNA-binding protein 5”) que pertenece a la familia de las 

helicasas (Thompson et al., 2003). CHD5 está conformada por dos dominios PHD, dos 

cromodominios, un dominio con actividad de helicasa y un dominio de unión a DNA, el cual se 

encuentra conservado dicha familia de enzimas (Thompson et al., 2003). CHD5 es el quinto 

miembro de una familia de proteínas remodeladoras de la cromatina. Algunas evidencias 

sugieren que CHD5 puede formar un complejo con NuRD (“Nucleosome Remodeling and 

Deacetylation”), el cual regula la transcripción de genes específicos como WEE1 (“Wee1-Like 

Protein Kinase”), en células derivadas de neuroblastoma. CHD5 se expresa en el sistema 

nervioso, principalmente en cerebro y cerebelo, así como en los testículos. CHD5 codifica para 

una proteína que funciona como supresora de tumores, ya que controla la proliferación, 

apoptosis y senescencia celular por la vía de p19Arf/p53 (Bagchi et al., 2007; Serrano et al., 

1997), CHD5 regula positivamente a p19Arf, el cual codifica para una proteína que secuestra a 

MDM2 (“Murine Doble Minute 2”), cuya función es ubiquitinar a p53 para su posterior 

degradación. Por esta razón la deficiencia de p19Arf y CHD5 compromete a p53 y sus funciones 

como supresor de tumores e inductor de senescencia (Bagchi et al., 2007; Serrano et al., 1997).  

El promotor de CHD5 se encuentra embebido en una isla CpG de alta densidad (HCP, 

“High CpG Promoter”), la cual contiene aproximadamente 180 CpGs. Los promotores inmersos 

en HCP se inactivan a través de la hipermetilación del DNA y el enriquecimiento de las 

modificaciones postraduccionales asociadas con represión como H3K9me3 y H3K27me3. Tal 

es el caso del miR-125b1 (Soto-Reyes et al., 2012), mientras que los promotores embebidos 

en islas de baja densidad CpG (LCP, “Low CpG Promoter”) no son inactivados por la 

hipermetilación del DNA sino por las modificaciones postraduccionales de las histonas (Weber 

et al., 2007). 

CHD5 se inactiva en varios tipos de cáncer, entre ellos el cáncer de mama tanto ductal, 

lobulillar y triple negativo (Mulero-Navarro y Esteller, 2008). Hasta ahora se han identificado 

dos mecanismos de inactivación de CHD5: el primero consiste en un proceso genético basado 

en la deleción del gen en neuroblastomas (Bello et al., 1995; Law et al., 2005) y el segundo 

mecanismo consiste en la hipermetilación del DNA del promotor, la cual se presenta en gliomas 

y cáncer colorrectal (Fatemi et al., 2014; Mulero-Navarro y Esteller, 2008). En el cáncer de 
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mama, la hipermetilación del DNA del promotor de esta helicasa es específica de cierto tipo de 

tumores (Mulero-Navarro y Esteller, 2008). 

La menor abundancia de CHD5 en tumores mamarios en comparación con tejido 

mamario histológicamente normal, se relaciona con el desarrollo y progresión del cáncer de 

mama (Mulero-Navarro y Esteller, 2008). Este fenómeno también se observa en las líneas 

celulares derivadas de cáncer de mama, MDA-MB-231 y MCF7, las cuales no presentan la 

deleción del gen y solo se detectó la hipermetilación del promotor en células MDA-MB-231. Sin 

embargo, cuando estas células se tratan con 5-aza- 2-deoxicitidina, fármaco que inhibe la 

metilación del DNA, no se observa la reactivación completa de la expresión de CHD5 (Mulero-

Navarro y Esteller, 2008), lo que sugiere que la presencia de otros mecanismos epigenéticos 

de inactivación de CHD5 que no dependen exclusivamente del inicio de la transcripción. 

Por medio de ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina y microarreglos (técnica 
conocida como ChIP-on-ChIP), se identificó que CHD5 es un blanco de KDM4A (Mallette y 

Richard, 2012). En este estudio se observó que KDM4A se localiza en la región situada a +741 

pb con respecto al TSS, región que se encuentra dentro del primer intrón de este gen (Figura 

3A) (Mallette y Richard, 2012). El aumento de KDM4A conduce a una reducción del transcrito 

y la proteína de CHD5, mientras que, el abatimiento de KDM4A, aumenta los niveles de CHD5 

(Figura 3A, 3B y 3C) y desencadena la senescencia en la línea celular de cáncer de pulmón 

A549 (Fig. 3B, 3C, 3D, 3E) (Mallette y Richard, 2012).  
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Figura 3: Papel de KDM4A en la regulación de CHD5. 

(A) Inmunoprecipitación de la cromatina evaluada por qPCR cuantitativo (qPCR) donde se observa que KDM4A 

se localiza a la región +741 de CHD5. (B) Evaluación de la expresión de CHD5 por qPCR en la cual se demuestra 

que el abatimiento de KDM4A conlleva a un aumento de la expresión de este gen. (C) Evaluación de la abundancia 

de CHD5 y KDM4A por análisis de tipo Western se muestra la presencia de CHD5 y KDM4A, post- transfección 

de si-GFP y siKDM4A (modificado de Mallette y Richard, 2012). (D) Esquema de la unión y efecto de KDM4A 

sobre CHD5. KDM4A tiene un efecto negativo en la transcripción de CHD5, y (E) Esquema de la unión y efecto 

de KDM4A sobre CHD5, después del abatimiento de KDM4A mediante un RNA de interferencia, se observa que 

la expresión de CHD5 aumenta. 

Estos hallazgos sugieren que la regulación negativa de CHD5 está dada por 

mecanismos diferentes a la metilación del DNA en el promotor y a la deleción del gen. 

 

6.8  PARTICIPACIÓN DE H3K36me3 EN LA REGULACIÓN DE LA 
TRANSCRIPCIÓN. 

Un mecanismo alterno de regulación negativa de CHD5, diferente a la metilación del 

DNA en el promotor, puede estar mediado por la pérdida de la marca histónica H3K36me3, la 

cual, se establece por la enzima Set2. Esta modificación postraduccional es importante ya que 

se encuentra asociada con el proceso de elongación de la transcripción por RNA polimerasa II 

(revisado en Li et al., 2007; Vavouri y Lehner, 2012). La presencia de H3K36me3 en el cuerpo 

de los genes correlaciona con el aumento en la procesividad y los niveles de transcripción de 

la RNA polimerasa II. Por el contrario, cuando la H3K36me2 está presente en el cuerpo de los 

genes se relaciona con la disminución de procesividad de la RNA polimerasa II y de los niveles 

de expresión (Fong et al., 2017). Tal es el caso de GFAP (“Glial Fibrillary Acid Protein”) 
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(Cascante et al., 2014). Por otra parte, se reportó que en pez cebra la marca H3K36me3 esta 

enriquecida en el extremo 3' de los genes activamente transcritos, aunque, también se encontró 

esta modificación en los promotores de genes silenciados que regulan el proceso de 

espermatogénesis (Wu et al., 2011). Otros estudios realizados en levadura mostraron que Set2, 

enzima responsable de las tres formas de metilación de H3K36, se encuentra acoplada al 

proceso de elongación de la transcripción. Set2 se asocia la RNA polimerasa II (revisado en Li et 

al., 2007; Vavouri y Lehner, 2012). Esta interacción, se encuentra mediada por los residuos 

fosforilados, en específico la serina 2 del CTD (“Carboxy-Terminal Domain”) de la subunidad 

grande de la RNA polimerasa II, RBP1, la cual es característica del proceso de elongación de 

la transcripción por la RNA polimerasa II. Se ha sugerido que la proteína SET2 humana también 

se pueden unir a la RNA polimerasa II y metilar a H3K36 (revisado en Wagner y Carpenter, 

2012). 

Estudios recientes mostraron que KDM4A desmetila a H3K36me3 y provoca la pérdida 

de reclutamiento de la RNA polimerasa II en regiones exónicas de GFAP. Al controlar la 

elongación de la transcripción por la RNA polimerasa II, KDM4A regula la diferenciación de los 

astrocitos (Cascante et al., 2014). El nivel de metilación de H3K36 puede regular el inicio y la 

elongación de la transcripción de LBP (“Lipopolysaccharide-Binding Protein”) que es un 

regulador negativo de la diferenciación de adipocitos y ayuda a la diferenciación a osteoblastos. 

Estos hallazgos sugieren que la H3K36me3 mediada por SETD2 podría regular el destino 

celular de las células troncales estromales mesenquimales in vitro e in vivo (Wang et al., 2018). 

Con base en lo anterior, el estudio de la regulación de las desmetilasas de histonas ha 

cobrado suma importancia para el entendimiento del control transcripcional y epigenético en 

condiciones de normalidad y eventos neoplásicos.  

 
6.9  REGULACIÓN DE LAS DESMETILASAS DE HISTONAS. 

La demostración de la actividad de las desmetilasas de histonas in vitro sugiere que la 

simple asociación de las enzimas activas con su sustrato es suficiente para que la reacción de 

desmetilación se lleve a cabo, por esta razón, la función de estas enzimas se debe controlar 

por mecanismos regulatorios in vivo con el fin de prevenir procesos aberrantes de 

desmetilación (revisado en Lan et al., 2008).  

La regulación de la expresión de los genes que codifican para las desmetilasas es 

importante para modular su actividad biológica. Los patrones de expresión de estas enzimas 

son específicos de tejido (revisado en Lan et al., 2008). Otra manera de regular a las 

desmetilasas, es mediante el control de su actividad catalítica. 
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Shi y Lan (2008) plantean que la actividad de las desmetilasas se controla por sus 

modificaciones postraduccionales, las interacciones con factores de unión a DNA y con otras 

enzimas remodeladoras de la cromatina y el reconocimiento del ambiente cromatínico, por 

ejemplo, modificaciones específicas en las histonas pueden ser distinguidas por dominios 

contenidos en las desmetilasas (revisado en Lan et al., 2008). También, los microRNAs pueden 

regular a las desmetilasas. Por ejemplo un estudio encontró por medio de ensayos de 

luciferasa, que KDM4A es un gen blanco del miR-10a y demostró mediante ensayos de PCR 

cuantitativa y Western blot que los niveles de KDM4A disminuyen en respuesta al aumento del 

miR-10a en células derivadas de cáncer de próstata (Mu et al., 2018). 

 Evidencia reciente sugiere que los niveles cambiantes de los metabolitos pueden regular 

la actividad enzimática de las proteínas modificadoras de la cromatina, lo que muestra una 

interrelación entre el metabolismo celular y la epigenética (revisado en Tran et al., 2017).  

Muchas enzimas modificadoras de la cromatina requieren un cofactor específico que se 

encuentra involucrado en el metabolismo, por ejemplo, las desmetilasas de histonas requieren 

O2, FAD y α-cetoglutarato, el cual es un intermediario del ciclo de los ácidos tricarboxilicos 

(TCA). La disponibilidad de un metabolito específico puede oscilar en respuesta a afectaciones 

en el metabolismo causadas por variaciones genéticas o como resultado del dinamismo del 

microambiente. El α-cetoglutarato es crucial para la desmetlación de histonas y se sabe que 

altos niveles de succinato o fumarato dentro de la célula antagonizan la actividad de las 

desmetilasas de histonas. La modulación de los niveles de metabolitos proporciona un nivel 

adicional de control para estas enzimas (revisado en Tran et al., 2017).  

Se ha sugerido que los mecanismos de reclutamiento de las desmetilasas tienen un papel 

crítico en la regulación de estas enzimas, no obstante, aún no se entiende claramente cómo es 

que las desmetilasas son dirigidas hacia sitios específicos en la cromatina para evitar la 

desmetilación aberrante (revisado en Lan et al., 2008). Se han propuesto varios modelos de 

reclutamiento los cuales se describen en la Figura 4. 
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Figura 4: Modelos de reclutamiento de las desmetilasas de histonas. 

(A) Algunas desmetilasas de histonas poseen dominios lectores los cuales se unen y leen las modificaciones de 

histonas que se encuentran ampliamente en todo el genoma. Estas interacciones funcionan para dirigir a las 

desmetilasas de histonas a la cromatina y regular su actividad. (B) Algunas desmetilasas de histonas interaccionan 

con la cromatina a través de la unión directa al DNA, tal es el caso de la familia KDM2 que contiene un dominio 

CXXC. Esta familia es capaz de unirse a las islas CpG. (C) Sin embargo, generalmente las desmetilasas se 

encuentran en grandes complejos multiproteicos los cuales contienen otras proteínas que se unen a la cromatina. 

(D) Las desmetilasas están dirigidas a sitios específicos en el genoma a través de la interacción con factores de 

transcripción (FT) o mediante RNAs no codificantes (ncRNAs) (E). 

Se ha propuesto que los factores transcripcionales pueden tener una función importante 

en mediar el reclutamiento de distintos componentes epigenéticos como las desmetilasas de 

histonas. Uno de los factores que se ha comenzado a estudiar es el factor nuclear CTCF 

(“CCCTC-binding factor”) que puede interaccionar con la desmetilasa de histonas KDM5B y 

aumentar su actividad en líneas celulares derivadas de cáncer de mama (Yamamoto et al., 

2014).  

6.10 EL FACTOR NUCLEAR CTCF. 
CTCF, es una proteína multifuncional con 11 dedos de zinc (ZF) que está conservada 

en diversos organismos (Lobanenkov et al., 1990). Consiste en 727 aminoácidos y contiene un 

dominio de unión al DNA que está compuesto por 11 ZF, flanqueados por 10 aminoácidos en 

la región carboxilo-terminal y 267 aminoácidos en la región amino-terminal (Vostrov et al., 

2002). CTCF se caracterizó inicialmente como un regulador transcripcional, conocido como 

NeP1 (“Negative Protein 1”) (Burcin et al., 1997).  

Este factor se une a un total de 77,811 sitios distintos en todos los linajes celulares 

(Wang et al., 2012), el genoma humano posee entre 15,000 y 40,000 sitios de unión a CTCF 

según el tipo de célula, la unión de CTCF se inhibe por la metilación del DNA (Bell y Felsenfeld, 
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2000; Soto-Reyes et al., 2012). La capacidad de CTCF de unirse a varias secuencias se debe 

al uso diferencial de sus ZF. Debido a esta habilidad peculiar, se ha denominado a CTCF como 

una "proteína multivalente" (Filippova et al., 1996). 

 

6.10.1 FUNCIONES DE CTCF. 
CTCF funciona como represor, activador, bloquea el contacto entre los promotores y los 

potenciadores al controlar su actividad y cuando se une a su secuencia blanco funge como un 

elemento frontera. También actúa como barrera ya que detiene la propagación de estructuras 

heterocromáticas (Cuddapah et al., 2009) y define los límites entre el DNA activo y 

heterocromático. CTCF controla la estructura tridimensional de la cromatina ya que permite la 

formación de bucles y ancla el DNA a estructuras celulares como la lámina nuclear (Guelen et 

al., 2008). CTCF media las interacciones cromatínicas a larga distancia (revisado en Phillips y 

Corces, 2009) y regula los genes improntados H19 e IGF2 (“Insulin-like Growth Factor 2”) (Bell 

y Felsenfeld, 2000; Hark et al., 2000). CTCF también afecta el corte y empalme del mRNA, al 

unirse río abajo en los exones alternativos ya que facilita la pausa de la RNA polimerasa II, lo 

que permite el contexto necesario para la conformación del spliceosoma (Shukla et al., 2011).  

CTCF tiene múltiples funciones que parecen no tener conexión. Esta multifuncionalidad 

puede residir en las interacciones de CTCF con innumerables proteínas. 

 

6.10.2 PROTEÍNAS ASOCIADAS A CTCF. 
Actualmente aún no está claro cuales son los factores que determinan qué proteína se 

une a CTCF para cada ocasión, pero se pueden considerar numerosas posibilidades. En primer 

lugar, CTCF emplea sus 11 ZF de manera combinatoria (Ohlsson et al., 2001) para reconocer 

y unirse a una variedad de secuencias de DNA. El uso diferencial de un subgrupo ZF para la 

unión al DNA podría crear, a partir de los ZF restantes, plataformas epecificas para la 

interacción con múltiples proteínas. Otro mecanismo por el cual se puede controlar la elección 

de la proteína con la que se une CTCF son las diversas modificaciones postraduccionales de 

la proteína y / o de CTCF, que podrían usarse en diferentes condiciones celulares. Se ha 

descrito al menos un ejemplo en el que las modificaciones postraduccionales de CTCF alteran 

su interacción con una proteína asociada, en este caso, la RNA polimerasa II (Chernukhin et 

al., 2007). 

Diversos estudios demostraron que CTCF puede formar homodímeros (Yusufzai et al., 

2004), lo que causa que el DNA unido forme bucles (Hou et al., 2008), la formación de los 

homodímeros depende de los ZF, mientras que la interacción con otras proteínas depende de 

los ZF restantes y de las regiones amino- y carboxilo-terminales (revisado en Caiafa y 
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Zlatanova, 2009). CTCF puede interaccionar con proteínas que se unen al DNA como YY1, 

Kaiso, YB-1, CIITA, RFX, y TFAP4, proteínas diversas como Lamina A/C, Rad51, SMAD3, 

CP190, CENP-E y la RNA polimerasa II, proteínas multifuncionales como PARP1, 

Nucleofosmina, Topo II, Vigilina, ER y Nucleolina y proteínas asociadas a cromatina como son 

cohesina, la desacetilasa de histonas SIN3A, las histonas H2A y H2A.Z, la metil-transferasa de 

histona SUZ12, la helicasa CHD8 y el correpresor nuclear N-CoR (revisado en Zlatanova y 

Caiafa, 2009). 

En células madre embrionarias la unión de la desmetilasa de DNA, TET1, promueve la 

conversión de 5mC (5-metil-citocina) a 5hmC (5-hidroximetil-citosina) y permite la unión de 

CTCF. Esto sugiere que existe una posible interacción entre las desmetilasas de DNA y CTCF 

(Teif et al., 2014). Además, la unión de CTCF a una región heterocromatínica promueve la 

rápida desmetilación de H3K27me3, lo que propone que CTCF puede reclutar in vivo 

desmetilasas de histonas (Weth et al., 2014). CTCF inmunoprecipita con KDM5B en líneas 

celulares derivadas de cáncer de mama luminal, y hay múltiples sitios en la cromatina donde 

KDM5B y CTCF coexisten (Yamamoto et al., 2014). 

El 29% de los sitios de unión a CTCF se localizan en intrones, mientras que solo el 8% 

de esos sitios están en promotores (Wang et al., 2012). Ya que KDM4A está localizada en el 

primer intrón de CHD5. Es probable que CTCF pueda mediar el reclutamiento de KDM4A a la 

región localizada en el primer intrón de CHD5. Además, estudios in vitro mostraron que la 

capacidad de desmetilación de KDM4A se incrementa en presencia de CTCF hasta en un 60% 

(Jeong et al., 2011), lo cual apoya la hipótesis que in vivo pudiera existir alguna interacción 

entre CTCF y KDM4A. Ya que CTCF puede interaccionar con diversos remodeladores de la 

cromatina, resulta sumamente interesante considerar a CTCF como un posible mediador del 

reclutamiento de las desmetilasas de histonas, como KDM4A, a sus sitios blanco. 

 Se emplearon las bases de datos del proyecto ENCODE (“Encyclopedia Of DNA 

Elements”) y se encontró la presencia de CTCF en al menos cinco sitios a lo largo del cuerpo 

de CHD5, en distintas líneas celulares (Figura 5A). 
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Figura 5: Localización de CTCF a lo largo de CHD5. 

(A) Se emplearon las bases de datos del proyecto ENCODE, se encontró la localización de CTCF en al menos 

cinco sitios a lo largo del cuerpo de CHD5, tanto en la línea celular HeLa con un valor máximo de 32.82 y en la 

línea celular MCF7 con un valor máximo de 64.38. (B) Localización de CTCF a lo largo de CHD5, CTCF se localiza 

en el intrón 1, el intrón 15, el intrón 38 y el intrón 41 de CHD5.  

  

Estos antecedentes sugieren que la unión de KDM4A y CTCF a lo largo del cuerpo de 

CHD5, puede afectar la transcripción de dicho gen, no obstante, aún no se sabe cuál es el 

mecanismo por el cual KDM4A y CTCF controlan la transcripción del gen CHD5 (Figura 5B). 

 

7  ANTECEDENTES DIRECTOS. 

7.1  KDM4A se sobreexpresa en las líneas celulares MCF7, MDA-MB-231 
Y HeLa. 

Como parte de mis resultados de maestría y con el objetivo de caracterizar los modelos celulares 

propuestos, se evaluaron los niveles de expresión del RNA mensajero de KDM4A y CHD5 por 

RT-qPCR, así como la presencia y localización de las proteínas CHD5 y KDM4A en líneas 

celulares neoplásicas (MCF7, MDA-MB-231 Y HeLa) y una no neoplásica (MCF 10A) por medio 

de ensayos de inmunofluorescencia (IF). Los resultados mostraron que KDM4A se 

sobreexpresa en las líneas celulares neoplásicas en comparación con una línea celular no 

neoplásica (Figuras 6A y 6B). En contraste, la expresión de CHD5 se abate en las líneas 

celulares neoplásicas, cuando se comparan con MCF 10A. Así mismo, solo detectamos a 

CHD5 en el núcleo de la línea celular MCF 10A mientras que no se detectó en las líneas 

celulares neoplásicas (Figuras 6C y 6D). Estos datos sugieren una relación entre la presencia 

de KDM4A y la disminución de CHD5. 
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Figura 6: KDM4A se sobreexpresa en las líneas celulares MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. 

(A) Análisis de expresión de KDM4A humano por medio de RT-qPCR en las líneas celulares MCF 10A, MCF7, 

MDA-MB-231 y HeLa. Los datos se normalizaron contra la expresión de GAPDH. (B) La presencia y localización 

de KDM4A en los modelos celulares se evaluaron por medio de microscopía de epifluorescencia con el uso de 

anticuerpos primarios y posteriormente anticuerpos secundarios acoplados a un fluoróforo. (C) Análisis de 

expresión de CHD5 humano por medio de RT-qPCR en las líneas celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y 

HeLa. Los datos se normalizaron contra la expresión de GAPDH. (D) La presencia y localización de CHD5 en las 

líneas celulares se evaluaron por medio de microscopia de epifluorescencia (100 aumentos, se usó el microscopio 

de Epifluorescencia AxioImager.A2 marca Zeiss). Los resultados muestran la media de tres experimentos 

independientes. Los datos de expresión se normalizaron con respecto a la línea celular MCF 10A a la cual 

asignamos un valor relativo de 1. (**) p<0.01 con respecto a la línea celular MCF 10A, como prueba estadística 

se utilizó t- student.  
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7.2  Presencia de CTCF, KDM4A y las modificaciones 
postraduccionales H3K36me3 y H3K36me2 en el primer 
intrón de CHD5. 

En 2012, Mallette y cols. demostraron que KDM4A se encuentra en el primer intrón de 

CHD5 en la línea celular U2OS por ensayos de inmunoprecipitación de cromatina acoplada a 

microarreglo (ChIP-on chip) (Mallette y Richard, 2012). Sin embargo, ya que KDM4A no tiene 

dominio de unión a DNA, aún no está claro qué proteínas puedan reclutarla a esta región. Uno 

de los candidatos potenciales es CTCF. Con el objetivo de evaluar la localización de KDM4A 

en el primer intrón de CHD5 en nuestros modelos celulares, realizamos ensayos de 

inmunoprecipitación de la cromatina (ChIP) en las líneas celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-

231 y HeLa. KDM4A solo se encontró en esta región en las líneas celulares MCF7, MDA-MB-

231 y HeLa y no se detectó en la línea celular no neoplásica MCF 10A (Figura 7A y Figura 7C). 

Con el fin determinar si CTCF se localizaba en el primer intrón de CHD5, realizamos 

ensayos de ChIP en las células MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa.  

Nuestros resultados muestran que CTCF se encuentra en el primer intrón de CHD5 en 

todas las líneas celulares evaluadas (Figura 7B y Figura 7C), incluida la línea celular MCF 10A. 

Esta es la misma región donde se demostró que KDM4A estaba presente en las líneas 

celulares neoplásicas (Figura 7A). 

La disminución de KDM4A incrementa los niveles de mRNA y proteína de CHD5 

(Mallette y Richard, 2012). Sin embargo, el mecanismo por el cual KDM4A regula 

negativamente la transcripción de CHD5 sigue poco claro. 

Una marca epigenética relevante para la elongación de la transcripción es H3K36me3. 

Esta MPT está principalmente enriquecida en los cuerpos de los genes o en las regiones 

estructurales, donde la disminución en su forma trimetilada está asociada con el silenciamiento 

génico (revisado en Li et al., 2007). En algunos genes, este silenciamiento no está relacionado 

con la inactivación del promotor del gen. Ya que KDM4A es capaz de eliminar esta marca de 

histonas, especulamos que la desmetilación de H3K36me3 podría desempeñar un papel 

importante en la regulación negativa de CHD5. Por lo tanto, para determinar el impacto de la 

presencia de CTCF y KDM4A en las marcas de histonas que se relacionan con la elongación 

de la transcripción, analizamos la abundancia de H3K36me3 y H3K36me2 en el primer intrón 

de CHD5 mediante el ensayo ChIP (Figuras 7A, 7B y 7C). Cuando comparamos el 

enriquecimiento de las marcas H3K36me3 y H3K36me2 presentes en la región del primer 

intrón con la línea celular no neoplásica MCF 10A, encontramos que la presencia de CTCF y 

KDM4A se relaciona con una disminución de estas marcas epigenéticas en las líneas celulares 
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tumorales (Figuras 7A y 7B). Estos resultados sugieren que la presencia de CTCF y KDM4A 

podría alterar las marcas epigenéticas que se relacionan con la elongación transcripcional y, 

por lo tanto, afectar la transcripción de dichos genes (Figuras 7A, 7B y 7C). 
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Figura 7: La presencia de KDM4A y CTCF en el primer intrón de CHD5 se relaciona con la disminución de 
H3K36me3 y H3K36me2 en esta región en las líneas celulares MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. 

(A) Esquema de los resultados del ChIP de KDM4A y posterior evaluación del primer intrón de CHD5 en las líneas 

celulares MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. (B) Esquema de los resultados del ChIP de CTCF y posterior evaluación 

del primer intrón de CHD5 en las líneas celulares MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. (C) Esquema de los resultados 

del ChIP con anticuerpos contra KDM4A y CTCF en la línea celular MCF 10A. (A, B, C) Esquema de los resultados 

del ChIP con anticuerpos contra H3K36me3 y H3K36me2 y posterior evaluación del primer intrón de CHD5 en las 

líneas celulares MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. Los resultados muestran la media de tres réplicas 

biológicas independientes. 

 

Las preguntas que quedan abiertas son saber si CTCF y KDM4A pueden coexistir o no 

en la misma región en la misma población (Figura 5D), así como determinar el efecto del 

abatimiento tanto de KDM4A o CTCF sobre las MPT H3K36me2, H3K36me3 y la expresión de 

CHD5. 
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8  PREGUNTA DE INVESTIGACIÓN. 
 
¿Cuál es la participación de CTCF, KDM4A y H3K36me en la regulación de la expresión del 

gen CHD5? 

 

9  HIPÓTESIS. 
La localización de CTCF y KDM4A a lo largo del cuerpo de CHD5 disminuirá su transcripción 

mediante la desmetilación de H3K36me3. 

 

10  OBJETIVO GENERAL. 
1. Determinar la participación de CTCF y KDM4A y las modificaciones de las histonas 

H3K36me3 y H3K36me2 en la regulación transcripcional de CHD5 en un modelo de 

cáncer de mama.  

10.1  Objetivos particulares.  

1. Evaluar el estado de metilación del promotor de CHD5. 

2. Determinar la co-existencia de KDM4A y CTCF en primer intrón de CHD5. 

3. Determinar la existencia de un complejo entre KDM4A y CTCF. 

4. Evaluar el efecto del “knockdown” de KDM4A y CTCF en la expresión de CHD5. 

5. Determinar el efecto que tiene el "knockout" de KDM4A en la expresión de CHD5 así 

como en la presencia de H3K36me3, H3K36me2 en el primer intrón de CHD5. 

6. Evaluar la abundancia de las modificaciones postraduccionales de las histonas 

H3K36me3, H3K36me2, H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me1 después del "knockout" de 

KDM4A.  

7. Determinar la localización genómica de CTCF, KDM4A y del complejo CTCF-KDM4A. 
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11  RESULTADOS. 

11.1  Análisis de metilación del DNA en el promotor de CHD5. 
Algunos autores han reportado que la metilación del DNA en el promotor de CHD5 puede 

alterar su expresión en varios tipos de cáncer y en líneas celulares neoplásicas (Du et al., 2016; 

Fatemi et al., 2014; Mulero-Navarro y Esteller, 2008; Wang et al., 2009; Zhao et al., 2012). Por 

lo tanto, con el objetivo de conocer el estado de metilación del promotor de CHD5, se realizó 

un análisis de la metilación del DNA a lo largo del locus de este gen en 743 pacientes con 

cáncer de mama y 98 muestras no neoplásicas obtenidas de la base de datos de The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) (Ilumina Human Methylation 450 K) a través del servicio web TCGA 

Wanderer (Díez-Villanueva et al., 2015). Este panel mide los niveles de metilación de 485,000 

sitios CpG distribuidos a lo largo del genoma, de los cuales 63 CpG se encuentran dentro de la 

región genética de CHD5 (Figura 8A); de estos sitios, solamente ocho CpG están localizados 

dentro del promotor del gen, los 55 sitios restantes se distribuyen a lo largo del cuerpo del gen. 

En el cuerpo del gen, se encontró que 34 CpG están metiladas (con un valor Beta ≥0.6, que se 

considera como una región metilada) en el 50% de los pacientes, 20 de estos 34 sitios se 

encuentran metilados en el 80% de los pacientes. Sin embargo, al evaluar los niveles medios 

de metilación de los ocho sitios CpG ubicados dentro de la región promotora de CHD5 (parte 

resaltada de la figura con un rectángulo en la Figura 8A) (Ensembl versión 75), observamos 

que solo uno de los 743 pacientes muestra metilación en promotor. Si el valor Beta es 0,6, 

indica que la región analizada está metilada. Los valores Beta se calculan tomando las 

intensidades de lectura del fluorosforo asignado a DNA metilado (M) y el asignado al DNA no 

metilado (U), son la estimación del nivel de metilación utilizando la relación de intensidades 

entre sitios metilados y no metilados. Los valores β están entre cero y uno con cero sin metilar 

y uno completamente metilado. Si el valor Beta es 0.6, indica que la región analizada está 

metilada (Figura 8B). 

Dado el estado de metilación de CHD5 en pacientes con cáncer de mama encontrado 

en la base de datos de TCGA, el siguiente objetivo fue caracterizar el estado de metilación del 

DNA en el promotor de CHD5, en las líneas celulares, para ello, se realizó un ensayo de PCR 

sensible a la metilación (MS-PCR) en la isla CpG que se observó previamente no estaba 

metilada en 742 pacientes (Figuras 8B y 8C). Descubrimos que la metilación del DNA en el 

promotor de CHD5 está ausente en la mayoría de las líneas celulares, con la excepción de 

MDA-MB-231, esto se podría deber a un aumento en la abundancia de las metiltransfersas de 

DNA (Figura 8D); donde Mulero-Navarro y Esteller (Mulero-Navarro y Esteller, 2008) informaron 
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un hallazgo similar. Como control positivo de metilación del ensayo, utilizamos un DNA metilado 

in vitro (IVD) (Figura 8D).  

Los resultados de la MS-PCR y el análisis de la base de datos de TCGA, sugieren que 

la metilación del DNA en el promotor de CHD5 no es un mecanismo común involucrado en la 

represión de este gen. Por lo tanto, nos centramos en otro mecanismo epigenético que es 

independiente de la metilación del DNA, como la desmetilasa de histonas KDM4A. 

 
de puntos indica el umbral de metilación (> 0.6 = metilado). (C) Esquema del gen CHD5 y de la región analizada 

por MS-PCR, cada línea vertical representa un dinuceótido CpG. (D) Análisis de metilación del DNA del promotor 

CHD5 en todas las líneas celulares por MS-PCR, U= no metilado, M= metilado, se usaron los oligonucleótidos 

indicados en la Tabla 15 que corresponden el amplicón que se indica en la figura 8C. 
 

11.2  El complejo CTCF-KDM4A se localiza en el primer intrón de 
CHD5 en las líneas celulares MCF7 y HeLa. 

Como parte de los antecedentes directos de mi proyecto de maestría, encontramos que 

KDM4A y CTCF estaban localizadas en el primer intrón de CHD5 por ensayos de ChIP, sin 

embargo una de las limitaciones del ensayo de ChIP es que no puede determinar la 

0 2 4 6 8
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

CpG

M
ea

n 
M

et
hy

la
tio

n 
(b

et
a 

va
lu

e)

6160000 6180000 6200000 6220000 6240000

M
e

ti
la

ci
ó

n

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

V
al

o
r 

b
e

ta

CHD5

Tumor
Normal

MCF 10A

M         U       

MCF7

MDA-MB-231

HeLa

IVD

D
153 pb

Promotor del gen CHD5
Primer intrón

C

0 2 4 6 8
0.0

0.2

0.4

0.6

0.8

1.0

CpG

M
ea

n 
M

et
hy

la
tio

n 
(b

et
a 

va
lu

e)

B

Va
rlo

rb
et

a
de

M
et

ila
ci

ón

Sitios CpG
6160000 6180000 6200000 6220000 6240000

M
et

ila
ci

ón

0.00

0.25

0.50

0.75

1.00

Va
lo

r b
et

a 
de

 m
et

ila
ci

ón

CHD5

Tumor
Normal

Primer exón

CHD5 gene position

A

MCF 10A

M  U 

MCF7

MDA-MB-231

HeLa

IVD

V
al

o
r

b
e

ta
d

e
m

et
ila

ci
ó

n

Sitios CpG
Posición del gen CHD5

A B

C

D
Figura 8: La disminución de la expresión de CHD5, no esta relacionada con 
la metilación del DNA en su promotor en las líneas celulares HeLa y MCF7.  

(A) Niveles de metilación del DNA obtenidos de la base de datos de TCGA 

(datos obtenidos del microarreglo Ilumina 450 K) en 743 pacientes con cáncer 

de mama (tumor) y 98 muestras no neoplásicas (normales) en el locus del gen 

CHD5. Se analizaron 63 sitios CpG a lo largo del gen. Los valores beta 

representan el estado metilado, si este valor es mayor que ≥0.6, se considera 

como metilado. El lugar marcado por un rectángulo representa el estado de 

metilación de la región promotora; el eje X indica la posición del gen CHD5 

(GRCh 37 / hg19) y el eje Y el valor beta de metilación (B) el gráfico representa 

los 8 sitios CpG analizados de la región promotora de 743 pacientes. La línea  
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coexistencia entre dos proteínas en una misma población, es por esto que se decidió realizar 

ensayos de ChIP-Re-ChIP, con el objetivo de demostrar la coexistencia de CTCF y KDM4A en 

el primer intrón de CHD5 en una misma población celular (Figuras 9A y 9B), también conocido 

como inmunoprecipitación de la cromatina secuencial, en las líneas celulares MCF7 y HeLa. 

Nos centramos en estas líneas celulares ya que presentan bajos niveles de transcrito de CHD5, 

y además no poseen metilación del DNA en el promotor de CHD5. La primera 

inmunoprecipitación se realizó con cada uno de los anticuerpos (KDM4A o CTCF), y la segunda 

inmunoprecipitación con un segundo anticuerpo diferente al primero (CTCF-KDM4A o CTCF-

KDM4A). Empleamos como control negativo de la técnica, el anticuerpo de interés seguido por 

IgGs o las IgGs seguidas por el anticuerpo de interés. Como control positivo para el ChIP-Re-

ChIP de KDM4A, analizamos la región -1922 pb del TSS de ASCL2 (Ver información 

suplementaria, figura 24A). Para CTCF, empleamos la región promotora de WRAP53 (Ver 

información suplementaria, figura 24B). Como control negativo para ambas proteínas, 

evaluamos el exón 27 del RB (Ver información suplementaria, figura 24C). Los resultados de 

ChIP-Re-ChIP mostraron la coexistencia de CTCF y KDM4A en el primer intrón de CHD5 tanto 

en células MCF7 como en HeLa (Figura 9A). Con los resultados de ChIP y de ChIP-Re-ChIP, 

evaluamos el porcentaje de co-ocupancia para ambos experimentos, CTCF-KDM4A o KDM4A-

CTCF y también para los experimentos de IgG, con resultados negativos representados con un 

valor de 0. El cálculo del % de co-ocupancia se llevó a cabo como lo reportó Geisberg en el 

2005 (Geisberg y Struhl, 2005) (Figura 9B). Estos resultados, junto con el análisis de expresión 

mostrado en la figura 6 sugieren que la mayor co-ocupancia de CTCF y KDM4A se asocia con 

menor expresión de CHD5.  

Los resultados del ChIP-Re-ChIP mostraron que CTCF y KDM4A coexisten en el primer 

intrón del gen CHD5 en la misma población de células MCF7 y HeLa (Figura 9A) y sugieren 

que CTCF y KDM4A pueden formar un complejo. 

Con el propósito de demostrar la posible formación de un complejo entre CTCF y 

KDM4A, se realizó un ensayo de co-inmunoprecipitación en células HeLa. Como un primer 

enfoque se inmunoprecipitó contra CTCF y reveló con CTCF (Figura 9C). Posteriormente, 

usando las proteínas obtenidas de la inmunoprecipitación de CTCF, se reveló utilizando un 

anticuerpo contra KDM4A (Figura 9D). Nuestros resultados muestran que CTCF y KDM4A 

están formando un complejo en células HeLa (Figuras 9C y 9D). 

Además, estos resultados sugieren que el complejo CTCF-KDM4A puede estar 
involucrado en la represión transcripcional de CHD5. Ya que en la línea celular MCF 10A dónde 

solamente se encuentra CTCF y está localizado en el primer intrón de CHD5, no se observa 

una baja expresión de CHD5, contrario a las líneas celulares MCF7 y HeLa donde el complejo 
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de KDM4A y CTCF está localizado en el primer intrón, se observa una menor expresión de 

CHD5 en comparación con las células MCF 10A (Figuras 6, 7 y 9). 

 

 
Figura 9: El complejo CTCF-KDM4A se localiza en el primer intrón de CHD5 en las líneas celulares MCF7 y 
HeLa. 
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 (A) Ensayo de ChIP/re-ChIP empleando los anticuerpos indicados en la primera fila y posteriormente se 

inmunoprecipitó usando los anticuerpos indicados en la segunda fila en las líneas celulares MCF7 y HeLa. (B) El 

análisis de co-ocupancia se realizó de acuerdo con Geisberg y Struhl (Geisberg y Struhl, 2005). Para el análisis 

de co-ocupancia, se utilizaron los datos del experimento de ChIP-Re-ChIP y de ChIP (CTCF-KDM4A o KDM4A-

CTCF). Además, se evaluó la co-ocupancia de los experimentos con IgG. Se muestra el promedio de 3 réplicas 

biológicas. Los resultados están representados en % de co-ocupancia. Las diferencias estadísticas se 

determinaron utilizando la prueba de la t de Student, (***) p <0,005 en comparación con las IgG. (C – D) Se realizó 

un ensayo de co-inmunoprecipitación con CTCF y se reveló un anticuepro anti-CTCF (150 kDa) (C). Con las 

proteínas obtenidas de la IP de CTCF se reveló con un anticuerpo anti-KDM4A (150 kDa) (D). A la izquierda, el 

INPUT se evaluó contra CTCF y KDM4A en cantidades crecientes de proteína (2.5, 5 y 10%).  
  

11.3  El Knockdown de KDM4A o CTCF por medio siRNA y 
shRNA está relacionado con el incremento de la 
expresión de CHD5. 

 
Con el objetivo de determinar la participación de KDM4A en la represión transcripcional 

del gen CHD5, se transfectaron células MCF7 y HeLa con el conjunto de 5 diferentes siRNAs 

contra KDM4A, 72 horas después de la transfección se realizaron análisis de expresión para 

los genes KDM4A y CHD5 por medio de RT-qPCR. Los resultados muestran que después de 

la transfección hay una disminución de los niveles de mRNA de KDM4A en un 60% en MCF7 

y en 40% en HeLa (Figura 10A). Adicionalmente, los niveles de mRNA de CHD5 aumentaron 

en ambas líneas celulares (Figura 10B), en MCF7, se puede observar que la expresión de 

CHD5 es mayor que en las células MCF 10A, y en las células HeLa los niveles de CHD5 son 

comparables con la línea celular no neoplásica MCF 10A (Figura 10B).  

Ya que CTCF y KDM4A forman un complejo, nos propusimos averiguar cuál es el papel 

de CTCF en la represión transcripcional del gen CHD5, con este objetivo, se transfretaron 

células MCF7 y HeLa con un shRNA contra CTCF, el cual fue amablemente donado por Nakao 

(Ishihara et al., 2006); 48 horas después de la transfección se realizaron análisis de expresión 

de CTCF y CHD5 por medio de RT-qPCR (Figuras 10C y 10D). Los resultados revelaron que 

después de la transfección hay una disminución en los niveles de mRNA de CTCF en un 50% 

en MCF7 y en 40% en HeLa (Figura 10C). La disminución en la expresión de CTCF, se 

relacionó con el aumento de la expresión de CHD5 en ambas líneas celulares, donde los niveles 

de mRNA de CHD5 son comparables con la línea celular no neoplásica MCF 10A (Figura 10D). 

Conjuntando los resultados, sugieren que la presencia de CTCF y KDM4A en el primer intrón 

del gen CHD5 actúa como represor transcripcional de este gen. 



 
 

 
41 

 

  

Figura 10: La expresión de CHD5 aumenta después del Knockdown de CTCF y KDM4A en las líneas 
celulares MCF7 y HeLa.  

Células MCF7 y HeLa fueron transfectadas transitoriamente con siRNAs en contra de KDM4A. Evaluación de la 

expresión de KDM4A (A) y CHD5 (B) en células MCF7 y HeLa después de la transfección transitoria de un sIRNA 

en contra de KDM4A. Análisis de expresión de CTCF (C) y CHD5 (D) en células MCF7 y HeLa después de la 

transfección transitoria de un shRNA contra CTCF. Los datos fueron normalizados usando a GAPDH. Los 

resultados muestran la media de tres réplicas biológicas independientes. Los datos de expresión se normalizaron 

con respecto a la línea celular MCF 10A a la cual asignamos un valor relativo de uno. (***) p < 0.005 con respecto 

a la línea celular transfectada con los controles, como prueba estadística se utilizó una t de Student.
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11.4  El Knockout de KDM4A en células MCF7 restablece la marca 
de histonas H3K36me3 en el primer intrón de CHD5 y 
reactiva su expresión. 

Con el fin de validar con otro modelo que KDM4A regula negativamente a CHD5, se 

realizó un modelo Knockout (KDM4AKO) usando el sistema CRISPR/Cas9 KO (Santa Cruz, sc-

404599 y sc-404599-HDR). Este sistema empleó tres RNAs guía gRNA que se dirigieron al 

exón 3 y 8 del gen KDM4A (Ver información suplementaria, figura 25A). Posteriormente, se 

seleccionaron las células mediante el tratamiento con Puromicina y con el objetivo de 

enriquecer aún más nuestra población KDM4AKO se seleccionaron las células que presentaban 

una fluorescencia más alta por medio de citometría de flujo y FACS (Información suplementaria, 

figura 25B). Como control, empleamos un plásmido de gRNA no dirigido (Mock) (Santa Cruz, 

sc-418922). 

Subsecuentemente, se evaluó mediante Western Blot la abundancia de la proteína 

KDM4A en células MCF7 Mock y KDM4AKO, donde se observó una reducción del 63,6% de 

KDM4A en células KDM4AKO (Figura 11A). También se realizó el análisis por medio de RT-

qPCR de la expresión de CHD5 en células MCF 10A, MCF7 Control y KDM4AKO, se puede 

observar una reactivación significativa de la expresión de CHD5 en células KDM4AKO, con 

niveles similares a los observados en MCF 10A (Figura 11B). Para evaluar si esta reactivación 

se encuentra relacionada con la pérdida de KDM4A del primer intrón de CHD5, realizamos un 

análisis de ChIP contra KDM4A. Nuestros resultados muestran una pérdida significativa de 

KDM4A en KDM4AKO en comparación con las células Control (Figura 11C). Con respecto a 

nuestros resultados anteriores que sugieren que el complejo CTCF-KDM4A regula CHD5, se 

evaluó si la localización de CTCF podría verse afectado por la pérdida de KDM4A en el primer 

intrón de CHD5. Nuestros resultados muestran que la unión a CTCF es independiente de la 

presencia de KDM4A, lo que sugiere que CTCF puede actuar como represor cuando está en 

un complejo con KDM4A (Figura 11D). Ya que en la línea celular MCF 10A dónde solamente 

se encuentra CTCF y está localizado en el primer intrón de CHD5, no se observa una baja 

expresión de CHD5, así mismo en la línea celular MCF7KO, KDM4A se disocia y CTCF 

permanece en el primer intrón de CHD5 y la expresión de este gen aumenta tras el KO de 

KDM4A, contrario a las líneas celulares MCF7 y HeLa donde el complejo de KDM4A y CTCF 

está localizado en el primer intrón, se observa una menor expresión de CHD5 comparado con 

la expresión de este gen en las células MCF 10A (Figuras 6, 7, 9 y 11). Debido a los resultados 

obtenidos, se intentó establecer un modelo de CTCFKO, sin embargo, estas células no eran 

viables, por lo que el enfoque experimental no fue posible. La generación de un modelo CTCFKO 
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ha sido un desafío experimental para diferentes grupos de investigación. Particularmente, la 

alteración en la abundancia de CTCF afecta la proliferación celular e incluso puede ser causal 

de un fenotipo letal en modelos murinos como ya ha sido reportado anteriormente (González-

Buendía et al., 2014; Moore et al., 2012; Splinter et al., 2006). 

Una de las preguntas centrales que queríamos abordar es si la pérdida de KDM4A podría 

restaurar el patrón H3K36me3 en el primer intrón de CHD5. Por lo tanto, realizamos un análisis 

ChIP contra H3K36me2 y H3K36me3 en las células MCF 10A, MCF7 Control y KDM4AKO. 

Observamos el restablecimiento de la modificación en células KDM4AKO, y también no se 

observó un cambio significativo en la modificación H3K36me2 (Figura 11E). Esto sugiere que 

la pérdida de desmetilasa KDM4A permite la reincorporación de H3K36me3 en el primer intrón 

de CHD5, favoreciendo la reactivación de la expresión génica. 
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Figura 11: El Knockout de KDM4A promueve el restablecimiento de la MPT H3K36me3 en el primer intrón 
de CHD5 así como el aumento en su expresión. 

(A) Caracterización de la abundancia de la proteína KDM4A mediante immunoblots en células MCF7 transfectadas 

con un plásmido control (Control) o transfectadas con plásmidos KDM4AKO CRISPR/Cas9 y HDR KDM4A. La 

cuantificación de la intensidad relativa de las bandas proteicas muestra una disminución del 63.6% de la 

abundancia de KDM4A en las células KO. (B) Análisis de expresión de CHD5 en células Control y KDM4AKO. Los 

datos fueron normalizados con GAPDH como control interno en dos experimentos independientes, se emplearon 

las células MCF 10A como control. (C, D, E) Evaluación por medio de qPCR del primer intrón de CHD5 del DNA 

obtenido de los ensayos de inmunoprecipitación de la cromatina se utilizaron anticuerpos anti-KDM4A (C). anti-

CTCF (D), anti-H3K36me3 y anti-H3K36me2 (E) en las líneas celulares MCF 10A, MCF7 Control y KDM4AKO. 

Como control negativo se empleó el anticuerpo irrelevante IgG incluido en el OneDay ChIP kit (Diagenode, NJ, 

USA, Kch-onedIP-180). (**) p < 0.01 (***) p < 0.005 comparado con las células MCF7 Control. Como prueba 

estadística se empleó una t de Student. Los resultados muestran el promedio de tres réplicas biológicas. 

11.5  El Knockout de KDM4A en células MCF7 afecta los niveles globales de 
H3K36me3 y H3K36me2. 

Con el objetivo de investigar si los cambios en la abundancia de las histonas se podían 

observar a nivel global, se realizaron extracción de proteína total y extracción acída de las 

histonas del pase 5 de la línea celular MCF7 KDM4AKO y la línea celular MCF7 Wild Type (WT). 

Posterior a la extracción de este material se evaluó la abundancia de la proteína KDM4A 

empleando distintas cantidades de proteína total (Figura 12A) y también se evaluó la 

abundancia de las marcas de histonas H3K9me3, H3K9me2, H3K36me3 y H3K36me2, se 

utilizaron estas MPT de las histonas ya que son los blancos enzimáticos de KDM4A, esta 

enzima desmetila H3K9me3 y produce H3K9me2 y también remueve el grupo metilo de 

H3K36me3 y produce H3K36me2. Adicionalmente se usó H3K9me1 como control negativo. 

(Figura 12C). Los resultados mostraron que hay una reducción del 78% en las células MCF7 
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KDM4AKO comparando con células MCF7 WT (Figura 12B). Así mismo, de acuerdo con 

nuestros datos anteriores, donde se observó un aumento de H3K36me3 y una disminución de 

H3K36me2 en el primer intrón del gen CHD5, el análisis de la abundancia relativa de las 

modificaciones H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me1 (Figura 12D), arrojo que dichas marcas no 

cambian en las células KDM4AKO con respecto a las células WT, por el contrario se observó 

una disminución de la H3K36me2 y un aumento en la H3K36me3 en las células KDM4AKO con 

respecto a las células WT. Los resultados del análisis de los ensayos de ChIP y de WB indican 

que los cambios en las MPT son tanto locales como globales.  
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Figura 12: El Knockout de KDM4A afecta los niveles globales de H3K36me2 y H3K36me3. 

(A) Caracterización de la abundancia de la proteína KDM4A mediante immunoblots, se emplearon 60μg 

cantidades de proteína total, en células MCF7 transfectadas con plásmidos KDM4AKO CRISPR/Cas9 y HDR 

KDM4A y células MCF7 WT (B). La cuantificación de la intensidad relativa de las bandas proteicas muestra una 

disminución del 78.26% de la abundancia de KDM4A en las células KO comparando con las células WT. (C) 

Caracterización de la abundancia de las marcas de histonas H3K9me1, H3K9me2, H3K9me3, H3K36me2 y 

H3K36me3 mediante inmunoblots, se cargaron 8μg de extracto histónico para cada condición y se normalizó con 

la abundancia de la histona H4 total. (D) La cuantificación de la intensidad relativa de las bandas proteicas muestra 

que no hay un cambio en las marcas H3K9me1, H3K9me2 y H3K9me3, la marcaH3K36me2 disminuye 27.273% 

y la marca H3K36me3 aumenta 37.73% en las células KDM4AKO comparado con las células WT. Se muestran 

los resultados de una réplica biológica. 

11.6  Análisis de la distribución de las proteínas CTCF y KDM4A y el 
complejo CTCF-KDM4A en diversos genes.  

Con el objetivo de conocer la localización a nivel genómico del factor nuclear CTCF, la 

desmetilasa de histonas KDM4A y el complejo CTCF-KDM4A, se realizaron ensayos de ChIP-

seq y ChIP-Re-ChIP-seq. De manera general, el primer camino para analizar los de datos de 

secuenciación masiva provenientes de un ensayo de ChIP-seq, es un análisis de calidad, para 

esto se usan herramientas como MultiQC, las cuales generan informes estadísticos del 

desempeño de los ensayos de secuenciación masiva a partir de diferentes parámetros 

bionformáticos (Ewels et al., 2016). La Tabla 13 muestra los resultados estadísticos generales 

obtenidos con la herramienta MultiQC a patir de los datos de la secuenciación masiva de los 

ensayos de ChIP-seq y ChIP-Re-ChIP-seq en células MCF7, en la Tabla 3 se muestran el 

número total de secuencias encontradas (M Seqs), el total de lecturas mapeadas al genoma 

humano (M Reads Mapped) y el porcentaje de secuencias mapeadas que representa dicha 

cantidad de lecturas (%Mapped). Debido a que algunos fragmentos de DNA no fueron 

identificados durante el proceso de secuenciación, solo las secuencias más enriquecidas de 

cada muestra fueron mapeadas al genoma. Dependiendo del comportamiento de la proteína 

bajo estudio, se recomienda cumplir con una cierta cantidad de lecturas. En el estudio de 

moléculas que se distribuyen ampliamente en el genoma, como las marcas de histonas, se 

recomienda tener más de 20 millones de lecturas (M Reads Mapped). En el caso de los factores 

de transcripción; es decir, proteínas que tienen sitios de unión discretos en el genoma, se 

recomienda contar con más de 10 de millones de lecturas. En la Tabla 3, se observa que la 

mayoría de los ensayos de ChIP-seq cubren con este requerimiento. Además, los altos 

porcentajes de secuencias mapeadas (%Mapped) revelan una baja cantidad de artefactos o 
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contaminación de las muestras. Así mismo, con ayuda de la herramienta MultiQC se puede 

visualizar el rango de valores de calidad de todas las bases para cada posición en una 

secuencia, mediante un histograma de calidad, el cual muestra que todas las secuencias 

analizadas se encuentran en un rango optimo de calidad (Figura 13). 
Tabla 3: Análisis estadístico de los ensayos ChIP-seq y ChIP-Re-ChIP-seq (ChIP-seq). 

M reads Mapped, Millones de lecturas mapeadas; % Mapped, Porcentaje de lecturas mapeadas; M seqs, Millones 

de secuencias de cada muestra.  
 Nombre de la muestra M Reads Mapped % Mapped M Seqs 

CTCF ChIP de CTCF R1. 2.7 63.4% 4.3 

 ChIP de CTCF R2. 17.8 71.5% 24.9 

KDM4A ChIP de KDM4A R1. 18.6 75.2% 24.7 

 ChIP de KDM4A R2. 15.1 81.2% 18.6 

 ChIP de KDM4A R3. 14.3 72.1% 19.8 

CTCF-KDM4A ChIP-Re-ChIP CTCF-KDM4A R1. 12.0 60.1% 20.0 

 ChIP-Re-ChIP CTCF-KDM4A R2. 14.7 74.6% 19.7 

 ChIP-Re-ChIP CTCF-KDM4A R3. 16.9 72.6% 23.3 

KDM4A-CTCF ChIP-Re-ChIP KDM4A-CTCF R1. 2.0 80.0% 2.5 

 ChIP-Re-ChIP KDM4A-CTCF R2. 1.2 74.1% 1.7 

 ChIP-Re-ChIP KDM4A-CTCF R3. 22.4 72.5% 31.0 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 13: Calidad de las secuencias. 

El eje “y” muestra los puntajes de calidad. Cuanto mayor sea el puntaje, mejor será llamada base. El fondo del 

gráfico divide al eje Y en anotaciones de muy buena calidad (verde), anotaciones de calidad razonable (naranja) 

y anotaciones el de mala calidad (rojo). MultiQC. 

Después de alinear las muestras y llamar los picos con las herramientas bioinformáticas 

BWA y MACS2, se visualizó la señal de enriquecimiento de las proteínas de interés en cada 
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muestra con ayuda del visualizador UCSC genome browser. De esta manera, fue posible 

corroborar la presencia de las proteínas KDM4A, CTCF y su complejo en el primer intrón de 

CHD5, como fue anteriormente reportado e identificar otros siete sitios intrónicos y exónicos 

dentro del mismo gen que eran desconocidos (Figura 14A). En el visualizador las réplicas con 

más lecturas tienen picos de enriquecimiento más grandes. El análisis bioinformático nos 

mostró que en casi la mayoría de los casos las señales de CTCF y KDM4A se traslapan, y esto 

coincide con las señales encontradas por el ChIP-Re-ChIP-seq (Figura 14). Además de 

encontrar a KDM4A y CTCF y el complejo CTCF-KDM4A en el gen CHD5 se encontró a estas 

proteínas en la región promotora del gen WRAP53, la regio situada a -1922 pb del TSS de 

ASCL2 y los exones 20 y 21 del gen JAG2. Estos datos abren la posibilidad de realizar un 

análisis masivo de ChIP-seq evaluando las modificaciones que son afectadas por KDM4A en 

las células KDM4AKO y posteriormente comparar los datos obtenidos con las células control. 
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Figura 14:  Distribución de CTCF, KDM4A y el 
complejo proteico CTCF-KDM4A en distintos genes 
por medio de ChIP-seq y ChIP-Re-ChiP-seq. 
Se muestra la localización del factor nuclear CTCF, la 

desmetilasa de histonas KDM4A y el complejo proteico 

CTCF-KDM4A (A) a lo largo de CHD5 (B) en la región 

promotora de WRAP53 (C) en el sitio localizado a -

1922pb del TSS de ASCL2 y (D) en los exones 20 y 21 

de JAG2. En la columna de la izquierda indica el 

anticuerpo que se usó y la réplica, correspondiendo a 

las primeras dos filas (picos azules) a los ensayos de 

ChIP-seq contra CTCF, réplicas 1 y 2 respectivamente. 

Las filas 3, 4 y 5 (picos verdes) corresponden a los 

ensayos de ChIP-seq contra KDM4A, réplicas 1, 2 y 3 

respectivamente. Las filas 6, 7 y 8 (picos rojos) 

corresponden a los ensayos de ChIP-Re-ChIP-seq donde se inmunoprecipitó CTCF y luego KDM4A, réplicas 1, 2 

y 3 respectivamente. Finalmente las filas 9, 10 y 11 (picos naranjas) corresponden a los ensayos de ChIP-Re-

ChIP-seq donde se inmunoprecipitó KDM4A y luego CTCF, réplicas 1, 2 y 3 respectivamente. 

 

12  DISCUSIÓN. 
Las alteraciones epigenéticas son una característica común encontrada en los procesos 

cancerígenos (revisado en Jovanovic et al., 2010; Rea et al., 2000). Principalmente, los 

componentes epigenéticos clave, que incluyen metilasas y desmetilasas como KDM4A, así 

como las proteínas arquitectónicas tales como CTCF, están desregulados (revisado en Berry y 
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Janknecht, 2013; Soto-Reyes et al., 2012). Varios estudios han reportado que los niveles de 

KDM4A aumentan en tejidos de cáncer de mama. Esta desmetilasa elimina el grupo metilo de 

H3K9me3 y H3K36me3, la primera modificación se asocia con heterocromatina y la represión 

transcripcional (Rea et al., 2000), mientras que la última modificación está enriquecida en los 

cuerpos de los genes que son transcripcionalmente activos y se asocia con el reclutamiento de 

la RNA polimerasa II. y el proceso de elongación transcripcional (Cascante et al., 2014; Li et 

al., 2007; Wang et al., 2018). Por lo tanto, la alteración de H3K36me3 podría afectar la 

transcripción de los genes sin alterar sus promotores, lo que sugiere un nuevo mecanismo de 

desregulación genética no asociado con las regiones reguladoras. 

CHD5 es un gen que codifica una enzima que pertenece a la familia de las helicasas 

(Chromodomain DNA binding protein 5) (Thompson et al., 2003). La proteína CHD5 puede 

funcionar como un supresor de tumores regulando la apoptosis y la senescencia celular, ya 

que participa en la vía p19Arf / p53 al interactuar con MDM2 (Bagchi et al., 2007; Tao y Levine, 

1999). Debido a que esta interacción conduce a la atenuación de la degradación de p53 

mediada por MDM2 (Fujita et al., 2008), CHD5 y p19ARF ayudan a estabilizar p53. Además, 

CHD5 inhibe el crecimiento clonogénico in vitro, así como el crecimiento tumoral por medio de 

xenoinjertos, lo que sugiere que su inactivación puede estar involucrada en el desarrollo del 

cáncer (Du et al., 2016; Mulero-Navarro y Esteller, 2008). Algunos estudios han sugerido que 

CHD5 puede inactivarse por procesos genéticos (Fujita et al., 2008) o epigenéticos, pero estos 

informes se enfocaron principalmente en su represión por la metilación del DNA en su promotor 

(Du et al., 2016; Mokarram et al., 2009; Mulero-Navarro y Esteller, 2008; Zhao et al., 2012). El 

análisis de los conjuntos de datos de TCGA muestra que la región promotora de CHD5 no está 

metilada en pacientes con cáncer de mama, lo que sugiere que otro mecanismo epigenético 

podría estar involucrado en la represión de este gen. En este aspecto, existe evidencia que 

sugiere que la alteración en el promotor CHD5 no es el principal mecanismo de represión de 

este gen (Mallette y Richard, 2012). 

Anteriormente, se reportó que KDM4A se localiza en el primer intrón de CHD5 y la 

reducción en KDM4A conduce a un aumento de la expresión de CHD5 en las células U2OS; 

esto propone que KDM4A regula negativamente a CHD5 (Mallette y Richard, 2012). Sin 

embargo, dado que KDM4A no se encontró en el promotor de CHD5, el mecanismo de 

regulación negativa dependiente de KDM4A hasta ahora queda poco claro. 

Se sabe que la sobreexpresión de KDM4A está asociada con la proliferación celular y el 

mal pronóstico en varios cánceres (Berry et al., 2012; Guerra-Calderas et al., 2015; Jin et al., 

2017, 2017; Kauffman et al., 2011; Kim et al., 2016). Comprender los mecanismos moleculares 
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subyacentes a los efectos de KDM4A puede tener un impacto terapéutico en el futuro y sus 

implicaciones en el cáncer es un tema importante para futuras investigaciones clínicas (Chang 

et al., 2011; Duan et al., 2015; Franci et al., 2017; Metzger et al., 2017). Nuestros hallazgos 

revelan que KDM4A funciona como un represor del supresor de tumores CHD5 al afectar las 

marcas epigenéticas que se asocian con la elongación transcripcional y no al regular el 

promotor del gen. Este fenómeno se ha reportado en otros modelos celulares, donde KDM4A / 

C alteran específicamente la modificación H3K36me3 (Cascante et al., 2014). Este fenómeno 

también se asocia con la pérdida del reclutamiento de la RNA polimerasa II en las regiones 

transcritas del gen GFAP (Cascante et al., 2014). Nuestros resultados sugieren un nuevo 

mecanismo de represión de CHD5, donde la disminución de H3K36me3 en el cuerpo de CHD5 

puede conducir a la represión transcripcional. Una hipótesis es que este fenómeno se produce 

debido a la falta de fosforilación de la segunda serina en el dominio carboxi terminal (CTD) de 

la RNA polimerasa II, lo que resulta en el enriquecimiento de H3K36me2 y una disminución la 

elongación transcripcional, o debido a un aumento en las marcas represivas de histonas (Fong 

et al., 2017). 

Ensayos in vitro han reportado que la presencia de CTCF aumenta la frecuencia de 

desmetilación de KDM4A hasta en un 60%, lo que sugiere que CTCF tiene un papel en la 

función de desmetilación de KDM4A (Jeong et al., 2011). Otro estudio proporcionó apoyo 

adicional para estos datos ya que demostraron que CTCF puede interactuar con la desmetilasa 

de histonas KDM5B y aumentar su actividad de desmetilación en líneas celulares de cáncer de 

mama (Yamamoto et al., 2014).  

Existen pocos estudios donde se ha reportado que CTCF puede actuar como un 

represor transcripcional. Se han propuesto varios mecanismos, uno de ellos es la asociación 

con el co-represor SIN3A y desacetilasas de histonas HDACs (Lutz et al., 2000). Por otro lado, 

c-MYC, Bax, hTERT, son ejemplos de genes que están regulados de manera negativa por la 

unión de CTCF-P (CTCF- fosforilado) a regiones localizadas río abajo del TSS. Esta unión 

impide el reconocimiento de diversos factores de transcripción (Filippova et al., 1996; Méndez-

Catalá et al., 2013; Renaud et al., 2005). También, hay evidencias de que la represión de los 

genes ribosomales, depende, en parte, de la poli-ADP-ribosilación de CTCF, modificación 

postraduccional que ayuda en a la translocación de CTCF en el nucléolo y se ha sugerido que 

CTCF-poli-ADP-ribosilado reprime la transcripción del rDNA (revisado en Caiafa y Zlatanova, 

2009; Torrano et al., 2006). Otros estudios han demostrado que CTCF juega un papel relevante 

en la inactivación del cromosoma X, ya que se une al promotor del RNA no codificante Jpx, la 

transcripción de Jpx es indispensable para la transcripción de Xist el cual es necesario para 
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llevar a cabo la inactivación del cromosoma X en hembras (Sun et al., 2013). Curiosamente, 

observamos un complejo de proteínas formado por CTCF-KDM4A, que se encuentra en el 

primer intrón de CHD5. Cuando evaluamos la co-ocupancia de KDM4A y CTCF, demostramos 

que la línea celular HeLa exhibe un mayor porcentaje de co-ocupancia en comparación con la 

línea celular MCF7. Nuestros resultados sugieren que KDMA4 actúa como un represor 

transcripcional cuando está en complejo con CTCF. La pérdida de KDM4A en el primer intrón 

de CHD5 restaura la marca de histonas H3K36me3 y aumenta la expresión de CHD5. Así 

mismo la pérdida de KDM4A afecta los niveles globales de H3K36me3 y H3K36me2, estos 

resultados proponen que los cambios en las MPT de las histonas son tanto a nivel local como 

global, adicionalmente ensayos de ChIP-seq y ChIP-Re-ChIP-seq revelaron que KDM4A y 

CTCF y el complejo CTCF-KDM4A, se encuentran no solo en el primer intrón de CHD5, también 

se encontraron en ocho sitios más a lo largo de CHD5, en la región promotora de WRAP53, en 

la región situada a -1922 pb del TSS de ASCL2 y los exones 20 y 21 de JAG2. Lo cual propone 

que el complejo formado por CTCF-KDM4A puede regular otros genes. 

Por lo tanto, proponemos un nuevo mecanismo de represión transcripcional mediado 

por el complejo formado por KDM4A y CTCF, este complejo altera la marca de elongación de 

la transcripción H3K36me3 en el primer intrón de CHD5, y la pérdida de KDM4A en este intrón 

reestablece los niveles de H3K36me3 así como la expresión de CHD5, es importante destacar 

que este mecanismo nuevo de regulación no implica el silenciamiento del promotor de CHD5 

(Figura 15). Hasta la fecha, se desconoce si este complejo está relacionado con la represión 

de otros genes, y cuáles podrían ser las implicaciones de este complejo en distintas 

enfermedades como el cáncer. Otra pregunta que queda abierta es saber si el complejo aquí 

reportado está formado por otras proteínas, así como saber si CTCF y KDM4A tienen una 

interacción física directa.  
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Figura 15: Modelo de represión transcripcional de CHD5 mediado por el complejo proteico CTCF-KDM4A. 

El complejo proteico CTCF-KDM4A se recluta al primer intrón de CHD5 y promueve la desmetilación de la histona 

H3K36me. En células no neoplásicas, CTCF se localiza en el primer intrón de CHD5 y H3K36me3 / 2 se 

encuentran enriquecidas. Estos eventos correlacionan con la expresión de CHD5. Por el contrario, en células 

neoplásicas, el complejo proteico CTCF-KDM4A promueve la desmetilación de H3K36me3 / 2 esto conduce a la 

represión génica. El abatimiento de CTCF o KDM4A knockdown (KD) reactiva la expresión de CHD5. La pérdida 

de KDM4A en células KDM4AKO permite el restablecimiento de la marca de histonas H3K36me3 en el primer intrón 

y a la reactivación de la expresión génica de CHD5. 
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13  CONCLUSIONES. 

 
 La presencia de CTCF y KDM4A en el primer intrón de CHD5 está asociada con la 

disminución de H3K36me3 y H3K36me2.  

 CTCF y KDM4A forman un complejo. 

 El complejo CTCF-KDM4A regula negativamente la expresión de CHD5.  

 El mecanismo de represión mediado por el complejo CTCF-KDM4A es 

independiente de la metilación del DNA del promotor de CHD5. 

 La disminución de CTCF o KDM4A aumenta los niveles de expresión de CHD5. 

 El “knockout” de KDM4A restablece las marcas de histonas H3K36me3 y 

H3K36me2 en el primer intrón de CHD5 y permite la reactivación de la expresión de 

este gen. 

 El “knockout” de KDM4A afecta los niveles globales de las modificaciones 

postraduccionales de histonas H3K36me2 y H3K36me3. 

 El complejo CTCF-KDM4A se encontró en nueve sitios a lo largo de CHD5, en la 

región promotora de WRAP53, en la región situada a -1922 pb del TSS de ASCL2 

y en los exones 20 y 21 de JAG2. 

 

14 PERSPECTIVAS. 
KDM4A y CTCF juegan un papel dual en la regulación transcripcional. Conocer cuáles son 

las condiciones para que estas proteínas puedan activar o silenciar un gen, sería muy 

interesante. Con este objetivo, se evaluará la expresión global de genes mediante ensayos de 

RNA-seq, y se estudiará la abundancia de H3K36me3, H3K36me2, H3K9me3, H3K9me2 y la 

RNA polimerasa II, en células control y deficientes para KDM4A o CTCF. 
Así mismo, para correlacionar la co-ocupancia de KDM4A y CTCF en distintos eventos 

biológicos y en las etapas de la transcripción como: el silenciamiento, activación, elongación o 

en la generación de variantes por corte y empalme alternativo de los genes, se integrarán 

distintos datos obtenidos de análisis masivos como ChIP, Chip-Re-ChIP y RNA-seq. 
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15  Identificación y caracterización de fármacos moduladores de la actividad 
enzimática de la desmetilasa de histonas KDM4A. 
Resultados obtenidos durante la estancia de investigación en el laboratorio de la Dra. Lucia 

Altucci, localizado en la Università degli Studi della Campania Luigi Vanvitelli, Nápoles, Italia. 

(Fecha de la estancia: Diciembre 2017-Junio 2018). 

Como se mencionó anteriormente, las desmetilasas de histonas se involucran en el inicio 

y la progresión del cáncer (Morera et al., 2016; Shi et al., 2004; Song et al., 2016). Distintos 

estudios reportan que la desregulación de las desmetilasas de histonas correlaciona con: 1) el 

incremento en la expresión de los oncogenes, 2) disminución de la expresión de los genes 

supresores de tumor, 3) alteración de la estabilidad cromosómica, y 4) interacción con los 

receptores hormonales. La familia KDM4 se sobreexpresa en varios tumores incluyendo cáncer 

de mama, próstata y linfomas (revisado en Berry y Janknecht, 2013). La desmetilasa de 

histonas KDM4A participa la iniciación, promoción y progresión tumoral. La sobreexpresión de 

esta enzima correlaciona con el puntaje de Gleason en tumores de próstata (Kim et al., 2016), 

también KDM4A regula genes supresores de tumores como ARH1 y CHD5, y activa oncogenes 

como CCND1 y C-JUN (Berry et al., 2012; Li et al., 2013; Mallette y Richard, 2012).  

Por los antecedentes mencionados, se están comenzando a considerar a las enzimas 

desmetilasas de histonas como posibles blancos terapéuticos, y actualmente se buscan 

moléculas pequeñas o epifármacos que sean capaces de regular la actividad de estas enzimas, 

entre estas enzimas destaca KDM4A, la cual es una de las principales proteínas que se utilizan 

en el descubrimiento de epifármacos.  

El desarrollo de los inhibidores para las desmetilasas de histonas se inició después de 

la identificación de las enzimas. El descubrimiento de los primeros fármacos se centró en 

productos naturales e imitaciones de α-cetoglutarato. Se ha reportado que SAHA (un inhibidor 

de HDAC) también mostró actividad inhibidora leve. Se han informado varios quimiotipos 

diferentes de inhibidores. La mayoría de los inhibidores son imitadores de α-cetoglutarato con 

un motivo que es capaz de quelar al metal que puede unirse al ion Fe (II) en el núcleo catalítico. 

Muchos inhibidores naturales, como el catecol, también contienen motivos de unión a metales. 

Algunos otros tipos de inhibidores (incluidos los inhibidores de eyección de iones Zn (II), 

inhibidores basados en péptidos, etc.) Hasta ahora, los inhibidores competitivos de α-

cetoglutarato siguen siendo la estrategia principal para las enzimas KDM (revisado en Lin et 

al., 2018). En el caso de los compuestos aquí usados tienen la propiedad química de funcionar 
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como agentes quelantes, ya que KDM4A contiene un ion Fe2+ en su sitio activo, es probable 

que estos compuestos ejerzan su actividad inhibitoria mediante la quelación el ion Fe2+ en el 

sitio activo de la enzima. 

En este aspecto, la línea de investigación de la Dra. Lucia Altucci se enfoca en nuevas 

estrategias terapéuticas contra el cáncer, el descubrimiento y desarrollo de epifármacos, así 

como la identificación de las alteraciones del epigenoma en procesos neoplásicos. Por ello 

anterior, esta estancia me permitió conocer el empleo de los distintos inhibidores de las 

desmetilasas de histonas, entre estos inhibidores se destaca el PKF118-310 o toxoflavina el 

cual causa muerte celular ya que entre otros efectos inhibe la expresión de la survivina y la 

actividad de KDM4A.  

Actualmente las enzimas desmetilasas representan un potencial importante como 

nuevos blancos terapéuticos, por lo cual parte de los intereses de la estancia es el evaluar el 

papel de los distintos inhibidores propuestos por el grupo de la Dra. Altucci, como son el 

PKF118-310, FS21, FS22 y el FS23 para conocer su impacto en distintos modelos celulares 

(Franci et al., 2017). 

15.1  OBJETIVO GENERAL. 
Identificar y caracterizar la participación de los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y 

FS23 como inhibidores de KDM4A en distintos modelos celulares derivados de cáncer. 

15.1.1  Objetivos particulares. 
1. Evaluar la capacidad inhibitoria de los compuestos. 

2. Determinar la unión de los distintos compuestos a la enzima KDM4A in vitro. 

3. Evaluar la unión de los inhibidores con KDM4A en distintas líneas celulares in vivo. 

4. Estudiar el efecto de los inhibidores PKF118-310, FS21, FS22, FS23 en 

las marcas de histonas que son blanco de KDM4A. 

 

15.2  RESUTLADOS. 
 

15.2.1  Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y 
FS23 inhiben a la enzima KDM4A. 
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Con el objetivo de corroborar la capacidad inhibitoria de los compuestos, se realizó un 

ensayo enzimático in vitro para KDM4A. Comparado con el vehículo (DMSO), los compuestos 

PKF118-310, cos8, cos 28 y cos49 (después renombrados FS21, FS22 y FS23) inhibieron la 

actividad de KDM4A, PKF118-310 inhibió a KDM4A en un 70%, y los compuestos FS21, FS22 

y FS23 inhibieron en 55%, 40% y 45% respectivamente (Figura 16). 

 

 

 

Figura 16: Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 actúan como inhibidores de la enzima KDM4A. 

Se muestra la actividad residual de la enzima KDM4A, después de ser incubada con todos los compuestos 

a una concentración de 50µM, se puede observar que el compuesto PKF118-310 inhibe la actividad de 

KDM4A en un 70%, FS21 tiene una acción del 55%, FS22 inhibe en un 40% y por último FS23 inhibió a 

KDM4A hasta en un 45%. Como prueba estadística se empleó t de Student. Se muestran los resultados de tres 

ensayos independientes. 

15.2.2 Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y 
FS23 se unen directamente a la enzima KDM4A in 

vitro. 
Con el objetivo de evaluar si los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 eran 

capaces de unirse directamente a la enzima KDM4A en un modelo in vitro, se llevó a cabo el 

ensayo de Label-Free, este ensayo permite medir de manera indirecta si un compuesto se 

une directamente a una proteína o no (Figura 17). Se puede observar que la unión es 

dependiente de la dosis de los compuestos FS21, FS22 y FS23, cuando se compara con el 

control negativo. Sin embargo para el compuesto PKF118-310, no se observó este 

comportamiento, esto se puede deber a que este compuesto podría inhibir de manera diferente 

a la enzima, tal vez por un metabolito secundario. 
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puede observar que la unión es dependiente de la dosis de los compuestos FS21, 

FS22 y FS23, comparando con el control negativo. Sin embargo para el compuesto 

PKF118-310,  no se observo este comportamiento, esto se puede deber a que este 

compuesto podría inhibir de manera diferente a la enzima, tal vez por un metabolito 

secundario. 

  

 

 
Figura 2: Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 se unen a la enzima KDM4A in 

vitro. (A) Se muestra que la unión de los compuestos FS21, FS22 y FS23 es dependiente de la dosis 

ya que a mayor concentración de los inhibidores la señal aumenta. Para el caso de PKF118-310, no 

se observa este comportamiento, quizá la acción inhibitoria de este compuesto sea mediante un 

metabolito secundario. 

 
El compuesto FS23 se une directamente a KDM4A in vivo. 

  
Con el objetivo de evaluar la unión directa entre el compuesto FS23 y 

KDM4A, se llevaron a cabo ensayos de cambio térmico celular, (cellular thermal shift 

assay CESTA). Este ensayo permite retardar o prevenir la degradación térmica de la 

proteína blanco como resultado de su estabilización por unión del compuesto. 

Nuestros hallazgos muestran la estabilización de la enzima a una mayor 

temperatura en comparación con la temperatura ambiente en respuesta a la 

presencia del inhibidor FS23 (Fig. 3A). Específicamente, observamos la 

estabilización de esta enzima en las temperaturas 43ºC y 45ºC (Fig. 3B). Estos 
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Figura 17: Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 se unen a la enzima KDM4A in vitro. 

(A) Se muestra qué la unión de los compuestos FS21, FS22 y FS23 es dependiente de la dosis ya que a 

mayor concentración de los inhibidores la señal aumenta. Para el caso de PKF118-310, no se observa este 

comportamiento, quizá la acción inhibitoria de este compuesto sea mediante un metabolito secundario.  

15.2.3  El compuesto FS23 se une directamente a 
KDM4A in vivo. 

Con el objetivo de evaluar la unión directa entre el compuesto FS23, fármaco que 

teníamos disponible en ese momento, y KDM4A, se llevaron a cabo ensayos de cambio térmico 

celular, CESTA (Cellular Thermal Shift Assay). Este ensayo permite retardar o prevenir la 

degradación térmica de la proteína blanco como resultado de su estabilización por unión del 

compuesto. Nuestros hallazgos muestran la estabilización de la enzima a una mayor 

temperatura en comparación con la temperatura ambiente en respuesta a la presencia del 

inhibidor FS23 (Figura 18A). Específicamente, observamos la estabilización de esta enzima en 

las temperaturas 43ºC y 45ºC (Figura 18B). Estos resultados confirman la interacción directa 

entre proteína blanco KDM4A y el compuesto FS23. 

 

9 

resultados confirman la interacción directa entre proteína blanco KDM4A y el 

compuesto FS23. 

  

 

 

 

 

 

  

 
 
 
 
 
 
 
Figura 3: El compuesto FS23 se une directamente a KDM4A. (A) Evaluación del ensayo de 

cambio térmico celular por medio de Western Blot a 3 distintas concentraciones. (B) Cuantificación de 

la intensidad relativa de las bandas proteicas, muestra que hay una mayor estabilización de KDM4A 

con la concentración 50mM, en las temperaturas 43ºC y 45ºC en comparación con el vehículo. La 

cuantificación de la abundancia relativa de KDM4A se realizo usando como proteína control a la 

TUBULINA. 

  

La inducción con los inhibidores afecta la abundancia de las marcas de las 
histonas H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me1. 
 

Con el objetivo de investigar cuales son los efectos de los inhibidores en las 

modificaciones postraduccionales de las histonas. Se estimularon las células con los 

distintos compuestos y posteriormente se extrajeron las histonas, después se 

evaluaron los niveles de las marcas H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me, por medio de 

Western Blot. Como primera aproximación, se probo la inducción de los compuestos 

PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 en las células de cáncer de colon HCT-116, 

durante 24 horas usando una concentración 50mM (Fig. 4A). Los resultados 

revelaron que después del tratamiento con PKF118-310, FS22 y FS23, la 

abundancia de la modificación H3K9me3 aumentaba en comparación con las 

muestras tratadas con el vehículo (Fig. 4B). 

B 

  

 

CETSA ASSAY

PhD Project

A

B

C

Fig.1: concentration at 50µM

Fig.2: experiment performed at 3 different concentrations

CETSA for FS23

D
IP

A
R

T
IM

E
N

T
O

 D
IB

IO
C

H
IM

IC
A

 B
IO

F
IS

IC
A

 E
 P

A
T

O
L

O
G

IA
 G

E
N

E
R

A
L

E
  

37ºC

D
M

SO
5

0
µM

1
0

0
µM

2
0

0
µM

D
M

SO
5

0
µM

1
0

0
µM

2
0

0
µM

41ºC 43ºC 45ºC

D
M

SO
5

0
µM

1
0

0
µM

2
0

0
µM

D
M

SO

D
M

SO
5

0
µM

1
0

0
µM

2
0

0
µM

D
M

SO
50

µM
10

0µ
M

20
0µ

M
 

D
M

SO
50

µM
10

0µ
M

20
0µ

M

47ºC 49ºC

KDM4A

TUBULINA

KDM4A

TUBULINA

37ºC    41ºC      43ºC        45ºC     47ºC    49ºC CETSA ASSAY

PhD Project

A

B

C

Fig.1: concentration at 50µM

Fig.2: experiment performed at 3 different concentrations

CETSA for FS23

D
IP

A
R

T
IM

E
N

T
O

 D
IB

IO
C

H
IM

IC
A

 B
IO

F
IS

IC
A

 E
 P

A
T

O
L

O
G

IA
 G

E
N

E
R

A
L

E
  

10

8

6

4

2

0

D
M

SO

5
0

µM

10
0µ

M

20
0µ

M

37ºC 41ºC 43ºC 45ºC

D
M

SO
5

0
µM

10
0µ

M

20
0µ

M

5
0

µM

10
0µ

M

20
0µ

M

D
M

SO

D
M

SO

5
0

µM

10
0µ

M

20
0µ

M

10

8

6

4

2

0N
iv

e
le

s	
d

e
	H

3
K

9
m

e
3
 37ºC 41ºC 43ºC 45ºC  

A

9 

resultados confirman la interacción directa entre proteína blanco KDM4A y el 
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Figura 3: El compuesto FS23 se une directamente a KDM4A. (A) Evaluación del ensayo de 

cambio térmico celular por medio de Western Blot a 3 distintas concentraciones. (B) Cuantificación de 

la intensidad relativa de las bandas proteicas, muestra que hay una mayor estabilización de KDM4A 

con la concentración 50mM, en las temperaturas 43ºC y 45ºC en comparación con el vehículo. La 

cuantificación de la abundancia relativa de KDM4A se realizo usando como proteína control a la 

TUBULINA. 

  

La inducción con los inhibidores afecta la abundancia de las marcas de las 
histonas H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me1. 
 

Con el objetivo de investigar cuales son los efectos de los inhibidores en las 

modificaciones postraduccionales de las histonas. Se estimularon las células con los 

distintos compuestos y posteriormente se extrajeron las histonas, después se 

evaluaron los niveles de las marcas H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me, por medio de 

Western Blot. Como primera aproximación, se probo la inducción de los compuestos 

PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 en las células de cáncer de colon HCT-116, 

durante 24 horas usando una concentración 50mM (Fig. 4A). Los resultados 

revelaron que después del tratamiento con PKF118-310, FS22 y FS23, la 

abundancia de la modificación H3K9me3 aumentaba en comparación con las 

muestras tratadas con el vehículo (Fig. 4B). 
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durante 24 horas usando una concentración 50mM (Fig. 4A). Los resultados 
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abundancia de la modificación H3K9me3 aumentaba en comparación con las 

muestras tratadas con el vehículo (Fig. 4B). 
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puede observar que la unión es dependiente de la dosis de los compuestos FS21, 

FS22 y FS23, comparando con el control negativo. Sin embargo para el compuesto 

PKF118-310,  no se observo este comportamiento, esto se puede deber a que este 

compuesto podría inhibir de manera diferente a la enzima, tal vez por un metabolito 

secundario. 

  

 

 
Figura 2: Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 se unen a la enzima KDM4A in 

vitro. (A) Se muestra que la unión de los compuestos FS21, FS22 y FS23 es dependiente de la dosis 

ya que a mayor concentración de los inhibidores la señal aumenta. Para el caso de PKF118-310, no 

se observa este comportamiento, quizá la acción inhibitoria de este compuesto sea mediante un 

metabolito secundario. 

 
El compuesto FS23 se une directamente a KDM4A in vivo. 
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proteína blanco como resultado de su estabilización por unión del compuesto. 

Nuestros hallazgos muestran la estabilización de la enzima a una mayor 

temperatura en comparación con la temperatura ambiente en respuesta a la 

presencia del inhibidor FS23 (Fig. 3A). Específicamente, observamos la 

estabilización de esta enzima en las temperaturas 43ºC y 45ºC (Fig. 3B). Estos 

LABEL-FREE ASSAY

PhD Project

FS21 FS22

FS23

D
IP

A
R

T
IM

E
N

T
O

 D
IB

IO
C

H
IM

IC
A

 B
IO

F
IS

IC
A

 E
 P

A
T

O
L

O
G

IA
 G

E
N

E
R

A
L

E
  



 
 

  
  
 
 

59 

 

Figura 18: El compuesto FS23 se une directamente a KDM4A. 

(A) Evaluación del ensayo de cambio térmico celular por medio de Western Blot a tres distintas 

concentraciones. (B) Cuantificación de la intensidad relativa de las bandas proteicas, muestra que hay una 

mayor estabilización de KDM4A con la concentración 50 M, en las temperaturas 43ºC y 45ºC en 

comparación con el vehículo. La cuantificación de la abundancia relativa de KDM4A se realizó usando como 

proteína control a la TUBULINA. Se muestran los resultados de una réplica biológica.  

15.2.4  La inducción con los inhibidores afecta la 
abundancia de las marcas de las histonas 
H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me1. 

Con el objetivo de investigar cuales son los efectos de los inhibidores en las 

modificaciones postraduccionales de las histonas. Se estimularon las células con los distintos 

compuestos y posteriormente se extrajeron las histonas, después se evaluaron los niveles de 

las marcas H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me, por medio de Western Blot. Como primera 

aproximación, se probó la inducción de los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 en 

las células de cáncer de colon HCT-116, durante 24 horas con una concentración 50µM (Figura 

19A). Los resultados revelaron que después del tratamiento con PKF118-310, FS22 y FS23, la 

abundancia de la modificación H3K9me3 aumentaba en comparación con las muestras que se 

trataron con el vehículo (Figura 19B). 

Posteriormente, con el fin de probar estos inhibidores en otro contexto celular, se probó 

la inducción de los compuestos FS21, FS22 y FS23 en las células de cáncer de colon HCT-

116, durante 24h, 48h y 24h+24h (compuesto añadido nuevamente 24 h después de la 

estimulación inicial) con una concentración de 50µM, como control positivo se empleó el 
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resultados confirman la interacción directa entre proteína blanco KDM4A y el 

compuesto FS23. 
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durante 24 horas usando una concentración 50mM (Fig. 4A). Los resultados 

revelaron que después del tratamiento con PKF118-310, FS22 y FS23, la 

abundancia de la modificación H3K9me3 aumentaba en comparación con las 

muestras tratadas con el vehículo (Fig. 4B). 
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Figura 3: El compuesto FS23 se une directamente a KDM4A. (A) Evaluación del ensayo de 

cambio térmico celular por medio de Western Blot a 3 distintas concentraciones. (B) Cuantificación de 

la intensidad relativa de las bandas proteicas, muestra que hay una mayor estabilización de KDM4A 

con la concentración 50mM, en las temperaturas 43ºC y 45ºC en comparación con el vehículo. La 
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compuesto PKF118-310 a una concentración de 10µM por 24 horas (Figuras 19C, 19D, 19E). 

Se encontró que la modificación H3K9me3 aumentaba en las células tratadas con los 

inhibidores FS21 y FS23 tanto en 24h, 48h y 24h+24h todos los tiempos probados, sin embargo 

en el caso del inhibidor FS22 no se encontraron alteraciones en ninguna de las marcas, esto 

podría ser debido a que este compuesto presenta poca permeabilidad en comparación con los 

otros dos o puede ser que el efecto de este inhibidor sea de carácter local y no tan global como 

el efecto que tienen PKF118-310, FS21 y FS23 (Figura 19F). 

Las concentraciones de 50µM para los compuestos FS21, FS22 y FS23 y de 10µM para 

el compuesto PKF118-310, se determinaron previamente en el laboratorio de la Dra. Altucci 

como las concentraciones inhibitorias medias o IC50. 

También se encontró que la modificación H3K9me1 aumentaba tras la estimulación con 

los compuestos FS21 y FS23 en el tiempo 24h+24h, esta marca no es sustrato para KDM4A, 

esto se podría explicar debido a que estos compuestos son capaces de inhibir a otras enzimas 

diferentes a KDM4A (Figura 19F). 
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Figura 19: Las modificaciones postraduccionales de las histonas H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1, se ven 
afectadas después del tratamiento con los inhibidores en la línea celular HCT-116. 

Evaluación de la abundancia de las modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1 

mediante Inmuno Blots. (B) Tabla que resume el comportamiento de las marcas de histonas después del 

tratamiento con los inhibidores, se observa que tanto la H3K9me3 y H3K9me1 aumentan después de la 

inducción con los compuestos PKF-118-310 y FS22. En el caso de la inducción con el compuesto FS21 no 

se observó ningún cambio en ninguna de las MPT de las histonas, por último, se observó un aumento de 

H3K9me3 tras la inducción con el compuesto FS23. (C, D, F) Evaluación de la abundancia de las 

modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1 mediante Westen Blots, después del 

tratamiento con 50,μM de los compuestos FS21 (C), FS22 (D) y FS23 (E) por 24h, 48h y 24h+24h (adición 

del compuesto 24 horas después del estímulo inicial), como control se empleó el compuesto PKF118-310 a 

una concentración de 10µM por 24 horas. (F) Tabla que resume el comportamiento de las marcas de histonas 

después del tratamiento con los inhibidores. Se observa que la MPT H3K9me3 aumenta después de la 

inducción con los compuestos FS21 y FS23 por 24 horas, por 48 horas y con una segunda inducción por 24 

horas (24+24 horas). Así mismo para la MPT H3K9me1 se observó un aumentó con los compuestos FS21 y 

FS23 por 24 horas y con una segunda inducción por 24 horas (24+24 horas). La cuantificación de la 

abundancia relativa de las MPTs se realizó usando como proteína control a la histona H4 total. Se muestran 

los resultados de una réplica biológica.   

         Con el objetivo de evaluar si existía alguna modificación en la abundancia de las marcas 

de histonas en otros contextos celulares así como en modelos de diferentes tipos de cáncer, 

se procedió a inducir las líneas celulares MCF7 y PANC- 1 con 50μM de los inhibidores FS21, 

FS22 y FS23 durante 24h, 48h y 24h+24h, es decir se administra por segunda vez el fármaco 

24 horas después de la primera administración, posteriormente se extrajeron las histonas y se 

evaluaron los niveles de las modificaciones H3K9me3, H3K9me2 y H3K9me1 mediante 

Inmunoblots (Figura 20A y 20B). Se emplearon las líneas celulares MCF7 y PANC-1. Los 

resultados revelaron que en el caso de la línea celular MCF7 (Figuras 20A, 20C y 20D) las 

modificaciones H3K9me2 y H3K9me1 no presentan algún cambio aparente en comparación 
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Figura 4: Las modificaciones postraduccionales de las histonas H3K9me3, H3k9me2, H3Kme1, 
se ven afectadas después del tratamiento con los inhibidores en la línea celular HCT-116. (A) 

Evaluación de la abundancia de las modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, 

H3K9me1 mediante Inmuno Blots. (B) Tabla que resume el comportamiento de las marcas de 

histonas después del tratamiento con los inhibidores. (C, D, F) Evaluación de la abundancia de las 

modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1 mediante Westen Blots, después 

del tratamiento con 50mM de los compuestos FS21 (C), FS22 (D) y FS23 (E) por 24h, 48h y 24h+24h 

(adición del compuesto 24 horas después del estimulo inicial), como control se empleo el compuesto 

PKF118-310 a una concentración de 10mM por 24 horas. (F) Tabla que resume el comportamiento de 

las marcas de histonas después del tratamiento con los inhibidores. 
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con el vehículo, sin embargo, cuando se evaluó la abundancia de la marca H3K9me3 se 

observó que tenía distintos comportamientos dependiendo del compuesto empleado y del 

tiempo de duración del estímulo. Para el caso de la línea celular PANC-1 (Figura 20B) no se 

observó un cambio aparente en la abundancia de las marcas de histonas, esto podría sugerir 

que los cambios en estas marcas se pueden presentar a nivel local (Figura 20B). Los 

compuestos FS21, FS22 y FS23 afectan los niveles globales de la marca H3K9me3 en las 

células MCF7 (Figuras 20C y 20D). 
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Figura 4: Las modificaciones postraduccionales de las histonas H3K9me3, H3k9me2, H3Kme1, 
se ven afectadas después del tratamiento con los inhibidores en la línea celular HCT-116. (A) 

Evaluación de la abundancia de las modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, 

H3K9me1 mediante Inmuno Blots. (B) Tabla que resume el comportamiento de las marcas de 

histonas después del tratamiento con los inhibidores. (C, D, F) Evaluación de la abundancia de las 

modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1 mediante Westen Blots, después 

del tratamiento con 50mM de los compuestos FS21 (C), FS22 (D) y FS23 (E) por 24h, 48h y 24h+24h 

(adición del compuesto 24 horas después del estimulo inicial), como control se empleo el compuesto 

PKF118-310 a una concentración de 10mM por 24 horas. (F) Tabla que resume el comportamiento de 

las marcas de histonas después del tratamiento con los inhibidores. 
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Figura 5: Evaluación de las modificaciones postraduccionales de las histonas H3K9me3, 
H3k9me2, H3Kme1 después del tratamiento con los inhibidores en las líneas celulares MCF7 y 
PANC-1. (A y B) Evaluación de la abundancia de las modificaciones postraduccionales H3K9me3, 

H3K9me2, H3K9me1 mediante Inmuno Blots en la línea celular MCF7 (A) y en la línea celular PANC-

1 (C) Cuantificación de la intensidad relativa de las bandas proteicas de la marca H3K9me3 en la 

línea celular MCF7. (D) Grafica que muestra el comportamiento de la marca H3K9me3 en la línea 

celular MCF7 a través del tiempo y dependiendo del compuesto empleado. 

 

Con el objetivo de evaluar si existía alguna modificación en la abundancia de 

las marcas de histonas en otros contextos celulares así como en modelos de 

diferentes tipos de cáncer, se procedió a inducir las líneas celulares MCF7 y PANC-

1 con 50mM de los inhibidores FS21, FS22 y FS23 durante 24h, 48h y 24h+24h, 
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revelaron que en el caso de la línea celular MCF7 (Figs. 5A, 5C y 5D) las 

modificaciones H3K9me2 y H3K9me1 no presentan algún cambio aparente en 

comparación con el vehículo, sin embargo, cuando se evaluó la abundancia de la 
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marcas de histonas, esto podría sugerir que los cambios en estas marcas se 

pueden presentar a nivel local (Fig. 5B).  
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Figura 4: Las modificaciones postraduccionales de las histonas H3K9me3, H3k9me2, H3Kme1, 
se ven afectadas después del tratamiento con los inhibidores en la línea celular HCT-116. (A) 

Evaluación de la abundancia de las modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, 

H3K9me1 mediante Inmuno Blots. (B) Tabla que resume el comportamiento de las marcas de 

histonas después del tratamiento con los inhibidores. (C, D, F) Evaluación de la abundancia de las 

modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1 mediante Westen Blots, después 

del tratamiento con 50mM de los compuestos FS21 (C), FS22 (D) y FS23 (E) por 24h, 48h y 24h+24h 

(adición del compuesto 24 horas después del estimulo inicial), como control se empleo el compuesto 

PKF118-310 a una concentración de 10mM por 24 horas. (F) Tabla que resume el comportamiento de 

las marcas de histonas después del tratamiento con los inhibidores. 
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Figura 4: Las modificaciones postraduccionales de las histonas H3K9me3, H3k9me2, H3Kme1, 
se ven afectadas después del tratamiento con los inhibidores en la línea celular HCT-116. (A) 

Evaluación de la abundancia de las modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, 

H3K9me1 mediante Inmuno Blots. (B) Tabla que resume el comportamiento de las marcas de 

histonas después del tratamiento con los inhibidores. (C, D, F) Evaluación de la abundancia de las 

modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1 mediante Westen Blots, después 

del tratamiento con 50mM de los compuestos FS21 (C), FS22 (D) y FS23 (E) por 24h, 48h y 24h+24h 

(adición del compuesto 24 horas después del estimulo inicial), como control se empleo el compuesto 

PKF118-310 a una concentración de 10mM por 24 horas. (F) Tabla que resume el comportamiento de 

las marcas de histonas después del tratamiento con los inhibidores. 
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Figura 20: Evaluación de las modificaciones postraduccionales de las histonas H3K9me3, H3K9me2, 
H3K9me1 después del tratamiento con los inhibidores en las líneas celulares MCF7 y PANC-1. 

(A y B) Evaluación de la abundancia de las modificaciones postraduccionales H3K9me3, H3K9me2, 

H3K9me1 mediante Inmuno Blots en la línea celular (A) MCF7 y en la línea celular (B) PANC- 1. (C) 

Cuantificación de la intensidad relativa de las bandas proteicas de la marca H3K9me3 en la línea celular 

MCF7. (D) Grafica que muestra el comportamiento de la marca H3K9me3 en la línea celular MCF7 a través 

del tiempo y dependiendo del compuesto empleado. Se muestran los resultados de una réplica biológica. 

15.2.5  La inducción con el epifármaco PKF118-310 
de las células KDM4AKO y WT afecta los niveles 
globales de H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1, 
H3K36me3 y H3K36me2. 

Uno de los objetivos que formaban parte de mi estancia realizada con la Dra. Lucia 

Altucci, era aprender acerca de los llamados epifármacos. Los epifármacos son moléculas 

pequeñas que son capaces de regular la actividad enzimática de proteínas que se encargan 

de remodelar la cromatina, entre estas proteínas destaca KDM4A, la cual es una de las 

principales enzimas utilizadas en el descubrimiento de epifármacos. 

Con el objetivo de evaluar cual era el efecto del epifármaco PKF118-310, fármaco que 

teníamos disponible en ese momento, sobre las MPT H3K9me3, H3K9me2, H3K9me1, 

H3K36me3 y H3K36me2 en otros contextos celulares diferentes a los usados anteriormente. 

Se indujeron células MCF7 WT y MCF7 KDM4AKO con 0.8μM de PKF118-310 por 24 horas así 

como el vehículo, DMSO. Posterior al tiempo de inducción se realizó una extracción acída de 

histonas, y se evaluó la abundancia del las marcas de histonas H3K9me3, H3K9me2, 

H3K9me1, H3K36me3 y H3K36me2 por medio de inmunoblots (Figura 21A). El análisis de la 

abundancia relativa de las modificaciones H3K9me1, H3K9me2, H3K9me3 H3K36me2 (Figura 

21B) arrojó que no hay cambios en la abundancia de estas MPT. Para el caso de H3K36me3 

se observó que esta marca aumenta en las células WT tratadas con el fármaco, las células 

KDM4AKO tratadas con DMSO y con el fármaco respectivamente en las células tanto WT como 

KDM4AKO tratadas con el fármaco PKF118-310 con respecto a las células WT tratadas con el 

vehículo (Figura 21B). 
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Figura 21: La inducción con el epifármaco PKF118-310 afecta los niveles globales de H3K36me3 en las 
células WT y KDM4AKO. 

(A) Caracterización de la abundancia de las marcas de histonas H3K9me1, H3K9me2, H3K9me3, H3K36me2 y 

H3K36me3 mediante inmunoblots, se cargaron 8μg de extracto histónico para cada condición y se normalizó con 

la abundancia de la histona H4 total. (B) La cuantificación de la intensidad relativa de las bandas proteicas muestra 

que las marcas H3K9me1, H3K9me2, H3K9me3 y H3K36me3 no presentan cambios significativos en las células 

WT tratadas con el fármaco, las células KDM4AKO tratadas con DMSO y con el fármaco respectivamente. 

Finalmente, se observó que la modificación de histonas H3K36me3 aumenta en 53%, 81% y 71% para las células 

WT tratadas con el fármaco, las células KDM4AKO tratadas con DMSO y con el fármaco respectivamente. Se 

muestran los resultados de una réplica biológica. 
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Figura 22: Estructura de los inhibidores empleados. 

Esquema de la estructura molecular de los inhibidores usados en este estudio. Es probable que la presencia de 

grupos aromáticos y cíclicos sea la responsable de la acción inhibitoria. 

15.3  DISCUSIÓN. 
Las proteínas que reconocen, establecen y remueven las modificaciones 

postraduccionales de las histonas, son las mediadoras en condiciones fisiológicas y de 

enfermedad. El poder modular la actividad de estas proteínas es el objetivo de los llamados 

epifármacos. Dentro de los primeros epifármacos descritos se encuentran a los inhibidores de 

las desacetilasas de histonas (HDAC) los cuales ya están uso clínico (revisado en Conte et al., 

2018). Por el contrario, el entendimiento molecular de las proteínas que se encargan de regular 

la desmetilación de las lisinas que se encuentran en las histonas, se ha visto rezagado (Franci 

et al., 2017). Actualmente se buscan moléculas pequeñas que sean capaces de regular la 

actividad de las enzimas desmetilasas de histonas, entre estas enzimas destaca KDM4A, la 

cual es una de las principales proteínas que se utilizan en el descubrimiento de epifármacos 

(Franci et al., 2017; Hoffmann et al., 2012). Por lo anterior uno de los objetivos de este proyecto 

fue identificar y caracterizar la participación de nuevos compuestos como inhibidores de 

KDM4A. 

Como parte de los antecedentes directos, en el laboratorio de la Dra. Altucci se llevó a 

cabo un screening in silico, a partir de este estudio se seleccionaron varios candidatos posibles 

para inhibir a KDM4A entre estos se encontró PKF118-310 o toxoflavina, así como los 

compuestos denominados FS21, FS22 y FS23, cuyas estructuras se presentan en la figura 22. 

Es probable que la acción inhibitoria de estos compuestos sea mediante la quelación el ion 

Fe2+ que se encuentra en el sitio activo de la enzima. 
13 

Para el compuesto FS21 se puede observar que a las 24 h de inducción hay 

una disminución de la marca H3K9me3, sin embargo, a las 48 h y a las 24h+24h de 

estimulación se observa un aumento. Para el caso del compuesto FS22 se observa 

que la marca H3K9me3 aumenta con respecto al tiempo. Por ultimo para el 

compuesto FS23 se observo que la marca H3K9me3 aumentaba a las 24 horas, 

disminuía a las 48 horas y volvía a aumentar después de la adición del compuesto 

24 horas después del estimulo inicial, esto se puede explicar debido a la estabilidad 

del compuesto a las 24 horas es mas estable que a las 48 horas, por ello se puede 

apreciar este comportamiento. 

 

 
 
 
 
 

 

 
 

 
Figura 6: Estructura de los inhibidores empleados. Esquema de la estructura molecular de los 

compuestos empleados en este estudio. Es posible que la precencia de grupos aromaticos y ciclicos 

sea la responsable la accion inhibitoria. 
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Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 revelaron que son inhibidores de la 

enzima KDM4A mediante ensayos enzimáticos, además mediante el ensayo de Label-Free, se 

determinó que estos compuestos FS21, FS22 y FS23 se unen directamente a la enzima 

KDM4A in vitro, no se observó el mismo comportamiento para el compuesto PKF118-310, 

podría ser que la acción de este compuesto sea mediante algún metabolito secundario.  

Los resultados obtenidos del ensayo de CETSA, revelaron la estabilización de KDM4A 

en las temperaturas 43ºC y 45ºC. Estos resultados confirman la interacción directa entre 

proteína blanco KDM4A y el compuesto FS23. 

También nos enfocamos en el efecto de los inhibidores sobre la abundancia de las 

modificaciones de las histonas blanco de KDM4A, es decir las marcas H3K9me3 y H3K9me2. 

Los resultados muestran que hay un incremento en la abundancia de H3K9me3 en las líneas 

celulares MCF7 y HCT-116. Así mismo no se encontraron diferencias después de tratar la línea 

celular PANC-1 con todos los compuestos, podría ser que estos compuestos no sean 

permeables en esta línea celular, otra opción es que el efecto de los inhibidores en este 

contexto celular sea de carácter local y no global como el efecto que tienen en las células MCF7 

y HCT- 116.  

La desregulación de las desmetilasas de histonas en diversos tipos de cáncer ha sido 

reportada en múltiples estudios (Berry et al., 2012; Duan et al., 2015; Franci et al., 2017, 2017; 

Guerra-Calderas et al., 2015; Li et al., 2013; Mallette y Richard, 2012), debido a su estructura, 

interacciones y actividad pleiotrópica, el papel de estas enzimas y de KDM4A en el desarrollo 

del cáncer puede ser más complejo de lo que originalmente se creía. Se requieren más estudios 

para aclarar como los compuestos aquí presentados afectan a KDM4A y a su vez afectan el 

desarrollo del cáncer.  

Otro desafío es diseñar un fármaco que sea selectivo para una subfamilia de 

desmetilasas, lo cual podría lograrse vinculando el medicamento al menos a tres dominios de 

las enzimas; sin embargo, el medicamento diseñado podría ser demasiado grande para 

penetrar la membrana celular. También podría diseñarse un inhibidor alostérico que modifique 

la conformación del sitio catalítico de la enzima sin unirse a el enlace a este. Un estudio 

computacional identificó sitios alostéricos probables que podrían ser utilizados para este 

propósito (Campagna-Slater et al., 2010). Sin embargo, se requiere más investigación para 

identificar y caracterizar experimentalmente a estos sitios. 
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15.4 CONCLUSIONES. 
 Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 son inhibidores de la enzima 

KDM4A. 

 Los compuestos PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 se unen in vitro a la enzima KDM4A. 

 El compuesto FS23 se une directamente a KDM4A in vivo. 

 Las modificaciones de histonas H3K9me3, H3K9me1 se ven afectadas después de 

estimular las células MCF7 y HCT-116 con los inhibidores, FS21, FS22 y FS23. 

 No se observaron cambios aparentes en las modificaciones H3K9me3, H3K9me2 y 

H3K9me1 después de la estimulación de las células PANC-1 después de la inducción 

con los inhibidores FS21, FS22 y FS23. 

 Los compuestos FS21, FS22 y FS23 afectan los niveles globales de la marca H3K9me3 

en las células MCF7. 

 La inducción con el epifármaco PKF118-310 afecta los niveles globales de H3K36me3 

en las líneas celulares MCF7WT y MCF7KDM4AKO. 

15.5  PERSPECTIVAS. 
Evaluar el efecto de los inhibidores PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 sobre la expresión 

génica. 

Determinar el impacto de los inhibidores PKF118-310, FS21, FS22 y FS23 en el 

reclutamiento de la desmetilasa de histonas KDM4A en distintos blancos génicos. 

 

16  INFORMACIÓN SUPLEMENTARIA. 
16.1  Validación de los ensayos de ChIP contra KDM4A, CTCF y H3K36me3. 

Con el objetivo de validar los ensayos de ChIP para KDM4A se diseñaron, estandarizaron 

y evaluaron por PCR en tiempo real, los oligonucleótidos correspondientes a la región -1922 pb 

del TSS de ASCL2 y los oligonucleótidos que amplifican el exón 27 de RB, que se emplearon 

como control positivo y negativo respectivamente. Los oligonucleótidos control para KDM4A 

fueron diseñados con base a los reportados por Mallette en el 2012. Las evaluaciones por PCR 

cuantitativo de las regiones control de los ChIPs de KDM4A, para las líneas celulares 
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neoplásicas, mostraron el comportamiento esperado, es decir hay más enriquecimiento en los 

controles positivos que en los negativos. Esto indica que la inmunoprecipitación es confiable. 

Sin embargo, en la línea celular MCF 10A el enriquecimiento de KDM4A en la región 

correspondiente al control negativo es mayor que el control positivo, pero ambas evaluaciones 

están por debajo del valor de las IgGs, que es uno, esto coincide con que KDM4A no está 

presente en la línea celular MCF 10A (Figura 23A).  

Para los ChIPs contra CTCF, se diseñaron, estandarizaron y evaluaron por PCR en tiempo 

real, como control positivo el promotor de WRAP53, así como el control negativo el exón 27 de 

RB. Los qPCR, de los controles de las inmunoprecipitaciones CTCF mostraron mayor 

enriquecimiento en los controles positivos que en los negativos, esto indica que la 

inmunoprecipitación de este anticuerpo en esta línea celular es confiable (Figura 23B).  

Para los ChIPs contra H3K36me3, se diseñaron, estandarizaron y evaluaron por PCR en 

tiempo real, los oligonucleótidos correspondientes a una región del segundo intrón de GAPDH, 

región en la cual H3K36me3 se encuentra enriquecida, esta región se usó como control positivo 

para H3K36me3. Como control negativo se empleó una región del tercer exón de MYOG, región 

en la cual H3K36me3 no se encuentra enriquecida (Figura 23C). El análisis de H3K36me3 se 

realizó con las bases de datos del proyecto ENCODE. Los qPCR, de los ChIPs contra 

H3K36me3 mostraron mayor enriquecimiento en los controles positivos que en los negativos, 

esto indica que la inmunoprecipitación de este anticuerpo en todas las líneas celulares es 

confiable (Figura 23C).  
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Figura 23: Controles de las inmunoprecipitaciones de KDM4A, CTCF y H3K36me3. 
(A) Esquemas de los genes evaluados para controlar la Inmunoprecipitación de KDM4A. Análisis de ChIP contra 

KDM4A, evaluado por qPCR en células MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y HeLa. Como control positivo para el 

enriquecimiento de KDM4A, utilizamos la región ubicada a -1922 pb del TSS de ASLC2. Como control negativo, 

empleamos el exón 27 de RB. (B) Esquemas de los genes evaluados para controlar la Inmunoprecipitación de 

CTCF. Análisis de los ChIPs contra CTCF evaluados por qPCR en MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 y células HeLa 

como un control positivo para el enriquecimiento de CTCF, se utilizó la región promotora de WRAP53 y como 

control negativo, empleamos el exón 27 de RB. (C) Esquemas de los genes evaluados para controlar la 

Inmunoprecipitación de H3K36me3, análisis de ChIP contra H3K36me3, evaluado por qPCR en MCF 10A, MCF7, 

MDA-MB-231 y células HeLa. Como control positivo para H3K36me3, utilizamos el segundo intrón de GAPDH 
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(gris) y, como control negativo, utilizamos el tercer exón de MYOG. Usamos el anticuerpo IgG incluido en el kit 

OneDay ChIP (Diagenode, NJ, EE. UU., Kch-onedIP-180), como control negativo, (**) p <0.01 y (***) p <0.005 en 

comparación con la inmunoprecipitación de el IgG. Las diferencias estadísticas se determinaron con la prueba t 

de Student. 
16.2  Validación del ensayo de ChIP-Re-ChIP contra KDM4A y CTCF. 

Con el objetivo de validar los ensayos de ChIP-Re-ChIP, para KDM4A y CTCF, se evaluaron 

las inmunoprecipitaciones secuenciales en las regiones anteriormente reportadas como control 

positivo, para KDM4A, -1922 pb del TSS de ASCL2 (Figura 24A), y para CTCF, WRAP53 

(Figura 24B), así como a las regiones negativas antes reportadas, para KDM4A y para CTCF, 

el exón 27 de RB (Figura 24C). 

 Los qPCR, de los controles de las inmunoprecipitaciones secuenciales contra KDM4A y 

CTCF mostraron mayor enriquecimiento en los controles positivos que en los negativos, esto 

nos indica que la inmunoprecipitación de este anticuerpo en esta línea celular es confiable. 

De manera inesperada observamos que KDM4A coexiste con CTCF en WRAP53, y que 

CTCF también se encuentra en la región a -1922 pb del TSS de ASCL2, región en la cual ya se 

ha reportado la presencia de KDM4A, esto nos indica que KDM4A y CTCF pueden coexistir en 

regiones diferentes al primer intrón de CHD5, lo cual indica que este fenómeno no es tan 

localizado. 
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Figura 24:  Controles del ChIP-Re-ChIP contra KDM4A y CTCF. 

(A) Esquema de la región de ASCL2 que se usó para controlar los ensayos de ChIP/re-ChIP contra KDM4A y 

CTCF en las líneas celulares MCF7 y HeLa. ChIP-Re-ChIPs evaluados por qPCR en la región a -1922 pb del TSS 

de ASCL2 (control positivo). (B) esquema de la región de WRAP53 que se usó para controlar la 

inmunoprecipitación de la cromatina secuencial contra KDM4A y CTCF. ChIP-Re-ChIPs evaluados por qPCR en 

la región promotora de WRAP53 (control positivo) (C) Esquema de la región de RB que se usó como control 

negativo, el exón 27. ChIP-Re-ChIPs evaluados en células MCF7 y HeLa. Las primeras IP se realizaron con los 

anticuerpos mostrados en la primera fila y fueron seguidos por las IP descritas en la segunda fila. (*) p <0.05, (**) 

p <0.01 y (***) p <0.005 en comparación con la inmunoprecipitación de la IgG. Las diferencias estadísticas se 

determinaron mediante el uso de la prueba t de Student. 

 

16.3  Citometría de flujo y selección celular. 
Con el fin de validar con otro modelo que KDM4A puede regular negativamente a CHD5, 

se realizó un modelo Knockout (KDM4AKO) con el sistema CRISPR / Cas9 KO (Santa Cruz, sc-

404599 y sc-404599-HDR). Este sistema empleó tres RNAs guía gRNA que se dirigieron al 

exón tres y ocho de KDM4A (Figura 25A). Posteriormente, se seleccionaron las células 

mediante el tratamiento con puromicina y con el objetivo de enriquecer aún más nuestra 

población KDM4AKO se seleccionaron las células que presentaban una fluorescencia más alta 

por medio de citometría de flujo y FACS (Figura 25B). Como control, empleamos un plásmido 

de gRNA no dirigido (Mock) (Santa Cruz, sc-418922). 

 
Figura 25: Citometría de flujo y selección celular. 

(A) Se generaron células KDM4AKO mediante el sistema CRISPR / Cas9 KO. Este sistema empleó tres gRNAs 

que se dirigen al exón tres y al exón ocho para el gen KDM4A. Como control negativo se usó un plásmido de 

gRNA no dirigido. (B) Las células KDM4AKO se seleccionaron mediante puromicina y se determinó la fluorescencia 

Gen KDM4A

*Area seleccionada

3er Exón 8vo Exón
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de RFP en células control y KDM4AKO. Las células KDM4AKO con las células fluorescentes más alta se 

seleccionaron para realizar los experimentos posteriores. (* se define el área seleccionada). 

 

17  MÉTODOS. 

17.1  EXTRACCIÓN DE RNA. 
Fundamento teórico de la técnica: 

 El Trizol es una solución monofásica de fenol e isocianato de guanidina, que 

durante la homogenización o lisis celular mantiene la integridad del RNA y disuelve los 

componentes celulares. La posterior adición de cloroformo y subsecuente centrifugación 

separa la muestra en tres fases una acuosa, en la fase de en medio se encuentran las 

proteínas y en la fase inferior se encuentran los solventes orgánicos. La fase acuosa 

contiene el RNA el cual puede ser precipitado utilizando alcohol isopropílico. 

1. Retirar el medio de cultivo, lisar las células directamente en el frasco de cultivo 

mediante la adición de 3 mL de TRIZOL para cajas de 75 cm2, y mezclar varias veces 

con una pipeta, con el fin de que las células se despeguen en su totalidad. 

2. Trasladar el TRIZOL con células a un tubo Falcon ® de 15 mL, incubarlas a temperatura 

ambiente (15°C-30°C) por 5 minutos. 

3. Agregar 0.2 mL de cloroformo por cada mL de TRIZOL agregado, agitar vigorosamente 

los tubos con la mano durante 15 segundos. Lo anterior se realiza con el fin de limpiar 

el RNA. 

4. Centrifugar las muestras a 3,200 x g durante 15 minutos, a una temperatura de 2-8°C. 

Después de la centrifugación la mezcla se divide en tres fases: superior: fase acuosa; 

media: fase fenol-cloroformo; inferior: fase roja. El RNA se encuentra solamente en la 

fase acuosa. 

5. Transferir, cuidadosamente la fase acuosa a un tubo Eppendorf etiquetado, perturbar 

la fase de fenol-cloroformo, de hacerlo centrifugar de nuevo. 

6. Agregar 0.5 mL de alcohol isopropílico por cada mL utilizado de TRIZOL. Lo anterior 

ayuda a precipitar el RNA. 

7. Incubar por 10 minutos a Temperatura ambiente y centrifugar a no más de 25,910 x g 

durante 15minutos, a una temperatura de 2°C a 8°C. Después de esta centrifugación 

es posible que se vea el pellet de RNA, si no sucede esto dejar un pequeño remanente 

de líquido en la parte inferior del tubo. 
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8. Retirar el sobrenadante y lavar el pellet con 1 mL de ET-OH al 80% en agua libre de 

RNAsas, mezclar vigorosamente, (con vortex), centrifugar la muestra durante 5 minutos 

a 16,580 x g con una temperatura de 2°C a 8°C. 

9. Dejar secar el botón de RNA a temperatura ambiente, y resuspenderlo con 20 μL de 

agua DPEC, dependiendo del tamaño del pellet, incubar 10 minutos a 60°C. 

10. Determinar la concentración de la muestra en el Nanodrop (A260/280). 

11. Cuantificar la pureza e integridad del RNA mediante un gel de agarosa al 1.2 %. 

12. Ajustar la concentración de RNA a 1μg/μL. 

13. Conservar la muestra a -70°C. 

Para más información revisar (Rio et al., 2010). 
 

Gel para determinar la integridad del RNA. 

Disoluciones: 

Tabla 4: Disoluciones usadas para determinar la integridad del RNA. 

FA gel buffer 10x Buffer de corrida 

200 mM MOPS (libre de ácidos). 

50 mM de acetato de sodio. 

10 mM de EDTA. 

pH: 7.0 (ajustar con NaOH). 

100 mL de FA gel buffer 10x. 

20 mL de formaldehído al 37%. 

880 mL de agua libre de RNAsa. 

Buffer de carga Gel FA 1.2% 

16 μL de azul de bromofenol acuoso. 

80 μL de EDTA 500mM, pH: 8. 

720 μL de formaldehído al 37%. 

2 mL de glicerol 100%. 

3084 μL de formamida. 

4 mL de FA gel buffer 10x. 

Aforar a 10 mL con agua libre de 
RNAsa. 

1.2 g de agarosa. 

10 mL de FA gel buffer 10x. 

Aforar a 100 mL con agua libre de 
RNAsa. 

Después de calentar para fundir la 
agarosa, agregar 1.8 mL de 

formaldehído al 37 %. 

Agregar 1 μL de gel red por cada 25mL 
de gel al 1.2 %. 

Preparación de la muestra. 
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1. Cargar aproximadamente 200 ng de RNA por pozo. 

2. Adicionar 2 μL de buffer de carga. 

3. Llevar todas las muestras al mismo volumen. 

4. Incubar a 65°C durante 5 minutos. 

5. Correr el gel FA durante 45 minutos a 95 volts. 

6. Si se presenta DNA, tratar con DNAsa, agregar 1 unidad de enzima por cada microgramo 

de RNA, incubar a 37°C durante una hora, para inactivar la enzima, agregar 2μL de EDTA 

50mM e incubar 20 minutos a 65°C. 

Para más información revisar (Aranda et al., 2012).  
 

17.2  REACCIÓN DE TRASNCRIPTASA REVERSA PARA OBTENER EL 
cDNA Y PCR CUANTITATIVA. 

Fundamento teórico de las técnicas: 

 El DNA complementario (cDNA) es sintetizado por la transcriptasa reversa, la cual utiliza 

como molde al RNA extraído. Los cebadores utilizados pueden ser oligo de T, el cual se 

alíneacon el extremo 3’ de la cadena de RNA que tiene un oligo de poli-adenina; o hexámeros 

random, los cuales se alinean a secuencias aleatorias del RNA; durante la síntesis se añaden 

deoxinucleótidos trifosfatados (dNTPs), que la transcriptasa reversa incorpora al naciente 

cDNA. El proceso de síntesis ocurre en condiciones controladas de temperatura, pH y 

concentración de sales. 

 En la PCR cuantitativa, qPCR, el DNA amplificado es detectado al mismo tiempo que la 

reacción procede, es decir en tiempo real. Para detectar el DNA amplificado se utilizan 

moléculas fluorescentes que se unen a la doble cadena de DNA, en este caso se usó SYBR 

Green el cual se excita con luz azul (λ:488nm) y emite luz verde (λ:522nm). Después de cada 

ciclo los niveles de fluorescencia son medidos con el lector del termociclador para tiempo real, 

SYBR Green solo fluoresce cuando se encuentra unido a DNA de doble cadena.  

 El análisis de expresión se llevó a cabo con el método de doble delta CT (ΔΔCT), para 

esto se tomó como control interno a GAPDH, y como calibrador a la línea celular no neoplásica 

MCF 10A. El método de ΔΔCT consiste en calcular: 

 La diferencial de los CTs: el gen analizado menos el control interno en nuestro caso: 

CTKDM4A-CTGAPDH, esto se realiza para todas las líneas celulares analizadas. 
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 Posteriormente, se calcula el diferencial de las líneas celulares neoplásicas menos la no 

neoplásica (calibrador): (CTKDM4A-CTGAPDH)MCF7-CTKDM4A-CTGAPDH)MCF 10A.  

 Por último se utiliza esta ecuación: 2^(CTKDM4A-CTGAPDH)MCF7-CTKDM4A-CTGAPDH)MCF 10A. 

El CT mide el número de ciclos en el que la señal fluorescente es mayor que un umbral definido 

durante la fase logarítmica de amplificación, ciclos umbral (por sus siglas en inglés cycle 

threshold). 

1. Por cada reacción de retrotranscripción agregar: 
Tabla 5: Componentes usados para cada reacción de retrotrancripción. 

Componente Volumen Concentración final 

MgCl2 4 μL 5mM 

10X Buffer II para PCR 2 μL 1X 

dATP 2 μL 1 mM 

dCTP 2 μL 1 mM 

dTTP 2 μL 1 mM 

dGTP 2 μL 1 mM 

Inhibidores de RNAsa 1 μL 1 U/μL 

Transcriptasa reversa 1 μL 2.5 U/μL 

Oligo d(T)16 1 μL 2.5 μM 

RNA 1 μL ≤1 μg 

H2O 2 μL  

Volumen final 20 μL  

Para la obtención del cDNA se utilizó el Kit GeneAmp® RNA PCR KIT No. De catálogo: N808-

0017. 

2. Programar el termociclador a 42°C durante 30 minutos (temperatura óptima de la enzima), 

99°C durante 5 minutos (inactivación de la enzima), 5°C durante 5 minutos más.  
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3. Cuantificar el cDNA con ayuda del nanodrop y diluirlo para que el cDNA de todas las 

muestras se encuentre a la misma concentración, 20 ng/μL. 

4. Por cada reacción de qPCR agregar lo siguiente: 
Tabla 6: Componentes usados para cada reacción de qPCR en el análisis de expresión. 

Componente Volumen 

SYBR-GREEN 10 μL 

OLIGO FWD 1 μL 

OLIGO RVS 1 μL 

cDNA 5 μL 

H2O 3 μL 

Para el análisis de expresión se empleó el método de doble delta CT (dΔCT) (Livak and 

Schmittgen, 2001). 

17.3  INMUNOFLUORESCENCIAS (IF). 
Fundamento teórico de la técnica: 

 En esta técnica los anticuerpos primarios reconocen y se unen específicamente a sus 

antígenos (proteínas blanco). El anticuerpo secundario que se encuentra acoplado a un 

fluoróforo reconoce al anticuerpo primario y se une a él. Para detectar el fluoróforo se utiliza un 

microscopio de fluorescencia, el cual excita a los fluoróforos y detecta la luz que estos emiten 

a determinada longitud de onda, por ejemplo, el fluoróforo Alexa 488 absorbe luz a una 

λ=495nm y emite luz con una λ=519nm.  

 El 4’,6-diamino-2-fenilindol (DAPI) se une a regiones ricas en Adenina y Timina en el 

DNA, la longitud de onda de absorción es de λ=358nm y de emisión es de λ=461nm. 

Disoluciones: 

Tabla 7: Disoluciones empleadas para los ensayos de inmunofluorescencia. 

PBS Tritón 
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8 g de NaCl. 

0.2 g de KCl. 

1.44 g de Na2HPO4. 

0.24 g de KH2PPO4. 

Ajustar pH a 7.4. 

Aforar a 1 L. 

2.5 mL de tritón 100-X. 

Aforar a 50 mL con PBS 
(solución a 5 %). 

Tomar 1 mL y llevarlo a 50 
mL con PBS (solución al 

0.1%). 

Glicina Formaldehído 1 % 

0.375 g de glicina. 

Aforar a 50 mL con PBS. 

370 μL de formaldehído al 
37 %. 

1. Sembrar aproximadamente 100000 células en cada pozo, con un cubreobjetos 

previamente limpio y radiado, se dejan el cultivo de 12 a 24 horas, dependiendo de la línea 

celular. 

2. Agregar 1 mL de formaldehído al 1 % o al 4 % a cada pozo e incubar 10 minutos. 

3. Retirar el formaldehído y realizar 3 lavados con PBS reposando por 5 minutos entre cada 

lavado con agitación. 

4. Adicionar 1 mL de tritón, incubar durante 5 minutos. 

5. Retirar el tritón y realizar 3 lavados con PBS 1 mL por 5 minutos, con agitación, cuidar que 

no se sequen las laminillas. 

6. Agregar 1 mL de glicina 100 mM y se incuba durante 1 hora a temperatura ambiente. 

7. Eliminar la glicina y adicionar 25 μL de anticuerpo primario, cortar parafilm y colocarlo una 

vez que ya se haya agregado el anticuerpo primario con el fin de que el anticuerpo y las 

células se encuentren en contacto y las laminillas no se sequen, incubar durante 1 hora a 

temperatura ambiente, o toda la noche a 4°C. 

8. Lavar de 3 a 5 veces con PBS durante 3 minutos. 

9. Agregar 25 μL del anticuerpo secundario e incubar por una hora a temperatura ambiente, 

en cámara húmeda y aislado de la luz. 

10. Realizar tres lavados con PBS durante 3 minutos.  

11. Previamente al montaje se limpian con alcohol, los portaobjetos. 

12. Posteriormente, se agregan 15 μL de medio de montaje, Vectashield con DAPI diluido 

con 6.5μL con Vectashield sin DAPI (), (Vector Labs.) a cada inmunofluorescencia, se 
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coloca el cubreobjetos procurando no dejar burbujas, se retira el excedente del medio de 

montaje. 

13. Se sellan las muestras montadas con barniz de uñas. Las muestras se pueden conservar 

a 4°C tapadas con aluminio. 

Para más información revisar (Donaldson, 2015). 
 

17.4  ENSAYO DE INMUNOPRECIPITACIÓN DE LA CROMATINA (ChIP) E 
INMUNOPRECIPITACIÓN SECUENCIAL DE LA CROMATINA (ChIP-Re-
ChIP). 

Fundamento teórico de la técnica: 

 Durante el entrecruzamiento el formaldehído forma un enlace covalente (-CH2-) entre los 

grupos amino de las cadenas de DNA y los grupos amino de los aminoácidos que se 

‘encuentran en las histonas; los enlaces formados por el formaldehído son fácilmente 

reversibles. La reacción de entrecruzamiento se detiene mediante la adición de glicina, esto 

evita que se formen enlaces donde no hay interacción. Después de que las células sean 

lisadas, es necesario romper la cromatina en fragmentos de aproximadamente 500-700pb, esto 

se realiza con el fin de minimizar las falsas interacciones. La inmunoselección se lleva a cabo 

ya que los anticuerpos se unen específicamente a las proteínas blanco. Posteriormente los 

complejos cromatina-anticuerpo son inmunoprecipitados con perlas de proteína A, la cual se 

acopla al anticuerpo. Después de lavar para quitar los agregados no específicos, se revierte el 

entrecruzamiento con calor y se eliminan las proteínas con proteinasa K. Finalmente se purifica 

el DNA y las inmunoprecipitaciones son evaluadas por una PCR cuantitativa. La 

inmunoprecipitación secuencial de la cromatina utiliza DTT con el fin de desacoplar los 

complejos cromatina-anticuerpo-perla, la posterior centrifugación descarta los complejos 

anticuerpo-perla y el sobrenadante se trata con el segundo anticuerpo. 

Disoluciones: 

Tabla 8: Disoluciones empleadas para los ensayos de ChIP y ChIP-Re-ChIP.  

Buffer de entrecruzamiento Buffer de lisis 

Formaldehído al 11 %. 

NaCl 100 mM. 

EGTA 0.5 mM. 

Tris-HCl pH 8.0 50 mM. 
NaCl 150 mM. 

Inhibidor de proteasas 
(Complete tablets Mini,EDTA-

free. Roche) 2X. 
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HEPES 50 mM con pH 8.0. NP40 1%. 

Glicina 2.5 M PBS 1x 

Pesar 9.38 g de glicina. 

Aforar a 50 mL con agua 
bidestilada. 

8 g de NaCl. 

0.2 g de KCl. 

1.44 g de Na2HPO4. 

0.24 g de KH2PPO4. 

Ajustar pH a 7.4. 

Aforar a 1 L. 

1. CÉLULAS: Cultivar las células en 3 cajas de 150 mm a una confluencia del 80 %, checar 

el volumen del medio, tiene que ser 18 mL. 

2. ENTRECRUZAMIENTO O “CROSSLINKING”: Añadir 2 mL de buffer “crosslinking. 

Mix” obtener una concentración final de formaldehído al 1 %. Agitar las células por 10 minutos.  

3. DETENER EL “CROSSLINKING”: Añadir 1 mL de glicina 2.5 M para obtener una 

concentración final de 125 mM. Mantener las células en agitación constante durante 5 

minutos.  

4. LAVADO DE LAS CÉLULAS CON PBS: Retirar el medio lavar las células 3 veces con 

PBS frío (4°C).  

5. LISIS: Remover el PBS y se adicionar 1 mL de Buffer de Lisis con inhibidores a cada una 

de las cajas, e incuba a 4ºC de 5-10 minutos. Transcurrido el tiempo cosechar las células 

con un scraper y transferir la cromatina a un tubo Falcon de 50 mL.  

6. SONICACIÓN: Colocar el tubo que contiene la cromatina en un vaso con hielo para que se 

mantenga frío, evitando generar mucha espuma. (PRESTAR ATENCIÓN AL PROGRAMA 

DEL SONICADOR). . El programa de sonicación es de 30 segundos, pulso 2.0 - 0.5, 

amplitud de 37% en un sonicador Ultrasonic Processor (marca GENEQ, modelo GEX500, 

número de catálogo SOVC505-00). La cromatina se puede guardar a 4°C. La cromatina 

sonicada se puede conservar durante 3 a 4 meses con un coctel apropiado de inhibidores, 

y a 4°C. 

7. EVALUACIÓN DE LA CROMATINA: Determinar el grado de fragmentación de la 

cromatina, el tamaño adecuado para las Inmunoprecipitaciones es de 500-700 pb. Tomar 
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una alícuota de 100 μL y agregar 5 μL de RNasa A e incubar a 37°C durante una hora, 

posteriormente agregar 5 μL de proteínasa K e incubar a 65°C, por lo menos 6 horas. 

Subsecuentemente realizar una extracción fenol/cloroformo (llevar la muestra a un volumen 

final de 400 μl con agua) y se precipita el DNA (añadir 1 volumen de ET-OH al 100 % y 0.66 

volúmenes de acetato de amonio al 5 M e incubar a -20°C durante toda la noche o a -80°C 

durante 2 horas. Finalmente, realizar un gel de agarosa al 1 % para evaluar el tamaño de 

la cromatina, como se muestra en la figura 26. 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 26:  Gel representativo de la evaluación de la cromatina sonicada. 
En el primer carril se muestra el marcador de peso correspondiente a 1 Kb en el segundo carril esta el pulso 

0 o la cromatina sin sonicar, en el carril 3 se evaluó la cromatina sonicada por dos pulsos, y en el cuarto carril 

se representa el macador de peso de 100 pb, lo anterior se corrió en un gel de agarosa al 1% por una hora 

con una diferencia de potencial de 80 V.  

8. CUANTIFICACIÓN DE LA CROMATINA: Para el uso del One Day ChIP Kit se necesita 

usar la misma cantidad de cromatina para cada IP, para esta cuantificación se procede a 

determinar la concentración de las cromatinas deseadas por el método de Lowry.  

a. Preparación de los reactivos: Agregar 20 μL de la solución S por cada mL de la solución 
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b. Curva estándar de albúmina. Partir de un stock de 1 mg/mL, realizar la curva estándar 

con las siguientes cantidades de albúmina, 0 mg, 1 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg. 
c. Cargar la placa de ELISA: Con el fin de anular el ruido causado por os detergentes se 

utiliza la solución S, se agrega 20μL de solución S por cada mL de reactivo A. Se 

emplearon las soluciones del kit DC™ Protein Assay Kit I con número de catálogo: 

5000111 de la marca Biorad. Por cada muestra agregar 165 μL del reactivo B de Lowry, 

20µL del reactivo A, de 2 μL a 5 μL de la muestra, ajustar el volumen final con agua a 

200µL. Para los volúmenes de la curva estándar se pueden adicionar de 1 μL a 15 μL.  

9. INMUNOSELECCIÓN: Preparar el ChIP buffer 1 x, adicionar 100 mL de ChIP Buffer a 400 

mL de agua desionizada, almacenar el ChIP buffer 1 x a 4°C. Preparar 5 mL de ChIP Buffer 

1x con 25 μL de inhibidores de proteasas. Diluir la cromatina con esta última mezcla de 

modo que el volumen de la cromatina no exceda de 28 %, por inmunoprecipitación. Repartir 

la cromatina en tubos de 1.5 mL. 

a. Input: Tomar una alícuota del mismo volumen que las inmunoprecipitaciones, esta alícuota 

se procesará más adelante. 

b. Anticuerpos: Añadir los anticuerpos deseados (ver tabla 16), agitar vigorosamente con el 

vortex por 5 segundos a potencia media. Incubar durante 1 hora a 4°C en movimiento. 

c. Perlas: Resuspender perfectamente las perlas antes de cada uso, tomar una alícuota de 

840 μL para 20 IP, transferir estos 840 μL a un tubo de 15mL agregar 10.5mL de ChIP 

buffer 1x, lavar las perlas mediante la inversión del tubo. Centrifugar a 500 x g durante 3 

minutos a 4°C. Repetir esta operación una vez más. Alicuotar 500 μL las perlas en tubos 

nuevos de 1.5 mL, centrifugar a 500 x g durante 2 minutos a 4°C, checar que todos los 

tubos tengan la misma cantidad de perlas. Quitar el sobrenadante, sin perturbar el pellet de 

perlas, mantener en hielo las perlas alicuotadas. 

10. Inmunoprecipitación: Cuando termina el tiempo de incubación de la inmunoselección 

centrifugar los tubos que contienen los complejos anticuerpo-cromatina, a 14,000 x g, 

durante 10 minutos a 4°C. Este paso se realiza con el fin de eliminar agregados 

inespecíficos, los complejos anticuerpo-cromatina se encuentran en el sobrenadante. 

Transferir el sobrenadante al tubo correspondiente que contiene las perlas, tener cuidado 

de no perturbar el pellet ya que este contiene los agregados inespecíficos. Incubar durante 

1hora a 4°C en movimiento. 

a. Input: Agregar 1 mL de Et-OH al 100% a la alícuota tomada en el paso anterior. Mezclar 

de 2 a 3 veces por inversión, incubar durante 10 minutos en hielo, posteriormente 

centrifugar a 10,000 x g durante 10minutos a 4°C. retirar el sobrenadante sin perturbar el 
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pellet, lavar el pellet con 1 mL de Et-OH al 75 %, deshacer el pellet con ayuda de la pipeta 

y centrifugar a 10,000 x g durante 10 minutos a 4°C. Mantener el pellet a temperatura 

ambiente. 
b. Aislamiento de las inmunoprecipitaciones: Una vez terminado el tiempo de incubación 

agregar 1 mL de ChIP buffer 1x a los tubos de 1.5 que contienen los complejos perlas-

anticuerpo-cromatina, mezclar los tubos por inversión 2 veces, centrifugar los tubos a 500 

x g, durante 2 minutos, a 4°C. Retirar el sobrenadante sin perturbar el pellet y agregar 1 mL 

más de ChIP buffer 1x, resuspender el pellet y transferirlo a un tubo Falcon de 15mL el cual 

contiene 12 mL de ChIP buffer 1 x frío, incubar durante 5 minutos en hielo y centrifugar a 

500 x g durante 3minutos a 4°C. Retirar 12mL de ChIP buffer 1x, resuspender el mililitro 

restante y trasladarlo a un tubo nuevo de 1.5 mL, centrifugar a 500 x g durante 2 minutos a 

4°C, tirar el sobrenadante sin perturbar el pellet de perlas. 
11. Purificación del DNA: a partir de este paso ya no trabajar en hielo, calentar agua a 

punto de ebullición. 
a. Input: agregar 100 μL de agua para PCR y resuspender el pellet, incubar a temperatura 

ambiente. 
b. Inmunoprecipitaciones: sacar la suspensión de purificación del DNA, es importante que 

durante el uso de este reactivo la suspensión sea uniforme, hay que moverlo 

constantemente para conservar esta uniformidad. Añadir 100 μL de suspensión purificadora 

a cada inmunoprecipitación. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. 
c. Input: Añadir 100 μL de suspensión purificadora del DNA e incubar a temperatura ambiente 

durante 1 minuto. 
d. Input e inmunoprecipitaciones: mezclar por inversión, los tubos de los dos pasos 

anteriores, cerrar los tubos con pinzas.  
e. Revertir el entrecruzamiento: colocar los tubos en agua hirviendo durante 10 minutos. 

Terminado este tiempo agregar 1 μL de Proteínasa K, incubar en el termomixer a 55°C 

durante por lo menos 30minutos. Terminado el tiempo de incubación cerrar los tubos con 

pinzas e incubarlos durante 10 minutos en agua hirviendo. Y centrifugar a 14,000 x g 

durante 1 minutos 4°C 
f. Recuperación del DNA: sin perturbar el pellet, transferir 70 μL del sobrenadante a otro 

tubo de 1.5 mL, añadir 130 μL de agua para PCR al pellet, mezclar vigorosamente con 

ayuda del vortex y centrifugar a 14,000 x g, durante 1 minuto a 4°C. Sin perturbar el pellet, 

tomar 130 μL del sobrenadante y trasladarlo al tubo de 1.5 mL donde se encuentran los 70 

μL previos, el volumen final de cada muestra es de 200 μL, conservar las muestras a -20°C. 
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La suspensión purificadora del DNA que se añadió en los pasos 11b y 11c ayuda a 

recuperar el DNA de las muestras, por ello no es necesario extraer con etanol y sales. 
12. Evaluación del ChIP por PCR en tiempo real y análisis de los datos. 
a. Por cada reacción de qPCR añadir: 

Tabla 9: Componentes usados para cada reacción de qPCR en el análisis de los ensayos de ChIP. 

Componente Volumen 

SYBR-GREEN 10 μL 

OLIGO FWD 1.5 μL 

OLIGO RVS 1.5 μL 

Inmunoprecipitación 5 μL 

H2O 2 μL 

Volumen final 20 μL 

 

b. Validación de los oligonucleótidos: se realiza una curva estándar con diluciones del input 

0.01 %, 0.1 %,1 %, 10 %, para hacer las diluciones sucesivas se toman 100 μL del tubo del 

input 100% y se diluyen con 900 μL de agua para PCR, de esta dilución (10% del input) se 

toman nuevamente 100 μL y se diluyen con 900 μL de agua para PCR, de esta dilución 

(1% del input) se toman nuevamente 100 μL y se diluyen con 900 μL de agua para PCR. 

Para obtener las diluciones 0.1% y 0.01% se repiten los pasos dos veces más. 
Posteriormente graficar CT versus log (input %), con el uso de la pendiente de esta gráfica y la 

siguiente ecuación se obtiene la eficiencia de amplificación (EA), la cual debe de ser cercana 

a 2. (Ver gráfica 1). 

   Ecuación 1> 
Dónde: 

m: pendiente de la recta calculada por las diferentes concentraciones del input. 

EA: eficiencia de amplificación. 

c. % Input: este valor indica la eficiencia de inmunoprecipitación con respecto al material 

inicial y se calcula con la siguiente ecuación: 
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  Ecuación 2 > 
Dónde: 

EA: eficiencia de amplificación. 

FD: factor de dilución del input con el cual se comparó las inmunoprecipitaciones. 

d. Veces de enriquecimiento: este parámetro compara el % del input de las 

Inmunoprecipitaciones con él % del input de el anticuerpo inespecífico, IgG. 

 

 Ecuación 3 > 

Gráfica 1: Ejemplo de curva estándar de INPUT. Las concentraciones utilizadas del INPUT de 

HeLa fueron, 10 %, 1 %, 0.1 % y 0.01 %. 

Nota: Se empleó el kit One Day ChIP kit, Cat. No. kch-oneDIP-060 / kch-oneDIP-180, de la 

marca Diagenode, así mismo, las ecuaciones aquí planteadas se extrajeron del manual de 

dicho Kit, para más información visitar la página: 

http://www.diagenode.com/en/applications/chromatin-immunoprecipitation.php,   

Para el ChIP-Re-ChIP se siguen los pasos del ensayo de ChIP hasta los lavados de los 

complejos cromatina-anticuerpo-perla. 
a. Lavado de las inmunoprecipitaciones: Una vez terminado el tiempo de incubación agregar 

1 mL de ChIP buffer 1x a los tubos de 1.5 que contienen los complejos perlas-anticuerpo-

cromatina. Dejar 5 minutos rotando a 4ºC, centrifugar los tubos a 2750 rpm, durante 2 minutos, 

a 4°C, retirar el sobrenadante sin perturbar el pellet. Repetir el lavado dos veces. 

http://www.diagenode.com/en/applications/chromatin-immunoprecipitation.php
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b. Elución con DTT: con el objetivo de remover el complejo perla-anticuerpo del antígeno de 

interés, se incuban las inmunoprecipitaciones con DTT 10 mM MÁXIMO 75 L de buffer durante 

30 min a 37ºC, centrifugar los tubos a 2750 rpm, durante 2 minutos, a 4°C, recuperar el 

sobrenadante y se lleva con ChIP buffer a 1.5mL. 
c. Incubación con el segundo anticuerpo. Incubar los sobrenadantes del paso anterior con los 

anticuerpos y dejar rotando durante toda la noche a 4ºC. 
2. Segunda inmunoprecipitación. Cuando termina el tiempo de incubación de la 

inmunoselección centrifugar los tubos que contienen los complejos anticuerpo-cromatina, a 

12000 rpm, durante 10 minutos a 4°C. Este paso se realiza con el fin de eliminar agregados 

inespecíficos, los complejos anticuerpo-cromatina se encuentran en el sobrenadante. Transferir 

el sobrenadante al tubo correspondiente que contiene las perlas, tener cuidado de no perturbar 

el pellet ya que este contiene los agregados inespecíficos. Incubar durante 3 horas a 4°C en 

movimiento. 
3. Aislamiento de las inmunoprecipitaciones: Una vez terminado el tiempo de incubación 

agregar 1 mL de ChIP buffer 1x a los tubos de 1.5 que contienen los complejos perlas-

anticuerpo-cromatina. Dejar 5 minutos rotando a 4ºC centrifugar los tubos a 2750rpm, durante 

2 minutos, a 4°C, retirar el sobrenadante sin perturbar el pellet. Repetir el lavado dos veces. 
4. Purificación del DNA: a partir de este paso ya no trabajar en hielo, calentar agua a punto de 

ebullición. 

a. Input: agregar 100 L de agua para PCR y resuspender el pellet, obtenido en el paso 10b del 

ChIP, e incubar a temperatura ambiente. 
b. Inmunoprecipitaciones: sacar la suspensión de purificación del DNA, es importante que 

durante el uso de este reactivo la suspensión sea uniforme, hay que moverlo constantemente 

para conservar esta uniformidad. Añadir 100 L de suspensión purificadora a cada 

inmunoprecipitación. Incubar a temperatura ambiente durante 1 minuto. 

c. Input: Añadir 100 L de suspensión purificadora a. Incubar a temperatura ambiente durante 1 

minuto. 
d. Input e inmunoprecipitaciones: mezclar por inversión, los tubos de los dos pasos anteriores, 

cerrar los tubos con pinzas. 
e. Revertir el entrecruzamiento: colocar los tubos en agua hirviendo durante 10 minutos. 

Terminado este tiempo agregar 1 L de Proteínasa K, incubar en el termomixer a 55°C durante 

por lo menos 30minutos. Terminado el tiempo de incubación cerrar los tubos con pinzas e 
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incubarlos durante 10 minutos en agua hirviendo. Y centrifugar a 12000rpm durante 1 minuto 

4°C. 

f. Recuperación del DNA: sin perturbar el pellet, trasferir 70 L del sobrenadante a otro tubo de 

1.5 mL, añadir 130 L de agua para PCR al pellet, mezclar vigorosamente con ayuda del vortex 

y centrifugar a 12000 rpm, durante 1 minuto a 4°C. Sin perturbar el pellet, tomar 130 L del 

sobrenadante y trasladarlo al tubo de 1.5 mL donde se encuentran los 70 L previos, el volumen 

final de cada muestra es de 200 L, conservar las muestras a -20°C. 
5. PCR en tiempo real y análisis de los datos. 
a. Por cada reacción de qPCR añadir: 

Tabla 10: Componentes usados para cada reacción de qPCR en el análisis de los ensayos de ChIP-Re-
ChIP. 

Componente Volumen 
SYBR-GREEN 10 L 
OLIGO FWD 1.5 L 
OLIGO RVS 1.5 L 

c-DNA 5 L 
H2O 2 L 

   
b. Validación de los oligonucleótidos: se realizó la validación de los oligonucleótidos como 

se menciona en el paso 12b del protocolo del ChiP. 
c. % Input: con el valor de la EA obtenido en el paso anterior se calculo el % del input como 

en el paso 12C del ChIP. 
 

Los resultados de ChIP-Re-ChIP se muestran en porcentaje de input, ya que hay dos controles 

negativos y no es posible calcular las veces de enriquecimiento. 

 

El cálculo del % de co-ocupancia se realizó como lo reportaron Geisberg y Struhl (Geisberg 

and Struhl, 2005), % de co-ocupancia = 100 (AB – A) / (A × B – A), donde A y B representan el 

valor de cada ChIP, y AB el valor del ensayo de ChIP-Re-ChIP en las líneas celulares MCF7 y 

HeLa. 

Para más información revisar (Beischlag et al., 2018; Truax y Greer, 2012). 

 
17.5  COINMUNOPRECIPITACIÓN. 

Fundamento teórico de la técnica: 
La inmunoprecipitación (IP) es una técnica que consiste en precipitar el antígeno de la 

proteína en una solución utilizando un anticuerpo que se une específicamente a esa proteína 
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en particular. Después de que se acopla el anticuerpo al antígeno se precipita usando perlas 

especiales que se unen a la fracción cristalizable del anticuerpo. Posterior a la IP, los complejos 

se evalúan mediante western blot. 
Tabla 11: Componentes del buffer de lisis para llevar a cabo los ensayos de inmunoprecipitación. 

IP LISIS BUFFER 
Stocks Concentraciones 

finales 
Tris-HCl pH 8.0 1 M 50 mM 

NaCl 2 M 150 mM 
Inhibidor de proteasas 

(Complete tablets 
Mini,EDTA-free. 

Roche) 

2X 

NP40 10% 1% 
  

1. Extraer proteína de las líneas celulares de interés, se cultivan a una confluencia 

aproximadamente del 80% en cajas p60, previo a la extracción de proteína se lavan 2 

veces con PBS friso durante 5 minutos en agitación moderada, posteriormente se lisan 

las células agregando 850 µl de IP Buffer frío, lisar por 10 min a 4ºC obtener las células 

con ayuda de un scrapper. 

2. Cosechar en un tubo eppendorf de 1.5mL y centrifugar a 13,000 rpm 10 min a 4° C. 

3. Recuperar el sobrenadante y pasarlo a un tubo Eppendorf de 1.5 ml frío. 

4. Las proteínas fueron incubadas con 2μg del anticuerpo anti-CTCF (Santa Cruz Biotech, 

sc-5916) o sin anticuerpo (-) y con 25μL de perlas magnéticas acopladas a proteína A/G 

(Pierce, 88802) a 4ºC aproximadamente 16 h.  

5. Las perlas fueron recuperadas con una gradilla magnética y lavadas 5 veces con IP-lisis 

buffer durante 20 minutos en rotación a 4ºC. 

6. Finalmente, las proteínas se eluyeron mediante la ebullición en buffer Laemmli 1x y se 

evaluaron mediante Western Blot usando anticuerpos contra CTCF (Santa Cruz Biotech, 

sc-5916) y KDM4A (Cell Signaling,  2A # 5328). Se evaluaron al menos tres 

repeticiones biológicas independientes. 

Para más información revisar (Tang y Takahashi, 2018). 

 
17.6  CONVERSION POR BISULFITO DE SODIO Y MS-PCR. 

Fundamento teórico de la técnica: 
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 La química de la conversión del DNA por bisulfito de sodio consta de tres etapas: (1) 

sulfonación: La adición de bisulfito al enlace doble 5-6 de la citosina (2) La desaminación: 

desaminación hidrolítica de las resultantes citosina-bisulfito de derivados para dar un derivado 

de uracilo-bisulfito (3) Desulfonación álcalina: La eliminación de la sulfonato grupo por un 

tratamiento alcalino, para dar el uracilo. Bisulfito de preferencia desamina citosina a uracilo en 

el DNA de cadena sencilla. La amplificación por PCR, el uracilo se amplifica como timina 

mientras que el 5-MEC residuos permanecen como citosinas, lo que permite metilado CpGs 

deben distinguirse de los CpGs metilado por la presencia de una citosina "C" frente a la timina 

"T" de residuos durante la secuencia. 

1. Preparación del reactivo de conversión (CT). El reactivo CT suministrado en este kit (D5006

 EZ DNA Methylation-Gold Kit )es una mezcla sólida y debe ser preparado antes del 

primer uso. 

1.1. Agregar 900 L de agua, 300 L de buffer de dilución M y 50 L de buffer de disolución 

M a un tubo de reactivo CT. 

1.2. Mezclar a temperatura ambiente con agitación frecuente durante 10 minutos. Nota: Es 

normal ver trazas de reactivo no disuelto en el Reactivo de CT. Cada tubo de reactivo 

CT está diseñado para 10 reacciones de conversión. 

1.3. Almacenamiento: el reactivo CT debe usarse inmediatamente después de la 

preparación. Si no se utiliza de inmediato, la solución de reactivo CT se puede 

almacenar cubierto de la luz, una semana a 4 ° C, o hasta un mes a -20 ° C. La solución 

debe calentarse a 37 ° C, luego agitarse en vórtex antes de usarla. 

2. Preparación del buffer de lavado M 

2.1. Añadir 24 ml de etanol al 100% al buffer de lavado M-6 de 6 ml (D5005) o 96 ml de 

etanol al 100% hasta el concentrado de 24 ml de tampón de lavado M (D5006) antes 

de usar. 

3. Agregar 130 L del reactivo de conversión CT a 20 L de el DNA previamente purificado en 

un tubo para PCR. Si el volumen de la muestra de DNA es menor a 20 L completar con 

agua. Mezclar la muestra moviendo el tubo o pipeteando la muestra hacia arriba y hacia 

abajo, luego centrifugar. 

4. Colocar el tubo de muestra en un termociclador y con el siguiente programa: 
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4.1.1. 98 ° C durante 10 minutos 

4.1.2. 64 ° C durante 2.5 horas 

4.1.3. Almacenamiento a 4 ° C hasta 20 horas. 

5. Agregar 600 L de M-Binding Buffer a una columna Zymo-Spin ™ IC y coloque el columna 

en un tubo de recogida proporcionado. 

6. Cargar la muestra del Paso 4 en la columna IC de Zymo-Spin ™ que contiene el Mbinding 

Buffer. Cerrar la tapa y mezclar invirtiendo la columna varias veces. 

7. Centrifugar a velocidad máxima (> 10,000 x g) durante 30 segundos. Deseche el 

sobrenadante. 

8. Agregar 100 L de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugar a toda velocidad durante 30 

segundos. 

9. Agregar 200 L de tampón de desulfonación M a la columna y deje reposar en la habitación 

Temperatura (20-30 ° C) durante 15-20 minutos. Después de la incubación, centrifugar al 

máximo. Velocidad durante 30 segundos. 

10. Agregar 200 L de M-Wash Buffer a la columna. Centrifugar a toda velocidad durante 30 

segundos. Agregue otros 200 L de M-Wash Buffer y centrifugar por 30 adicionales 

segundos. 

11. Colocar la columna en un tubo de microcentrífuga de 1.5 mL. Añadir 10 L de M-Elution 

Buffer directamente a la matriz de la columna. Centrifugar durante 30 segundos a toda 

velocidad para eluir el DNA. 

12. El DNA está listo para el análisis inmediato o se puede almacenar a -20 ° C o menos para 

su posterior uso. Para almacenamiento a largo plazo, conservar a -70 ° C o menos. 

Recomendamos usar 1-4 µl de DNA eluido para cada PCR, sin embargo, se pueden usar 

hasta 10 µl si es necesario.  

13. El volumen de elución puede ser 10 L dependiendo de los requisitos de los experimentos, 

pequeños volúmenes de elución producirán DNA más concentrado. 
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Para más información visitar: 

https://files.zymoresearch.com/protocols/_d5005_d5006_ez_dna_methylation-

goldga_o_kit.pdf. 

 

17.7  TRANSFECCIÓN DE siRNAs y shRNAs. 
1. Sembrar 300000 células en una caja de 6 pozos, 24 h antes de la transfección de los 

shRNAs y siRNAs.  

2. Se usó el reactivo de transfección X-fect (PT5003-2, de la marca Clontech) para transfectar 

1 μg del siRNA contra KDM4A o el shRNA contra CTCF, también fueron transfectados 1 

μg de los siRNA (siRNA contra KDM4A Dharmacon, E-004292-00-0010) y (siRNA non-

targeting o control negativo, Dharmacon, D-001910-01-05) y shRNA (pCT1 el cual abate a 

CTCF y el vector vacío o control negativo pSilencer, los cuales fueron donados por Ko 

Ishihara). 

3. Diluir 1 g de los siRNA o shRNA en 100 L de buffer de reacción Xfect. Posteriormente, 

agregar 1 L del polímero Xfect e incubar durante 15 min.  

4. Distribuir los 100 l de solución de complejo de nanopartículas por goteo a las células 

sembradas. 

5. 48 h después de la transfección extraer RNA y analizar la expresión de los genes como se 

menciono en el punto 13.1.  

 
17.8  TRANSFECCIÓN DE PLÁSMIDOS CRISPR/CAS.  

1 Sembrar 300000 células en una caja de 6 pozos, 24 h antes de la transfección del 

plásmido. 

2 Se usó el reactivo de transfección X-fect (PT5003-2 de la marca Clontech) para 

transfectar 1 μg del plásmido KO CRMPR / Cas9 KDM4A (sc-404599) y 1 μg del 

plásmido HDR (sc-404599-HDR), también se transfectaron los plásmidos control. 

3 Diluir 1 g de los plásmidos KDM4A KO y HDR en 100 L de buffer de reacción Xfect. 

Posteriormente, agregar 2 L del polímero Xfect y se incubaron durante 15 min.  

4 Distribuir los 100 l de solución de complejo de nanopartículas por goteo a las células 

sembradas. 

https://files.zymoresearch.com/protocols/_d5005_d5006_ez_dna_methylation-goldga_o_kit.pdf
https://files.zymoresearch.com/protocols/_d5005_d5006_ez_dna_methylation-goldga_o_kit.pdf
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5 48 h después de la transfección, evaluar la presencia de GFP y RFP por microscopía 

de epifluorescencia (Carl Zeiss, AXIO Imager D2). 

6 Seleccionar las células transfectadas con medio suplementado con puromicina (3 g / 

mL), cambiando el medio cada 24 h durante al menos 5 días. 

 
17.9  CITOMETRÍA DE FLUJO Y SELECCIÓN CELULAR. 

1. Las células KDM4AKO o Mock se resuspendieron a una concentración de un millon de 

células por mililitro de medio en DMEM / F-12, que contenía FBS al 10% y 

antibiótico/antimicótico 1X.¡ 

2. Filtrar las células a través de un filtro de 70 m y posteriormente a través de un filtro de 40 

m. 

3. Se clasificaron las células resuspendidas y filtradas en un citómetro de flujo para 

clasificación de células FACSAria III (BD Biosciences, San Jose, CA).  

4. Antes de la selección, se empleó MCF7 WT para acotar el tamaño de las células y las 

medidas de autoflorescencia.  

5. Se determinó que las células control no mostraban fluorescencia de RFP, mientras que la 

población KO que era positiva para RFP, solo se seleccionaron las células con la 

fluorescencia más alta. (Figura 25B suplementaria).  

6. Se seleccionaron 2.61 x 105 células en medio DMEM / F12 que contenía FBS al 10% y 

antibiótico/antimicóticos 2X y se sembraron en una placa de cultivo de células p60. 

7. Esta ultima población KDM4AKO, que exhibía alta expresión de RFP +, y las células control 

se utilizaron para los experimentos posteriores. 

 
17.10  EXTRACCIÓN ÁCIDA DE HISTONAS. 

Fundamento teórico de la técnica: 
La extracción acída de histonas se basa en el carácter básico de estas proteínas, esta 

característica les permite ser solubles en soluciones con pH acido. Primero se lava con PBS 

para retirar el medio y debris celular. Posteriormente se lisa con el buffer TEB, este buffer 

contiene tritón el cual es un detergente y permite lisar las células, también contiene PMSF, este 
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compuesto se usa para inhibir a las proteasas. Una vez que se termina el tiempo de incubación 

en hielo, se usa el scraper para cosechar las células lisadas, subsecuentemente se centrifuga, 

y se desecha el sobrenadante, es importante destacar que las histonas no son solubles en 

buffer TEB. El pellet contiene los núcleos con las histonas y se lava con buffer TEB, y se vuelve 

a centrifugar, posteriormente el botón de núcleos se resuspende en HCl 0.2 N, y se deja rotando 

toda la noche a 4oC, esto permite que las histonas sean extraídas del botón de núcleos. 

Finalmente se centrifuga para retirar el debris nuclear que queda en el fondo del tubo. Se 

determina la concentración de los extractos histónicos por el método de Bradford. 
1. Para células en monocapa, lavar dos veces con PBS helado. El PBS y las disoluciones 

amortiguadoras posteriores se pueden complementar con butirato de sodio 5 mM para 

retener los niveles de acetilación de las histonas. 

2. Agregar 200L, por cada caja p100, de buffer de extracción con tritón, (TEB: PBS que 

contiene Tritón X 100 al 0,5% (v / v), fluoruro de fenilmetilsulfonilo 2 mM (PMSF).  

3. Lisar las células en hielo durante 10 minutos con agitación suave. 

4. Obtener las células con ayuda de un scraper. 

5. Centrifugar a 2000 RPM durante 10 min a 4 ° C. Retirar y desechar el sobrenadante. 

6. Lavar los núcleos a la mitad del volumen de TEB y centrifugar como el paso anterior. 

7. Vuelva a suspender el sedimento en HCl 0.2 N, calcular el volumen del acido en función 

al botón obtenido. 

8. Dejar rotando a 4 ° C durante toda la noche. 

9. Centrifugar a 2000 RPM durante 10 min a 4 ° C. Guarde el sobrenadante (que contiene 

las histonas).  

10. Determine la concentración de proteína utilizando el ensayo de Bradford. 

11. Almacenar las alícuotas a -20 ° C. 

12. Para correr las histonas en un gel SDS-PAGE, neutralice el HCl con tris al 2 M pH:8, 

nota, cargar 8g de proteína por cada pozo. 

Para más información revisar (Shechter et al., 2007). 
 

17.11  ENSAYOS DE WESTERN BLOT. 
Disoluciones: 

Tabla 12: Disoluciones empleadas en los ensayos de Western Blot. 

Buffer de lisis Buffer de corrida Resolving 
buffer 

Spacer buffer TBS10X 
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Tris-HCl pH 8.0 50 mM 
NaCl 150 mM 

Inhibidor de proteasas 
(Complete tablets 

Mini,EDTA-free. Roche) 
2X 

NP40 1% 

TRIS-BASE 3g 

Gly 14.4g 

SDS (10%) 10mL 

Aforar a 1L 

HCl 1M 48mL 

Tris-Base 36.3g 

pH:8.9 (HCl) 

Aforar a 100mL 

Tris-Base 5.98g 

pH: 6.7 (HCl) 

Aforar a 100mL 

NaCl 80g 

KCl 12g 

Tris-base 
30g 

pH:7.4 

Aforar a 1L 

Buffer de carga Buffer de transferencia PSA TBS-Tween-leche (1x-0.1%-5%) 

Spacer buffer 5mL 

SDS (10%) 1mL 

Glycerol 4mL 

Azul de BF (5%) 0.4mL 

Geles desnat. 

β-mercapto. Concentración 
final: 5% 

DTT 1M 1/5 volúmenes. 

TRIS-BASE 3g 

Gly 14.4g 

Met-OH 200mL 

Aforar a 1L 

PSA 0.1g 

Aforar a 1mL 

TBS 10X 50mL 

Leche en polvo 25g 

Tween 20 500uL 

 

Geles de poliacrilamida 3% 7.5% 10% 12.5% 15% 30% 

Resolving buffer ----- 1.25mL 1.25mL 1.25mL 1.25mL 1.25mL 

Spacer buffer 1.25mL ------- ----- ----- ----- ----- 

Acrilamida (40%) 0.75mL 1.875mL 2.5mL 3mL 3.75mL 7.5mL 

SDS (10%) 100uL 100uL 100uL 100uL 100uL 100uL 

H2O 7.8mL 6.67mL 6.04mL 5.54mL 4.8mL 9.6mL 

PSA (10%) 100uL 100uL 100uL 100uL 100uL 100uL 

TEMED 10uL 10uL 10uL 10uL 10uL 10uL 

1. Preparación de los extractos proteicos. 

a. Lavar las células con PBS, agitar a lo mínimo durante 5 minutos, retirar el PBS 

cuidadosamente, repetir este paso una vez mas. 

b. IMPORTATNE, retirar TODO el PBS en el segundo lavado. 



 
 

  
  
 
 

96 

c. Agregar de 100L a 200L de buffer de lisis con inhibidores, asegurarse que el 

volumen agregado cubra la totalidad de la caja. 

d. Incubar a 4ºC durante 10 min, posteriormente, scrappear y recolectar las 

proteínas en un tubo eppendorf etiquetado y con ayuda de una pipeta de 1mL. 

e. Centrifugar 14000rpm (centrifuga refrigerada) (OJO! Poner a enfriar en el tiempo 

de incubación), por 10min a 4°C. 

f. Dividir los extractos en alícuotas de 50uL-100uL, y congelarlos a -70°C. 

2. Cuantificación de los extractos proteicos mediante BCA: 

a. Diluir 1:50 del reactivo B con el reactivo A, esta es la disolución de trabajo. 

b. Preparar la curva estándar de albúmina por triplicado, como se muestra a 

continuación: 

Tabla 13: Cantidades y concentraciones para preparar de la curva estándar de albúmina. 

L de Albúmina (2mg/mL) L de buffer de lisis g de Albúmina en la curva 
0 25 0 

2.5 22.5 5 
5 20 10 

10 15 20 
20 5 40 
25 0 50 

 

d. Añadir a cada pozo 200L de la dilución de trabajo. 

e. Para las muestras adicionar 25L. 

f. Incubar por 30 minutos protegido de la luz. 

g. Emplear el lector de ELISA con el filtro o la absorbancia 562 nm. 

3. Elaborar los geles de poliacrilamida. 

a. Dependiendo del peso de la proteína será el porcentaje de los geles utilizados, 

en este caso, para KDM4A y CTCF, los respectivos pesos son 150KDa 150KDa, 

utilizaremos 3% y 7.5%. 
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b. Verter primero el gel de mayor porcentaje, y agregar i-pr, para evitar 

irregularidades en el la parte superior del gel. Esperar a que polimerice. 

c. Retirar con cuidado el i-pr, hacer dos lavados con H2O, verter el gel de menor 

concentración de poliacrilamida, y colocar el peine para cargar. 

d. En el tiempo de polimerización del segundo gel, preparar las muestras, de 15-

50ug de muestra, agregar el volumen necesario de buffer Laemmli 5x con β-

mercaptoetanol, y calentar en agua hirviendo durante 10 min. Nota: después de 

la desnaturalización, no colocar las proteínas en hielo, ya que se tornan viscosas. 

e. Colocar los geles en la cámara de electroforesis vertical, y llenar con buffer de 

corrida, cargar primero el marcador de peso molecular y posteriormente las 

muestras. Correr a 100mV durante una hora. 

4. Transferencia húmeda: 

a. Activar la membrana de PVDF, previamente cortada, mediante su incubación en 

Me-OH, al activar la membrana esta se torna más hidrofílica, terminado el tiempo 

de activación, realizar dos lavados con agua de 5min cada uno. 

b. Durante el tiempo de corrida, preparar la cámara de trasferencia húmeda, colocar 

papel 3M previamente mojado con el buffer de transferencia y retirar las posibles 

burbujas mediante el uso de una pipeta de plástico. 

c.  Colocar en forma sucesiva, esponja, papel 3M, el gel, la membrana, y otro papel 

3M, cuidando de retirar las burbujas después de la membrana y del papel 3M con 

ayuda de la pipeta. 

d. Transferir con una diferencia de potencial de 50Volts durante 15 horas. 

5. Anticuerpo primario. 

a. Durante el tiempo de transferencia, preparar la solución de bloqueo. 

b. Posterior al tiempo de transferencia, recortar la membrana del tamaño del gel, 

teñirla con rojo de Ponceau, para corroborar la presencia de las proteínas. Lavar 

la membrana dos veces con, TBS-TWEEN.  

c. Agregar la solución de bloqueo incubar en movimiento durante 1 hora. 
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d. Durante la hora de bloqueo, preparar los anticuerpos en la solución de bloqueo, 

o según las especificaciones del anticuerpo a utilizar. 

e. Finalizada la hora de bloqueo, realizar dos lavados con TBS-TWEEN-LECHE, y 

un tercero con TBS1x, de 5 minutos cada uno, durante el tiempo de lavados 

elaborar las bolsas de incubación, para el anticuerpo primario usando el sellador. 

Después de los lavados, colocar las membranas en las bolsas y agregar los 

anticuerpos primarios correspondientes. 

f. Evitar la formación de burbujas en las membranas, incubar toda la noche a 4°C. 

6. Anticuerpo secundario. 

a.  Realizar 3 lavados con TBS-TWEEN de 5 minutos cada uno. 

b. Adicionar el anticuerpo secundario en solución de bloqueo una hora a 

temperatura ambiente.  

7. Revelado de las membranas. 

a. Terminado el tiempo de incubación, realizar 3 lavados con TBS-TWEEN de 5 

minutos cada uno y un último con TBS. 

b. Al cuarto obscuro llevar: 

i. Placas. 

ii. Kassette. 

iii. Revelador, fijador. 

iv. Contenedores. 

v. Sanitas. 

vi. Luminol, se prepara 1:1 y se cubre de la luz. 

vii. Parafilm. 

viii. Cinta adhesiva. 

ix. Pipeta de 1mL y puntas. 
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Para más información visitar: https://www.abcam.com/protocols/transfer-and-staining-of-

proteins-in-western-blot 

 

17.12  ENSAYO ENZIMÁTICO. 
Fundamento teórico de la técnica: 

Con el objetivo de corroborar la capacidad inhibitoria de los compuestos, se realizó un ensayo 

enzimático in vitro para KDM4A. Particularmente, se sabe que la enzima KDM4A actúa sobre 

los sustratos H3K9me3, H3K9me2 y H3K36me3 con la producción de formaldehído. La 

combinación de formaldehído, amoníaco y acetoacetanilida produce un compuesto 

fluorescente que reacciona a una longitud de onda de excitación de 370 nm y una longitud de 

onda de emisión de 470 nm. Cuando un compuesto es un posible inhibidor, la actividad de 

KDM4A se bloquea y el compuesto fluorescente final disminuye en comparación con el control. 

En este estudio se utilizo el péptido H3K9me3. Se incubaron los distintos inhibidores junto con 

enzima GST-KDM4A recombinante, cofactores y sustrato, y se registró la actividad enzimática. 

1. Incubar por 30 minutos a 37°C 50μM de los compuestos con, 13.5 μL buffer, 6 μL del 

susstrato y 4.5 μL enzima recombinante humana, en una placa de 96 pozos negra. Se usó 

el kit de KDM4A Inhibitor Enzymatic Assay Kit (número de catalago: 2016-001, de la marca 

Epi-C) 

2. Agrear 24 μL de solución reveladora 1 y 6 μL de solución reveladora 2 en cada pozo, 

incubar por 30 minutos a temperartura ambiente. 

3. Leer la fluorescencia con un lector TECAN M-200 a una longitud de onda de excitación de 

370 nm y de emisión de 470 nm. El experimento se realizó por triplicado. 
Para más inforrmación revisar: (Sarno et al., 2018). 

 
 

17.13  ENSAYO DE LABEL-FREE. 

Fundamento teórico de la técnica: 

Con el objetivo de determinar si los compuestos que inhiben a KDM4A se unen a esta 

enzima, se llevo a cabo el ensayo de Label-Free. Este ensayo se utiliza para medir la unión de 

un compuesto con una enzima in vitro. Primero se necesita obtener la enzima pura, ya sea por 

https://www.abcam.com/protocols/transfer-and-staining-of-proteins-in-western-blot
https://www.abcam.com/protocols/transfer-and-staining-of-proteins-in-western-blot
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cromatografía o por algún otro método, posteriormente se inmobiiliza la enzima a una 

superficie, después se añade el compuesto y finamente se evalua la señal. 

1 Trasnformar bacterias competentes con el plásmido PGEX-4T-1-KDM4A. 

2 Cultivar una colonia bacteriana en medio LB liquido que contiene ampicilina 100 μg / ml 

en una incubadora con agitación hasta que densidad óptica llegue en un rango entre 

0.6 y 0.8. 

3 Inducir la producción de KDM4A con 200 μM de isopropil-β-D-1-tiogalactopiranoside 

durante 7 h. Cosechar las bacterias por centrifugación. 

4 Lisar las bacterias con un sonicador (Bioruptor, Diagenode) en buffer de lisis con 1 mM 

de ditiotreitol (DTT), 0.5 mM de PMSF y cóctel inhibidor de proteasas. 

5 Purificar la enzima con una columna GSTrap 4b (28401745, GE Healthcare Life 

Sciences) y dializar la enzima purificada en una solución de agua (NaCl 100 mM, DTT 

1 mM, acetato de sodio 50 mM, pH 6,0).  

6 Diluir la enzima en solución de acetato de sodio (20 mM, pH 6,0) para obtener una 

concentración final de 150 μg / mL. 

7 Colocar 15 μL de esta solución en cada pocillos de una microplaca óptica de alto 

rendimiento.  

8 Centrifugar la placa a 800 rpm durante 1 minuto e incubar durante toda la noche a 4° 

C.  

9 Al día siguiente, lavar la enzima inmovilizada cuatro veces con 25 μl de PBS y 

centrifugar la placa a 800 rpm durante 1 minuto después de cada lavado.  

10 Incubar la placa a temperatura ambiente durante 3 h, y durante los últimos 30 min 

colocarla en el instrumento EnSpire (PerkinElmer) con el fin de equilibrar antes del 

ensayo de unión. 

11 Leer la placa, esta es la lectura basal. 

12 Agregar 15 μL de los compuestos en diferentes concentraciones 100μM, 50μM, 25μM 

(en PBS con DMSO al 0.1%) y la misma cantidad del vehículo. 

13 Introducir la placa dentro del instrumento EnSpire y leer la placa. 
Para más inforrmación revisar: (Sarno et al., 2018). 
 

17.14  ENSAYO DE CAMBIO TÉRMICO CELULAR (CETSA). 
Fundamento teórico de la técnica: 
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Con el fin de evaluar la unión de los inhibidores con KDM4A en la línea celular HCT-116, se 

realizaron ensayos de cambio térmico celular después del tratamiento con los inhibidores y se 

evaluó la unión de estos con KDM4A por medio de Inmuno Blot. El ensayo de cambio térmico 

celular (CETSA) se basa en el principio biofísico de la estabilización térmica inducida por la 

unión de un compuesto a una proteína blanco. El ensayo implica el tratamiento de células con 

un compuesto de interés, en este caso FS23, calentamiento para desnaturalizar y precipitar 

proteínas, lisis celular y la separación de los desechos y agregados celulares de la fracción de 

proteína soluble. Las proteínas no unidas se desnaturalizan y precipitan a temperaturas 

elevadas, las proteínas unidas al fármaco permanecen en solución.  

1. Cosechar las células en este caso, HCT-116, y lavar con PBS, después del tratamiento 

con FS23 (50 μM, 100 μM y 200 μM) y un volumen igual de DMSO, como control, durante 

1 h.  

2. Resuspender las muestras con 1.5 mL de PBS, dividir en alicuotas de 100 μL. 

3. Calentar las muestras a diferentes temperaturas por 3 minutos, incubar a 4oC por 3 minutos 

mas. 

4. Añadir 100 μL de buffer de lisis e incubar durante 15 minutos en hielo. 

5. Centrifugar las muestras a 13000 rpm por 30 minutos a 4oC. 

6. Determinar la concentración del sobrenadante por medio del ensayo de Bradford, se utilizo 

el kit de la marca Bio-Rad Protein Assay Kit I, número de catalgo 5000001. 

7. Del extracto de proteína total cargar 20 μg en un gel de SDS-PAGE al 10%. 

8. Trasnferir el gel a una membrana de nitrocelulosa. 

9. Realizar el Western Blot. 

Para más inforrmación revisar: (Martinez Molina et al., 2013). 
 

18  ANEXOS. 

18.1  OLIGONUCLEÓTIDOS SINTÉTICOS EMPLEADOS. 

18.1.1  Análisis de expresión. 
Tabla 14: Oligonucleótidos empleados para llevar a cabo el análisis de expresión. 

Nombre y 
función 

Oligonucleótidos Secuencia en DNA (5’ – 3’) Tm 

(°C) 

Tamaño 
esperado 
en cDNA 

Tamaño 
esperado en 

DNA 
genómico 
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Expresión 
KDM4A 

KDM4A FWD (Exón 
20) 

CGGCCAAGTCTATGGAGCC 62 177 pb 577 pb 

 KDM4A RVS (Exón 
22) 

TCATTGAAGCGCATGTCTGAG 62   

Expresión 
GAPDH 

GAPDH FWD (Exón 5) TGCACCACCAACTGCTTAGC 62 95pb 95pb 

 GAPDH RVS (Exón 5) GGCTGGACTGTGGTCATGAG 62   

Expresión 
CHD5 

CHD5 FWD (Exón 42) TCGAGACTTCCCTGTGTTGC 62 127 pb 933 pb 

 CHD5 RVS (Exón 44) CTTTTTGTCCCAAGGTGGCG 62   

Expresión 
CTCF 

CTCF FWD (Exón 5-6) GAGAAGCCATTCAAGTGTTCCAT 66 85 pb 399 pb 

 CTCF FWD (Exón 20) CTCCAGTATGAGAGCGAATGTGA 66   

 

18.1.2  Ensayos de MS-PCR e inmunoprecipitación de la 
Cromatina (ChIP). 

Tabla 15: Oligonucleótidos empleados para analizar la metilación y evaluar los ensayos de ChIP y ChIP-
Re-ChIP. 

Oligonucleótidos Secuencia en DNA (5’ – 3’) Tm 
(°C) 

Tamaño esperado en 
DNA genómico 

PROM CHD5 M FWD  TTGTGCGTTGTGATCGTC 51 153 pb 

PROM CHD5 M RVS  AAACGTCAAACCCGTAACC  51  

PROM CHD5 UN FWD TTTTTGTGTGTTGTGATTGTT  51 153 pb 

PROM CHD5 UN RVS  AAACATCAAACCCATAACCAAA  51  

CHD5 +741pb FWD  TCCCAAGCACTTTACCCG 53 236 pb 

CHD5 +741pb RVS  AAGAACTGTCCCGCAAGG 53  
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-1922pb ASCL2 FWD  CGAAGACCGGGTAGAGAGC 53 80 pb 

-1922pb ASCL2 RVS  TCTGGGTGTGGCTGCATAC 53  

Promotor WRAP53 FWD  GACAGGTCTGAAGCCTG 53 230 pb 

Promotor WRAP53 RVS  CGGGACGTGAAAGGTTAG 53  

Exón 27 RB FWD  CTAACACTGGCATGTTCAAAGC 53 163 pb 

Exón 27 RB RVS  GGTGTAGGGGAGGGG 53  

 
18.2  ANTICUERPOS UTILIZADOS. 

18.2.1  Anticuerpos primarios. 
Tabla 16: Anticuerpos primarios empleados. 

 Anti-KDM4A Anti-CTCF Anti-CHD5 Anti-H3K36me3 

Origen Ratón Conejo Conejo Conejo 

Marca Abcam Millipore Santa Cruz Diagenode 

Número de 
catálogo  

ab105953 07-729 sc-68389 C15410058 

Tipo Monoclonal Policlonal Policlonal Policlonal 

Dilución IF 1:50 1:100 1:50 1:200 

ChIP(μL) 5 2 ---- 2 

 Anti-H3K36me2 Anti-H3K9me3 Anti-H3K9me2 IgG 

Origen Conejo Conejo Ratón Conejo 

Marca Diagenode Diagenode Abcam Diagenode 

Número de CS-127-100 CS-056-100 ab-1220 kch-oneDIP-180 
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catálogo  

Tipo Policlonal Policlonal Monoclonal Policlonal 

Dilución IF 1:100 1:100 1:50  

ChIP(μL) 2 1 3.7 2 

 Anti-KDM4A Anti-CTCF Anti-CTCF Anti-KDM4A 

Origen Conejo Cabra Ratón Conejo 

Marca Cell signaling Santa Cruz BT Santa Cruz BT Diagenode 

Número de 
catálogo  

C37E5 SC-5916 SC-398149 pAb-126-050 

Tipo Monoclonal Policlonal Monoclonal Policlonal 

Dilución IF N/A N/A 1:100 1:50 

WB 1:1000 1:750 N/A N/A 

 

18.2.2  Anticuerpos secundarios. 
Tabla 17: Anticuerpos secundarios empleados. 

 Anti-Conejo Anti-Ratón Anti-Conejo Anti-Cabra 

Origen Cabra Cabra Cabra Conejo 

Marca Invitrogen Invitrogen Santa Cruz Santa Cruz 

Número de 
catálogo  

A32731 A32723 sc-2030 sc-2020 
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Tipo Alexa Alexa HRP Policlonal 

Dilución IF 1:200 1:200 N/A N/A 

Dilución WB N/A N/A 1:5000 1:5000 

 
18.3 LÍNEAS CELULARES. 

 Las distintas líneas celulares humanas utilizadas en el presente estudio fueron cultivadas 

con las condiciones que a continuación se describen.  

Tabla 18: Líneas celulares usadas en este estudio. 

Línea celular Origen  Medio de cultivo 

MCF 10A Glándula mamaria, 

enfermedad 

fibroquística. 

DMEM/F12 (3:1) adicionado con 10% de suero fetal bovino, 2 mM de 

glutamina, 1x de amp/strepto, 10 ng/ml de EGFrh (factor de 

crecimiento epidérmico humano recombinante; Invitrogen), 120 

mU/ml de insulina recombinante humana y 1 µg/ml de hidrocortisona. 

MCF7 Efusión pleural, 

metástasis 
RPMI con 10% SFB y 1%. 

MDA-MB-231 Efusión pleural, 

metástasis 
RPMI con 10% SFB. 

HeLa Adenocarcinoma 

de Cérvix. 
DMEM High Glucose, con10% SFB. 

HCT-116 Efusión pleural, 

metástasis. 
RPMI con 10% SFB y 1% de amp/strepto. 

PANC-1 Carcinoma 

epitelial de 

páncreas. 

DMEM, con10% SFB y 1% de amp/strepto. 

Todas las líneas celulares se mantuvieron a 37°C con 5% de CO2. Sin antibiótico. 
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ABSTRACT 
 

Histone demethylase KDM4A is involved in H3K9me3 and H3K36me3 

demethylation, which are epigenetic modifications associated with gene silencing 

and RNA Polymerase II elongation, respectively. KDM4A is abnormally expressed 

in cancer, affecting the expression of multiple targets, such as the CHD5 gene. This 

enzyme localizes at the first intron of CHD5, and the dissociation of KDM4A increases 

gene expression. In  vitro assays showed that KDM4A-mediated demethylation    

is enhanced in the presence of CTCF, suggesting that CTCF could increase its 

enzymatic activity in vivo, however the specific mechanism by which CTCF and 

KDM4A might be involved in the CHD5 gene repression is poorly understood. Here, 

we show that CTCF and KDM4A form a protein complex, which is recruited into the 

first intron of CHD5. This is related to a decrease in H3K36me3/2 histone marks 

and is associated with its transcriptional downregulation. Depletion of CTCF or 

KDM4A by siRNA, triggered the reactivation of CHD5 expression, suggesting that 

both proteins are involved in the negative regulation of this gene. Furthermore, the 

knockout of KDM4A restored the CHD5 expression and H3K36me3 and H3K36me2 

histone marks. Such mechanism acts independently of CHD5 promoter DNA 

methylation. Our findings support a novel mechanism of epigenetic repression at 

the gene body that does not involve promoter silencing. 
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INTRODUCTION 
 

Gene regulation in eukaryotes is driven in part by 
chromatin architecture, where histone post-translational 
modifications play a major role in this process [1]. In 
particular, the methylation of lysine residues  in histones  
is involved in transcriptional activation and repression, 
depending on specific lysines and the degree of methylation. 
For example, H3K4me3 and H3K36me3 are associated with 
transcriptional activation, while H3K9me3 and H3K27me3 
are related with transcriptional repression [2]. 

Although, it was long thought that lysine 
methylation was a stable and irreversible process, recent 
reports have found approximately 25 enzymes capable  
of removing the methyl groups of lysines in histones. 
These enzymes are grouped into two families depending 
on their chemical mechanism of demethylation, the 
oxidases and the oxygenases [3]. The majority of histone 
demethylases belong to the second family, including 
lysine (K)-specific demethylase 4A (KDM4A). KDM4A 
actively removes the methyl  groups  from  H3K36me3 
to produce H3K36me2 [3]. In particular, H3K36me3 is 
enriched in genes that are transcriptionally active and is 
associated with recruitment of RNA polymerase II and 
transcriptional elongation, loss of H3K36me3 leads to 
transcriptional repression [4]. 

KDM4A is overexpressed in several types of cancer, 
including breast cancer [5]. One of the target genes of 
KDM4A is chromodomain helicase DNA binding protein 5 
gene (CHD5). CHD5 was identified as a tumor suppressor 
gene, and it has been reported deregulated in glioma, 
colon, lung, ovarian, prostate and breast cancers. Thus, 
based on its likely involvement as a tumor suppressor 
gene (TSG) in neuroblastomas, gliomas, and many 
common adult neoplasms, CHD5 may play an important 
developmental role in many other tissues besides the 
nervous system and testis [6]. Particularly, this gene is 
involved in cell proliferation, apoptosis and senescence 
by regulating p19Arf, modulating p53 activity [6]. KDM4A 
has been reported to negatively regulate CHD5 by its 
recruitment to the first intron [7]. Neither the mechanism 
by which KDM4A negatively regulates CHD5 nor the 
mechanism by which KDM4A is recruited to this target 
site are known. Furthermore, in vitro assays have shown 
that the demethylation frequency of KDM4A increases up 
to 80% in the presence of the architectural protein CTCF 
[8], suggesting that CTCF may play a major role in the 
activity of KDM4A which has not been addressed until 
now. Hence, the aim of this study was to elucidate the 
mechanism underlying the role of CTCF and KDM4A on 
histone modifications and in the downregulation of CHD5. 

RESULTS 
 

KDM4A is highly expressed in MCF7, MDA- 

MB-231 and HeLa cell lines 

As a first approach, we evaluated the expression   
of KDM4A in four different cell lines using RT-qPCR. 
We observed that KDM4A was highly expressed in  
MCF7 and MDA-MB-231 cell lines compared to the 
expression levels of the non-tumorigenic epithelial breast 
cell line MCF 10A (Figure 1A).  Previously,  KDM4A  

has been reported to be highly expressed in HeLa cells 
[9], hence we used this cell line as a positive control. 
Immunofluorescence assays show that KDM4A is located 
mainly at the nucleus in the neoplastic cell lines (Figure 
1B), but it is not detected in the non-tumorigenic breast 
cell line MCF 10A (Figure 1B). We also observed CHD5, 
which has been reported to be regulated by KDM4A and 
highly expressed in the MCF 10A cells compared with 
MCF7, MDA-MB-231 and HeLa cells (Figure 1C) [7]. 
Additionally, CHD5 is only detected in the MCF 10A cell 
line, where KDM4A is not present (Figure 1B and 1D). 
When looking into breast cancer cell line expression  
data available at the Cancer Cell Line Encyclopedia we 
found that 83.34% (50/60) of these cell lines show high 
expression of KDM4A, while not expressing CHD5. In 
this regard, MCF7 and MDA-MB-231 cell lines exhibit 
the same behavior that we observed previously in our 
results (Figure 1 and Supplementary Figure 1A) [10].    
In contrast to what is observed in cell lines, we did not 
find a significant correlation between KDM4A and CHD5 

expression in breast cancer patients (Supplementary 
Figure 1B) from The Cancer Genome Atlas (TCGA). We 
argue that this could be due to the heterogeneity of the 
tumor tissue or tumor subtypes. 

 
DNA methylation at the CHD5 gene promoter is 

not the main mechanism of epigenetic silencing 

in the neoplastic cell lines 

Some authors have reported that DNA methylation 
at CHD5 gene promoter can alter the expression of this 
gene in several cancers and neoplastic cell lines [11, 12]. 
Thus, we analyzed the methylation status along the 
CHD5 gene locus of 743 breast cancer patients and 98 
normal samples obtained from TCGA (Ilumina Human 
Methylation 450 K) through the TCGA wanderer web 
service [13]. This panel measures the methylation levels of 
485,000 CpG sites distributed along the genome, of which 
63 CpGs fall within the CHD5 gene region (Figure 2A); of 
these sites, 8 CpGs are located within the gene promoter, 
the remaining 55 sites are distributed along the gene body. 
At the gene body, 34 CpGs are found to be methylated 
(having Beta-value ≥0.6, which is considered as a 
methylated region) in 50% of the patients, and 20 of these 
34 sites that are present at the gene body are methylated 
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in 80% of the patients. Nevertheless, when evaluating  
the mean methylation levels of the 8 CpG sites located 
within the gene promoter region (Highlighted part of the 
figure with a rectangle in Figure 2A) (Ensembl version 
75), we observed that only 1 out of the 743 patients 
shows promoter methylation, where the CpG methylation 
Beta value is less than 0.6, indicating that CHD5 gene 
promoter is considered as not methylated (Figure 2B). In 
order to determine if the absence of methylation in the 
CHD5 promoter was restricted only to breast cancer, we 
also looked into the methylation status in other neoplasms 
such as Low-Grade Gliomas or  Glioblastomas  where 
we also did not find methylation at the promoter region 
(Supplementary Figure 1C). Hence, these datasets point 
out that DNA methylation at the promoter region is not 
related with CHD5 gene silencing, suggesting that there 
may be other mechanisms related to its repression in breast 
cancer (Figure 2A). 

Given the methylation status of CHD5 gene in breast 
cancer patients found in TCGA, we aimed to characterize 
DNA methylation status at the CHD5 promoter. We carried 
out a methylation sensitive-PCR assay (MS-PCR) at the 
CpG island which we observed to be unmethylated in 742 
patients (Figure 2B and 2C). We found DNA methylation 
at the CHD5 promoter to be absent in most of the cell 
lines, with the exception of MDA-MB-231 (Figure 2D); 

a similar finding was previously reported by Mulero- 
Navarro and Esteller [12]. As a positive methylation 
control of the assay we used an in vitro-methylated DNA 
(IVD) (Figure 2D). 

Results from the MS-PCR reinforce the observation 
of the methylation status in the TCGA patients, where 
DNA methylation at the CHD5 gene promoter is not a 
common mechanism involved in repression of CHD5. 
Therefore, we focused on another epigenetic mechanism 
that is independent of DNA methylation, such as the 
histone demethylase KDM4A. 

 
The localization of KDM4A at the CHD5 first 

intron correlates with the decrease of H3K36me3 

and H3K36me2 in neoplastic cell lines 

In 2012, Mallette and  colleagues  demonstrated  
by chromatin immunoprecipitation (ChIP) assays that 
KDM4A is located at CHD5 first intron in the U2OS  
cell line, and that the depletion of KDM4A increased 
CHD5 mRNA and protein levels [7]. Nevertheless, the 
mechanism by which KDM4A negatively regulates 
transcription of the CHD5 gene remained unclear. 

One epigenetic mark relevant to transcriptional 
elongation is H3K36me3. This histone mark is mainly 
enriched in gene bodies, where a decrease in its 

 

 
 

Figure 1: KDM4A overexpression correlates with CHD5 decrease in neoplastic cell lines. (A) Expression profile of the 
human KDM4A gene in MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 and HeLa cell lines obtained by  RT–qPCR. The data were normalized against  
GAPDH expression in three independent experiments. (B) The presence and localization of KDM4A in MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 
and HeLa cells were assessed by immunofluorescence assay. (C) Expression profile of CHD5 gene in the MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 
and HeLa cell lines obtained by RT–qPCR. The data were normalized against GAPDH expression in three independent experiments. (D) 
The presence and localization of CHD5 in MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 and HeLa cells were assessed by immunofluorescence 
assay. The DNA was stained with DAPI. (**) p < 0.01 compared with the MCF 10A cell line. Statistical differences were determined using 
Student’s t test. 
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trimethylated form is associated with gene silencing. In 
some genes, such silencing is not related to inactivation 
of  the  gene’s  promoter.  Since   KDM4A  is   capable 
of removing this histone mark, we speculated that 
demethylation of H3K36me3 could play a role in the 
downregulation of CHD5 gene expression.  To  assess  
our hypothesis, we performed a ChIP assay to determine 
whether KDM4A could be found at the CHD5 first intron 
in our cell lines. KDM4A was present at this region in the 
MCF7, MDA-MB-231 and HeLa cell lines; and was not 
detected in the non-neoplastic cell line MCF 10A (Figure 
2E). One of the best-characterized gene targets of KDM4A 

is the region located -1922 bp upstream from the TSS of 
ASCL2 [14]. Therefore, we used this region as a positive 
control of ChIP assay to confirm the presence of KDM4A 
in all the cell lines, and the 27th exon of the RB gene as 
negative control (Supplementary Figure 2A). To determine 
the impact of the presence of KDM4A on histone marks 
related to transcriptional elongation, we analyzed the 
abundance of H3K36me3 and H3K36me2 at the CHD5 

first intron by ChIP assay (Figure 2F). As a positive 
control for the H3K36me3 histone modification, we used 
the ENCODE database to identify a region that is enriched 
with this histone mark in different cell lines; based on the 

 
 

 
 

Figure 2: CHD5 repression is associated to histone demethylation by KDM4A at the first intron and not to promoter 

DNA methylation. (A) TCGA DNA methylation levels (Ilumina 450 K data) in 743 breast cancer patients (tumor) and 98 non-neoplastic 
samples (normal) in CHD5 gene locus. 63 CpG sites were analyzed along the gene. Cutoff ≥0.6 Beta-values represents methylated status.  
The locus marked by a rectangle represents the methylation status of the promoter region; X axes represents the CHD5 gene position 
(GRCh 37/hg19) (B) the graphic represents the 8 CpGs sites analyzed of the promoter region of 743 patients. The dot line is the threshold 
of DNA methylation (>0.6 = Methylated). (C) Schematic representation of the CHD5 gene that includes the promoter region and the 
CHD5 first intron region analyzed by MS-PCR (153 bp PCR product) and ChIP assays (236 bp PCR product) respectively. The red arrows 
represent the primers employed for MS-PCR and blue arrows for ChIP qPCR (D) Promoter DNA methylation status was assessed by MS- 
PCR in MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 and HeLa cells. DNA from lymphocytes was methylated in vitro by SssI methyltransferase and 
used as a methylated DNA positive control (IVD). M represents methylated, and U represents non-methylated. (E and F) qPCR evaluation 
of the products obtained from the ChIP assay of the CHD5 first intron, precipitated with anti-KDM4A (D), anti-H3K36me3 and anti- 
H3K36me2 (E) antibodies in MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 and HeLa cells. As a negative control, we used the IgG antibody included 
in the OneDay ChIP kit (Diagenode, NJ, USA, Kch-onedIP-180). (**) p < 0.01 and (***) p < 0.005 compared with the MCF 10A cell line. 
Statistical differences were determined using Student’s t test. 
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results of this analysis, we decided to use the second intron 
of the GAPDH gene. As a negative control, we employed 
the third exon of the silenced gene MYOG (Supplementary 
Figure 2B). When we compared the enrichment of the 
methyl marks present in the intron 1 region to the non- 
neoplastic cell line MCF10A we found that the presence 
of KDM4A was associated with a decrease in these 
epigenetic marks in the tumor cell lines (Figure 2F). These 
results suggest that the presence of KDM4A could alter 
epigenetic marks related to transcriptional elongation and 
thus affect gene transcription (Figure 2E and 2F). 

 
CTCF and KDM4A coexist at the CHD5 first 

intron in neoplastic cell lines 

Given that CTCF plays a major role in the 
demethylation function  of  KDM4A  [8],  we  decided  
to characterize its expression in our cellular model. By 
RT-qPCR,  we observed that CTCF was overexpressed  
in the MCF7, MDA-MB-231 and HeLa cell lines when 
compared to the MCF 10A cells (Figure 3A). In addition, 
CTCF was located in the nucleus of all the cell lines 
evaluated (Figure 3B). 

To determine if CTCF could participate in 
KDM4A’s demethylation activity, we decided to evaluate 
by ChIP assay the presence of CTCF in the first intron   
of CHD5. As a negative and positive controls, we used 
the 27th exon of RB gene and WRAP53 promoter region, 
respectively (Supplementary Figure 2C). Our results 
show that CTCF is found in this region in all cell lines 
evaluated (Figure 3C and 3D), including MCF  10A.  
This is the  same  region  where  KDM4A  was  shown  
to be present in the neoplastic cell lines (Figure 2C). 
Since MDA-MB-231 exhibits  promoter  methylation,  
we decided to focus only in MCF7 and HeLa, where 
CHD5 is repressed even though its promoter region is not 
methylated. Thus, to determine the coexistence of CTCF 
and KDM4A at the same genomic region, we performed a 
ChIP/re-ChIP experiment in the MCF7 and HeLa cell lines 
(Figure 4A). A first immunoprecipitation was performed 
with each of the antibodies (KDM4A or CTCF), and a 
subsequent immunoprecipitation was performed with a 
second antibody (KDM4A-CTCF or CTCF-KDM4A). 
As a negative control assay, we used the antibody of 
interest followed by IgGs or the IgGs followed by the 
antibody of interest. As a positive control for KDM4A 
recruitment, we analyzed the region -1922 bp from the 
ASCL2 TSS (Supplementary Figure 3A). For CTCF, we 
employed the WRAP53 promoter region as a positive 
control (Supplementary Figure 3B). As a negative control 
for KDM4A and CTCF, we evaluated the 27th exon of the 
RB gene (Supplementary Figure 3C). The ChIP/ReChIP 
results showed a co-existance of CTCF and KDM4A at 
the first intron of CHD5 both in MCF7 and HeLa cells 
(Figure 4A). Using the ChIP and ChIP/ReChIP results we 
evaluated the percentage of co-occupancy in MCF7 and 

HeLa cell lines (Figure 4B). These results suggest that the 
higher co-occupancy of KDM4A and CTCF is associated 
with an increase in CHD5 repression. Also, these results 
imply a possible interaction between CTCF and KDM4A. 

 
CTCF and KDM4A form a protein complex in 

neoplastic cell lines 

In order to demonstrate the physical interaction 
between CTCF and KDM4A a co-immunoprecipitation 
assay in HeLa cells was performed. This was carried out 
by an immunoprecipitation against CTCF and revealed 
with a CTCF antibody (Figure 4C). Subsequently, the 
proteins obtained from the CTCF Immunoprecipitation 
(IP) were used in an independent experiment and were 
revealed against KDM4A (Figure 4D). Our data shows   
a detectable interaction between endogenous CTCF and 
endogenous KDM4A in HeLa cells (Figure 4C and 4D). 
Our results demonstrate a novel protein complex formed 
by CTCF and KDM4A, which may be localized at the first 
intron of the CHD5 gene (Figure 4). 

 
KDM4A and CTCF siRNA knock down is 

associated with the reactivation of CHD5 

expression in neoplastic cell lines 

To  determine  the  participation  of  KDM4A  in 
the repression of CHD5, HeLa and MCF7 cells were 
transfected with siRNAs against KDM4A. At 72 hours, 
post-transfection with the siRNA,  expression  analyses 
of the KDM4A and CHD5 genes were performed by RT- 
qPCR. The results revealed that KDM4A mRNA decreased 
after transfection (Figure 5A). The decrease of KDM4A 
in the MCF7 and HeLa cell lines induced the reactivation 
of CHD5 mRNA, even above the basal expression of 
MCF 10A (Figure 5B). Because CTCF  and  KDM4A 
can potentially form a protein complex, we further 
investigated which was the participation of CTCF in the 
repression of CHD5. Therefore, we transient transfected 
a small hairpin RNA expression vector against CTCF 
(pCT1) in MCF7 and HeLa cells (Figure 5C). Our results 
show that diminishing of CTCF leads to a reactivation of 
CHD5 expression similar to MCF 10A (Figure 5D). Taken 
together, our results suggest that the presence of KDM4A 
and CTCF at the first intron of CHD5 acts as repressors of 
CHD5 expression in neoplastic cells. 

 
KDM4A knockout (KO) in MCF7 reestablish the 

H3K36me3 histone mark at the first intron of 

CHD5 and reactivates gene expression 

In order to further validate that KDM4A is 
negatively regulating CHD5 we establish a Knockout 
model (KDM4AKO) using CRISPR/Cas9 KO system 
(Santa Cruz, sc-404599 and sc-404599-HDR). This 
system employed three gRNAs that target exon 3 and 
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8 of the KDM4A gene (Supplementary Figure 4A). We 
selected cells by puromycin treatment and further enrich 
our KDM4AKO by FACS cell sorting selecting the highest 
fluorescent cells (Supplementary Figure 4B). As control, 
we employed a non-targeting gRNA plasmid (Mock) 
(Santa Cruz, sc-418922). 

We evaluated by Western Blot the protein 
expression of KDM4A in MCF7 Mock and KDM4AKO 
cells, where a 63.6% reduction of KDM4A in KDM4AKO 
cells is observed (Figure 6A). We also performed RT- 

qPCR analysis of CHD5 expression in MCF10A, MCF7 
Mock and KDM4AKO cells. Here we observe a significant 
reactivation of the CHD5 expression in KDM4AKO cells, 
with levels similar to the observed in MCF10A (Figure 
6B). In order to evaluate if such reactivation is related   
to the loss of KDM4A of the CHD5 first intron, we 
performed a ChIP analysis of KDM4A. Our results show 
a significant loss of KDM4A in KDM4AKO compared to 
Mock cells (Figure 6C). Regarding our previous results 
that suggest that KDM4A-CTCF complex regulates 

 
 

 
 

Figure 3: CTCF is overexpressed in neoplastic cell lines and is recruited to CHD5 first intron. (A) Expression profile of the 
human CTCF gene in the MCF 10A, MCF7, MDA -MB-231 and HeLa cell lines was obtained with RT –qPCR. The data were  normalized 
against GAPDH expression in three independent experiments. (*) p < 0.05 and (**) p < 0.01 compared to the MCF 10A cell line. Statistical 
differences were determined using Student’s t test. (B) The presence and localization of CTCF in MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 and 
HeLa cells were assessed by immunofluorescence assay. (C) Schematic representation of the CHD5 gene that includes the promoter region 
and the CHD5 first intron region (236 bp PCR product). (D) qPCR analysis of the CHD5 first intron was performed on the DNA obtained 
from anti-CTCF ChIP assays in MCF 10A, MCF7, MDA-MB-231 and HeLa cells. As a negative control, we used the IgG antibody 
included in the OneDay ChIP kit (Diagenode, NJ, USA, Kch-onedIP-180). The data was evaluated by qPCR at CHD5 first intron and  
the data is expressed in fold of enrichment over IgG immunoprecitpitation. Statistical differences were determined using Student’s t test. 
(*) p < 0.05 and (**) p < 0.01 compared to the MCF 10A cell  line. 
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CHD5, we evaluated if CTCF could be affected by the 
loss of KDM4A at the CHD5 first intron. Our results show 
that CTCF binding is independent of KDM4A presence, 
suggesting that CTCF may acts as repressor when it is   
in a complex with KDM4A (Figure 6D). Because of the 
obtained results, we attempted to establish a CTCFKO 
model, however these cells were not viable so the 
experimental approach was not possible. The generation 

of a CTCFKO model has been an experimental challenge 
for different research groups. Particularly, alteration in the 
abundance of CTCF affects cell proliferation and can even 
be causal of a lethal phenotype in murine models [15–17]. 

One of the central questions we wanted to address is 
whether the loss of KDM4A could restore the H3K36me3 
pattern at the CHD5 first intron. Therefore, we performed 

a ChIP analysis of H3K36me2/3 in MCF10A, MCF7 
 

 
 

Figure 4: CTCF-KDM4A complex is located at the CHD5 first intron in MCF7 and HeLa cell lines. (A) ChIP/re-ChIP 
assays were performed using the antibodies shown in the first row and subsequentially immunoprecipitated by the antibodies described  
at the second row in the MCF7 and HeLa cells. The data was evaluated by qPCR at CHD5 first intron and the results are represented as 
% of input. Statistical differences were determined using Student’s t test, (***) p < 0.005 compared with IgGs. (B) Co-occupancy analysis 
was performed in accordance to Geisberg and Struhl [38]. For occupancy analysis, the ChIP-Re-ChIP data from both experiment data 
(CTCF-KDM4A or KDM4A-CTCF) were used. Also, the co-occupancy of IgG experiments was evaluated. The results are represented 
in % of co-occupancy. Statistical differences were determined using Student’s t test, (***) p < 0.005 compared with IgGs. (C–D) A Co- 
immunoprecipitation assay was performed against CTCF and revealed with CTCF (150 kDa) (C). Using the proteins obtained from the 
CTCF IP we revealed employing a KDM4A antibody (150 kDa) (D). To the left, the input material was evaluated against CTCF and 
KDM4A in increasing amounts of protein (2.5, 5 and 10 %). 
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Mock and KDM4AKO cells. We found a H3K36me3 
recovery in KDM4AKO cells, which does not affect the 
H3K36me2 (Figure 6E). This suggests that the loss of 
KDM4A demethylase allows the reincorporation of 
H3K36me3 at the first intron of CHD5, favoring the 
reactivation of the gene expression. 

 
DISCUSSION 

 
Epigenetic  alterations  are  a   common   feature  

of cancer processes [18, 19]. Mainly, key epigenetic 
components, which include methylases and demethylases 
such as KDM4A as well as architectural proteins like 
CTCF, are deregulated [5]. Several studies have reported 
that KDM4A is highly expressed in breast cancer 

tissues. This demethylase  removes  the  methyl  group  
of H3K9me3 and H3K36me3, with the former related    
to heterochromatin and the repression of transcription 
[20], while the latter is enriched in the bodies of genes 
that are transcriptionally active and is associated with  
the recruitment of RNA polymerase II and the process   
of transcriptional elongation [4]. Hence, H3K36me3 
alteration could affect gene transcription without 
disturbing the gene promoters, suggesting a novel 
mechanism of gene dysregulation not associated with 
regulatory regions. 

CHD5 is a gene that encodes an enzyme which 
belongs to the helicase family (chromodomain helicase 
DNA-binding protein 5) [21]. The CHD5 protein can 
function as a tumor suppressor by regulating apoptosis 

 

 
 

Figure 5: The CHD5 expression is reactivated by CTCF and KDM4A knockdown in MCF7 and HeLa cells. Analysis 
of KDM4A (A) and CHD5 (B) expression in MCF7 and HeLa cell lines following KDM4A siRNA transfection. Analysis of CTCF (C) 
and CHD5 (D) expression in MCF7 and HeLa cell lines following CTCF shRNA transfection. Data were normalized against GAPDH 

expression in three independent experiments using MCF 10A cells as the normal expression control. siRNA mock and shRNA mock 
transfected cells were used as negative controls. Statistical differences were determined using Student’s t test compared with mock- 
transfected cells. (***) p < 0.005. 
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and cellular senescence, and is involved in the p19Arf/p53 
pathway by interacting with MDM2 [22, 23]. Because this 
interaction leads to the attenuation of MDM2-mediated 
p53 degradation [24], CHD5 and p19ARF help to stabilize 
p53.  In  addition,  CHD5  inhibits  clonogenic  growth  
in vitro as well as tumor xenograft growth, suggesting that 
its inactivation may be involved in cancer development 
[11]. Some studies have suggested that CHD5 can be 
inactivated by genetic [25] or epigenetic processes, but 
these reports focused mainly on its repression by DNA 

promoter methylation [11, 12, 26–28]. Analysis of TCGA 
datasets show that the CHD5 promoter region is not 
methylated in breast cancer patients, which suggests that 
another epigenetic mechanism could be involved in gene 
repression. In this regard there is evidence that suggests 
that alteration at the CHD5 promoter is not the major 
mechanism of repression of this gene [12]. 

Previously, it was reported that KDM4A localizes to 
the CHD5 first intron and the reduction in KDM4A leads 
to an increase of CHD5 expression in U2O2 cells; this 

 

 
 

Figure 6: The KDM4A knockout promotes the reestablishment of the H3K36me3 histone mark at the first intron and 

the reactivation of the expression of CHD5 gene. (A) Characterization of KDM4A protein abundance by immunoblots in MCF7 
cells transfected with a non-targeting gRNA plasmid (Mock) or KDM4AKO CRISPR/Cas9 and HDR plasmids. The quantitation of the 
relative intensity of the protein bands showed a decrease of 63.6% of KDM4A in KO cells. (B) CHD5 expression analysis in Mock and 
KDM4AKO cells. Data were normalized against GAPDH expression in two independent experiments using MCF 10A cells as the normal 
expression control. (C, D, E) qPCR evaluation of the CHD5 first intron from DNA obtained from the ChIP assay using anti-KDM4A (C), 
anti-CTCF (D) and anti-H3K36me3 and anti-H3K36me2 (E) antibodies in MCF 10A cells, Mock and KDM4AKO cells. As a negative 
control, we used the IgG antibody included in the OneDay ChIP kit (Diagenode, NJ, USA, Kch-onedIP-180). (**) p < 0.01 and (***) p < 

0.005 compared with the MCF7 Mock cells.  
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indicates that KDM4A could be associated with CHD5 

repression [7]. However, since KDM4A was not found at 
the promoter of CHD5, the mechanism of how KDM4A 
downregulates CHD5 remained unclear. 

The overexpression of KDM4A is known to be 
associated with cell proliferation and poor prognosis in 
several cancers [29, 30]. Identifying how KDM4A inhibits 
gene expression has a therapeutic impact on cancer in the 
future; therefore, understanding the molecular mechanisms 
underlying the effects of KDM4A and their implications in 
cancer are an important topic for future clinical research 
[31]. Our findings show that KDM4A functions as a 
repressor of the CHD5 TSG by affecting epigenetic marks 
associated with elongation and not by regulating the gene 
promoter. This phenomenon has been reported in other 

cellular models, where KDM4A/C specifically alters 
H3K36me3 [32]. The phenomenon is also associated with 
the loss of RNA polymerase II recruitment in transcribed 
regions of the GFAP gene [32]. Our results suggest a 
novel mechanism of CHD5 gene repression, where the 
decrease of H3K36me3/2 at the gene body could lead    
to transcriptional repression. One  hypothesis  is  that  
this phenomenon occurs due to lack of phosphorylation 
of the second serine in the carboxy terminal domain of 
RNA polymerase II, which results in the enrichment of 
H3K36me2 and a decrease of transcriptional elongation, 
or due to an increase in repressive histone marks. 

In vitro assays have reported that the presence of 
CTCF increases the demethylation frequency of KDM4A 
by up to 80%, suggesting that CTCF has a role in the 

 
 

 
 

Figure 7: Schematic model of CHD5 transcriptional repression mediated by CTCF-KDM4A protein complex. CTCF- 
KDM4A protein complex is recruited to the first intron of the CHD5 gene and promotes demethylation of histone H3K36me. In non- 
neoplastic cells, CTCF is located at the first intron of CHD5, and H3K36me3/2 are enriched. These events correlate with CHD5 expression. 
In contrast, in the neoplastic cells, CTCF-KDM4A protein complex promotes the demethylation of H3K36me3/2 and leads to gene 
repression. CTCF or KDM4A knockdown (KD) reactivates CHD5 gene expression. The loss of KDM4A in KDM4AKO cells leads to the 
reestablishment of the H3K36me3 histone mark at the first intron and the reactivation of CHD5 gene expression. 
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demethylation function of KDM4A [8]. Additional support 
for these datasets was provided by another study that 
demonstrated that CTCF can interact with the KDM5B 
histone demethylase and increase its demethylation 
activity in breast cancer cell lines [33]. CTCF has been 
reported to act occasionally as a transcriptional repressor 
of genes, such as c-MYC, Bax, Xist and hTERT, by 
interacting with SIN3A and recruiting HDACs or by 
preventing the binding of transcription factors that affect 
expression [34–38]. Interestingly, we observed a protein 
complex formed  by  CTCF-KDM4A,  which  is  found  
at the first intron of CHD5. When we evaluated the co-
occupancy of KDM4A and CTCF, we showed  that the 
HeLa cell line exhibits a higher percentage of co- 
occupancy in comparison with MCF7 cell line. Our results 
suggest that KDMA4 acts as a transcriptional repressor 
when it is in complex with CTCF. The loss of KDM4A at 
CHD5 first intron restores H3K36me3 histone mark and 
recovers CHD5 gene expression. Therefore, we propose a 
novel mechanism of transcriptional repression mediated 
by KDM4A and CTCF (Figure 7). To date it is unknown 
if this complex is related with the repression of other 
genes, and what could be the implications of this complex 
in diseases such as cancer. Further studies are needed to 
understand the biological meaning of this new regulatory 
mechanism. 

 
MATERIALS AND METHODS 

 

Cell culture 

MCF 10A cells were cultured in 1 part DMEM- 
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (GIBCO, 11965-084) 
to 1 part of Dulbecco’s Modified Eagle Medium/Ham’s 
F-12  Nutrient  Mixture  (DMEM/F-12,  GIBCO, 11320- 
033) supplemented with 10% fetal bovine serum (GIBCO, 
10500056), 2 mM L-Glutamine (GIBCO,  25030081),  
10 ng/Ml EGFRh (Invitrogen), 120 mU/mL insulin and   
1 µg/mL hydrocortisone (SIGMA). MCF7 and MDA- 
MB-231 cells were cultured in Dulbecco’s Modified Eagle 
Medium/Ham’s F-12 Nutrient Mixture (DMEM/F-12, 
GIBCO, 11320-033) supplemented with 10% fetal bovine 
serum. HeLa cells were cultured in DMEM high glucose 
(GIBCO, 11965-084) supplemented with 10% fetal bovine 
serum. All cell lines were cultured at 37° C in a 5% CO2 

incubator. 
 

Expression analysis 

Total RNA was extracted using TRIzol (Invitrogen, 
15596018) according to the manufacturer’s specifications. 
2 µg of total RNA were reverse transcribed in a final 
volume of 40 μL using the Kit GeneAmp® RNA PCR 
KIT (Applied Biosystems, N8080143) as described by 
the manufacturer’s protocol. Gene expression levels for 
KDM4A, CTCF, and CHD5 were determined using the 

primers listed in Supplementary Table 1; GAPDH was 
used as an internal control. The qPCRs were performed 
using Thermo Maxima SYBR Green/ROX 1 PCR Master 
Mix (Thermo Scientific, K0222) with a StepOnePlus 
Real–Time PCR System (Applied Biosystems). All 
reactions were run in triplicate, and the average C t values 
were used for quantification. The plots show the mean of 
three biological replicates. The analysis of the relative 
quantification of target genes was performed using the 
∆∆Ct method as described by Livak [39]. 

Immunofluorescence assays 

Cells were cultured in 22 × 22 mm coverslips at 
least 18 h before the immunofluorescence staining was 
performed. The cells were fixed in 2% formaldehyde for 
10 min and then washed three times with 1x PBS for 5 
min each. Subsequently, cells were permeated with 2% 
Triton X-100 in 1× PBS for 20 min and then washed three 
times with 1× PBS for 5 min. Non-specific antigens were 
blocked by incubating the cells with 1% fetal bovine serum 
in 1× PBS for 40 min at room temperature. Then, the 
cells were incubated with the primary antibodies diluted 
in blocking solution for 60 min at 37° C. The coverslips 
were washed three times with 2% Triton X-100 in 1× 
PBS for 3 min; in between these washes, the cells were 
quickly rinsed with 1× PBS. Afterwards, the coverslips 
were incubated with the secondary antibodies diluted in 
blocking solution for 60 min at room temperature in the 
dark. The cells were washed three times with 2% Triton 
X-100 in 1× PBS for 3 min; in between these washes,  
the cells were quickly rinsed with 1× PBS. Finally, the 
coverslips were mounted on a previously cleaned slide 
with 10 μL-15 μL mounting medium with DAPI (Vector 
Labs, H-1200). To prevent drying and movement under 
the microscope, the coverslips were sealed with nail polish 
and then stored in the dark at 4° C. For all experiments, 
at least 100 cells from three coverslips were analyzed. 
The antibodies used are listed in Supplementary Table 2. 
The cells were observed using a Zeiss Axio Imager A2 
epifluorescence microscope (Carl Zeiss), and the images 
were analyzed using AxioVision 4.8 software (Carl Zeiss). 
The concentrations and quantities of antibodies were 
chosen based on the manufacturer’s specifications. 

 
CHD5 Promoter methylation analysis by MS- 

PCR 

DNA was obtained from the cell lines by phenol/ 
chloroform extraction. 500 ng of genomic DNA were 
modified using the EZ DNA methylation Gold kit 
(ZYMO, D5006). The MS-PCR assay was performed 
with DNA treated with sodium bisulfite. The primers for 
MS-PCR were designed using Methyl Primer Express 
software and are listed in Supplementary Table 3. As a 
positive control, 1 µg of DNA from lymphocytes of a 
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healthy donor was methylated in vitro (IVD) for 8 h using 
SssI methyltransferase (NEB, M226S). 

 
Chromatin immunoprecipitation (ChIP) and 

ChIP/re-ChIP assays 

Cells were cultured until 80% confluence, and then, 
chromatin was extracted in accordance with the protocol 
of the OneDay ChIP kit (Diagenode, Kch-onedIP-180). 
ChIP assays were performed following the manufacturer’s 
instructions. For all experiments, at least two chromatin 
preparations were analyzed. As a negative control, we 
used an IgG antibody included in the kit. The antibodies 
used are listed in Supplementary Table 4. 

The ChIP/re-ChIP assays were performed following 
the method previously described by [40]. In brief, cells 
were treated according to the first steps in the ChIP  
assay and then incubated at 37° C in 10 mM DTT in 1X 
ChIP buffer for 30 min. Eluents were then diluted at 1.5 
mL with ChIP buffer and incubated with the indicated 
second antibody overnight. The following  day,  protein 
A agarose beads were added to the solution, which was 
then incubated for 3 h at 4° C. The DNA-protein-antibody 
complexes were washed three times with 1X ChIP buffer. 
Finally, the DNA-protein complexes were treated with 
proteinase K overnight, and to break the crosslinked 
complexes, the samples were boiled for 10 min. The 
DNA was extracted as suggested by the OneDay ChIP  
kit protocol, and qPCR was performed with the specific 
primers listed in Supplementary Table 5. 

The obtained results represent experiments from 
four separate amplifications that were used to calculate 
the standard deviation. qPCRs were done in triplicate 
using fast optical 96-well qPCR plates. Then, the 
oligonucleotides were amplified in triplicate by a fast 
optical 96-well qPCR plate (Applied Biosystems). The 
qPCR was performed using Thermo Maxima SYBR 
Green/ROX 1 PCR Master Mix (Thermo Scientific, 
K0222) with a StepOnePlus Real–Time PCR System 
(Applied Biosystems). We used the concentration of 
antibodies indicated by the manufacturer’s specifications. 

 
ChIP and ChIP-Re-ChIP data analysis 

The oligonucleotides were validated with a standard 
curve performed with Input serial dilutions. The amplification 
efficiency (AE) value was calculated as AE = 10^(−1/slope). 
The percentage of the input was calculated as % input = 
AE^(Ctinput – CtChIP) × Fd (Fd = factor Dilution) × 100, 
using 10% of the input value as reference. Afterwards, to 
calculate the fold of enrichment of the immunoprecipitated 
proteins we used the following equation fold of enrichment = 
% input (ip)/% input (IgG) as described in the OneDay ChIP 
(Diagenode) manufacturer’s manual. For the ChIP/ Re-ChIP 
analysis, we calculated the % of the input using the 10% of the 
input as reference and compared the data obtained from IgG. 

Co-occupancy data analysis 

To determine the co-occupancy of CTCF and 
KDM4A at the first intron of CHD5 gene, we used the fold 
of enrichment over the background for each individual 
ChIP. The percentage of co-occupancy, was calculated 
according to Geisberg and Struhl [41]: % co-occupancy 
= 100 (AB–A)/(A × B–A), where A and B represent the 
IP of each experiment, and AB the ChIP-Re-ChIP assay. 
The occupancy was determined in the ChIP-Re-ChIP data 
for both experiments (CTCF-KDM4A or KDM4A-CTCF), 
as well as the co-occupancy in the IgG experiments, with 
negative results plotted with a value of 0. 

 
CTCF and KDM4A knockdown 

HeLa and MCF7 cells were transient transfected 
using Xfect transfection reagent (Clontech, 631317) 
following the manufacturer’s specifications, using 2.5 µg 
of an small hairpin RNA expression vector against  
CTCF (pCT1) kindly provided by Ko Ishihara (Institute 
of Molecular Embriology and Genetics, Kumamoto 
University, Japan) [42]. As a mock control, we employed 
the empty vector from pSilencer-3.1-H1 puro (Ambion). 

For KDM4A knockdown, siRNA transfections 
were performed using KDM4A SMART pool siRNAs 
(Dharmacon, E-004292-00-0010) and non-targeting 
siRNA (Dharmacon, D-001910-01-05). HeLa and MCF7 
cells were seeded at 3 × 104 cells/well and 6 × 104 cells/ 
well, respectively, in 12-well plates. 24 h later, the cells 
were transfected with ACCELL siRNA Delivery Media 
(Dharmacon, B-005000-500) over 72 h according to the 
manufacturer’s protocol. The results were obtained from 
three separate biological replicates. RNA and cDNA were 
obtained as previously described. 

 
Co-immunoprecipitation of CTCF and KDM4A 

(Co-IP) 

Extracts from HeLa cells were prepared with IP lysis 
buffer containing 50 mM Tris-HCl (pH 8.0), NaCl 150 mM 
and 1% of NP40 supplemented with 2× complete protease 
inhibitor cocktail (Sigma-Aldrich). The cell lysate was 
cleared by centrifugation at 13,000 rpm for 10 minutes at 
4° C. The proteins were incubated with 2 µg of anti-CTCF 
(Santa Cruz Biotech, sc-5916) or without antibody (using 
beads) and the complex were  precipitated  employing  
25 μL of Protein A/G magnetic beads (Pierce, 88802) and 
incubated at 4° C approximately 16 h. The beads were 
recovered with a magnetic stand, and washed five times 
for 20 minutes with IP lysis buffer. Finally, proteins were 
eluted by boiling in 1× Laemmli buffer and evaluated by 
Western Blot using antibodies against CTCF (Santa Cruz 
Biotech, sc-5916) and KDM4A (Cell Signaling, JMJD2A 
#5328) as two independent experiments. At least three 
independent biological replicates were evaluated. 
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CRISPR/Cas9 KO and HDR plasmids 

transfection 

We used the X-fect Transfection Reagent (PT5003- 
2) to transfect 1 μg of the CRISPR/Cas9 KDM4A KO 
Plasmid (sc-404599) and 1 μg of the HDR Plasmid (sc- 
404599-HDR). In brief, 3 × 105 cells were seeded in a 6-
well chamber, 24 h before plasmid transfection. We 
diluted 1 μg of the KDM4A KO and HDR plasmids onto 
100 μL of Xfect Reaction Buffer. Afterwards, we added  
2 μL of the Xfect Polymer and incubated for 15 min. 
Finally, we distributed the entire 100 μL of nanoparticle 
complex solution dropwise to the cell culture medium.  
48 h after transfection we evaluate the GFP and RFP 
expression by epifluorescence microscopy (Carl Zeiss, 
AXIO Imager D2). We selected the transfected cells with 
media supplemented with Puromycin (3 μg/mL), changing 
the media every 24 h for at least 5 days. 

 
Flow cytometry and cell sorting 

KDM4AKO  or  Mock  cells  were  resuspended  at    
a concentration of 1 × 106 cells/mL in DMEM/F-12, 
containing 10% FBS and 1X antibiotic-antimycotic. 
First, cells were filtered through a 70 μm cell strainer and 
subsequently through a 40 μm cell strainer and sorted   
on a FACSAria III Cell Sorting Flow Cytometer (BD 
Biosciences, San Jose, CA). Prior to sorting, MCF7 WT 
was used for cell size and autoflorescence measures. It 
was determined that the Mock cells did not show RFP 
florescence, while the KO population that was positive 
for RFP, only cells with the highest fluorescence were 
sorted (Supplementary Figure 4B). 2.61 × 105 cells were 
sorted into DMEM/F12 medium containing 10% FBS, 
and 2X antibiotic-antimycotic and were seeded in a p60 
cell culture plate. The KDM4AKO population, that exhibit 
RFP+ high expression, and Mock sorted cells were used 
for the subsequent experiments. 
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2 Epigenetic Data and
Disease

Rodrigo González-Barrios, Marisol Salgado-Albarrán, Nicolás Alcaraz,
Cristian Arriaga-Canon, Lissania Guerra-Calderas, Laura
Contreras-Espinosa, and Ernesto Soto-Reyes

2.1 Background

Genetic material carries the information for every process necessary for life. Envi-

ronmental exposure to mutagens can alter genetic information throughout lifetime

and together with genetic predisposition could generate diseases in an organism.

However, genetic information is not the only mechanism underlying the trans-

generational transmission and environment influence on human variation and dis-

ease. The relatively new field of epigenetics has given a new perspective to the

origin of diseases. The term “epigenetics” was first defined by Waddington in 1939

as “The random interactions between genes and their products, which result in a

phenotype” [1]. Nowadays, epigenetics is mostly defined as heritable changes that

regulate gene expression and chromosome architecture independent of any DNA

sequence. In recent years, it has been emphasized that epigenetic components dictate

and coordinate gene expression. The human body has more than 100 distinct cell

types, which have essentially the same genome but contain a unique epigenome

that serves to instruct specific gene expression programs present within each cell

type. Epigenetic modifications are highly dynamic and can be altered throughout

aging and environmental exposure. There are many types of epigenetic modifica-

tions, which include DNA methylation and posttranslational histone modifications

such as methylation, acetylation, phosphorylation, ubiquitylation, and sumolyation.

Also, non-coding RNAs play a key role in the regulation of epigenetic processes.

Altogether, epigenetic mechanisms are essential to many cellular functions, and when

dysregulated, major adverse health and behavioral effects occur.

Epigenetic aberrations could explain the origin and prevalence of certain diseases.

Themost studied relationship between epigenetics and disease has been cancer [2], but

aberrant epigenetic patterns go beyond oncology, stretching to a variety of biomedical

fields including imprinting, metabolism, neurology, immunology, development,

cardiovascular disease, etc. [2, 3, 4, 5, 6]. Researchers worldwide understand the

importance of epigenetic mechanisms in disease biology, leading to the origin of

many techniques to study different levels of epigenetic information, regarding DNA
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methylation, histone post-translational modification, chromatin associated proteins,

chromatin remodelers, and non-coding RNAs. With the introduction of whole genome

sequencing and epigenomics, the knowledge of epigenetic mechanisms and its

implications in cellular processes rapidly increased and became one of the most

flourishing areas in biology and medicine, leading to great scale international efforts

to characterize the epigenome from different samples and diseases. However, this

field is still in its infancy and further research is still needed to understand the

epigenetic machinery and its biological function. In this chapter, we will review

different mechanisms from a bioinformatics perspective, experimental approaches

and computational methods to study epigenetic data (see Box 2.1 for glossary of

terms).

2.2 DNA Methylation and its Role in Genome Regulation

Among the most widely studied epigenetic mechanisms is DNA methylation, a

covalent modification that mainly occurs at the fifth carbon position of the cytosine,

thus forming the 5-methylcytosine (5mC). The molecular machinery related to 5mC

can be divided into three components that can establish, read, and remove this

mark: (1) The three active DNA methyltransferases (DNMT1, DNMT3a and 3b)

which catalyze and maintain cytosine methylation patterns; (2) the methyl binding

proteins (MBPs), that read this mark and carry out different effector mechanisms

like gene silencing; and (3) the DNA demethylases (TET1, 2 and 3) that actively

“erase” 5mC through a series of oxidations and glycosylations (see Table 2.1). In

normal cells, genome wide studies demonstrated that 70 to 80% of the CpG sites

are methylated, predominantly in repetitive genomic regions, including satellite

repeats, viral sequences, LINEs, and SINEs (long and short interspersed transposable

elements) and gene bodies [7, 8, 9, 10].

Paradoxically, the regions of the genome that contains most of CpG dinucleotides

are usually not methylated. These regions are known as “CpG islands” (CGI) and

were first described in 1987 by Gardiner and Frommer. They are short genomic regions

(around 200–1000bp) that are defined by an increase in cytosine and guanine greater

than 50%. CGI are particularly associated with gene promoters and regulatory regions,

where approximately 70% of annotated gene promoters are associated with CGI, mak-

ing this the most common promoter type element in the vertebrate genome [11, 12].

Virtually all housekeeping genes, as well as a proportion of tissue specific genes and

developmental regulator genes are associated with CGI [13, 14]. There is evidence

that a large class of CGIs are located remotely from annotated transcription start sites

(TSS), moreover, some show evidence for promoter function, although an increasing

number of exceptions are being identified suggesting other functions related to this

CGIs [15].

Methylation at CGI in promoters is associated with transcriptional repression by

interfering with transcription factor binding; nevertheless, repression seems to occur

largely indirectly, via recruitment of MBPs that induce chromatin remodeling. How-

ever, the strength of repression mediated by 5mC depends on the local concentra-

tion of CpGs within the promoter. Through DNA methylation mapping by massive
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Box 2.1: Glossary

Chromatin conformation capture (5C, HiC): A technique used to profile

all chromatin interactions in specific regions of the genome by the

hybridization of a mixture of DNA primers to chromosome conformation

capture (3C) templates followed by high-throughput sequencing.

Cis-acting: Regions of non-coding DNA, which regulate transcription

within the same chromosome.

CpG Island: Genomic regions with a minimum of 200 bp, with a G+C

content greater than 50% and observed/ expected CpG ratio above 60%.

Enhancer: A cis-acting regulatory sequence that markedly increases

expression of a neighboring gene. Enhancers are typically capable of

operating over considerable distances (sometimes ∼50 kb) upstream or

downstream of the gene and in either orientations.

Epigenomics: Is the systematic analysis of the global state of gene

expression modulated by epigenetic processes such as DNA methylation,

posttranslational modifications of histones non-coding RNA and the

organization of chromatin inside the nucleus.

Euchromatin: Less densely packed or open chromatin that is often

associated with active transcription.

Global hypomethylation: Loss of DNA methylation across the genome

that commonly occurs in cancer cells.

Heterochromatin: Tightly packed form of chromatin that lack high number

of genes and is commonly constituted by repetitive sequences in the

genome, which is associated with inactive transcription and serves as a

structural element of the chromosome.

Hi-C contact matrix: Matrix which displays all chromatin interactions

found within a genomic range. First, the genome is partitioned into bins

of fixed size. Then, a contact matrix is generated, where every cell

corresponds to the frequency of contacts between the associated pair of

loci. The frequency or number of interactions is then converted into color

signal.

Local hypermethylation: Gain of methylation that occurs at specific

regulatory regions that alters the normal state of transcription in diseases

like cancer.

paralleled sequencing it was reported that there are three classes of promoters based

on CpG ratio, CG content, and length of the CpG rich region: High CpG promoters,

intermediate CpG promoters and low CpG promoters (HCP, ICP, and LCP respec-

tively) [16]. HCP and most ICP remain largely hypomethylated and transcriptionally

active, these types of promoters are associated with housekeeping and some tissue

specific genes [16]. In contrast, CGI with LCP are predominantly methylated, and such

hypermethylation does not affects gene expression, which indicates that repression
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Table 2.1: DNAmodifications, function, and writer enzymes

DNAModification Name Function

5mC 5-methylcitosyne Repression, alternative

expression

5hmC 5-hydroxymethylcytosine Transcription regulation

5fmC 5-formylcytosine Unknown

5cmC 5-carboxylcytosine Unknown

Human enzymes Gene name Function

DNMT1 DNA methyltransferase 1 DNA methylation maintenance

DNMT2 DNA methyltransferase 2 Low DNA activity, methylates

tRNA

DNMT3A DNA methyltransferase 3A De novo methylation

DNMT3B DNA methyltransferase 3B De novo methylation

DNMT3L DNA methyltransferase 3L Cofactor of De novo

methyltransferases activity

TET1 Ten-eleven-translocation

protein 1

DNA oxydase/ demethylation

TET2 Ten-eleven-translocation

protein 2

DNA oxydase/ demethylation

TET3 Ten-eleven-translocation

protein 3

DNA oxydase/ demethylation

by DNA methylation requires high 5mC density, and such density of 5mC is also

necessary for the repressive function of MBPs.

DNA methylation is a major epigenetic mechanism that determines cellular out-

come and response to environmental signals, by dynamically regulating gene expres-

sion and chromatin formation. Due to its importance in development and cell dif-

ferentiation, specific patterns of 5mC are established among cell types. This pattern

of methylation is not static and can be altered in response to environmental stres-

sors. Specific cell patterns are maintained by molecular mechanisms that keep “epige-

netic memory” and maintain the cellular identity across its lifetime. However, altered

DNA methylation is frequently observed in diseases, like cancer, compared with cor-

responding healthy cells.

Comprehensively studying the profiles of different healthy individuals and tis-

sue types enables us to estimate the variance of a particular CpG site or of regions

such as promoters. Reference data sets are now being created in consortia such as

Blueprint, the International Human Epigenome Consortium (IHEC) and Roadmap

using high-resolution technologies, which will be discussed later. Focusing on normal

tissue types, these joint efforts aim freely to release reference datasets of integrated

epigenomic profiles of stem cells, as well as developmental and somatic tissue types

to the research community. Concordantly, filtering for loci that are unstable in DNA

methylation between individuals excludes unsuitable CpG sites before biomarker can-

didate selection approaches. Systematic screening of reference data sets obtained from

different individuals will enable us to identify and exclude variable CpG sites and

regions, facilitating future biomarker selections.
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2.2.1 DNA Demethylation and its Role in Genomic Profiles

Until recently, it was believed that DNA methylation was an irreversible epigenetic

mark because it is a covalentmodification. Now, it is known that DNA methylation is

a dynamic process because different processes can remove it. DNA demethylation can

occur passively by the reduction or absence in the enzymatic activity of the DNMTs,

or actively, mediated by enzymes with the ability to remove the methyl group from

the cytosines [17].

In 2009, it was discovered the first enzyme capable of erasing the 5mC, by

an oxidation process [18]. These enzymes belong to the family of dioxigenases

known as TET (ten-eleven-translocation proteins), composed of three members

(TET1, TET2, and TET3) [19]. TET enzymes have the ability to convert de 5mC to

5-hydroxymethylcytosine (5hmC), mediating an active DNA demethylation process.

Also, the 5hmC can be further catalyzed to 5-formylcytosine (5fC), presenting the

highest level of oxidation with 5-carboxylcytosine (5caC). 5caC can be efficiently

removed by thymine DNA glycosylase (TDG)-mediated bases excision repair.

The distribution of 5hmC depends on multiple factors such as cell type, cell differ-

entiation and response to the environment. These questions have been addressed from

a genome wide analysis perspective. An example of the importance of these enzymes

in diseases is TET2. TET2 is one of themost frequently mutated genes in hematopoietic

malignancies as an early event in cancer [20].

2.2.2 Different Experimental Strategies for the DNA
Methylation Analysis

DNA methylation has been actively studied for the past four decades, using different

approaches according to the available technologies (Figure 2.1). Initially global 5mC

levels were studied with different approaches like: High-performance liquid chro-

matography (HPLC) or luminometric methylation assay (LUMA) [21, 22]. However,

these methods only screen general levels of 5mC regardless of its genomic patterns.

Other methods use methyl-sensitive restriction endonucleases; nevertheless, these

analyses were restricted to the sequence of the enzymes and show digestion biases.

Bisulfite conversion promptly became a gold standard technique. With this method,

methylation research acquired the possibility to do aimed studies for specific sites

by methyl specific polymerase chain reaction (MS-PCR), or to search for methylation

patterns from specific regions to whole genome mapping by combining sequencing to

bisulfite converted sequences (see Section 2.3).

Alternatively, region specific or global 5mC status can be assessed by inmunopre-

cipitation of methylated sequences (MeDIP). This method is an adaptation of the chro-

matin immunoprecipitation (ChIP) protocol for DNA and uses an antibody against

5-methylcytosine. However, some biases come from MeDIP method, because it can-

not establish CpG methylation patterns due to the resolution based on the size of

immunoprecipitated DNA fragments (∼200 to 500 bp), and the amount of enrichment

of methylated DNA depends on the abundance of CpGs in a given sequence and the

capacity of the antibody to detect such levels.
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(4) Chromosome territories
4-C, 5-C, Hi-C, ChIA-PET

3-C
ChIP-loop
ChIRP-seq

Bisulfite-seq
TAB

RLGS
DMH

MeDIP

ChIP-seq
ChIP on chip

(2) Chromatin modifications

(3) Chromatin structure  and topology

(1) DNA modifications

Figure 2.1: Overview of epigenetic modifications and different methods of analysis (1)

Analysis of DNA covalent modifications, that includes and restriction analysis (RLGS, etc.),

bisulfite sequencing andmodifications for 5hmC analysis (TAB seq), and methylation

immunoprecipitation (MeDIP) approach oxidation levels. (2) Chromatin modifications,

which include histone post-translational modifications and other chromatin binding

complexes. (3) Chromatin structure and topology, massive profile analysis of one vs one

interactions of proteins associated to chromatin or ncRNAs that show 3D architecture of the

chromatin regions and determine its transcriptional or structural function, methods

commonly used for this are 3C, ChIP-loop and ChIP-seq. (4) Chromosome territories.

Also, the introduction of microarrays technology for methylation also became

of importance to quickly establish epigenetic patterns for specific regions, like CpG

islands located in promoter regions of selected genes. By combining this technology

with epigenetic methods like sodium bisulfite, this method has helped the discovery

of different roles of DNA methylation in the genome and its translation to applied

approaches in biomedical research.

From the discovery of DNA structure to the publication of the Human Genome

Project, massive genome sequencing approaches have advanced in a very important

way. This was possible thanks to the discovery of next generation sequencing (NGS)

methods. This technology is significantly cheaper, faster, more accurate and more

reliable than the ones used in the past, thus allowing the development of clinical

approaches (see Box 2.2) These approaches have also allowed the development

of interdisciplinary projects such as The International Genome Sample Resource

(IGSR; www.internationalgenome.org). This consortium represents the largest open

collection of human variation data [23]. Most of current epigenomic data come from

NGS, however, some data is still obtained by microarrays (ChIP on chip) design

for specific regions, like gene regulators or CGI (Figure 2.2). Taken together, the

application of different approaches to study DNA methylation has provided tools

for researchers to understand its implication in many biological functions at a
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Box 2.2: Scope and limitations of genomic experimental
strategies

DNA microarrays: Developed in the 1980s, this genomic strategy is based on

the hybridization of fluorophore labeled DNA to a solid surface. The

number of DNA molecules bound to the surface can be determined by

the intensity of the signal emitted by the fluorophore. The limitations of

this technique are the number of probes printed in the array.

NanoString: Similar to microarrays or quantitative PCR, this technology is

based on fluorophore-labeled probes that target a gene of interest. It

provides high resolution, less than one copy per cell, and fidelity. The

limitation of this assay is the low number of gene targets (around 800,

which are below microarrays).

Short-read NGS: This methodology relies upon sequencing by ligation (SBL)

or sequencing by synthesis (SBS). The SBL approach is based on a

fluorophore-labeled probe that is hybridized to a DNA sample and

ligated to an adjacent oligonucleotide, which together are used for image

capture. The SBS identifies nucleotide addition by employing a

polymerase and a signal such as a fluorophore or a change in ionic

concentration. These two experimental strategies are based on solid

surface DNA amplification.

Sequencing by synthesis (CRT): CRT assay employs a terminator molecule

similar to those used in Sanger sequencing, where the ribose 3′ -OH

group is blocked, preventing elongation. The fluorophore and the

blocking group can be removed before starting a new cycle.

Sequencing by synthesis (SNA, 454 Ion Torrent): This technology is based

on the incorporation of a dNTP, which works as a single signal, into an

elongating strand. In this technique, it is not necessary to employ

blocking dNTPs. The 454 pyrosequencing was the first NGS technology.

Single-molecule long-read sequencing (PacBio and ONT): One of the most

used platforms for long-read sequencing is the single-molecule real-time

(SMRT) sequencing method developed by Pacific Biosciences (PacBio).

This equipment employs a flow cell containing thousands of individual

wells where the polymerases travel along the DNA template.

genome-wide level and obtain new insights on the mechanisms underlying genome

regulation, and the implication of changes in methylation patterns in diseases.

2.2.3 Processing and Analysis Methods and Tools for DNA
Methylation Data from Bisulfite Based Assays

2.2.3.1 Bisulfite Conversion
Bisulfite conversion is one of the most accepted methods to determine the methylation

state in a genomic region, using different experimental strategies such as bisulfite
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Figure 2.2: Epigenetic mapping performed by NGS and microarrays. Enrichment coverage

example taken from WashU EpiGenome Browser viewer.

sequencing (BS-seq) and methylation sensitive PCR (MS-PCR). Moreover, bisulfite

conversion is unable to differentiate 5mC from 5hmC, because both protect cytosine

from its conversion to uracil [24]. New methods have been developed to distinguish

and profile 5mC and 5hmC, using specific antibodies (MeDIP) or TET assisted bisulfite

sequencing (TAB-seq).

In general, bisulfite conversion method generates a chemical conversion of

unmethylated cytosines (C) to thymines (T). Therefore, the analysis aims for counting

and mapping the number of C to T conversions and quantifying the proportion of

methylation per base. We can carry this out by identifying C to T conversions in

the aligned reads and dividing the number of Cs by the sum of Ts and Cs for each

cytosine in the genome. However, bisulfite treatment has a 95% conversion efficiency

rate, and base-calling quality is not constant and could change within the same read

and between sequencing runs. Hence, bisulfite libraries are susceptible to errors and

biases that could generate miscalled bases that could be counted as C–T conversions

erroneously. To avoid this, attention must be made to initial quality control, trimming,

and suitable alignment of bisulfite libraries.

Performing quality control of the data is important to avoid mis-mapping events

and incorrect methylation calls. Therefore, it is important to check the base quality,

which represents the level of confidence in the base calls, in order to avoid miscalled

bases that can be counted asC–T conversion erroneously. Such basic checks can be per-

formed via fastQC software (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ projects/ fastqc/ ).

In addition, evaluating, and reducing potential sequence contamination or adapter

contamination from the libraries is a common first approach. Base composition and

CG-content plots will be useful for this purpose. It is common for BS-seq experiments

performed in mammals, to observe an average of cytosine content around 1–2% of the
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Table 2.2: Alignment methods for bisulfite based experiments

Aligner Webpage Reference

MethylCoder https:/ / github.com/ brentp/ methylcode. [26]

BS-seeker2 http:/ / pellegrini.mcdb.ucla.edu/ BS Seeker2/ [27]

Bison http:/ / sourceforge.net/ projects/ dna-bison/ [28]

BSMAP https:/ / sourceforge.net/ projects/ bsmapper/ [29]

VALiBS https:/ / github.com/ wwwyxder/ valibs [30]

complete sequence length. Also, the CG content observed in BS-seq libraries peaks

around 30%. This will certainly change among different tissues and cell types or

species with different methylation rates. However, the rate of C and CG content helps

to identify adapter contamination by observing spikes increase the occurrence of C at

the later cycles, or an increase of the CG profile to more than 40%. Such errors can be

fixed by trimming the sequence file. This can be achieved using trimming programs

such as Trim Galore (www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ projects/ trim galore/ ).

After pre-alignment quality control and processing is done, the next step is the

alignment. For this purpose, the BS-seq methods rely on modification of know short

read alignment methods, and the conversion of the genome that is studied to and in

silico bisulfite converted sequence. For example Bismark employs Bowtie (or Bowtie

2) and in silico C–T conversion of reads and genomes [25], some methods that use this

strategy are cited in Table 2.2. After completing the alignment andmethylation calling,

there is no need for further quality control, and analysis of methylation proportions

and differential methylation regions (DMRs) analysis can start. We will discuss differ-

ential methylation analysis later in the chapter.

2.2.3.2 Methylation Microarrays
As an alternative to the bisulfite-based mass sequencing, microarrays emerge as

another promising method for the understanding of DNA methylation in cell biology

and diseases. This experimental approach has decreased in costs and increased in

coverage. The simplicity of the generation of specific panels for the analysis of discrete

regions of the genome is also an advantage (for further discussion of microarray

methods and applications see Chapter 1). There are different types of array-based

assessments of methylation, but here we will focus on Illumina’s array assays from

Illumina 27K and 450K platforms (see Box 2.3).

Illumina’s microarray technology has been adapted for the study of DNA methy-

lation from sequences converted by bisulfite. Where the types of beads are quantified

as the average signal representing methylated and non-methylated alleles, which are

computed as β-values. The β-value is defined as the ratio of the methylated probe

intensity to the overall intensity that summarized methylated and unmethylated

probe intensities. Following the notation used by Illumina methylation assay [12], the

β-value for an interrogated CpG site is defined as:

β =
Max(M, 0)

Max (M, 0) + (U, 0) + 100
. (2.1)
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Box 2.3: Microarrays platforms and different probe types

Illumina methylation 27K platform contains 27,578 CpG loci that targets

14,000 genes. It covers around 2 CpG in regions within 1Kb upstream to 0.5

kb downstream of genes TSS. Biologically is a rather weak coverage of

methylation of promoter regions. Although this platform was phased out in

2010, many datasets are held in public databases like Gene Expression

Omnibus (GEO) that can be used for analysis and data mining. Human

methylation 450K platform contains approximately 485,577 CPGs sites

covering 99% RefSeq genes and 96% of CpG islands outside coding regions.

These assays are configured with conjugated oligonucleotides in beads to

measure specific target sequences. The Illumina 450 chip has two probe

designs Infinium I and II. Infinium I targets each CpG with two beads

labeled by the same dye. These probes contain from 0 to 10 CpG sites,

designed either methylated or unmethylated to match the bisulfite converted

sequence at the target sites. The type II probes employ one bead type labeled

with two different dye colors for unmethylated (red) and methylated (green)

CpGs. The Ilumina 27K only has Infinium I probes, while the Ilumina 450K

platform contains both types of probes.

Here U andM represent the intensities measured in a specific region by the unmethy-

lated and methylated probes, respectively. Any negative value will be reset to zero, in

order to avoid negative values after background adjustment. A constant offset (100) is

added to the denominator to regularize the β-value when both U andM probe inten-

sities are low. A β-value statistic results in a number from 0 to 1, or 1 to 100%. Where

a β-value of zero represents a site in which all copies were completely unmethylated,

and a β-value of 1 indicates a CpG site that is fully methylated in all copies. Illumina

has developed their Genome-Studio software [31], for basic data analysis and other

purposes.

Quality control is essential to evaluate the data quality of the samples and to

avoid miscalled and false positive errors. For this reason, Illumina’s array includes

several control probes to determine the data quality. In order to analyze the quality

and to detect samples that behave poorly in the arrays, diagnostic plots of the control

probes are generated using different tools, such as the Genome-Studio software

[31], or the HumMethQCReport R-package [32]. Also, other packages available in

R and Bioconductor, which are based on the use of P values can be employed for

quality control measures; such as IMA, the pre-processing and analysis pipeline,Minfi

[31, 33, 34, 35], available at http:/ / bioconductor.org/ packages/ 2.12/ bioc/ vignettes/

minfi/ inst/ doc/ minfi.pdf and www.bioconductor.org/ packages/ 2.12/ bioc/ html/

methylumi.html.

Note: Bisulfite conversion may present incomplete conversion, where some unmethy-

lated Cs are not converted to Ts. Causing false positive results. For mammals and other

species non-CpG methylation are almost not present in somatic tissues, hence, we can
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calculate the conversion rate by using the percentage of non-CpG methylation. The

closer the conversion rate is to 100%, the higher the quality of the experiment. Typical

values for a good quality of bisulfite conversion will be higher than 99.5%. This will

not apply in organisms such as plants, which commonly present non-CpGmethylation

[36, 37].

Microarray Normalization and Batch Effect Correction The purpose of normal-

ization is to remove sources of experimental artefacts, random noise, and systematic

technical biases introduced during the assay; in addition to biases between samples of

different batches [38]. There are two different types of normalization: Between array

and within array normalization. The first type removes technical artefacts between

samples on different arrays; the second type corrects intensity related dye biases [39].

There are many normalization and data processing algorithms available for 450K

arrays (Table 2.3). The peak adjustment is initially proposed to correct probe I and II

bias. Therefore, many researchers use the M-value, which uses methylation M-value

and rescales design II probe data to the peak positions of design I probes:

M = log2
Max(M, 0)

Max(U, 0)
. (2.2)

It is a normalization method within a sample, which is implemented in R package

IMA. A normalized M-value near zero signifies a semimethylated locus, a positive

M-value indicates mere CpGs are methylated than unmethylated, whereas a negative

M-value represents the opposite interpretation. However, because DNA methylation

is not distributed in a balanced manner in the genome, a bias is generated in the

distribution of the log-ratio of methylation. This bias is dependent on the levels of

methylation found in a particular tissue. Such imbalance is created by the non-random

distribution of CpG sites throughout the genome. For example CGI, which are the

Table 2.3: 450k array data processing algorithms/ methods

Method/Package Utility Reference

Genome Studio Raw data processing,

background control.

[31]

Subset quantile normalization Probe I and II bias correction,

color bias adjustment

across sample normalization.

[33]

Subset quantile within

normalization

Probe I and II bias correction,

color bias adjustment.

[40]

Methylumi/ lumi Raw data processing,

background control, color bias

adjustment across sample

normalization.

[41]

Beta mixture quantile dilation Probe I and II bias correction. [42]

Ilumina methylation analyser Probe I and II bias correction,

across sample normalization.

[34]
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74 GONZÁLEZ-BARRIOS, SALGADO-ALBARR ÁN, ALCARAZ, ET AL.

densest CpG regions are normally not methylated, whereas the opposite behavior is

observed in the less dense CpG regions in human cells. It is also important to note that

this is common behavior of normal cells. Likewise, this behavior in DNA methylation

is reversed in diseases such as cancer. Because of this and other reasons, there is still

a lack of consensus regarding which is the optimal approach for normalization of

methylation data.

Differential Methylation Region Analysis Once processing of the data has been

performed, the most common goal of DNA methylation profiling is to find differ-

entially methylated CpGs (DMC) between two groups of samples. For this purpose,

the average β-values from microarray and methylation ratio from BS-seq data are

equivalent, thus the same statistic can be applied. An advantage of methylation

sequencing against microarrays is the direct count of methylated and unmethylated

cytosines, which is much more accurate than the signal intensity of the probes.

This is because DNA methylation occurs in discrete regions of the genome, called

differentially methylated regions (DMR), where such DMR clusters have associated

specific functions in the regulation of the genome. The search for DMR helps us

to understand the biological significance of the DNA methylation. For this reason,

several algorithms that identify DMR have been developed for BS-seq andmicroarrays

data. In summary, these methods need two steps: First they identify DMCs through

Fisher or chi square test. Afterwards, these methods put together the CpGs with the

similar statistics into a DMR according to the defined threshold of distance and DMC

statistics. Some algorithms such as BSmooth conduct a smoothing step before DMC

detection, which smooth out outlier CpGs and utilize CpGs with a low coverage.

Some of the methods employed for DMC and DMR analysis are summarized in

Table 2.4.

The study of DNA methylation profiles is a growing field in the understanding

of diseases, whose implications is both in the understanding of genomic and cell

regulation, as well as in the development of diseases. The methylation profiles serve

to recognize specific characteristics of the disease as well as possible new treatment or

biomarkers that can contribute to modern medicine. Many statistical methods can be

used for DMC or DMRdetection, however, they have performed very differently. More

tests need to be developed and deployed for clinical use and better understanding of

DNA methylation in a genome scale.

Table 2.4: Examples of DMC and DMR detection methods

Method/Package Usage Algorithm Reference

Methylsig DMC/ DMR Beta binominal [43]

MOABS DMC/ DMR Beta-binominal hierarchical model [44]

Radmeth DMC/ DMR Beta-binominal [45]

methylKit DMR Logistic regression [46]

Bump hunting DMR Linear regression [47]

BSmooth DMR Smooth t test [48]

Biseq DMR Smooth/ beta regression [49]
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2.3 The Post-TranslationalModifications of Histones

DNA is packaged in a complex with proteins and RNA known as chromatin. The

fundamental unit of this complex is the nucleosome, that is composed of 165 base pairs

(bp) rolled around an octamer of histones (H2A, H2B, H3, and H4, a couple from each)

[50, 51]. Chromatin can be arranged in a more compact structure, that has a diameter

of 30 nm, which is known as solenoid. This structure is stabilized by the union of

the histone H1. At this level the formation of heterochromatin alters the expression of

multiple genes [52].

The modifications in the chromatin architecture are regulated by different epi-

genetic mechanisms, including DNA methylation, non-coding RNA, ATP-dependent

complexes, histone variants, and histone post-translational modifications. This latter

happens mainly in the histone amino-terminal region and has distinct effects on

chromatin state depending on the modification and the amino acid modified. They

can induce relaxation and/ or compaction of the chromatin, affecting the accessibil-

ity to the DNA sequence. Among the biochemical changes in histones are: ADP-

ribosylation, lysine and arginine methylation, serine and threonine phosphorylation,

ubiquitination, SUMOylation and lysine acetylation [50, 53, 54, 55]. These post-

translational modifications act as a code, known as the “histone code,” that tells

the genome of the cell which genes to repress or activate, whether promoters or

enhancers are active or not, or whether a sequence is a structural region or parasitic

sequence that must be compacted. Among the most studied activation marks are

H3K4me3, H3K9ac and H3K27ac, H3K36me3. These are recognized by different

elements associated with the genetic transcription. Moreover, histone marks such

as H3K9me3 and H3K27me3 are known to recruit protein complexes associated

with genetic repression and chromatin compaction [50, 53, 54, 55]. The most used

technique to make profiles and mapping of how histones are found in the genome

is the chromatin immunoprecipitation assay (ChIP). In the next subsection we will

describe this method and how the analysis is performed and which computational

tools are available.

2.3.1 Experimental Evaluation of Post-TranslationalModifications
of Histones

To evaluate post-translational modifications among the entire genome, the preferred

method is chromatin immunoprecipitation (ChIP). A classic ChIP assay evaluates the

presence of a protein or histone modification in a specific region of the genome. It

starts from a sheared cross-linked chromatin (the complex of proteins bound to the

DNA sequence) incubated with an antibody (Ab) that binds to a specific histone mod-

ification, so the Ab will only recognize its target epitope. Then, the Ab–chromatin

complex is isolated from the rest of the chromatin and the DNA contained in the

Ab–chromatin complex is purified [56]. Finally, using specific PCR primers, the target

region is amplified by PCR [57].

Currently, ChIP experiments are coupled to next generation sequencing tech-

nologies (ChIP-seq) to evaluate the presence of a post-translational modification, not

only in a specific gene, but along the entire genome. DNA fragments from ChIP-seq
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are sequenced as reads, which are then mapped onto the reference genome, and the

genomic regions that are significantly enriched for ChIP reads, compared with input

reads, are detected as peaks [58, 59].

ChIP-seq experiments can be used to evaluate several targets, from DNA-bound

proteins, post-translational modifications of histones, among others. Depending on

the type of target, the bioinformatics approachwill vary. Usually, there are three modes

of protein-DNA interactions:

• Sharp mode: Certain proteins bind to specific sequences in the genome and

produce a highly localized signal; for instance, transcription factors and

cofactors.

• Broad mode: This mode of interaction with DNA is characterized by proteins

associated with large genomic domains; for example, histone modifications

involved in elongation of transcription or heterochromatin.

• Mixed mode: Includes proteins that with differential distribution along the

genome, from sharp to broad mode depending on the genomic region, one

example is RNA Pol II.

Depending on the mode of interaction between a protein and the DNA, some consid-

erations are needed in the experimental design. For proteins displaying sharp signals,

10–14 millions of reads (M) are recommended; meanwhile, for broad signals a higher

number of reads is suggested (20–40M) [60].

Also, controls are important for a well-designed study. Each ChIP condition

should have an input sample as control. The input sample consists of a sheared cross-

linked chromatin obtained in the same conditions as the immunoprecipitated sample,

but it is not incubated with any Ab. This control serves to correct biases during the

data analysis.

2.3.2 ChIP-seq Data Analysis

A ChIP-seq experiment produces millions of reads. Once the raw data is obtained, an

appropriate analysis is needed. Here, we describe the basic steps to analyze a ChIP-seq

experiment [60, 61, 62, 63].

1. Quality metrics: Raw data obtained from sequencing platforms (FASTQ files)

is evaluated to discard low quality reads. This step also includes trimming of

barcodes and low-quality nucleotides. The preferred tool to evaluate read

quality is FastQC [61, 64].

2. Reads mapping: Once the quality of the reads is evaluated, they are aligned

to a reference genome using mapping tools, producing a BAM file. This step

usually allows for a small number of mismatches in the alignment [65].

3. Background evaluation: Given that a ChIP-seq assay uses an Ab to recognize

a specific protein–DNA complex (the signal), it can also bind non-specifically

to a region (noise). Most of a ChIP-seq library is noise rather than signal

(80–90% of reads). Thus, a method to establish a threshold to better identify

signal peaks from background is needed [60].

4. Peak calling: A peak is a region of the genome where multiple reads have

mapped. Peak calling tools have been developed to better identify true peaks.
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Table 2.5: List of peak calling tools to analyse ChIP-seq data

Name Webpage Reference

MACS https:/ / github.com/ taoliu/ MACS/ tr ee/ macs v1 [66]

SICER http:/ / home.gwu.edu/ approximatelywpeng/ Software.htm [67]

PeakSeq https:/ / github.com/ gersteinlab/ PeakSeq [68]

Table 2.6: List of differential binding analysis tools for ChIP-seq data

Name Webpage Reference

ChIPComp https:/ / bioconductor.org/ packages/ release/ bioc/ html/

ChIPComp.html

[69]

ChIPDiff http:/ / cmb.gis.a- star.edu.sg/ ChIPSeq/ paperChIPDiff.htm [70]

DBChIP http:/ / bioconductor.org/ packages/ release/ bioc/ html/

DBChIP.html

[71]

DESeq http:/ / bioconductor.org/ packages/ release/ bioc/ html/

DESeq.html

[72]

diffReps https:/ / github.com/ shenlab- sinai/ diffreps [73]

EdgeR http:/ / bioconductor.org/ packages/ release/ bioc/ html/

edgeR.html

[74]

GFOLD https:/ / bitbucket.org/ feeldead/ gfold [75]

JAMM https:/ / github.com/ mahmoudibrahim/ JAMM [76]

MAnorm http:/ / bcb.dfci.harvard.edu/ ∼gcyuan/ MAnorm/

MAnorm.htm

[77]

ODIN www.regulatory-genomics.org/ odin-2/ download-

installation/

[78]

PePr https:/ / github.com/ shawnzhangyx/ PePr [79]

RSEG http:/ / smithlabresearch.org/ software/ rseg/ [80]

THOR www.regulatory-genomics.org/ thor-2/ download-

installation/

[81]

There is no better method for peak calling and multiple tools have been

developed. Some of these tools are shown in Table 2.5

5. Differential binding analysis: After obtaining peak sets, the identification of

regions with differential protein binding patterns between conditions is

important. For this end, normalization is performed [61]. Some of the

differential binding analysis tools are listed in Table 2.6.

6. Integrative analyses: Further analysis can be performed by integrating

ChIP-seq data to other type of experiments such as RNA-seq, Hi-C, and DNA

methylation. Also, ChIP-seq data can be used to identify protein binding sites

of transcription factors [61].

In summary, transcriptional regulation of a gene can be influenced by post-translational

modifications of histones. ChIP-seq is an antibody-based technique to evaluate the

presence of a protein or a histone modification along the entire genome. ChIP-seq

experiments produce millions of sequences, named “reads,” which are further
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analyzed to obtain enrichment peaks and which can be used to identify differential

binding of proteins among conditions using different bioinformatics tools.

The ChIP-seq has opened a new window of opportunities in biomedicine. This

allows a global perspective to search for novel regulators of transcription, which,

viewed in a locus specific manner, would have been a challenge to predict. There

are many examples of the contribution of this method to the knowledge of diseases,

allowing the proposal of possible new targets for therapies for multiple diseases. Using

the ChIP-seq approach, in solid tumors derived from breast cancer patients it was

shown the differential estrogen receptor binding and H3K27me3 histone mark has

been associated with poor clinical outcome [82].

2.4 Higher Order Chromatin Organization

Each cell in the human body contains the same DNA sequence. Different cell types

in an organism are the result of different expression profiles that are presented in

each of them. Where the position of these genes within the nucleus is will affect

their transcription capacity. Therefore, one of the current efforts in epigenetics

is to know how the tridimentionality of the nucleus influences gene regulation.

In this regard, the eukaryotic genome is organized in a hierarchical and three-

dimensional fashion. On the first level exist double stranded DNA, which is then

packaged with histones to form nucleosomes, then nucleosome contacts form fibers

or clutches, which can form dynamic long distance loops [83]. Some of them are estab-

lished by architectural and regulatory proteins to give rise to structural landmarks,

named domains [84, 85, 86]. Chromatin domains are comprised of clusters of genes

with similar patterns of expression. For example, actively transcribed or inactive

domains. The interaction among domains with similar characteristics form compart-

ments, and the fusion of compartments in the same chromosome form chromosome

territories [87].

In this context, the observation that chromosomes contain chromatin loops, led to

the idea that these are separated by regulatory sequences. In this hypothesis, domains

have well-defined borders marked by specific characteristics. These boundaries, also

named insulators, represent one of the components that contribute to chromatin

domain formation and maintenance of a specific configuration [88, 89].

Another component involved in the establishment of three-dimensional organi-

zation are enhancers. Enhancers are control sequences, that interact with promoters

to regulate gene expression, they are usually located far from the promoter [90].

Transcription factors bind to enhancers or promoters to establish chromatin loops,

which allow these distant regulatory sequences to be brought into close spatial

proximity with its target gene [91]. It should be noted, that the activity of insulators

or enhancers depends on the cell type and stage of development; meaning that cells

from an adult kidney may have different patterns of enhancer/ insulator activity than

brain cells from embryos.

Some experimental methods have been developed to study enhancer/ promoter

interactions and the three-dimensional conformation of chromatin. The aim of this

section is to show some of the most common experimental techniques used to study
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higher-order chromatin organization and the bioinformatics methods to analyze

these data.

2.4.1 Technologies to Study Chromatin Conformation

The study of long-range chromatin interactions has increased after the development

of the chromosome conformation capture (3C) technique [92]. The development of 3C-

derived techniques made possible a genome-wide study of chromatin conformation.

These methods include 4C, 5C, chromatin interaction analysis with paired-end-tag

sequencing (ChIA-PET), and Hi-C (genome-wide 3C).

The 3C and 4C techniques require choosing one locus and evaluating an interac-

tion with another locus (3C) or genome wide (4C). The 5Cmethod probes multiple loci

genome wide, while Hi-C allows a genome-wide analysis of chromatin interactions.

In sum, 3C can be seen as a one-vs-one experiment, 4C as one-vs-all, 5C as many-vs-

many and Hi-C as all-vs-all. All these approaches produce a DNA fragment composed

of the two interacting sequences, depending on its tri-dimensional localization within

the nucleus. (See Box 2.3.)

2.4.1.1 The 3C, 4C, 5C, and ChIA-PET Technologies
In a 3C experiment, the template is a pool of DNA fragments that reflect the interac-

tion between two genomic loci and which can be detected by PCR using primer pair

combinations [93, 94]. The abundance of each DNA fragment is a measurement of

the frequency with which the two loci interact [95]. Thus, the 3C method can be used

to capture and quantify only one physical interaction between a gene and a distant

element, both in cis and in trans. On the contrary, a 4C experiment evaluates the DNA

contacts made across the genome by a given genomic site of interest [96]. The 4C

technique has been applied to demonstrate that individual gene loci can be engaged

in many long-range DNA contacts with loci elsewhere on the same chromosome and

on other chromosomes [97, 98]. The 5C method can be used to generate dense inter-

action maps that cover most or all potential interactions between all fragments of

any genomic region. Dense interaction maps can provide a global overview of the

conformation of a given genomic region [95]. Finally, ChIA-PET is a combination of

3C and ChIP that allows the genome-wide identification of potential interacting loci

bound by a given protein [99].

2.4.1.2 The Hi-C Technology
A Hi-C experiment produces hundreds of millions of reads; these reads are analyzed

and generate genome-wide maps showing interactions between genomic loci. A Hi-C

experiment consists of these steps: (1) Cross-linking cells, (2) digestion of the DNA

with a restriction enzyme, (3) mark the restriction sites with biotin, (4) ligation of

the cross-linked fragments, (5) shearing the resulting DNA and pulling down the

fragments with biotin, and (6) sequencing the pulled down fragments using paired-

end reads. This procedure produces a genome-wide sequencing library that provides

a proxy for measuring the three-dimensional distances among all possible locus pairs

in the genome [100].
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Box 2.4: 3C-based approaches to study chromatin
conformation
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Detecting DNA fragments that preferentially interact together based on

their proximity in the 3D space are the basis of all chromosome conformation

capture (3C) technologies, including Hi-C (a high-throughput derivative of

3C). The first step of most 3C-based methods involves cross-linking of cells to

capture chromatin organization, followed by fragmentation of the chromatin

by digestion with a restriction enzyme or by sonication. The digestion

is pieced back together by proximity-ligation of adjacent DNA ends.

After reverse cross-linking, different approaches can be used to identify the

chromatin interactions. During 3C, 4C, and 5C, the ends are simply re-ligated

to generate circular ligation products. For Hi-C, restriction ends are first

marked with biotin to identify sites that were cut and re-ligated. During 3C,

primers are designed upstream of specific cut sites to measure the frequency

of given junctions by (qPCR) one at a time. In 4C, the 3C library is further

digested with an enzyme that cuts more frequently and fragments are

circularized by ligation. Primers designed against a region of interest are then

used to simultaneously amplify all other fragments contacting it, and the

products are sequenced. In the 5C approach, primer sequences overlapping

restriction fragment ends are ligated only when the two ends are immediately

adjacent, then products are amplified and sequenced. In the Hi-C method

the restriction fragment ends are labeled using biotin, ligated products are

enriched using streptavidin pull-down after and interactions are interrogated

in a genome-wide all-versus-all manner. This method could potentially

be combined with an enrichment step, either using sequence-specific

probes or with an antibody against a protein of interest (ChIA-PET).
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2.4.2 Bioinformatic Methods of Hi-C Analysis

A Hi-C experiment generates a huge amount of information, which needs to be ana-

lyzed to identify those chromatin interactions that have a functional impact on the cell

from those “random” interactions, also known as non-functional. Thus, the bioinfor-

matics methods available to analyze Hi-C data are mainly focused in the normaliza-

tion and statistical analysis. Nevertheless, in the next subsection we briefly review the

steps required in a typical Hi-C experiment.

2.4.3 Mapping and Filtering

The first step in the analysis of Hi-C data is the alignment of reads to a reference

genome. There are four methods for alignment of reads obtained from a Hi-C exper-

iment: (1) Pre-truncation, (2) iterative mapping, (3) allow split alignments, and (4)

split if not mapped. For a more detailed explanation of the alignment methods see

reference [101].

After the mapping step, a filtration of reads is needed. Usually, filters applied are:

(1) Mismatches, (2) read quality, and (3) uniqueness of reads. Then, reads that passed

the previous filters are classified to identify the “informative” ones. These filters are:

(1) Strand filters and (2) distance filters [101, 102].

2.4.4 Normalization

The input data for normalization is a raw contact matrix. There are three normaliza-

tion methods [101]: (1) Explicit-factor correction, (2) matrix balancing, and (3) joint

correction.

• Explicit-factor correction: These methods need an a priori knowledge of bias

factors (GC content, mappability, and fragment length) and corrects by

modeling the probability of observing an interaction between two

sequences [101].

• Matrix balancing: These methods correct for all bias causing factors without

modeling them. They assume that in case of no bias, then loci would produce

equal number of reads [101].

• Joint correction: These methods correct considering the one-dimensional

distance between the two sequences, given that regions adjacent to each other

in one dimension cannot be far way in the three-dimensional space, and this

does not necessarily mean they form a functional loop [101].

Some of the tools that can be employed for Hi-C data normalization are shown in

Table 2.7.

2.4.5 Statistical Analysis

Once biases are eliminated during normalization, the identification of statistically

significant interactions between genomic regions is important. The number of inter-

actions between two regions depends on the distance between them; there is random

looping that needs to be evaluated when assigning statistical significance to the

contacts. Many tools are available for Hi-C data analysis; some of them are enlisted in
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Table 2.7: List of Hi-C data normalization tools

Name Programming

language

Website Reference

Hi-Corrector ANSI C http:/ / zhoulab.usc.edu/ Hi- Corrector/ [103]

Hi-Five Phyton http:/ / taylorlab.org/ software/ hifive/ [104]

HiCNorm R www.people.fas.harvard.edu/ junliu/

HiCNorm/

[105]

Table 2.8. The methods developed to assess the significance of an interaction in a Hi-C

experiment are described below [101].

2.4.6 Visualization of Hi-C Data

There are generally three ways of visualizing Hi-C data: (1) Square heat maps, (2)

circular plots, and (3) genome browsers. To visualize large-scale data, such as complete

chromosomes or the genome, a square heat map or a circular plot are the selected

options. On the contrary, to evaluate local data corresponding to a specific region of

the genome, a genome browser is the appropriate option [101, 102, 117, 118]. Browsers

of Hi-C data are summarized in Table 2.9.

Square Heat Maps and Circular Plots Contact matrices are square heat maps where

the contact count is transformed into colour. Every Hi-C heat map is a diagonal in the

middle, showing adjacent loci and they can represent the entire genome or only one

chromosome. Circular plots can be used to visualize intra-chromosomal interactions,

where the contacts are show by arcs connecting distal loci [118].

Genome Browsers Genome browsers are useful for the inspection of a small region

of the genome. Usually, the DNA sequence is shown horizontally and the Hi-C data is

added in parallel to the DNA sequence. They allow the visualization of Hi-C data by

local arc tracks, similar to circular plots [118].

2.4.7 Topological Associated Domain Identification from Hi-C Data

One of the purposes of epigenetics is the identification of regulatory domains, which

have been characterized by specific histone marks and transcription factors. Topolog-

ical associated domains (TADs) are densely interacting regions that can be identified

in a contact map as interacting squares. TADs are of importance in the tri-dimensional

organization of chromatin, thus many methods have been developed to study TADs

from Hi-C experiments (Table 2.10).

The importance of data generated by experiments that capture chromatin inter-

action in the clinics is a growing topic in the field of epigenetics. One of the applica-

tions of techniques such as Hi-C is the prediction of the emergence of chromosomal
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Table 2.8: List of Hi-C data analysis tools

Name Programming language Website Reference

diffHic R https:/ / bioconductor.org/ packages/ release/ bioc/ html/ diffHic.html [106]

Fit-Hi-C R https:/ / bioconductor.org/ packages/ release/ bioc/ html/ FitHiC.html [107]

Gothic R https:/ / bioconductor.org/ packages/ release/ bioc/ html/ GOTHiC.html [108]

HiC-Inspector∗ R https:/ / github.com/ HiC-inspector/ HiC-inspector [109]

HiC-Pro∗ Phyton, R http:/ / github.com/ nservant/ HiC-Pro [110]

HiCdat∗ R https:/ / github.com/ MWSchmid/ HiCdat [111]

Hiclib∗ Phyton https:/ / bitbucket.org/ mirnylab/ hiclib [112]

HiCUP∗ Perl, R www.bioinformatics.babraham.ac.uk/ projects/ hicup/ [113]

HIPPIE∗ Phyton wanglab.pcbi.upenn.edu/ hippie [114]

HOMER Perl http:/ / homer.ucsd.edu/ homer/ interactions/ [115]

Juicer∗ Java https:/ / github.com/ theaidenlab/ juicer [116]

∗Tool that provides the complete workflow to analyze Hi-C data.

83



 
 

  
  
 
 

169 

 

 

“978108421751c02” — 2018/ 12/ 18 — 21:14 — page 84 — #22
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Table 2.9: List of genome browsers to visualize Hi-C data

Name Webpage Reference

3D Genome

Browser

http:/ / promoter.bx.psu.edu/ hi-c/ [119]

Epigenome

Browser

http:/ / epigenomegateway.wustl.edu/ browser/ [120]

HiBrowse http:/ / hyperbrowser.uio.no/ 3d [121]

Juicebox www.aidenlab.org/ juicebox/ [122]

My5C http:/ / my5c.umassmed.edu/ welcome/ welcome.php [123]

Table 2.10: List of TAD identification tools from Hi-C experiments

Name Website Reference

DI-HMM https:/ / github.com/ gcyuan/ diHMM [70]

HiCseg https:/ / cran.r-project.org/ web/ packages/ HiCseg/ index.html [124]

TADbit https:/ / github.com/ 3DGenomes/ TADbit [125]

TADtree http:/ / compbio.cs.brown.edu/ projects/ tadtree/ [126]

translocations. It is currently believed that for a translocation to occur, there must

be proximity between two chromosomes at the chromosomal territory level, this is

known as the “proximity effect.” Proximity effects have been described in analysis of

cancer-causing translocations. An example widely studied is the one involving ABL

and BCR genes. Genesis of the BCR–ABL hybrid gene appears to be a fundamental

step in the development of chronic myeloid leukemia. These genes have been found in

close proximity in normal hematopoietic cells and its Hi-C contact frequency is signif-

icantly higher compared with other loci in the same nucleus [127, 128, 129, 130, 131].

Suggesting the predisposition to generate relapses in these patients. Similar results

were found in Burkitt’s lymphoma. In this case, the gene MYC (8q24) translocate

in ∼90% of the cases with IGH (14q21), and less frequently with IGL (22q11) and

IGK (2p11). In such patients, locus proximity correlated to the observed incidence of

translocation [132].

2.5 Long Non-Coding RNAs, Novel Molecular Regulators

Non-coding RNAs (ncRNAs) have been known for decades, with classic examples

such as the ribosomal, transfer, small nucleolar RNAs, among others [133]. With the

development of genome-wide sequencing and other high throughput technologies

the presence of thousands of novel transcripts have been revealed and reported by

the ENCODE consortium [133]. ncRNAs are now suggested to be functional products

and not transcription noise. Of these novel transcripts, many are considered to be long

non-coding RNA (lncRNA). However, we still do not know the function of the great

majority of these transcripts. Although RNA polymerase II can generate spurious

transcripts by non-specific binding, current evidence has shown that these ncRNAs are

involved in many biological processes with specific expression patterns and regulation
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[134, 135, 136, 137]. For this reason it is very important to elucidate the functions of this

kind of non-coding transcripts in regulation of gene expression and diseases.

In general, lncRNAs are defined as transcripts longer than 200 base pairs, lacking

open reading frames (ORF). The majority of lncRNAs have in addition the structure

called CAP at the 5′ end, the nonetheless, some exceptions have been observed.

Likewise, as mRNAs, lncRNAs can be polyadenilated, suffer splicing, and may have

several isoforms [138]. Expression analysis based RNA-seq performed on cell lines

and different human tissues have suggested a higher amount of lncRNAs in the

human genome than protein-coding genes [139]. The main features of lncRNAs are:

(1) that they are synthetized in low scale, (2) they are located in both nucleus and

cytoplasm, and (3) they are expressed in a tissue specific manner [137]. Depending

on their genomic location and the sense in which they are expressed, lncRNAs can

be divided into intergenic, intragenic, bidirectional, enhancers, as well as sense and

antisense.

Experimental evidence has demonstrated that lncRNAs may be involved in dif-

ferent biological processes such as DNA methylation [140], genome imprinting [141],

nuclear compartmentalization [142], gene to gene interactions [143], and regulation of

chromatin structure [144], among others [145].

The first long non-coding RNA was described in 1988. It was identified as a tran-

script that was expressed during liver development in mice and it does not generate a

protein product in vivo [146]. Actually, a high number of lncRNA have been identified

through chromatinmodifications associated with active promoters such as H3K4me3,

and epigenetic modifications associated with transcription elongation as H3K36me3

[138]. Interestingly, many of these RNAs are transcribed relatively close to protein cod-

ing genes, occurring mostly in an antisense manner [147]. Moreover, genomic context

does not necessarily explain the function or evolution of these genes [138, 148, 149].

Besides, in an attempt to understand lncRNAs and their cellular functions, they have

been classified in four archetypes of molecular mechanisms: Signal, decoy, guide, and

scaffold [150]. Despite what it is known about lncRNAs, there is a great debate on how

to classify them [151, 145]

In summary, our knowledge of lncRNA is very limited and we are still unaware

of the function of the great majority of these transcripts, therefore, it has increasingly

become an exciting field of study in biology. Yet, their implications in biological mech-

anisms are leading to a high research interest which is additionally enhanced by the

discovery of its possible implications in many diseases, such as cancer and maybe

future therapeutic targets [152].

2.5.1 The Implications of lncRNAs in Precision Medicine

Conventional treatments are designed to treat sickness in terms of the average

response of patients, assuming that one average approach fits all individuals. How-

ever, what is successful for some might not work for other patients. In order to

improve the effectiveness of treatments, an emerging approach for disease treatment

and prevention has gained attention, which is currently known as precision medicine.

Precision medicine is based in the knowledge of the individual variability observed
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in genes, epigenetic profiles, environment, and lifestyle for each person [153]. The

concept is sustained by the assumption that genetic or molecular aberrations can be

observed as a cause or contributor of a disease. Therefore, genomic studies and related

information can shed light on various questions associated with the health and disease

of an individual. Genomic approaches such as DNA sequence variation, expression

profiles, proteomics, and metabolomics have become valuable tools for precise disease

management and prediction. The information from an individual genome sequence

and the associated expressed biomarker are essential to establish risk checkpoints and

achieve precision therapies [154].

Actually, numerous reports have demonstrated the use of genomic data and

expression signatures as clinical prognostic factors in cancer and other diseases.

Most of these studies are focused on coding genes and regulatory regions to identify

different types of biomarkers and in some cases establish companion diagnostics that

will positively impact the outcome for patients [155]. Diverse reports have observed

aberrant expression patterns of lncRNAs associated with numerous diseases including

cardiovascular disease, Alzheimer ’, fragile X syndrome, and cancer. Therefore,

lncRNAs have become novel targets with potential for therapeutics, prognoses, and

diagnostics of diseases [156].

In order to understand the implications and the biology of these transcripts, sev-

eral computational tools have been generated that help in their study. In the next

section, we will discuss some of these tools, as well as the analysis strategies that can

be used.

2.5.2 Bioinformatic Tools for lncRNAs Analysis

The study of the transcriptome represents a new challenge for the modern medical

area, since it breaks with the traditional analysis of only some coding genes [157]. In a

conceptual manner, the transcriptome is defined as the set of total transcripts present

in a cell, at a particular time in its life cycle [158, 159]. The current tools of NGS allow us

to obtain information about the transcriptome of a specific sample, and in consequence

we can know the expression levels of all the transcripts. This implies that the amount

of data obtained is too large and requires sophisticated bioinformatics and statistical

tools for processing. Despite this, advances in bioinformatics have developed various

in silicomethodologies [160, 161].

On the other hand, NGS methods such as RNA-seq, show some advantages over

methodologies such as expression microarrays. In the sense that RNA-seq scans the

whole transcriptome and is not limited to the detection of sequences or transcripts

that are already known, therefore, this tool can be used to discover new isoforms,

gene fusions, and unknown lncRNAs. Thus, these observations have shown the great

potential of RNA-seq for the search of new transcripts that can be of coding and non-

coding nature [162].

Once the expression information of an RNA-seq has been obtained, it is important

to be clear about what you want to know or search. In this sense, there are two main

ways to analyze the results obtained: (2) Work with already known annotated tran-

scripts [163], or look for new transcripts that have not been characterized or annotated
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Figure 2.3: New methodological approaches for the bioinformatic analysis of lncRNAs.

From RNA-seq data, it is possible to identify the expression of already annotated transcripts,

in order to perform interaction analysis among some transcripts of interest, and determine

the possible functions of the RNAs of interest, or their relationship with a specific cellular

process.

[163, 164, 165] (Figure 2.3). In the specific case of lncRNA, they are not fully character-

ized, so the field of work in annotated and non-annotated transcripts is extensive [163].

2.5.3 Analysis of Annotated lncRNAs

When it is desired to work with lncRNA that have already been previously annotated,

there are different strategies for the analysis of these, all bioinformatics analysis of

them begins with the alignment of the transcriptome [165]. For this, it is important

to know that the reference files for the alignment will depend on each source. GEN-

CODE is a source that has alignment files for the complete genome, or only the subset

belonging to the lncRNA can be used [166]. Ensembl, on the other hand, has coding

and non-coding transcripts in independent files [167]. The databases also provide, in

addition to these files, information of a structural, functional, or expression type (see

Table 2.11).

Once the alignment of the reads has been done, the expression quantification

process is carried out, those analyses can be analyzed by using fragments per kilo-

base of transcript per million mapped reads (FPKM), reads per kilobase of transcript

per million mapped reads (RPKM), or transcripts per kilobase million (TPM). Once

transcript quantification is done a differential expression analysis is desirable, because

it is used to determine which will be the lncRNA of interest to study. These analyses

allow us to compare the levels of expression between different conditions (normal vs

disease, experimental vs control, stages of development, etc.) [178]. An example could

be the determination of the level expression of a transcript under normal and cancer

conditions, in order to determine which transcripts are up- or down-regulated. All of

the above analysis can be carried out with packages such as R, or with the use of tools

in Galaxy, depending on the user’s experience [178, 179, 180].
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Table 2.11: LncRNAs and databases

Database Description Disease-association

data

Number

of lncRNA

Species Reference

LNCipedia 5.0 A database for annotated human

lncRNA transcripts sequences,

structures, and available literature.

No 120,353 Human (hg37/ hg19 Hg38) [168]

NONCODEV5.0 A database for annotated ncRNA

(except tRNAs and rRNAs).

Yes 548,640 Multiple (17 species) [169]

lncRNAtor A database for annotated lncRNA

sequences, expression profiles, protein

interactions, and phylogenetic

conservation.

No 31,725 Multiple (6 species) [170]

TANRIC An interactive platform for research

and exploration of lncRNAs in cancer.

Yes ∼13,000 Human [171]

ChIPBase v2.0 An integrative database of

transcription regulation and

expression profiles of lncRNAs.

Yes 38,293 Multiple (10 species) [172]

lnc2Cancer A curated database for

cancer-associated lncRNAs.

Yes 666 Human [173]

lncRNADisease A database for lncRNA and disease

associaton.

Yes 1,564 Human [174]

lncRNome A database for human lncRNA

transcripts.

No ∼170,000 Human [175]

lncRNAdb v2.0 A database for eukaryotic lncRNA

structural information, gene

expression data, genomic context, and

phylogenetic conservation.

No > 200 Multiple (68 species) [176]

EVLncRNAs An integrative and curated database

for annotated and experimentally

validated human lncRNAs.

Yes 1,543 Multiple (77 species) [177]
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From the results of quantification and differential expression analysis, other types

of analysis can be performed, which allow us to understand relationships between the

expression of the transcripts and the conditions analyzed [181]. In this sense, there

are three main types of analysis: Those that relate the expression of lncRNA with a

particular pathology; those that associate the levels of lncRNA with the expression

of proteins; or those that associate the levels of lncRNA with the expression of other

no-coding transcripts such as miRNA [182, 183, 184]. This is called correlation studies,

and they are based mainly on the Pearson correlation coefficient, which is calculated

with operations between matrices [184]. The result of this process is the construction

of a network that allows analyzing the relationship between the species and/ or the

study condition [185].

Furthermore, to carry out a deeper functional study about lncRNA functions,

other types of tools capable of predicting the interaction between molecules have

been developed. In this case, we can determine the possible interaction between

lncRNA–ncRNA–miRNA [184, 186, 187], lncRNA–protein. [188, 189] or lncRNA–

DNA [190] (Figure 2.4). Basically, the reason why those algorithms were designed is to

analyze the binding sites that each of the biological molecules has, and the probability

that the molecules of interest can interact with each other. These tools use for their

construction, information that has been previously corroborated experimentally, or

that is available in the literature (text manning), but its represents a limitation of

analysis [188, 189]. However, there are reports of tools capable to thermodynamically

predict some interactions between nucleic acids molecules (ncRNA [187] and DNA

[190]), thus the complementary use of these tools can be a way to resolve the lack of

reported information on interactions between nucleic acids.

As a consequence, all of the above criteria lead us to obtain much more complete

information about the possible function of each lncRNA, or even the cellular processes

in which it participates. For example, if an lncRNA is able to interact with chromatin

remodeling complex, or transcription factors, among others regulatory elements, with

this information we can get a general landscape of the lncRNA function. Actually,

there exist two main methodologies for functional analysis of lncRNAs: Networks

construction [183, 184, 188], and machine learning [191]. The algorithms designed

by machine learning have taken on a lot of importance, since they provide reliable

results, and they are capable of working with much more information. Currently, there

are groups working on the improvement of network construction algorithms. The

algorithms differ from each other by automation and training, in addition to being

conditioned by the inputs accepted by each of the matrices that are used. In this sense,

there is a lot of literature that describes in detail each of the algorithms and thematrices

used for each of them.

By working on the transcripts already annotated, it can be clearly seen that the

focus of these analyses is guided to be the functional characterization of each of them

(Figure 2.5). In Epigenetics, it is important to describe the role that each lncRNAs

play as epigenetic regulators and describe the pathways by which they could act. In

this sense, the tools described above allow us to measure the relationship that exists

between the expression of some proteins that participate in epigenetic processes, or the

association with other non-coding transcripts and even begin to discern the possible

mechanisms of action. Thus, the lncRNAs display a more tissue-specific expression
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Graph-based prediction method based on
two-way diffusion. See [184].

Based on lncRNA and miRNA similar ity network

Minimum interaction energy lncRNA–RNA

Interactions
Predictions

lncRNA–protein

HeteSimBased on lncRNA–lncRNA similar ity network

Based on protein–protein similarity network

Heterogeneous network.
See [188, 189].

lncRNA–DNAlncTarNormalized deltaG metric
See [190].

Seed-and-extend approach.
See [187].

Figure 2.4: Algorithms designed to predict RNA interactions. Examples of algorithms used

to predict lncRNA interactions with different types of RNAs, its can be predict interactions

with DNA and proteins too. Among them, the figure shows the algorithms based on the

construction of networks (HeteSim) and in the calculation of some parameters that

characterize the physical interactions, such as the minimum interaction energy.

pattern even in pathological conditions or stages of development, for this reason this

kind of transcripts can be useful indicators of disease status in patients this makes

them attractive molecules for the development of new algorithms that allow us to

develop new tools to determine which of the diseases are specific to diseases and can

be used to modern therapies [192].

2.5.4 Analysis of Unannotated lncRNAs

The bioinformatics tools to discover new transcripts have faced several challenges

along their development, among them are the inherent characteristics of the lncRNA,

such as the little evolutionary conservation, and splicing sites that differ with the sites

of canonic splicing sites of mRNAs [164, 165]. Despite this, the first tools designed

based their pipeline on the analysis of mRNAs. Currently, there are tools and pipelines



 
 

  
  
 
 

176 

 

“978108421751c02” — 2018/ 12/ 18 — 21:14 — page 91 — #29

EPIGENETIC DATA AND DISEASE 91

Network based method. See [181].

Based on lincRNA–protein and miRNA

Function

Associations

Prediction of
lncRNA’s

associations

Disease

Associations

Based on lncRNA functional similar ity,
expression prof les and disease similarity

Based on a graph based method that
calculates similarities between nodes in

a heterogeneous network. See [182].

Figure 2.5: Algorithms used to predict the association of lncRNAs with diseases. Examples

of algorithms used to predict the association of lncRNAs based on diseases. Some of these

methodologies depend strictly on the data already reported in the literature, as is the case of

the associations of lncRNAs with diseases. However, the characteristic shared by many of

the pipelines is that they are based on previous networks of similarity of the lncRNAs in

terms of function, structure, expression profile, or association to diseases. Another

important input that these methodologies receive is the information coming from the

co-expression studies.

designed for the discovery of new lncRNA transcripts, mainly based on the identifica-

tion of splicing sites, genomic sequences, and de novo assemblies [164]. In this sense,

the implementation of methods based on machine learning have been proven to have

better results than previously designed tools [164]. lncRNAs are transcripts difficult to
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characterize for their low abundance, for this reason more efforts need to be made in

this area in order to get the all compendium of non-coding transcripts that form part

of the human transcriptomes.

2.6 Epigenetic Databases

Here we provide a brief overview of the most relevant projects, consortia, and

databases containing large-scale epigenetic datasets, which have been used to provide

novel insights into a wide range of disease-focused studies.

2.6.1 Encyclopedia of DNA Elements in the Human Genome

The Encyclopedia of DNA elements (ENCODE, www.encodeproject.org) is an interna-

tional collaborative effort funded by the National Human Genome Research Institute

(NHGRI) in the US. Its main objective is to map and characterize all the functional and

regulatory regions within the genome [193]. Though initially intended for humans,

the ENCODE project has expanded to include other model organisms such as mouse

[194], fruit fly [195], and worm [196].

The current version of ENCODE (as of February 2017) contains information of

more than 6,500 samples which span different types of immortalized cell lines, tis-

sues, and stem cells. Types of epigenetic information included are DNA methylation

(MeDIP-seq), histone mark enrichment (ChIP-seq), open chromatin regions (DNase-

seq), and non-coding transcripts (RNA-seq).

The rich datasets in ENCODE have already helped us to understand the mech-

anisms of disease development. For example, studies using ENCODE data have

shown that 90% of variants linked to disease risk fall outside protein-coding regions

in the DNA.

2.6.2 The Roadmap Epigenomics Project

The aim of the NIH Roadmap Epigenomics project (www.roadmapepigenomics.org/ )

is to produce and make publicly available human epigenomic data from various stem

cell types and ex-vivo tissues [197]. Their vision is to provide a genome-wide land-

scape of epigenetic variation that can take place during normal human development

and disease. Also, a major aim is to provide reference epigenomes, to which Version

9 of the Roadmap currently includes 2,804 genome-wide datasets of which 1,821 are

histone modifications datasets, 360 DNase datasets, 277 DNA methylation, and 166

RNA-seq datasets. Release 9 also includes 111 reference epigenomes, each containing

a set of five core histone modifications (H3K4me3, H3K4me1, H3K27me3, H3K9me3,

and H3K36me3).

Analysis of the Roadmap data has led to elucidation on epigenetic mechanisms

behind Alzheimer ’s disease and non-coding SNPs in autoimmune diseases [4, 198].

Another study revealed that the mutation density in cancer genomes can be predicted
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by epigenetic features such as chromatin accessibility and modification, derived from

the most likely cell of origin of the corresponding tumor [199].

2.6.3 Functional Annotation of the Mammalian Genome

The Functional Annotation of the Mammalian Genome (FANTOM, http:/ /

fantom.gsc.riken.jp) consortium is an international research effort that attempts to

annotate and understand all the elements encompassing the complex transcriptional

regulatory network of the mammalian genome. In phase 5 (FANTOM5) of the project,

by using capped analysis of gene expression (CAGE) followed by next generation

sequencing [200, 201], researchers of FANTOM systematically profiled the sets of

transcripts, transcription factors, promoters, and enhancers active in the majority of

mammalian primary cell types and a series of cancer cell lines, and tissues.

Datasets of FANTOM5 have led to important discoveries, such as that enhancers

are the first to be transcribed, followed by transcription factors and finally non-

transcription factor genes [202]. Also, it was shown that enhancers produce bidirec-

tional, exosome-sensitive unspliced RNAs, which so far are the strongest predictors

of enhancer activity [203].

FANTOM5 data has been used to identify new pan-cancer biomarkers by com-

paring the transcriptional profiles with RNA-seq datasets from The Cancer Genome

Atlas [204, 205]. Enhancer RNAs were shown to be upregulated in cancer, where also

promoters overlap with repetitive elements that are also upregulated in cancer.

2.6.4 BLUEPRINT Epigenome

Project BLUEPRINT is a European funded effort with the objective to obtain and

make available epigenomes from all types of blood cells [206]. Samples in their data

repository include primary cells from healthy patients, as well as patients suffering

from blood-bases diseases such as type I diabetes and hematopoietic neoplasia and

autoimmune diseases among others. Types of assays include DNA methylation

(WGBS), histone modifications (ChIP-seq), chromatin accessibility (DNase-seq), and

RNA expression (RNA-seq).

2.6.5 The International Human Epigenome Consortium

The International Human Epigenome Consortium (IHEC, http:/ / ihec-

epigenomes.org/ ) is an organization that coordinates the productions of reference

epigenomes for multiple cell types relevant to health and disease research [206]. Their

goal is to map 1,000 epigenomes by 2020. The IHEC data portal collects epigenetic

information totaling 8,753 (February 2017) datasets produced by all its members, these

include ENCODE, NIH Roadmap [207], the European Union BLUEPRINT Project, the

Canadian Epigenetics Environment, and Health Research Consortium (CEEHRC),

and the German Epigenome Programme DEEP, among others (Table 2.12).
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Table 2.12: A non-exhaustive list of epigenetic focused databases

Name Type of data Platforms Description

MethylomeDB DNA

methylation

Methyl-MAPS Provides genome-wide

methylation profiles for

human and mouse brains.

NGSmethDB DNA

methylation

Whole genome

bisulfite sequencing

Contains methylation

profiles for different

human cell lines, primary

tissues, pathological

biopsies and autopsies

curated mainly from NCBI

GEO [20] and the

Roadmap project.

MethBase DNA

methylation

Whole genome

bisulfite sequencing

and reduced

representation

bisulfite sequencing

Contains hundreds of

annotated methylomes for

human, mouse and other

model organisms.

4DGenome Chromatin

interactions

3C, 4C, 5C, Hi-C,

Capture-C,

ChIA-PET, IM-Pet

Contains thousands of

chromatin interactions for

human and other model

organisms.

EpiFactors Genes and

gene products

corresponding

to epigenetic

factors.

N/ A Contains information

about genes and gene

products that code into

epigenetic factors such as

histones, histone

modifiers, DNA

methyltransferases, etc.

DNAmod DNA chemical

modifications

N/ A Contains information

about all types of covalent

DNAmodifications such

as 5mC and

5-hydroxymethylcytosine

and several others, found

in many model species.

NONCODE Long

non-coding

RNAs

N/ A Collects and annotates

information about

lncRNAs from human and

other model organisms.

Provides information

about conservation and

the relationships between

lncRNAs and diseases
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2.7 Conclusion and Final Remarks

The epigenome is an important mechanism that regulates which parts of the

genome are condensed and inactive to transcription and which are accessible and

therefore transcriptionally active. Hence, epigeneticmodifications are amajor driver

of development and determine and maintain cellular identity. The epigenome

suffers different aberrations in diseases, where such aberrations have been related

to many biological alterations related to the aetiology and the clinical outcome for

patients. Different fundamental epigenetic mechanisms that regulate gene expres-

sion: Including DNA methylation, histone modifications, chromatin remodeling

proteins, associated proteins, lncRNAs, and master regulators of the chromatin

have been observed in association with diseases. Here we summarized some of

the different epigenetic components and their importance in different pathologies,

and present an overview of profiling methods and technologies that have rapidly

matured in the last decade with examples of some of the epigenetic databases that

exist.

There is currently a worldwide effort to understand and determine the precise

human epigenome in healthy and diseased tissues, in order to help establish profiles

that predict disease outcome in terms of patient prognosis and treatment response

and also the possibility of epigenetic specific therapies, which could improve the life

expectancy of patients. The comparison of epigenetic profiles and the integration

of data from different studies from healthy and diseased tissue will allow the

generation of predictive models for disease outcomes using epigenetic biomarkers

and signatures. However, many key questions in the field remain unanswered,

regarding the rules that command the epigenetic code, and the functions of the

epigenetic components in the regulation process. Do we know all the players

in epigenetics? It is clear that further effort in research towards completing the

epigenetic map are still needed, therefore detailed epigenomic analysis are needed

to create the maps in healthy and diseased tissues. The advances in this fieldwill be

of great importance in promising research of epigenetic therapies.

2.8 Exercises

2.1 How is epigenetics defined and why is it important in cellular mechanisms?

2.2 What is the importance of epigenetics in medicine?

2.3 Select the methodologies for DNA methylation analysis.

• LUMA

• ChIP

• RT-PCR

• MeDIP

• MS-PCR

• Western Blot

• Bisulfite conversion
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