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Resumen

Los sitios fragiles son regiones propensas a presentar rupturas, discontinuidades,
constricciones y rearreglos en cromosomas metafasicos de células que se
encuentran sometidas a estrés replicativo, estos se dividen en raros cuando se
presentan solo en el 5% de la poblacién y comunes considerados una propiedad
intrinseca de los cromosomas y por lo tanto encontrados en los cromosomas de
toda la poblacién. Hasta este momento no se ha logrado determinar la causa por la
cual los comunes manifiestan fragilidad, sin embargo, en los raros esta bien
caracterizado que su fragilidad es dependiente de la secuencia de nucledtidos. El
sitio fragil comun mas activo en los linfocitos B humanos se encuentra dentro del
gen FHIT y es conocido como FRA3B. FHIT ha sido considerado un posible gen
supresor de tumor debido a su alta tasa de delecion en lesiones preneoplasicas y
una gran variedad de tumores solidos. Su manifestacion se ha relacionado con el
estrés replicativo, ya que un analisis mostrd una deficiencia de sitios de iniciacion
de la replicacion dentro de la zona critica de fragilidad. Es notable mencionar que
los sitios fragiles se encuentran conservados en mamiferos, en el raton el ortélogo
de FRA3B es Fra14A2, un sitio fragil que muestra las mismas caracteristicas que el
sitio fragil humano. La caracterizacién de la estructura de orden superior definida
por las interacciones DNA-matriz nuclear de este sitio fragil murino mostro que
dentro de la zona critica de fragilidad en linfocitos B el DNA se encuentra
ampliamente anclado a la matriz nuclear, interaccion que no se observa en

hepatocitos y neuronas de raton, células que no expresan fragilidad en Fra14A2.



Abstract

Fragile sites are regions prone to ruptures, discontinuities, constrictions and
rearrangements in metaphase chromosomes of cells that are subject to replicative
stress, these are divided into rare, that occur only in 5% of the population, and
common, considered as an intrinsic property of chromosomes and found in the
general population. Until now, it has not been possible to determine the cause by
which the common sites manifest their fragility, but in the case of rare fragile sites it
is well characterized that their fragility is sequence dependent. The most active
common fragile site in human B lymphocytes is found within the FHIT gene and is
known as FRA3B, FHIT has been considered a possible tumor suppressor gene due
to its deletion in preneoplastic lesions and a wide variety of solid tumors. FRA3B
expression is related to replicative stress and there is a deficiency of replication
initiation sites within the critical fragility zone. Fragile sites are conserved in
mammals and the mouse ortholog of FRA3B is Fra14A2, a fragile site that shows
the same characteristics as the human fragile site. The characterization of the local
nuclear higher order structure defined by the stable interactions between DNA and
the nuclear matrix of this fragile murine site showed that within the critical zone of
fragility the DNA is widely anchored to the nuclear matrix in B lymphosytes and yet,
this kind of interaction is not observed in hepatocytes and neurons, which also do

not express Fra14Az2 fragility.



Sitios fragiles

Las células enfrentan el desafio de trasmitir una copia intacta de su genoma durante
su division, por lo tanto, la completa e integra replicacion del DNA es un paso crucial
para el logro de este objetivo. Existen areas del genoma que manifiestan una
dificultad intrinseca para su replicacion, lo que genera una alta propensién al
desarrollo de mutaciones en dichas regiones dentro de cromosomas especificos.
Los sitios fragiles cromosémicos son clasificados como zonas de dificil replicacion,
pero a pesar de su gran inestabilidad gendmica se encuentran ampliamente
conservadas dentro de distintas especies y mismos tipos celulares, sugiriendo que

podrian tener una funcién bioldgica importante (Voutsinos et al., 2018).

Los sitios fragiles son regiones cromosémicas susceptibles a presentar
constricciones, discontinuidades, rupturas o rearreglos en cromosomas metafasicos
de células que se encuentran bajo estrés replicativo (figura 1). (Durkin & Glover,

2007; Irony-Tur Sinai & Kerem, 2018; Palumbo & Russo, 2019)
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Figura 1. Cariotipo parcial humano donde se muestra la manifestacién de tres sitios fragiles después
de la exposicion de las células a estrés replicativo inducido por afidicolina. (Sutherland et al., 1998)

Se ha estimado que la poblacién en general expresa de forma espontanea de 3% a
5% de alteraciones cromosomicas identificables. Las regiones de fragilidad
cromosomica se clasifican en dos tipos con base en su frecuencia de presentacién
dentro de la poblacion. Las de menor frecuencia se denominan sitios fragiles raros
(SFRs) encontrandose en menos del 5% de la poblacién estudiada y, por otra parte,
los sitos fragiles comunes (SFCs) corresponden a zonas de fragilidad presentes en
la mayor parte de la poblacion, no importando sexo o fenotipo, y como tal se les

considera una caracteristica intrinseca de los cromosomas. (Glover et al., 1998)

Se ha observado que la induccion de SFRs se puede llevar a cabo mediante cultivos
celulares deficientes en folatos, inhibidores del metabolismo de folatos, inhibidores
de la timidilato sintasa y también exponiendo las células a un exceso de timina
(Sutherland, 1977). También se ha encontrado que el cultivo celular en medios con

pH alcalino puede llegar a ser causa de fragilidad. Sin embargo, los SFRs pueden
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también ser inducidos por el uso de analogos de nucledtidos como la
bromodeoxiuridina (BrdU) y agentes intercalantes del DNA como la distamicina A

(Kremer et al., 1991; Sutherland, 1977).

Por otra parte, los SFCs son principalmente inducidos por inhibidores de las DNA
polimerasas alfa, delta y épsilon como la afidicolina y en menor grado por sustancias
como BrdU y la 5"-azacitidina. Hasta este momento no han sido descritos de manera
detallada los mecanismos de los diferentes inductores de los SFRs y SFCs. Sin
embargo, es importante considerar que la especificidad de induccidn puede estar
relacionada a las limitaciones de la técnica citogenética ya que algunos sitios
fragiles inducidos eficazmente por cierto tipo de sustancia, también se pueden
inducir por medio de otras sustancias, aunque en menor grado. Por ejemplo, los
SFCs inducidos por afidicolina también se han observado en la induccion de sitios
fragiles asociada a deficiencia de folatos y algunos SFRs inducidos por deficiencia
de folatos se pueden observar también en presencia de afidicolina. Sin embargo, en
todos los casos esto coincide con una alteracion en la replicacion del genoma

(Kahkonen et al., 1989).

Las técnicas moleculares han permitido determinar que los SFRs, se caracterizan
por la repeticion de secuencias de DNA. Por ejemplo, de 30 SFRs analizados, 10
contienen la repeticion del triplete CGG y 2 portan minisatélites ricos en A-T(Zhang
& Freudenreich, 2007). Estas regiones repetidas pueden generar estructuras de
DNA diferentes al tipo B o conformaciones alternativas que contienen estructuras

secundarias como horquillas, cuadruplex, tetraplex como se observa en la figura 2;
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estructuras capaces de pausar o disminuir el avance de las horquillas de replicacion

tanto in vitro como in vivo (Choi & Majima, 2011; Fry & Loeb, 1994).
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Figura 2. Estructuras secundarias formadas por secuencias repetidas presentes en SFRs
(Freudenreich, 2007).

Los elementos repetidos ricos en CG se encuentran en individuos normales, sin
embargo, pueden presentar expansiones significativas en ciertos individuos,
resultando en la manifestacion citogenética de fragilidad bajo estrés replicativo que
se induce por deficiencia de folatos. Por otra parte, los SFRs no inducibles por

deficiencia de folatos estan relacionados a la expansion de regiones repetidas ricas

12



en A-T y se pueden generar mediante sustancias que se unen a dichas regiones

como la distamicina Ay el berenil (Kremer et al., 1991; Yu et al., 1997).

Los SFCs no se caracterizan por presentar secuencias repetidas como en los SFRs.
El estudio de varios SFCs no ha mostrado un componente en la secuencia de DNA
que permita explicar su fragilidad. Sin embargo, algunos de los sitios analizados
poseen regiones interrumpidas ricas en AT que les confieren una alta flexibilidad y
por lo tanto podrian generar tendencia a la formacién de estructuras secundarias
como en los SFRs y por lo tanto capaces de reducir el avance de la horquilla de

replicacion (Burrow et al., 2010; Le Tallec et al., 2014).

dsDNA Formation

RNA Pol Il

mRNP Biogenesis
Helicases Replication Stress
Topoisomerases DNA Damage
RNase H1 Fork Collisions
mRNP Biogenesis RNA Pol Il Pausing

ssDNA

R-Loop Formation

G-Cluster DNA-RNA Hybrid RNA Pol I
(G-Rich)

Figura 3. Formacion de R-loops mediante estrés replicativo, dafios al DNA, colisién entre la
magquinaria de replicacion y transcripcion y estancamiento de la RNA Pol Il. (Allison & Wang, 2019)
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El estudio del sitio fragil encontrado en el cromosoma X mostré que su replicacion
se encontraba retrasada o era incompleta, debido a una progresion lenta de las
horquillas de replicacion (Hansen et al., 1993), lo que puso sobre la mesa un modelo
atractivo para el desarrollo de sitios fragiles en el genoma. Estudios posteriores
mostraron que los SFCs presentaban un tiempo de replicacion tardia, sin embargo,
no todos los sitios fragiles se replican tardiamente (Le Beau et al., 1998; Palakodeti
et al., 2004), algunos inclusive presentan una replicacion temprana (El Achkar et al.,

2005; Handt et al., 2000; Hansen et al., 1993).

Esto conlleva a hipotetizar que la replicacion tardia puede estar relacionada a la
posible colision entre las maquinarias de replicacion y de transcripcién (Brison et al.,
2019; Helmrich et al., 2011). También se ha propuesto que la deficiencia en el
sistema de reparacion del DNA puede ser la causa de fragilidad (Ozeri-Galai et al.,
2014), pero la légica indica que la necesidad de este sistema de reparacion en las
regiones correspondientes a sitios fragiles esta relacionada a un problema en el
proceso de replicacion, lo que nos lleva al problema inicial y esto indica que debe
haber otros factores sobre los cuales recae la inestabilidad de los sitios fragiles,
como pueden ser dificultades en la iniciacion o progresion de la replicacion, o su

conflicto con la transcripcidén (Helmrich et al., 2011; Le Tallec et al., 2014).

Otro mecanismo involucrado en la manifestacién de fragilidad en los SFCs es la
formacion de R-loops (hibridos DNA/RNA) en los origenes de replicacion de
regiones de dificil replicacion (figura 3). Se ha observado que los R-loops generan

cambios epigenéticos en las regiones donde se presentan e inducen la formacién
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de heterocromatina, lo que podria impedir la progresion normal de la horquilla de
replicacion. La formacién de R-loops puede comprometer la estabilidad genémica
mediante colisiones entre la maquinaria de replicacion y la de transcripcion como
se ha observado en la formacién de algunos SFCs, especificamente en genes
grandes mayores a 700 Kb (D. I. Smith et al., 2007), los cuales inician su
transcripcion durante la interfase de un ciclo celular y la terminan en el siguiente
ciclo celular como se observa en FHIT(gen de la triada fragil de histidina
diadenosina trifosfatasa). Sin embargo, el estudio de otros genes grandes dentro
del genoma no ha mostrado la manifestacion de fragilidad esperada por la posible
colision entre la replicacion y la transcripcion (Helmrich et al., 2011; Madireddy et

al., 2016).

Aunque se ha encontrado una correlacion directa entre la formacién de estructuras
secundarias y el enlentecimiento de las horquillas de replicacion en los SFRs, la
evidencia para la implicacion de estos mecanismos en los SFCs ha sido
contradictoria (Hellman et al., 2000; Letessier et al., 2011; Palakodeti et al., 2004).
En un principio se habia encontrado que la replicacion en las regiones que
manifestaban SFCs era mas lenta que en el resto del genoma, sin embargo,
estudios recientes utilizando técnicas de peinado de DNA han mostrado que la
velocidad de las horquillas de replicacion no difiere entre las regiones con SFCs y
el resto del genoma (figura 4) aun en presencia de concentraciones limitadas de

afidicolina (Le Beau et al., 1998; Letessier et al., 2011; Palumbo et al., 2010).
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Figura 4. Distribucién comparativa de la velocidad de las horquillas de replicacion entre el genoma
en general y el locus de FHIT en células linfoblasticas. (Letessier et al., 2011)

FRAS3B es el SFC mas activo y fragil del genoma humano y su zona de fragilidad se
extiende sobre mas de 500 Kb dentro del gen FHIT que mide aproximadamente 1.5
Mb aunque existen reportes en donde se ha mostrado que la fragilidad se puede
observar en el rango de megabases y se encuentra ubicado en el brazo corto del
cromosoma 3 en la region 3p14.2 (Becker et al., 2002). El gen contiene 10 exones
que dan origen a un cDNA de 1.1 Kb (Shiraishi et al., 2001). Los primeros cuatro y
el ultimo exdn son no codificantes, mientras que los exones del 5 al 9 codifican a
una proteina de 16.8 kD que corresponde a una trifosfato-hidrolasa cuyas posibles
acciones como supresor de tumores son objeto de intenso estudio, alrededor del
exén 5 se ubica el epicentro o zona critica de fragilidad cromosémica (figura 5)

(Debatisse et al., 2012; Wali, 2010).

16



UTR-3"

Centromero 1.5 Mb Telémero
I

UTR-5

[
I I
Exén1 Exén2

1 + + # +
| | | Exon6 || Exén7 |
Exon3 Exén4 Exon5 Exén8

l |
[ 2cF |

Figura 5. Gen FHIT con sus exones, la zona critica de fragilidad se encuentra alrededor del exén 5.
(Letessier et al., 2011)

La manifestacion de los SFCs es tejido-especifica como lo mostré la comparacion
entre fibroblastos y linfocitos, en donde los primeros no muestran la manifestacion
de fragilidad en la misma region que lo hacen los linfocitos demostrando asi el error
en la cual la fragilidad se conservaba en diferentes tipos celulares y por lo tanto era
dependiente de la secuencia (Letessier et al., 2011), la notable manifestacion de
FRA3B en linfocitos B se correlaciona con la carencia de sitios de iniciacion de la
replicacion (SIRs) a lo largo de 700 kb de FHIT que se traslapan con FRA3B,
mientras que la manifestacion de FRA3B es insignificante en fibroblastos que
muestran una densidad normal SIRs en la misma regién de 700 kb (Debatisse et
al., 2012; Le Tallec et al., 2014; Letessier et al., 2011). La presencia de horquillas
de replicacion que viajan largas distancias a partir de SIRs muy espaciados se
correlaciona con la fragilidad de FRA3B, pero no es suficiente para explicarla pues
otras zonas del genoma también presentan escasez de SIRs sin mostrar dicha
fragilidad como se observa en la figura 6 (Le Tallec et al., 2014; Letessier et al.,

2011).
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Figura 6. Las dos imagenes superiores muestran los histogramas donde se observa la cobertura del
locus en una ventana de 50 Kb. Cada barra representa el numero de fibras que se superponen
completamente a la secuencia correspondiente. Las lineas grises horizontales representan las
medianas de cobertura. (a) Células linfoblasticas sin tratamiento con afidicolina en donde se observa
la carencia de sitios de iniciacién de la replicacién en una region de aproximadamente 500 Kb
centrada en el exdn 5, el cual corresponde a la zona critica de fragilidad. (b) Células linfoblasticas
que han sido tratadas con afidicolina donde se observa una disminucion en la cobertura de la regién
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por las horquillas de replicacion. (c) y (d) Comparativo entre fibroblastos tratados con afidicolina y no
tratados, en donde se observa solo una disminucion en la cobertura por las horquillas de replicacién
debido al enlentecimiento de las polimerasas, sin embargo, no se observa una deficiencia en sitios
de iniciacién de la replicacion en ninguno de los dos casos, lo que demuestra que la manifestacion
de fragilidad es tejido especifico. (Letessier et al., 2011)

El hecho de que las horquillas de replicacion tengan que viajar largas distancias
para poder llevar a cabo la replicacion de las regiones desprovistas de SIRs puede
crear conflictos con el proceso de transcripcion y por lo tanto inducir la manifestacion
de fragilidad, una posible causa de este conflicto por el efecto de la transcripcién es
la formacién de R-loops, los cuales podrian ser un obstaculo para el avance de la
replicacion, sin embargo la evidencia de que existen genes largos que no
manifiestan fragilidad sugiere que la transcripcion no siempre puede inducir

fragilidad. (LeTallec et al., 2013)

No se puede descartar que un ambiente epigenético alterado en la regidn fragil
podria ser causa de la inestabilidad, sin embargo, la unica caracteristica epigenética
que se ha encontrado en estas regiones es la hipoacetilacién de histonas observada
en diferentes SFCs cuando se comparan con el resto del genoma (Koch et al.,
2007), sugiriendo que estas regiones podrian estar organizadas en forma de

heterocromatina (Savelyeva & Brueckner, 2014).

Los sitios fragiles han sido asociados tanto a inestabilidad genética como
epigenética. En este momento ya se conocen los genes implicados en 11 SFRs, los
cuales han sido mapeados a nivel molecular (aquellos que han sido secuenciados

en su totalidad) y se mostré6 que varios de ellos se encuentran asociados con
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enfermedades humanas, en su mayoria relacionados a desérdenes neurologicos
(Miles, 2011; C. Smith et al., 2010). Los SFRs inducidos por deficiencia de folatos
se han relacionado con enfermedades neuropsiquiatricas tales como la
esquizofrenia, autismo y retraso mental. Sin embargo, un gen no es capaz de
explicar el fenotipo que caracteriza estas enfermedades, por lo tanto, es razonable
pensar que la fragilidad cromosdmica tiene un impacto a nivel global en la expresion

génica y en la sintesis de proteinas (Uhlen et al., 2010).

En su mayoria los SFRs se encuentran asociados a desordenes. Los SFCs
usualmente se encuentran asociados a carcinogénesis o cancer (K. Ma et al., 2012),
aunque ya se ha mencionado que estos sitios han sido implicados también en el
desarrollo de desordenes neuroldgicos (Galloway & Nelson, 2009) y en una
variedad de enfermedades caracterizadas por inmunodeficiencia, enfermedades

oseas e infertilidad (Fu et al., 2003).

La evidencia indica que los SFCs humanos estan conservados y se expresan en
primates y roedores, y que los ortélogos de tales SFCs corresponden a secuencias
genomicas muy conservadas entre estos mamiferos (Helmrich et al., 2006;
Schwartz et al.,, 2006). El ortélogo de FRA3B/FHIT ha sido plenamente
caracterizado en el cromosoma 14 del raton (Fra14A2/FHIT), el cual también
corresponde a un SFC en el ratén y su zona critica de fragilidad se centra en el exén
5 de forma similar a la descrita en el humano (figura 7), el estudio y comparacion de

secuencias demostraron una identidad del 85% entre ambos genes, por lo cual el
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locus murino es un modelo adecuado para estudiar las causas de la fragilidad de

los SFCs humanos (Shiraishi et al., 2001)(Glover et al., 1998).
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Figura 7. Comparativo del locus FHIT humano y FHIT murino, la identidad entre ambas regiones
corresponde al 85%, el estudio demostrd que estos genes son ortdlogos (Shiraishi et al., 2001).

Superenrollamiento y empaquetamiento del DNA

Los genomas eucariéticos muestran una organizacion elaborada y dinamica dentro
del nucleo celular. El conocimiento de los principios fisicos y la maquinaria molecular
que determina la organizacion del genoma en tercera dimensién es clave para la

comprension de las relaciones entre la estructura del genoma y su funcion.

El DNA de las células eucariotas se encuentra muy compactado, lo que implica un
alto grado de organizacion estructural. Sin embargo, el mecanismo de
empaquetamiento del DNA debe permitir acceder a la informacion contenida en el

DNA para poder llevar a cabo los procesos de replicacién y transcripcion. Para
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entender el empaquetamiento de una hebra tan larga como lo es el DNA de cada
cromosoma se recurre a la fisica de polimeros. La evidencia experimental indica
que la hebra de DNA de secuencia aleatoria tiene una longitud de persistencia de
aproximadamente 150 pb que corresponde a una longitud de 50 nm y por debajo de
esta medida el DNA se comporta como una hebra rigida (Bennink et al., 1999);
cuando se duplica la longitud de persistencia se alcanza la longitud de Kuhn, en
donde la fibra tiene la capacidad de formar un circulo con ella misma (Bouchiat et
al., 1999), es importante mencionar que en el caso de la cromatina la longitud de
persistencia es directamente proporcional a la cantidad de histonas que contiene la
hebra de DNA , demostrando que la eliminacion de una porcién de histonas induce
un mayor grado de compactacion (figura 8), estos experimentos muestran que las
histonas se requieren para mantener la cromatina en su forma expandida y asi estar
disponible de manera laxa para interactuar con las maquinarias de replicacion y

transcripcion (lyer et al., 2011), por lo menos en este grado de compactacion.
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Figura 8. Esquema del experimento en el cual se han depletado nucleosomas, se observa su impacto
sobre la longitud de persistencia y las consecuencias en los cambios de conformacién local dentro
del nucleo, la parte izquierda corresponde a la longitud de persistencia inicial y la derecha a la
longitud de persistencia final del experimento. (lyer et al., 2011)

Cada cromosoma al tener una relacion tan desigual entre su largo y su diametro
muestra una propiedad conocida como superenrollamiento, en el cual la doble hélice
de DNA se enrolla alrededor de su eje imaginario. El enrollamiento adicional del
DNA sobre tal eje produce el superenrollamiento del DNA (figura 9) (Mirkin, 2001).
El superenrollamiento del DNA es por lo general consecuencia de estrés estructural,
estrés generado por la gran rigidez que imponen los enlaces fosfodiéster y su
restriccion topoldgica, consecuencia de su interaccion con proteinas nucleares

(Lilley, 2001).
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Figura 9. Cuando el eje de la doble hélice de DNA se enrolla sobre si mismo forma una hélice nueva
(superhélice). La superhélice de DNA se denomina habitualmente un superenrollamiento. (Nelson &
Cox, 2017)

El superenrollamiento es una caracteristica intrinseca de la estructura terciaria del
DNA que se manifiesta en todos los DNA circulares o sin extremos libres y que se
encuentra estrictamente regulada en todas las células, esto se demostré cuando se
realizé la extraccidon de DNA circular y este permanecia altamente superenrollado
incluso después de ser extraido de las células, purificado de proteinas y otros restos
celulares, comportandose como si fuera DNA dentro de un nucleo densamente

empaquetado (figura 10) (Deweese et al., 2009; Mirkin, 2001).

(a) ()] ‘
() w

Figura 10. Ejemplos de dominios topoldgicos. (a) DNA circular, (b) Bucles de DNA cromosdmico, (c)
DNA lineal anclado a la membrana, (d) DNA lineal anclado a agregados de proteinas. (Mirkin, 2001)

(d)

Si una molécula de DNA circular cerrado adquiere una conformacion Watson y

Crick, con una vuelta de la doble hélice cada 10.4 pb, la hebra se encontrara relajada
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y no superenrollada. El superenrollamiento se produce cuando el DNA esta
sometido a algun tipo de tension estructural y se ha observado que es tejido

especifico (Nelson & Cox, 2017).

Usualmente el estrés es resultado de un subenrollamiento de la doble hélice en el
DNA circular cerrado, lo que significa que la hebra de DNA tiene menos vueltas de
hélice de lo que se espera en el DNA tipo B. Cuando un segmento de DNA circular
relajado tipo B pierde una vuelta de la hélice supondria una desviacién respecto a
la forma mas estable del DNA, y como resultado la molécula sufriria de estrés
estructural. Normalmente, la mayor parte del estrés se absorbe por el enrollamiento
del eje del DNA sobre si mismo para formar una superhélice; una parte de la tensién
en este segmento simplemente se dispersaria en el conjunto de la molécula mayor
de DNA (Nelson & Cox, 2017). Sin embargo, existe otra posibilidad, el estrés se
puede absorber separando las dos hebras de DNA, pero esta desestabiliza la doble
hélice. En el DNA circular purificado, el estrés producido por el subenrollamiento es
absorbido habitualmente por el superenrollamiento, no por la separacion de las
hebras, porque la generacién de una espiral por el eje del DNA requiere menos
energia que la rotura de los puentes de hidrogeno que estabilizan los pares de

bases (Deweese et al., 2009; Mirkin, 2001; Nelson & Cox, 2017).

Las células subenrollan activamente su DNA con la ayuda de enzimas conocidas
como topoisomerasas y el estrés estructural resultante constituye una forma de
almacenamiento de energia. Las células mantienen el DNA en un estado

subenrollado para facilitar su compactacion por superenrollamiento (Deweese et al.,
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2009; Lodish et al., 2000). Ademas, el subenrollamiento del DNA es importante para
las enzimas que requieren interactuar con él, ya que facilita la separacion de las

hebras (figura 11) (Nelson & Cox, 2017).
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(d) Strand separation

Figura 11. Efectos del DNA subenrollado. (a) Segmento de una molécula de DNA circular cerrado
de 84 pb en su forma relajada con ocho vueltas de hélice. (b) La eliminacién de una vuelta genera
una tensién estructural. (c) La tensidon es amortiguada por el superenrollamiento. (d) El
subenrollamiento del DNA también facilita la separacién de las hebras. En principio cada vuelta
eliminada deberia facilitar la separaciéon de las hebras en una longitud de 10 pb. Sin embargo, los
puentes de hidrogeno de los pares de bases impiden la separacién de las hebras sobre distancias
tan cortas y el efecto solo resulta importante en cadenas de DNA mas largo y con niveles superiores
de subenrollamiento. (Nelson & Cox, 2017)

Sin embargo, el estado subenrollado solo se puede mantener si el DNA es un circulo
cerrado o si se encuentra unido y estabilizado por proteinas, de manera que las
hebras no tengan libertad de rotacion una en torno de la otra. Si se produce un corte
en una de las cadenas de un DNA circular libre de proteinas, la libre rotacion en ese
punto hard que el DNA subenrollado revierta de modo espontaneo al estado

relajado. Sin embargo, en una molécula de DNA circular cerrado, el numero de
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vueltas de la hélice es fijo y no puede cambiar sin al menos un corte transitorio en
una de las hebras. Por lo tanto, el nimero de vueltas de la hélice de una molécula
de DNA constituye una representacion precisa del superenrollamiento (Deweese et

al., 2009; Nelson & Cox, 2017).

El superenrollamiento se puede medir mediante un concepto conocido como
namero de enlace o “linking number” (Lk) que corresponde a una propiedad
topoldgica del DNA de doble cadena, pues no varia a consecuencia de la curvatura
o la deformacion del DNA, siempre que las dos cadenas permanezcan intactas,
definiéndose como el numero de veces que una de las cadenas se cruza sobre la

otra cadena, por lo tanto, siempre sera un numero entero (figura 12) (Mirkin, 2001).

(a) Lk =1
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(b) Lk =6

Figura 12. Cada cinta azul representa una molécula de DNA de doble cadena. La molécula en (a)
tiene un LK = 1. La molécula en (b) tiene un LK = 6. Una de las hebras de (b) se representa sin
torsion para definir asi el borde de una superficie imaginaria. El nimero de veces que la hebra con
torsion cruza esta superficie define con precision el nimero de enlace. (Nelson & Cox, 2017)
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Por convencion, si los enlaces entre las dos cadenas estan dispuestos de tal forma
que las dos hebras del DNA se hallen entrelazadas siguiendo una hélice dextrdgira,
el numero de enlace se considera positivo (+). El nUmero de enlace es negativo (-)

para un entrelazamiento en hélice levégira (figura 13) (Nelson & Cox, 2017).

Relaxed DNA
Lk = 200

ALk = / xl‘k = +2

Negative Positive
supercoils supercoils
Lk = 198 Lk = 202

Figura 13. En la molécula relajada un subenrollamiento o un sobrenrollamiento de dos vueltas
helicoidales (LK = 198 6 202) producira un superenrollamiento negativo o positivo, respectivamente.
Obsérvese que el eje del DNA se tuerce en direcciones opuestas en ambos casos. (Nelson & Cox,
2017)

A menudo resulta conveniente expresar la variacion en el numero de enlace en
términos de una magnitud independiente de la longitud de la molécula de DNA. Esta
magnitud, denominada diferencia de enlace especifica o densidad superhelicoidal
(o), es una medida del numero de vueltas eliminadas con respecto a las presentes

en el DNA relajado (Mirkin, 2001; Nelson & Cox, 2017).

ALK
LK
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El grado de subenrollamiento del DNA celular suele oscilar entre un 5% y un 7%; es
decir, 0 = -0.05 a -0.07. El signo negativo indica que la variacion del numero de
enlace se debe al subenrollamiento del DNA. El superenrollamiento inducido por el
subenrollamiento se define, por tanto, como superenrollamiento negativo. El nUmero
de enlace puede descomponerse en dos elementos estructurales uno denominado

torsiéon (Tw) y retorcimiento (Wr) (figura 14). (Nelson & Cox, 2017)
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Straight ribbon (relaxed DNA)
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Large writhe, small change in twist

Zero writhe, large change in twist

Figura 14. Modelo de cintas para ilustrar la torsion y el retorcimiento. La cinta representa el eje de
una molécula de DNA relajada. La tension producida por la torsion de la cinta (subenrollamiento del
DNA) puede manifestarse como un cambio en el retorcimiento o en la torsién. Los cambios
topoldgicos del nimero de enlace suelen estar acompafiados por cambios geométricos tanto en el
retorcimiento como en la torsién. (Nelson & Cox, 2017)

El retorcimiento es una medida del enrollamiento del eje de la hélice mientras que
la torsion depende de la torsion local, es decir, del angulo entre pares de bases
adyacentes. Cuando se produce un cambio en el niumero de enlace, la tensién
resultante es compensada en parte por el retorcimiento (superenrollamiento) y, en
parte, por cambios en la torsién, con la siguiente relacion (Deweese et al., 2009;

Mirkin, 2001).
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LK =Tw—Wr

Tanto la torsidbn como el retorcimiento no necesariamente son numeros enteros. El
giro y la torsidbn son propiedades geométricas, no topoldgicas, ya que varian a
consecuencia de la deformacion de la molécula de DNA circular cerrado. Ademas
de causar el superenrollamiento y favorecer la separacion de las hebras, el
subenrollamiento del DNA facilita la aparicion de cambios estructurales en la
molécula, como la formacidén de estructuras cruciformes que contienen algunas
bases desapareadas (figura 15); el subenrollamiento del DNA permite mantener la
necesaria separacion de las hebras, también el subenrollamiento de una hélice
dextrogira facilita la formacion de cortas regiones de Z-DNA levogiro en el DNA

nuclear (Deweese et al., 2009; Mirkin, 2001).
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Figura 15. El subenrollamiento del DNA favorece la formacion de estructuras cruciformes. (Nelson &

Cox, 2017)

El proceso de superenrollamiento del DNA es un proceso regulado de forma precisa
que tiene influencia sobre la fisiologia del DNA, en los procesos en los cuales se
requieren cambios en la estructura del DNA se encuentran involucradas dos tipos
de enzimas que se conocen como topoisomerasas (I y Il) capaces de alterar la

topologia del DNA en un LK de 1 o 2 respectivamente (Deweese et al., 2009).

ElI DNA superenrollado tiende a adoptar una forma extendida y estrecha en lugar de

compacta, y suele presentar ramificaciones multiples. Con los valores de densidad

superhelicoidal normalmente presentes en la célula, la longitud del eje de la
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superhélice, ramificaciones incluidas, es un 40% de la longitud del DNA. Este tipo
de enrollamiento se denomina plectonémico, sin embargo, existe otra forma de
superenrollamiento conocida como solenoidal o toroidal, este incorpora vueltas
compactas hacia la izquierda (figura 16), las dos formas pueden interconvertirse con
facilidad, la forma plectonémica es mas estable en disolucion, pero la forma
solenoidal puede estabilizarse mediante la unién de proteinas, y es la forma en la
que se encuentra el DNA en la cromatina de los cromosomas eucariéticos (Mirkin,

2001).

-
ey

Figura 16. Forma plectonémica (arriba) y toroidal (abajo) del DNA superenrollado. Las flechas ilustran
que ambas moléculas se encuentran negativamente superenrolladas a pesar de su diferente
conformacién espacial. (Mirkin, 2001)
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Territorios cromosomicos

El genoma se encuentra dividido en un numero de moléculas independientes de
DNA conocidas como cromosomas. Dentro de estos cromosomas se encuentran
los genes, que codifican para proteinas. El genoma humano en este momento se

considera contiene aproximadamente 21,000 genes de proteinas (Willyard, 2018).

Algo muy evidente es que el material genético no se encuentra distribuido dentro
del nucleo de manera aleatoria, por el contrario, su grado de organizacién es
extremadamente elevado, encontrandose como una masa compacta confinada en
un volumen limitado, por lo cual, los procesos tanto de replicacion, como de

transcripcion también se deben llevar a cabo dentro de este espacio restringido.

Para poder tener una mejor comprension del problema estructural arriba
mencionado podemos ejemplificarlo considerando que la longitud del DNA como
molécula extendida excede de manera significativa las dimensiones del nucleo que
lo contiene, por lo que se considera que el DNA se debe encontrar muy restringido
para poder mantenerse dentro del nucleo; esto es debido a que el DNA de una
célula humana contiene 6 x 10° pb (pares de bases) que corresponden
aproximadamente a 2 metros en los 23 pares de cromosomas diploides, los cuales
se condensan dentro de un nucleo que tiene un diametro de 6 micras en promedio.
Por lo tanto, la imagen habitual de DNA como una hebra de doble hélice extendida
es la excepcion, la regla es encontrarlo estructuralmente deformado para adquirir

una estructura mas compacta. Sin embargo, al realizar un calculo en donde se

33



considera la hebra de DNA como un cilindro de 2 metros de longitud y un diametro
de 2.34 nanometros obtenemos un volumen aproximado de 8.6 x 107 m3 y al
compararlo con el volumen de una esfera de 6 micras de diametro que es de 1.13 x
10-% m3, encontramos que el DNA ocupa Unicamente un aproximado del 7.6% del
volumen disponible (figura 17), el hecho de encontrarlo interactuando con histonas,
el efecto de los colorantes y fluoréforos para detectarlo genera un concepto erréneo

sobre el porcentaje de ocupacién dentro del nucleo.

2.34nm l_ 6 um :

DNA Nucleo

Figura 17. El cilindro representa los 2 metros de DNA de los cromosomas representados en forma
lineal, la esfera representa el nucleo con un didmetro promedio de 6 micrometros de diametro.

Aunque la densidad del DNA en este compartimento suele ser muy alta, en el nucleo
de eucariotas suele ser de aproximadamente 100 mg/mL, tal concentracion en
solucion seria el equivalente a un gel de gran viscosidad. En este momento no se
comprende completamente las implicaciones fisioldgicas de tal concentracion de
DNA, asi como el efecto que tiene sobre la capacidad de las proteinas para

encontrar sus sitios de fijacion (Ou et al., 2017).
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El empaquetamiento de la cromatina es distinto durante las diferentes fases del ciclo
celular. En el momento de la division (mitosis 0 meiosis), el material genético
alcanza un grado maximo de compactacion generando los cromosomas
metafasicos observables de manera individual. El empaquetamiento puede
describirse mediante la relacién de la longitud del DNA dividido entre la longitud de
la unidad que lo contiene; por ejemplo, el cromosoma 21 que es en el humano el
mas pequefio, contiene aproximadamente 4.6 x 107 pb, lo que equivale
aproximadamente a 1.56 cm de DNA extendido. En el grado maximo de
condensacion durante la metafase, el cromosoma llega a medir aproximadamente
2 micras de longitud. Asi, la relacion de empaquetamiento de DNA en un
cromosoma puede llegar a ser de hasta 7800 (Krebs et al., 2018; Pederson & Marko,

2014).

Por el momento no es posible determinar de manera experimental la relacion de
empaquetamiento de la cromatina de manera exacta debido al gran dinamismo y
las estructuras amorfas que tiene la cromatina de las células eucariotas. Sin
embargo, se acepta de manera general que los cromosomas mitéticos suelen ser 5
a 10 veces mas compactos que la cromatina en interfase, lo que nos permite inferir
una relacion de empaquetamiento entre 1000 y 2000 (Fey et al., 1986; Krebs et al.,

2018; Pederson & Marko, 2014).

Cada cromosoma contiene una doble cadena de DNA muy larga, consistiendo en

una fibra continua que forma bucles a lo largo del cromosoma debido al estrés
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estructural inducido a su rigidez por los enlaces fosfodiéster y la restriccion que
presenta al libre giro por estar anclado a proteinas del nucleo. Para poder explicar
la cromatina en interfase y la estructura del cromosoma mitético es necesario
entender que la condensacion de esta molécula de DNA extremadamente larga
tiene que realizarse de tal manera que permita se lleven a cabo los procesos de
transcripcion y replicacion mediante la relajacion y condensacion ciclica de la

molécula (Rivera-Mulia & Aranda-Anzaldo, 2010).

Durante la mayor parte del ciclo de vida de la célula eucariética su material genético
ocupa un area del nucleo en la cual los cromosomas individuales no se pueden
observar por microscopia convencional, mientras que, en la metafase durante la
mitosis, se observan los cromosomas como unidades compactas e individuales. La
estructura global de la cromatina en interfase no parece cambiar notablemente entre
las divisiones celulares o incluso durante el periodo de replicacion, cuando la

cantidad de cromatina se duplica (Krebs et al., 2018).

La cromatina es fibrilar, observaciones realizadas mediante microscopia de alta
resolucion, hibridacion in situ por fluorescencia e imagenes de célula viva han
empezado a mostrar aspectos adicionales de la estructura de la cromatina y la

arquitectura nuclear.

La cromatina se puede dividir en dos tipos; en la mayoria de las regiones la

cromatina se encuentra menos densamente condensada que en el cromosoma

mitdtico. Este material es conocido como eucromatina, se encuentra relativamente
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dispersa y ocupa la mayoria del nucleoplasma. Algunas regiones de cromatina se
encuentran densamente compactas, mostrando un grado de compactacion
comparable al de el cromosoma mitético. Este material es conocido como
heterocromatina, encontrandose tipicamente en los centromeros, los telomeros y
regiones con secuencias altamente repetitivas, encontrandose a lo largo del ciclo
celular usualmente con un mismo grado de compactacion. La heterocromatina tiene
una tendencia a encontrarse en la periferia nuclear y en el nucleolo (Krebs et al.,
2018). La forma comun de heterocromatina que siempre permanece condensada
se conoce como heterocromatina constitutiva. En contraste, hay un tipo de
heterocromatina conocida como facultativa, que designa regiones gendémicas dentro
del nucleo de las células eucaridticas, las cuales tienen la oportunidad de adoptar
la conformacién abierta o compacta en diferentes contextos espaciales, temporales

e incluso hereditarios (Geyer et al., 2011; Trojer & Reinberg, 2007).

Una misma fibra cromosdmica en diferente contexto espacial y/o temporal se puede
observar como eucromatina o como heterocromatina, por lo que estos estados
simplemente representan diferentes grados de condensacion del material genético.
De la misma manera, existen las regiones de eucromatina en diferentes estados de
condensacion durante la interfase y la mitosis. Por lo tanto, el material genético se
encuentra organizado de tal manera que permite la interaccion constante entre
regiones especificas del genoma, lo que llega a generar cambios ciclicos en el

empaquetamiento de la eucromatina (Krebs et al., 2018; Lodish et al., 2000a).
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Hay una gran variedad de modificaciones bioquimicas que inducen cambios en las
propiedades del DNA y de los componentes proteicos de la cromatina. Estos
incluyen reduccion en la acetilacion de las histonas, metilacion de algunos sitios en
las histonas y la metilacion de citosinas en el DNA. Estos cambios bioquimicos
inducen la condensacion de la cromatina y el reclutamiento a la heterocromatina de
proteinas especificas, las cuales son responsables de mantener o expandir su
inactivacion. Aunque los genes activos se encuentran contenidos en la eucromatina,
solo una minoria de sus secuencias se transcriben al mismo tiempo. Por lo tanto, la
localizacion hacia el interior del nucleo de la eucromatina se suele observar en la
expresion de la mayoria de los genes. Por otra parte, aunque la heterocromatina
constitutiva se ha considerado como las regiones cromosomicas
transcripcionalmente inertes, varios estudios han mostrado que las regiones
centromeéricas y pericentroméricas también se transcriben y estan involucradas en
multiples procesos celulares. Contrariamente a las expectativas generales, se han
observado genes que codifican proteinas activas en la heterocromatina, aunque los
mecanismos reguladores de su expresidn son en gran parte aun desconocidos

(Geyer et al., 2011; Lodish et al., 2000a; Saha & Mishra, 2019).

Varios estudios han mostrado que existe una organizacidon cromosomica
determinada dentro del nucleo en interfase. Los cromosomas ocupan diferentes
espacios tridimensionales, los cuales son conocidos como territorios cromosdmicos

(TC) (figura 18) (Cremer & Cremer, 2010; Parada et al., 2004).
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Figura 18. Evidencia directa de los territorios cromosémicos mediante hibridacién in situ. Delimitacion
simultanea de todos los cromosomas del nucleo en interfase de fibroblastos humanos por FISH
multicolor. (Cremer & Cremer, 2010)

Los cromosomas que ocupan estos territorios no se encuentran enredados unos
con otros, de hecho, comparten areas de interaccion y organizacion funcional. Por
ejemplo, la heterocromatina y otras regiones silenciadas se encuentran
principalmente hacia la periferia nuclear, mientras que las regiones ricas en genes
se encuentran localizadas hacia el centro del nucleo. Usualmente los genes activos
se encuentran en los bordes de los territorios, en algunas ocasiones agrupados
juntos en los espacios intercromosomicos, los cuales se encuentran enriquecidos

en proteinas de las fabricas de transcripcion (Fritz et al., 2019; H. Ma et al., 1999).

El mecanismo por el cual se establecen los territorios cromosomicos todavia es
desconocido, también se desconoce la causa de su adaptacion a las diferentes
fases del ciclo celular y su tendencia a la especificidad por tejido, pero los avances
en la microscopia de alta resolucién, genomica, modelado matematico esta

empezando a mostrar la presencia de compartimentos subcromosémicos y
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dominios que aparecen entre la fibra de cromatina y el cromosoma completo (Krebs

et al., 2018).

Cada cromosoma ocupa una region distinta del nucleo celular, la disposicion de
cada cromosoma en relacion con el centro del nucleo muestra que algunos tienden
a localizarse hacia la periferia en contacto directo con la membrana nuclear,
mientras que otros tienden a ocupar el centro del nucleo celular. Las relaciones
entre cromosomas en un mismo tipo celular tienden a ser las mismas como se
observa en los linfocitos de raton, en los cuales el cromosoma 12 usualmente se
encuentra junto al cromosoma 14, el cual a su vez es adyacente al cromosoma 15

(Parada et al., 2002).

Multiples estudios han mostrado que grandes regiones cromosdmicas entre
diferentes especies se han conservado a lo largo de la evolucién; ademas, estas
regiones han mantenido sus posiciones entre diferentes especies (Tanabe et al.,
2002). De hecho, el analisis de los territorios cromosomicos en varios tipos celulares
y tejidos distintos ha puesto de manifiesto que los patrones de disposicion de los

cromosomas son tanto tejido como tipo celular especifico (Fritz et al., 2016).

La manipulacion en la localizacion de los cromosomas genera cambios en la
expresion geénica, lo que sugiere un posible mecanismo entre los territorios

cromosomicos y la enfermedad (Finlan et al., 2008).
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La perspectiva mecanicista examina la organizacién no aleatoria de los TC, los
cuales se establecen a través de interacciones funcionales con otras estructuras
nucleares. Por ejemplo, se ha propuesto que la lamina nuclear que recubre la
envoltura nuclear tiene un papel importante en la organizacion del genoma (Filesi et
al., 2005; Goldman et al., 2002). Los dominios asociados a la lamina (LAD) dentro
de los cromosomas atan los TC a la periferia nuclear y se encuentran con mayor
frecuencia en los TC que estan posicionados hacia la periferia (Bridger et al., 2007;
Guelen et al., 2008). De acuerdo con las observaciones sobre la actividad génica y
el posicionamiento radial de los TC, los LAD se encuentran tipicamente en
microambientes de heterocromatina. La condensacion de DNA en la
heterocromatina dificulta sustancialmente el acceso de la maquinaria nuclear para
la transcripcion, replicacion y modificacion del DNA y cromosomas. Algunos
estudios han sugerido que el reclutamiento a un microambiente heterocromatico
periférico puede tener implicaciones funcionales para la replicacion (Li et al., 2001),
transcripcion (Finlan et al., 2008; Kumaran et al.,, 2008; Reddy et al., 2008) y
estabilidad del genoma (Oza & Peterson, 2010). Estas ideas estan respaldadas por
la observacion donde la interrupcion de la lamina nuclear en pacientes con progeria
da como resultado la perturbacion de la longitud de los telomeros (Gonzalez-Suarez
et al.,, 2009), el posicionamiento radial de los TC (Mehta et al., 2011), y la
condensacion y compartimentacion de heterocromatina periférica (Goldman et al.,

2004; Nikolova et al., 2004; Taimen et al., 2009).
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Si bien se cree que la lamina nuclear ejerce su mayor influencia en los TC cerca de
la periferia nuclear, otros cuerpos nucleares como el nucleolo y los microambientes

median la organizacién gendmica hacia el interior del nucleo [Brown et al., 2008].

Ademas de las interacciones intercromosomicas especificas entre genes, se han
establecido arreglos heterdlogos de vecindad en los TC (Bolzer et al., 2005; Nagele
et al., 1995). Esto sugiere que la colocalizacién de genes entre cromosomas puede
establecerse no solo por genes que se proyectan fuera de su TC en bucles de
cromatina, sino también a través del reposicionamiento de TC completos. Las
asociaciones intercromosomicas preferenciales medidas entre los TC heterdlogos
por parejas sugieren una organizacion general no aleatoria de los TC entre si
(Bolzer et al., 2005; Brianna Caddle et al., 2007; Khalil et al., 2007; Kuroda et al.,
2004; Marella et al., 2009; Mayer et al., 2005; Zeitz et al., 2009). Esta organizacion
no aleatoria de cromosomas en vecindarios es relevante para el establecimiento de
la identidad celular. A medida que las células se diferencian, los TC se reposicionan
(Kuroda et al., 2004; Marella et al., 2009) y los genes individuales dentro de los TC
exhiben interacciones intercromosomicas alteradas. Perfiles de interaccion unicos
dentro de los RC son encontrados en diferentes linajes de células y tejidos (Marella
et al., 2009; Mayer et al., 2005; Parada et al., 2004; Tanabe et al., 2002; Zeitz et al.,
2009). Estos perfiles, a su vez, sugieren que la organizacién genodmica podria
explicar la alta frecuencia de translocaciones particulares prevalentes en diferentes

tipos de cancer (Fritz et al., 2016).
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Matriz nuclear

El ndcleo celular es una estructura altamente especializada, la cual se encuentra
dividida en dominios funcionales que permiten organizar procesos celulares tan
importantes como la replicacion y reparacion del DNA, transcripcion y el
procesamiento del RNA. Estudios realizados han mostrado que la replicacion y la
transcripcion se llevan a cabo en espacios discretos y que no colocalizan dentro del

nucleo (figura 19) (Cook, 1999; Wei et al., 1998).

DNA RNA Merged

Figura 19. Separacion espacial de los sitios de replicacion y transcripcion en la fase S. EI DNA
sintetizado de novo se observa en verde, mientras que el RNA se observa en rojo. (Wei et al., 1998)

Los acidos nucleicos no se encuentran en las células en las formas extendidas
correspondientes a su estructura primaria y secundaria, sino molecularmente mas
compactados. En el caso del DNA, parte de esta compactacion o condensacion
viene representada por el denominado superenrollamiento, o retorcimiento de la
cadena sobre si misma. La condensacion se completa mediante la asociacion

estrecha con proteinas que inducen el plegamiento de la doble hélice del DNA. La
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contribucién de esta asociacion con proteinas posee una relevancia especial en el

caso del DNA nuclear eucariético (Annunziato, 2008; Bednar et al., 1998).

Las principales proteinas que interactuan con el material genético de eucariotas son
las histonas, su masa es equivalente a la del DNA. Su funciéon fundamental es
estabilizar la estructura del DNA. Las histonas constituyen una familia de proteinas
semejantes, de tamafio relativamente pequefio y con un contenido muy elevado de
aminoacidos basicos. Gracias a ello, muestran naturaleza policationica a pH
fisiologico lo que le permite su asociacion, mediante interacciones electrostaticas,
con los grupos fosfato del esqueleto polianionico del DNA (Debatisse et al., 2012;

Hewish & Burgoyne, 1973).

La asociacién estrecha del DNA con las histonas da origen al complejo
plurimolecular conocido como nucleosoma; se trata, pues, de un ejemplo de
nucleoproteina. En términos estructurales, se considera la unidad elemental
constituyente de la cromatina y de los cromosomas (Annunziato, 2008). La
propuesta de la existencia del nucleosoma surgié del estudio de la accién de
DNAsas sensibles al impedimento estérico: el tamafio de los fragmentos producidos
a partir de un DNA nativo es multiplo de unos 200 pb, mientras que, si previamente
se le trata de retirar las histonas, los fragmentos de DNA producidos por la DNAsa
son de tamarfo aleatorio. Esto sugirid que las histonas protegen regiones de DNA

con una extension proxima a los 200 pb (Bednar et al., 1998).
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Una misma molécula de DNA envuelve sucesivamente a distintos octameros de
histonas, de modo que los nucleosomas estan conectados entre si. La porcidn
presente entre dos nucleosomas sucesivos se denomina DNA espaciador; su
longitud puede variar entre 10 y 80 pb, dependiendo del organismo o incluso del
tejido dentro de un mismo organismo. Esta estructura de nucleosomas espaciados
a lo largo de la molécula de DNA se denomina fibra basica de cromatina o fibra de
10 nm, pues su grosor corresponde al diametro del nucleosoma. El grado de
empaquetamiento alcanzado es unas 6 veces superior al de la doble hélice del DNA
extendido algo realmente interesante es que los nucleosomas solo se observan
cuando se prepara in vitro a baja fuerza i6nica (1mM), mientras que dentro de la
célula la cromatina se encuentra mayoritariamente en formas mas condensadas y
su disposicion en este estado relativamente extendido se limita, en todo caso, a
pequeinas zonas. El enrollamiento sinistrorso (giro en contra de las manecillas del
reloj) del DNA sobre el octamero de histonas supone un superenrrollamiento

toroidal, de signo negativo en la cadena (Bednar et al., 1998).

Para mostrar el problema que enfrenta la cromatina dentro del nucleo podemos
comparar las 6 uym de diametro en un nucleo promedio y los aproximadamente 5 cm
de largo de un cromosoma (EMBL-EBI, 2019), el diametro de la hebra de DNA es
de aproximadamente de 2.34 nm, si entre cada par de bases existe una separacion
de aproximadamente 0.34 nm, la fibra contendria aproximadamente 147.06 Mb. En
el caso de que dicha hebra estuviera interactuando en su totalidad con el octamero
de histonas de manera uniforme, contaria con un total de 735300 nucleosomas, si

cada nucleosoma genera un empacamiento de 146 pb por octdmero tendriamos
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una disminucion en la longitud de 107.35 Mb, resultando en una fibra con de 39.7
Mb, que corresponde a una longitud de aproximadamente 13.5 pym superando el
diametro del nucleo y mostrando la problematica que se tendria con cromosomas
mas grandes como el cromosoma 1 humano de 8 cm de longitud, sin considerar la

distribucion no homogénea de las histonas.

Con estos datos no podemos dejar de considerar el problema estructural que
enfrenta como fibra debido a su gran longitud, aun con la presencia de proteinas de
la cromatina, teniendo en cuenta que la compactacion al solenoide de 30 nm no se

ha observado in vivo (Maeshima et al., 2019; Prieto & Maeshima, 2019).

Una respuesta a esta problematica se encuentra en el superenrollamiento como
parte de la condensacion del DNA, en general posee un especial significado para
comprender la organizacion estructural del cromosoma. En concreto, contribuye a
explicar como un DNA de tan gran magnitud puede alojarse en el interior del nucleo

cuyas dimensiones son muy inferiores a la longitud tedrica del DNA en doble hélice.

Sin embargo, para llevar a cabo el superenrollamiento es requerida una base
estructural que aporte puntos de fijacién a la fibora de DNA, esta estructura fue
observada a mediados del siglo pasado en hepatocitos de rata, los cuales fueron
extraidos con detergentes no idnicos, nucleasas no especificas y altas
concentraciones de sal, lo que permitié eliminar las proteinas de la cromatina, a la

estructura resultante se le nombré matriz nuclear (figura 20) (Berezney, 1974, 1977).
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Figura 20. Matriz nuclear preparada con la técnica de crosslinking y observada mediante microscopia
electronica. La matriz nuclear consiste en la lamina nuclear y una red de fibras interconectadas a la
lamina y ampliamente distribuidas a través de todo el volumen nuclear. Las matrices de los nucleolos
permanecen y se encuentran conectadas a las fibras de la matriz nuclear interna. (Nickerson, 2001)

La matriz nuclear es la estructura residual del nucleo celular, compuesta
principalmente por ribonucleoproteinas, RNA, y DNA (Berezney, 1974, 1977).
Estructura altamente dinamica tejido especifico y con la capacidad de cambiar
dependiendo de los estimulos a los cuales se encuentre sometido el nucleo celular

e inclusive el organismo (Nozawa & Gilbert, 2019; Silva-Santiago et al., 2017).

Un nucleoide es la estructura residual que se obtiene después de la exposicion del
nucleo a detergentes no idnicos y altas concentraciones de sal, el cual consiste en
los bucles desnudos de DNA anclados a la matriz nuclear, en la figura 21 se puede
observar el halo de DNA del nucleoide expandido debido a la exposicion de un

agente intercalante de DNA (Bromuro de Etidio) en linfocitos B.
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Figura 21. Nucleoide de linfocito en el cual se puede observar el halo de DNA expandido y al centro
la matriz nuclear con el DNA anclado. El nucleoide ha sido expuesto a bromuro de etidio y observado
mediante microscopia de fluorescencia.

El analisis funcional de las proteinas de la matriz nuclear demostré estar involucrada
en multiples procesos celulares, algunas proteinas juegan un papel estructural,
otras son proteinas de choque térmico, enzimas, parte de la maquinaria de
replicacion y transcripcion, remodelacion de la cromatina, maduracion y transporte
del RNA e inclusive algunas forman parte del proceso de transduccién de sefiales
(Engelke et al., 2014; Gerace et al., 1978). Su papel estructural fue demostrado al
eliminar el 90% de las histonas y proteinas solubles de la fraccién nuclear y no
observar alteracion en la distribucion de los territorios cromosémicos (Berezney,

1974; H. Ma et al., 1999).

La digestion para la obtencion de la matriz nuclear con ribonucleasas ademas de
disminuir la cantidad de RNA, provoca la liberacion de proteinas asociadas a la
matriz (Barboro et al., 2002; Fey et al., 1986). Lo que lleva a la desaparicidén de los

filamentos nucleares y los elementos granulares, con pérdida de la organizacién de
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los territorios cromosomicos y el colapso de la estructura, lo que podria estar
poniendo de manifiesto que la matriz nuclear es una estructura basada en
tensegridad, utilizando el RNA como fibras que mantienen cada uno de los
componentes rigidos ensamblados (Aranda-Anzaldo, 2016; Fey et al., 1986; He

et al., 1990; loudinkova et al., 2005).

La tensegridad es un principio estructural que se basa la presencia de componentes
aislados comprimidos que se encuentran dentro de una red con tensién continua,
de tal modo que los miembros comprimidos no se tocan entre si y se encuentran
unidos unicamente por medio de componentes traccionados que son los que
delimitan espacialmente el sistema. Dentro del nucleo las interacciones de las
hebras de DNA y/o RNA funcionan como tensores y las proteinas de la matriz
nuclear funcionan como elementos de compresion generando un complejo
estructural basado en tensegridad (figura 22), con un alto grado de estabilidad, pero
aun asi con un gran dinamismo (Aranda-Anzaldo, 2016; Aranda-Anzaldo & Dent,

2017).
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Figura 22. A) Modelo de tensegridad compuesto por puntales de madera y cuerdas de nylon. Las
estructuras rigidas no se encuentran en contacto directo, sino suspendidas y estabilizadas a través
de su conexién mediante elementos de tensién continua. B) Modelo de tensegridad compuesto
unicamente por resortes metalicos interactuantes C) Modelo de tensegridad integrado por puntales
y cables elasticos ensamblados de la misma manera que en la imagen B, pero también conectados
a pequenos palillos con una estructura de tensegridad esférica basada en resortes en su centro, los
resortes no son visibles debido al fondo de la imagen. Este modelo jerarquico de tensegridad ha sido
utilizado para modelar alteraciones de forma en células nucleadas, asi como cuando un grupo de
elementos del modelo son anclados a un sustrato rigido para modelar la adhesién celular, el
aplanamiento celular, la expansién celular y nuclear de manera coordinada, como se muestra en D.
Las células vivas muestran el mismo comportamiento cuando se anclan a la matriz extracelular o en
cultivo (Ingber et al., 2014).

Las proteinas de MN ejercen un papel estructural en el nucleo de la célula; sin
embargo, también tienen otras funciones. A pesar de que la composicion de la
matriz nuclear es tejido especifica (Fey & Penman, 1988), existe un gran grupo de

proteinas que es compartido por todas las células (Stuurman et al., 1990).
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Un estudio revelé un conjunto de 272 proteinas que forman el core de la matriz
nuclear en diferentes lineas celulares y alrededor de 2380 son tejido especifico
(Engelke et al.,, 2014). Se ha demostrado in vivo e in vitro que proteinas
pertenecientes a la MN pueden interactuar tanto con DNA como con RNA (Géhring,
1997; Hibino et al., 2006). Inclusive muchas de las asociaciones proteina-proteina
podrian estar mediadas por DNA y/o RNA, ya que fueron identificadas por técnicas
que no diferencian las interacciones directas y las mediadas por acidos nucleicos.
La descripcion de las interacciones de las proteinas de matriz nuclear es numerosa
y una de esas grandes interacciones las tienen las ldminas nucleares (lamina A/C,
lamina B1 y B2) que son proteinas pertenecientes a los filamentos intermedios,
estan codificadas por los genes LMNA, LMNB1 y LMNB2, donde la lamina C es
producto de splicing alternativo del transcrito del gen de lamina A. Las laminas,
ademas de encontrarse adosadas a la cara interna de la envoltura nuclear se
dispersan hacia el interior del nucleo y pueden formar estructuras bien organizadas
similares a canales, por los cuales transitan las moléculas necesarias para el
metabolismo nuclear (Legartova et al., 2014). Las laminas son cuantitativamente
uno de los elementos mas importantes de la MN (Engelke et al., 2014; Fey &
Penman, 1988) e interactuan directamente con el DNA para formar los anclajes de
bucles estructurales, el tipo y contenido de lamina define la rigidez nuclear y el
estado posmitotico celular (Armando Aranda-Anzaldo & Dent, 2017; Guilly et al.,

1990; Ivanovic-Matic, S., 2000; Rober et al., 1990).

Las laminas también se asocian con un grupo de proteinas conocidas como LINC

proteins (links nucleoskeleton-cytoskeleton) (Simon & Wilson, 2011). Un gran
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numero de proteinas estan asociadas a la envoltura nuclear, sin embargo, so6lo dos
grupos atraviesan el espacio perinuclear y conectan el interior del nucleo con el
citoplasma. Estos complejos proteicos corresponden a las proteinas LINC (links
nucleoesqueleton cytoesqueleton) y el complejo del poro nuclear. Las proteinas
LINC son proteinas que al unirse forman un complejo que atraviesa la envoltura
nuclear, corresponden en mamiferos, a las Nesprinas y proteinas SUN (Sad1 and
UNC-84 domain-containing proteins) (Horn, 2014). Las Nesprinas mediante el
dominio que queda expuesto al citoplasma interactuan con actina (nesprina 1-2),
microtubulos (nesprina 3-4) y filamentos intermedios (nesprina 3), a su vez las
proteinas SUN, mediante el dominio que exponen al nucleoplasma, se unen a
emerina, laminas y la cromatina. Si a este cumulo de interacciones se afiaden las
uniones celulares, podemos apreciar la existencia de una red (DNA-laminas-
proteinas LINC-citoesqueleto-uniones celulares), capaz de transmitir sefiales
mecanicas, que se extiende desde células adyacentes y la matriz extracelular hasta

el interior del nucleo (Simon & Wilson, 2011).
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Estructura de orden superior en el nucleo

Como ya ha sido mencionado anteriormente durante la interfase el DNA de los
metazoarios se encuentra organizado en bucles hiperenrollados anclados por su
base a la matriz nuclear. Los bucles se anclan a la MN mediante secuencias
conocidas como regiones de asociacién o union a la matriz (MARs) aunque no
existen secuencias consenso que definan a priori a los MARs, estos tienden a ser

regiones ricas en A-T y de secuencias repetidas. (Ottaviani et al., 2008)

Estudios recientes sugieren que la capacidad de un fragmento de DNA de asociarse
a la matriz nuclear in vitro depende principalmente de la longitud del fragmento, lo
que muestra que la capacidad de union a la matriz nuclear se relaciona
primordialmente con la topologia local del fragmento de DNA en suspension.

(Garcia-Vilchis & Aranda-Anzaldo, 2017)

In situ los MARs han sido clasificados en forma operacional como estructurales si
resisten la extraccion con altas concentraciones de sal (2 M) y facultativos (quiza
funcionales) si no resisten dicha extraccion (Maya-Mendoza & Aranda-Anzaldo,
2003). Los MARs estructurales son mejor conocidos como regiones de anclaje del
bucle (LARs). Por lo tanto, los bucles resultantes se pueden clasificar en
estructurales y facultativos (Elcock & Bridger, 2008; Razin, 2001; Rivera-Mulia &

Aranda-Anzaldo, 2010).
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Ya ha sido demostrado que las interacciones mas estables de tipo estructural que
se establecen entre el DNA y la MN no requieren la participacion de proteinas de la
cromatina ya que al eliminar este tipo de proteinas las interacciones se mantienen
(Rivera-Mulia & Aranda-Anzaldo, 2010; Trevilla-Garcia & Aranda-Anzaldo, 2012);
esta distribucién espacial del genoma con su interaccion con proteinas de la matriz
nuclear definen la estructura de orden superior en el nucleo (EOSN), dichas
interacciones son tejido-especificas al igual que la organizacién del genoma en
bucles estructurales (Alva-Medina et al., 2010; Aranda-Anzaldo, 2009; Trevilla-

Garcia & Aranda-Anzaldo, 2011).

Existe importante evidencia de que los bucles estructurales corresponden a los
replicones in vivo (Castillo-Mora & Aranda-Anzaldo, 2012; Rivera-Mulia et al., 2011).
En metazoarios no existen secuencias consenso definidas que actuen como
origenes de replicacion (ORIs), pero varios ORIs caracterizados en metazoarios
comparten propiedades asociadas con los MARs y co-mapean o se localizan
proximos a LARs (Buongiorno-Nardelli et al., 1982; Cayrou et al., 2010; Razin,

2001).

Por otra parte, existe amplia evidencia de que algunos ORIs se encuentran
asociados en forma permanente con la matriz nuclear mientras que otros se asocian
en forma dinamica con ella (Anachkova et al., 2005; Djeliova et al., 2001; Ortega &
DePamphilis, 1998), pero dicha asociacion parece ser indispensable para que

ocurra la replicacién (Djeliova et al., 2001; Rivera-Mulia et al., 2011).
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Los ORIs de metazoarios se dividen en constitutivos y flexibles, estos ultimos sélo
se activan dependiendo de las condiciones celulares y son tejido-especificos al igual
que los SIRs (Letessier et al., 2011), esto sugiere que existe una posible conexion
de tipo estructural entre ORIs, SIRs y bucles estructurales de DNA (Cayrou et al.,

2010; Méchali, 2010).
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Justificacion

Los sitios fragiles cromosdmicos son loci susceptibles de presentar constricciones,
discontinuidades, rupturas y re-arreglos en cromosomas metafasicos de células
sujetas a tratamientos que inhiben parcialmente la replicacion del DNA (estrés
replicativo). Los sitios fragiles se agrupan en dos clases: raros y comunes. Los
primeros ocurren en < 5% de la poblacidn humana mientras que los SFCs estan
presentes al parecer en todos los individuos (aunque se expresan con diferente
frecuencia o severidad) y son considerados componentes intrinsecos de la
estructura de los cromosomas (Palumbo & Russo, 2019). Los SFC son lugares
preferentes de intercambio de cromatidas hermanas, de integracion de DNA viral,
delecidn, translocacién, amplificacion génica en lesiones pre-neoplasicas y tumores
malignos de elevada incidencia, lo que sugiere su participacion temprana en la

oncogénesis (Debatisse et al., 2012; Lukusa & Fryns, 2008).

De diferentes SFC mapeados en linfocitos humanos (Mrasek et al., 2010) y los
analizados a nivel molecular se ha observado que corresponden a mega-bases de
DNA que se traslapan con genes muy grandes (Smith et al., 2007). FRA3B es el
SFC mas activo y fragil del genoma humano y se extiende sobre mas de 500 kb
dentro del gen FHIT que mide ~ 1.5 Mb y esta ubicado en el brazo corto del
cromosoma 3 en la region 3p14.2 (Debatisse et al., 2012; Wali, 2010). FRA3B se
localiza en una banda cromosomica con tendencia a la delecion con elevada

frecuencia en tumores solidos, lo que podria estar sugiriendo la presencia de un gen
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supresor de tumores en esa region. Deleciones homocigotas dentro de FHIT
ocurren con frecuencia en una amplia gama de tumores malignos y de lineas
celulares derivadas de tumores (Wali, 2010). FHIT contiene 10 pequefios exones
que dan origen a un cDNA de 1.1 kb. Los cuatro primeros y el ultimo exén no
codifican, los exones del 5 al 9 codifican a una proteina de 16.8 Kd que corresponde
a una trifosfato-hidrolasa tipica cuyas posibles acciones como supresor de tumores
son objeto de intenso estudio (Palumbo & Russo, 2019; Wali, 2010). Alrededor del
exon 5 se ubica el epicentro o zona critica de fragilidad cromosomica (Shiraishi et

al., 2001).

Estudios recientes establecieron que la manifestaciéon de los SFCs es tejido-
especifica y que la notable manifestacién de FRA3B en linfocitos se correlaciona
con la carencia de sitios de iniciacion de la replicacion a lo largo de 700 kb de FHIT
que se traslapan con FRA3B, mientras que la manifestacion de FRA3B es
insignificante en fibroblastos que muestran una densidad normal SIRs en la misma

region de 700 kb (Letessier et al., 2011).

La presencia de horquillas de replicacion con la necesidad de viajar largas
distancias a partir de SIRs muy espaciados se correlaciona con la fragilidad de
FRAS3B, pero no es suficiente para explicarla pues otras zonas del genoma también
presentan escasez de SIRs sin mostrar dicha fragilidad (Letessier et al., 2011). Por

otra parte, se ha establecido que la replicacion de genes muy grandes (> 750 kb)
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inicia en la fase S tardia y termina en la fase G2 del ciclo celular (Helmrich et al.,

2011; Letessier et al., 2011).

Todo lo anterior sugiere que existe una base estructural tejido-especifica para la
presencia de los SFCs. La evidencia indica que los SFCs humanos estan
conservados y se expresan en primates y roedores, los ortélogos de tales SFCs
corresponden a secuencias genomicas muy conservadas entre estos mamiferos
(Helmrich et al., 2006; Palumbo & Russo, 2019). El ortélogo de FRA3B/FHIT ha sido
plenamente caracterizado en el cromosoma 14 del raton (Fra14A2/FHIT)
corresponde a un SFC en el ratdn y la zona critica de fragilidad centrada en el exén
5 es muy similar a la descrita en el humano (Glover et al., 1998; Shiraishi et al.,
2001), por lo cual se considera que el locus murino es un modelo adecuado para

estudiar las causas de la fragilidad de los SFCs humanos.

Durante la interfase el DNA de los metazoarios esta organizado en bucles
hiperenrollados anclados por su base a una subestructura de naturaleza proteica
conocida como matriz nuclear. La MN es un compartimento dinamico cuya
composicidon exacta es materia de debate pero constituye un medio estructural para
la organizacién del genoma vy la fisiologia nuclear (Mika & Rost, 2005; Nickerson,
2001; Radulescu & Cleveland, 2010; Tsutsui et al., 2005). Los bucles se anclan a la
MN mediante secuencias conocidas como regiones de asociacion o union a la

matriz (MARs por sus siglas en inglés) pero no existen secuencias consenso que
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definan a priori a los MARs que tienden a ser ricos en A-T y secuencias repetidas
(Ottaviani et al., 2008). In situ los MARs han sido clasificados en forma operacional
como estructurales que resisten la extraccion con altas concentraciones de sal y
facultativos (quiza funcionales) que no resisten dicha extraccion (Maya-Mendoza &
Aranda-Anzaldo, 2003; Razin, 2001). Los MARs estructurales se conocen como
regiones de anclaje del bucle (Razin, 2001). Por lo tanto, los bucles resultantes se
pueden clasificar en estructurales y facultativos (Elcock & Bridger, 2008; Rivera-
Mulia & Aranda-Anzaldo, 2010). Las interacciones estables de tipo estructural entre
el DNA y la MN no requieren la participacion de proteinas de la cromatina y definen
una EOSN (Alva-Medina et al., 2010; Aranda-Anzaldo, 2009). Dichas interacciones
son tejido-especificas al igual que la organizacion del genoma en bucles
estructurales (Rivera-Mulia & Aranda-Anzaldo, 2010; Trevilla-Garcia & Aranda-

Anzaldo, 2011, 2012).

En metazoarios la replicaciéon y transcripcion del DNA ocurren en complejos
macromoleculares conocidos como fabricas, que corresponden a focos o sitios
discretos dentro del nucleo. Las fabricas estan segregadas en forma especifica para
la replicacion o para la transcripcion (Cook, 1999; Wei et al., 1998). Dichas fabricas
se organizan sobre o con respecto a la MN (Anachkova et al., 2005; Chakalova &
Fraser, 2010). Existe importante evidencia mostrando que los bucles estructurales
corresponden a los replicones in vivo (Buongiorno-Nardelli et al., 1982; Castillo-
Mora & Aranda-Anzaldo, 2012; Razin, 2001; Rivera-Mulia et al., 2011; Tomilin et al.,

1995). En metazoarios no existen secuencias consenso que actuen como origenes
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de replicacion, pero varios ORIs caracterizados en metazoarios comparten
propiedades asociadas con los MARs y co-mapean o se localizan préximos a LARs

(Cayrou et al., 2012; Méchali, 2010; Razin, 2001).

Por otra parte, existe evidencia de que algunos ORIs se encuentran asociados en
forma permanente con la MN mientras que otros ORIs se asocian en forma dinamica
con la MN, pero dicha asociacion parece ser indispensable para que ocurra la
replicacion (Anachkova et al., 2005; Djeliova et al., 2001; Ortega & DePamphilis,
1998; Rivera-Mulia et al., 2011). Los ORIs de metazoarios se dividen en
constitutivos y flexibles, estos ultimos so6lo se activan dependiendo de las
condiciones celulares y pueden ser tejido-especificos (Méchali, 2010) al igual que
los SIRs (Letessier et al., 2011), esto sugiere que existe una posible conexién de

tipo estructural entre ORIs, SIRs y bucles estructurales de DNA.
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Hipotesis

La organizacion en bucles estructurales de la region gendmica correspondiente al
SFC de Fra14A2/FHIT determina cuales son los replicones y cuales con los SIRs y
ORls utilizables para la replicacion de dicha regién. Por lo tanto, diferencias tejido-
especificas en dicha organizacion determinan la dinamica local de la replicacion que

puede dar como resultado la manifestacion tejido-especifica del SFC Fra14A2.

61



Objetivo general

Realizar un estudio comparativo de la organizacion en bucles estructurales de la

region gendmica correspondiente al epicentro de fragilidad de Fra14A2/FHIT en tres

tipos de células primarias de ratén que manifiestan (linfocitos B) y no manifiestan

(neuronas y hepatocitos) al SFC Fra14A2.

Objetivos particulares

1)

2)

3)

Determinar la organizacion en bucles estructurales de la regién de 200 kb
centrada en el exdn 5 de FHIT en linfocitos B de raton. Estas células pueden
manifestar el SFC Fra14A2 y transcriben activamente al gen FHIT ademas

de que pueden replicar al DNA.

Determinar la organizacion en bucles estructurales de la misma region en
hepatocitos de raton. Estas células no manifiestan el SFC Fra14A2 y no

transcriben a FHIT pero pueden replicar al DNA.

Determinar la organizacion en bucles estructurales de la misma region en
neuronas de raton. Estas células son post-mitéticas y por lo tanto no

manifiestan el SFC Fra14A2, pero transcriben activamente a FHIT.
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Material y métodos

Animales experimentales

Los experimentos se realizaron con ratones macho CD1 (por ser una cepa
exogamica) con un peso aproximado de 40 g, de aproximadamente 80 dias de
nacidos, fueron alimentados con agua y comida ad libitum. Los animales fueron
sacrificados bajo anestesia y exposicion a éter etilico, después se procedio a latoma
de tejido. Todos los procedimientos con animales se realizaron de acuerdo con la
Norma Oficial Mexicana para la produccién, cuidado y uso de animales de

laboratorio (NOM-062-ZO00-1999), basada a su vez en normas internacionales.

Purificacion de células primarias

Hepatocitos

La purificacién de hepatocitos primarios de rata se realizé basado en el método
publicado por Freshney (1994) modificado por Maya-Mendoza y Aranda-Anzaldo
(2003). Mediante una incisién que abarca la cavidad abdominal y toracica del ratén
se expone el corazon y se canaliza el ventriculo izquierdo con una aguja calibre
30G, se procede a la perfusion con PBS-A (2.68 mM KCI, 1.47 mM KH2PO4, 136.9
mM NaCl, 7.75 mM de Na:HPO4, pH 7.4) a 37°C durante 5 min a 10 ml/min. Se
corta la vena cava a nivel renal para que se lleve el proceso de drenado de sangre.
Para la disociacion de las células, se extrajo el higado y se perfundid con

colagenasa IV, Sigma (0.0025% colagenasa, 0.075% de CaClz en buffer HEPES,
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pH 7.6) por 8 minutos. El higado se fragmentoé y se filtré a través de una malla con
poros de 400 um y los hepatocitos se separaron mediante sedimentacion por
gravedad durante 20 minutos a 4°C. Los hepatocitos aislados se cuantificaron con
un hemocitometro y fueron utilizados inmediatamente para la purificacion de

nucleoides.

Linfocitos

Para la obtencion de linfocitos B quiescentes, se extrajo el bazo de ratones, los
cuales fueron fragmentados y filtrados a través de una malla con poros de 400 um
en PBS-A. Los linfocitos B totales se purificaron centrifugando el extracto de bazo a
2100 rpm por 15 minutos a temperatura ambiente en gradientes continuos de Percoll
isoténico al 30%. Posteriormente se obtuvieron los linfocitos B quiescentes por
marcaje con microesferas anti CD43 especificas y separacion magnética (columnas
de separacion MACS y mouse CD43 microbeads, Miltenyi Biotec) de acuerdo con
las instrucciones del fabricante. Los linfocitos B quiescentes se cuantificaron con un

hemocitémetro e inmediatamente fueron utilizados para la obtencion de nucleoides.

Nucleos neuronales

Se aislaron los nucleos neuronales con el método descrito por Thompson (1973) y
modificado por Alva-Medina y Aranda-Anzaldo (2010), para lo cual se realizé la
decapitacion de ratones, se expuso el encéfalo y se extrajeron ambos hemisferios

cerebrales. Se disecé la corteza cerebral mediante la separacion a simple vista de
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la materia blanca de la materia gris y meninges. El tejido fresco se homogeneiz6
con 1 ml de sacarosa 2 M (2 M Sacarosa, 1 mM MgClz, 0.25 mM PMSF) con 10-15
golpes del vastago. EI homogeneizado se transfiri6 a un volumen de 8 ml de
sacarosa 2 M y se centrifugé a 49,500 g durante 60 minutos a 4°C. se obtuvo un
precipitado, el cual se lavé con 10 ml de sacarosa 0.32 M (0.32M Sacarosa, 1mM
MgCl2, 0.25 mM PMSF) a 1500 g por 5 minutos. El precipitado resultante contiene
los nucleos neuronales, este se resuspendié en 600 ul de sacarosa 0.32 M y los

nucleos se cuantificaron en un hemocitémetro.

Preparacién de nucleoides

La obtencion de nucleoides se realizd mediante la extraccion con altas
concentraciones de sal y detergentes no idnicos (Cook et al., 1976; Maya-Mendoza
y Aranda-Anzaldo, 2003). Las células primarias obtenidas se resuspendieron en
PBS-A y alicuotas de 50 pl con 3.5 x 10° hepatocitos, 3.5 x 10° nlcleos neuronales
y con 1 x 108 linfocitos B se mezclaron cuidadosamente con 150 ul de buffer de lisis
(2.6 M de NaCl, 1.3 Mm EDTA, 2.6 Mm Tris, 0.6% Triton-X100, pH 8.0). los
hepatocitos se lisaron durante 20 minutos, las neuronas y los linfocitos B durante 10
minutos Finalmente, las muestras fueron lavadas con 14 ml de PBS-A y se
centrifugaron a 3000 rpm 5 minutos a temperatura ambiente. El boton resultante se

recuperd en un volumen de 200 a 300 ul de PBS-A.
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Analisis de la integridad de los nucleoides

Se tomaron muestras de nucleoides de hepatocitos, neuronas y linfocitos B de ratén
y en un volumen de 10 pl y se tifieron con bromuro de etidio a una concentracion
final de 80 pg/ml. Las preparaciones fueron visualizadas inmediatamente bajo un
microscopio Olympus de epifluorescencia BX60; se capturaron imagenes y
secuencia en tiempo real (30 s) con una camara QiClick/QIMAGING, para observar
la expansion del halo fluorescente de DNA, para los linfocitos B se requirid
colocarlos en un medio de mayor densidad que consistid en sacarosa al 30%,

debido a la rapida expansion y destruccion de los nucleoides en este tipo celular.

Mediante la microscopia de contraste de fases se examind la morfologia de las
matrices nucleares, mientras que con la microscopia de fluorescencia se realizé un
analisis de la integridad de los nucleoides y del hiperenrrollamiento de los bucles de

DNA anclados a la MN (A Aranda-Anzaldo & Dent, n.d.).

Se determiné el tamafo promedio del halo de fluorescencia (en micras) de los
nucleoides de linfocitos B a partir del contorno de la MN al limite exterior del halo de
DNA, mediante una herramienta del software Image J (Auto Local
Thresholdv.1.16.1) usando el método Median. Con las medidas se determiné el
tamano promedio del bucle en kilobases correspondientes a los bucles de linfocitos

B a partir del tamafio del halo (Alva-Medina et al., 2011; Maya-Mendoza et al., 2005).
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Digestion de nucleoides con DNAsa |

Los nucleoides lavados (1.8 x 108 nucleoides de hepatocitos, 6 x 10% nucleoides de
linfocitos B y 1.8 x 108 nucleoides de neuronas) se recuperaron en 1.2 ml de PBS-
A. La digestion del DNA se llevd a 37°C a cabo con 0.46 U/ml de DNasa | (Sigma)
para hepatocitos y linfocitos B, en neuronas se utilizaron 0.92 U/ml de DNAsa |
(Sigma) y se afadieron 5 ml de buffer de digestion (10 mM MgClz, 0.1 mM DTT, 50

mM Tris a pH 7.2).

Las reacciones de digestion de los nucleoides se realizaron por 0, 5, 15, 30 y 60
minutos, cada tiempo de digestién contiene 3 x 10° nucleoides de hepatocitos o
neuronas y 1 x 10° nucleoides de linfocitos B quiescentes. A estos tiempos se detuvo
la reaccion de digestion con 200 ul de buffer de paro (0.2 M de EDTA, 10 mM Tris,
pH 7.5, concentracién final de 30 mM EDTA). El boton de nucleoides digeridos se
resuspendié con 1 ml de PBS-A y se centrifugd a 9,000 x g 10 minutos a 4°C. Se

realizaron otros dos lavados similares, pero afiadiendo 1 ml de agua bidestilada.

El boton de nucleoides resultante se resuspendid en 200 pl de agua bidestilada y
mediante espectrofotometria se cuantifico la cantidad de DNA en cada tiempo de
digestién para su utilizacion como templado para la amplificacién de las secuencias

de interés por PCR.
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Disefio de oligonucledtidos

Se disefaron pares de oligonucledtidos utilizando el programa Vector NTI para el
establecimiento de las posiciones topoldgicas, con respecto a la MN, de pequenas
secuencias blanco (amplicones) localizadas a lo largo del gen FHIT murino que tiene
una longitud aproximada de 1.5 Mb. Los oligonucleétidos se disefaron
aproximadamente cada 10 Kb con el fin de establecer intervalos regulares a lo largo

de la region estudiada (tabla 1y figura 23).

También se disefiaron otros pares de oligonucledtidos, para analizar las regiones
tanto a teldmero como a centrémero a una distancia aproximadamente de 350 Kb,

teniendo como referencia al exén 5 (figura 23).

Todos los pares de oligonuclettidos se disefaron tomando en cuenta parametros
importantes que permiten una amplificacion eficiente con las mismas condiciones
(concentraciones de reactivos, temperatura, tiempos y numero de ciclos). Todos lo
pares de oligonucledtidos se disefiaron con una longitud de 20 a 25 pb, conteniendo
de GC entre 50% y 55% (con una diferencia de <3%), temperatura de melting de
55-60 °C (con una diferencia de <2 °C), y amplicones de 250-500 pb. Se evité que
los pares de oligonucledtidos formaran estructuras secundarias con un AG < 1
kcal/mol y dimeros/duplex con un AG < -2 kcal/mol. La especificidad de cada par de
oligonucledtidos fue confirmada por el algoritmo de busqueda de alineamientos del

NCBI (Primer-BLAST [Basic Local Alignment Search Tool]).
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Longitud

Amplicon Primer sentido Primer antisentido e
amplicén
(bp)
A GCTTCAGGCATTTGTCATCCTCC GAGAACAACTGCTTAAAGCTGGGC 532
B GGGTCCTGACTTCACAAGCAGAA CTGAGATTAGCAAGTGGCTTTCGG 502
C GGACTCAGATGGCTGGTTAGCA TGAATGGTGTTAGTCGGGGAGC 432
D GAATCCAGAGTCTGTTGACAAGGC GCTTTATACCATTGGGGCTGCT 448
E ATGTCTGTGTAGGTGGGCTGTGCT GGAGCATGGGCAACTTATGGGTA 262
F ACTTCCCCTCTCTCTGAGATCCAT AGGTCCCTTTCCTTAGCTGAAGAG 438
G GATTTTCAAGTGCTGGGGCATG GTCACAAGAGCAAAGTGGAGCAAC 419
H ACATTAGGACAGGAGCAGAGCATG GGTCCATGTTAGCCTCAACTTCCA 419
I GAAGCCTTGAGTCCCTCCTTTGTA | CACAAACCACCTGAAGCTAATAAGG 465
J GCATCTGGTGTGGCTTTTATTCC CCCTTCCCAGCAAACAGAAGTTAG 481
K TGGAATGATGACCACCTGTAGCTC TTCTAGGAACCTCGCCAGAACCT 292
L AGGAATGAGTACCCTTGGGAAGTG CCCTCAGACTAAGTTGCGATCATG 368
M GCCACTGGTTTCAATAGCCTTG CTACCTCTCTTGTGCCATGTGTCA 258
N AAGGTTGCTTTGTCACCCAAGGAG CCTGGAATTTTCCCATCTCGCTAG 425
O TGAGCAGGAGATACTCAGCACCA CATCCACAATCATAGGCAGAGAGG 393
P GCTACCAAGGCATGTTGCTAACAG CCCAAGTATTTCACATCCCAGCC 292
Q TCAGCACCCCTCCTACCAGTATT CATCCCCCAACAGATGGAGTATAG 271
GTGGACTAGACAACAGAGTACTGGG GGACCAAACATGAGGCTCAG 294
S CTTCTGGGGGAAAATACCATAGGC | GTTTGGCAGACCTACCTGGACTAAC 360
aT GAAGCTGGCGATTCCTTTGAGT GAATAAAGTCAGGCTCTGGGACTG 353
bT AAGTCAGGAGGTGAGACCACTTAGG | GGTAGCTCTTGTCCATACCCTTGG 290
cT TGAACTGGACTGTTGGGCATAGT TGGTGGGGATGATGGCATAA 265
dT CATGCCTGACCACACCCATGATAT TGGACCTGGAGAGATGATTTAGCC 468
eT TTGGTTTGACACGGCAATGG CCCCACACACTTCCCTCTTATCAA 465
fT AAGACTCTTCCCTGCTGAATGCTC GGACTCTACTGTTTGCCTGTTTCC 287
gT CCCTGACTAAAACACTCCTCACCTG | GGCAGAGCATGTGATTGTGGTACA 434

69



hT CAAGCCTGGTTCCCTAGTAAGTGA GGACTGGACTGCCTTTTCTTCAGT 310

iT GGGTACAAGGCAGTGGTAGAACAC | GGAAAAGAGGAGAGAAGTGGGGTC 306
iT GCTTAAAGGGAACTGATGGGGA GGTCACCATACCCTCCAATGACTT 340
kC GTAAATGAGGTCCTGACCAGCCT GGTGACACTGATGTGACACTTTGC 298
IC TCTGTGTGCTGTTTCTCTGAGGAGG | GGATGCTGCCTTGCTTATCTTCTG 450
mC GGTCACCATAGTCTTCACAGTCCC TGCCTCCAGTCATGCTACCA 253
nC GATATGTAGGAGCAGATGGGCGT GGGTCTAAAGGCTCATGGGAAGAT 345
oC GTAAACACTGGCTTTCTCTGCTGC GAGGGGTGGTCTCTCATCATTCTT 433
pC TGCTCCTGATGAAAGAAAGCTATTC | GGATTTTACCACGCTCATTATGACA 367
qC GTTGTGTGTGGGGGTAACCAGTAA CCACTGCTGGAGACTTTTCTCTCT 499
rc GTTAATGGATGGCAGAGCACCTC CCTGATGGTCTCACTTGACAACCT 485
sC AAAGGAGTTGCTGTCACCTGAGTG GCATGGACAAGGCAGGATATTTC 458
tC TCCTCTGTCAGGGGAAAGTGAAC CAGCGTGAGACCATGTATCAACTG 550
uC GCCACCACCTTCCTGCTGAATA CCCATATCTCTGATTCCAGCCTTG 450
vC AATCAAGATCGCAGCCATGAGC GCCCTCCCTCAAGCATGTATAAGTC 296
wC CTAGACCTTATGAGAGAGGAGGGGA | GTGGACAGCAAAGAGATCCTTCCT 310
xC CTGGTTTTGTGATAGAGCAAGGGG GGTCGCTTTTGAATCACCTGGTC 275
yC CAAAGGCAGAGGGGTCCTAAGAA AAGCGTAGGGGTCGAAACCACT 274
zC GACTAGCAACAGACGTTCTCCTTCC CCACGGAACCCAACAGTGTTAA 253
ac TTTGGTCCCCACCAGAGCAGTA GAAGGCAGGTAATCCTACAGGAGG 285
b'C AGGTCAAGCACCTTCTTACAGAGC CCAGAGCTGTCAACAGTCACACAA 495
c'C TCCCCCAGTTCAGATAAGTTCACC CCACGTAGTCAACCAAATGAGACC 285
d'c TTCTTTGCCTGGTCCCTGGA GATAAAGGTGGACGGGGCTTAA 418
e'C TGATGCTGTTGTCTTCCCCATGTC CCTCCTGTGAATCACTACCCTTCCA 320
CD TTCCCACTGATCCTACCTGAAATG GCACTGACAGCACAGAAATTCTTTG 383
HI GGAAGCTATGTGCAGACAGTTGTG GCCTTCACACCACAAGTACTGACA 363
LM GGACATCTGGGTTTAGGAGGGA TTCCAGTCGGATGCACACCA 200
RS ACTGGTAGCCTCAACTTCTGACCC GGATAACTGGGGGAAGAACAGG 442

Tabla 1. Pares de oligonucleétidos utilizados para la amplificaciéon de regiones especificas del gen
FHIT. A-S corresponden a los pares de oligonucleétidos con una distribucién aproximada de 10 Kb
cubriendo una regién de 180 Kb que incluye al exdn 5 en donde se encuentra la zona critica de
fragilidad. aT-jT corresponde a los pares de oligonucleétidos que se generaron para la region situada
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aproximadamente a 350 Kb en direccién al telomero a partir del exén 5 cubriendo una region
aproximada de 90 Kb. aC-e’C corresponde a los pares de oligonucleétidos para la region situada
aproximadamente a 350 Kb a partir del exdn 5 en direccion al centrémero cubriendo una regién
aproximada de 210 Kb. CD, HI, LM, RS corresponden a pares de nucleétidos intercalados dentro de
la region analizada de 180 Kb centrada en la zona critica de fragilidad.

ARIS
100 Kbp

lTelomere Exon § Centromere.
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HI R

Figura 23. La linea negra representa al gen FHIT de aproximadamente 1.5 Mb, en gris se pueden
observar los 10 diferentes exones, la linea roja representa al exén 5 donde se centra el grado maximo
de fragilidad. En morado se puede observar la zona critica de fragilidad (CZF) que abarca
aproximadamente 500 Kb. La linea azul claro representa la zona con ausencia de sitios de iniciacion
de la replicacion (ARIS) que corresponde aproximadamente a 700 Kb. Las lineas verdes
corresponden a las regiones analizadas mediante al mapeo topolégico, la verde obscuro se centra
en una region aproximada de 180 Kb, mientras que las verde claro corresponden a las regiones
hacia centromero y teldmero analizadas a 350 Kb a partir del exén 5.

Amplificacion por PCR

Diez nanogramos de nucleoides digeridos parcialmente de hepatocitos, neuronas o
linfocitos B se utilizaron como templado para la amplificacién por PCR de pequefias
secuencias blanco. A cada reacciéon de PCR se le afadi6 0.7 U de DNA polimerasa
GoTaq (Promega), 3.0 mM de MgClz, 0.2 mM de cada dNTP (adenina, guanina,
citosina, timina) y 0.1 mM de cada oligonucleétido (sentido y antisentido). La
amplificacion se realizé en un termociclador (Applied Biosystems 2720) y se utilizd
el mismo programa de amplificacion para todos los pares de oligonucleotidos:

desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5 min, 35 ciclos de desnaturalizacion a 94°C
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por 45 segundos, alineamiento a 56°C por 30 segundos, extension a 72°C por 1
minuto y una extension final a 72°C durante 10 minutos. La identidad de todos los
productos amplificados fue confirmada por analisis de restriccién utilizando enzimas
de restricciéon de corte unico. Los productos amplificados por PCR se separaron por
electroforesis en geles de agarosa al 2% con buffer TBE 0.5X a 120 volts y 450 mA.
El gel se tind con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) para la visualizacion y analisis de
las bandas correspondientes a cada amplicon con luz UV, utilizando el programa
Kodak ID Image Analysis Software 3.5 system. La presencia o ausencia de las
bandas correspondientes a cada amplicon se determiné como positiva o negativa,
de acuerdo con su deteccion con el programa de analisis de imagenes utilizado con

los parametros predeterminados por el fabricante.

Mapeo topoldgico

El nucleoide es la estructura compuesta por los bucles de DNA desnudo ancladas
a la matriz nuclear, por la restriccion a la libre rotacion impuesta por las proteinas
de la matriz nuclear el DNA tiene tension estructural, para disiparla se hiperenrolla
sobre si mismo adquiriendo la conformacion plectonémica como se observa en la
figura 24. Cada bucle de DNA al encontrarse restringido por su base se puede

analizar desde el punto de vista topoldégico como un circulo.
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Figura 24. Esquema de un bucle de DNA libre de proteinas de la cromatina asociado a la MN. Se
muestran las propiedades topoldgicas como el hiperenrrollamiento, el cual es menor en la zona distal
del bucle y la relacion de proximidad relativa del DNA con la MN lo que genera un impedimento de
tipo estérico para la actividad de la DNAsa I. Debido a estas caracteristicas topoldgicas, los bucles
de DNA muestran una sensibilidad diferencial al corte por la DNAsa I. en el método desarrollado se
establece una correlacion entre la distancia relativa del bucle de DNA a la MN y la actividad de la
DNAsa I. con base en las cinéticas de digestién en los diferente tiempos se definen las zonas
topoldgicas que indican la distancia relativa del bucle a la MN. (Rivera-Mulia & Aranda-Anzaldo,
2010)

En el laboratorio se desarrolld un meétodo para determinar las interacciones
tridimensionales de los bucles de DNA asociados con la MN de cualquier region
gendmica con secuencia conocida. El método se basa en principios topologicos
elementales como las relaciones de vecindad y/o proximidad y la continuidad del
objeto que se estudia. Con base en estos conceptos surge el principio topoldgico al
mapear la posicion relativa de puntos consecutivos en una fibra deformable de DNA,

con respecto a un referente de posicién invariante (la matriz nuclear), se puede

deducir la trayectoria y por lo tanto la conformacién espacial en tres dimensiones de
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la fibra en cuestion como al unir los puntos en la figura 25 (Maya-Mendoza & Aranda-

Anzaldo, 2003; Rivera-Mulia & Aranda-Anzaldo, 2010).
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Figura 25. Esquema que ilustra como se puede terminar la trayectoria espacial de una fibra
deformable al determinar la posicidn relativa de puntos ubicados en la fibra con respecto a un
invariante posicional (en este caso el suelo).

Al exponer los nucleoides a concentraciones limitadas de DNAsa | los bucles de
DNA muestran una resistencia a la actividad de la enzima directamente proporcional
al grado de hiperenrrollamiento y a su proximidad con la matriz nuclear (Maya-
Mendoza & Aranda-Anzaldo, 2003). El comportamiento observado se debe al
impedimento estérico que establecen la presencia de las proteinas de la matriz
nuclear y el grado de hiperenrrollamiento del bucle de DNA que representa una
barrera de tipo estructural para la actividad de la DNAsa | ya que su corte es de

cadena sencilla (Maya-Mendoza et al., 2004).
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En la realizacion de los experimentos se trabajan con grandes cantidades de
nucleoides, los cuales son expuestos a concentraciones limitadas de DNAsa |, esto
nos permite determinar tendencias de manera consistente en la cual la sensibilidad
del bucle de DNA a la enzima es inversamente proporcional a su distancia relativa
a la MN. Por lo tanto, las regiones distales del bucle son digeridas inicialmente,
mientras que las regiones mas cercanas a la MN son digeridas de manera mas
tardia como se muestra en la figura 26. EI DNA que se encuentra interactuando
estrechamente con las proteinas de la matriz nuclear corresponde a la zona
embebida, este DNA es extremadamente resistente a la accion enzimatica aun
exponiendo los nucleoides a altas concentraciones de la enzima permanece
aproximadamente un 2% de DNA no digerible, dichas regiones que en promedio
tienen alrededor de 1.5 Kb de longitud en hepatocitos podrian corresponder a los

anclajes de los bucles a la matriz nuclear (Berezney & Buchholtz, 1981).

El método general para llevar a cabo el mapeo topoldgico se ilustra en la figura 26.
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Figura 26. Procedimiento para llevar a cabo el mapeo posicional de secuencias especificas con
respecto a la matriz nuclear. (A) Nucleoides preparados a partir de células primarias de raton los
cuales son expuestos a DNAsa | para llevar a cabo la digestion progresiva de los bucles de DNA
obteniéndose una cinética de digestion de dos fases. (B) Muestras de nucleoides parcialmente
digeridos, la perdida de la fluorescencia se puede observar en (C), lo que representa la pérdida
gradual de su contenido de DNA. Las muestras de nucleoides parcialmente digeridos en distintos
tiempos son utilizadas como templado para la amplificacion por PCR de secuencias especificas que

son ubicadas en zonas tipolégicas con respecto a la MN (Rivera-Mulia & Aranda-Anzaldo, 2010).
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Los resultados presentados en esta tesis fueron publicados (Guadarrama-Ponce R,
Aranda-Anzaldo A. The epicenter of chromosomal fragility of Fra14A2, the mouse
ortholog of human FRA3B common fragile site, is largely attached to the nuclear
matrix in lymphocytes but not in other cell types that do not express such a fragility.
J Cell Biochem. 2020;121(3):2209-2224.d0i:10.1002/jcb.29444 'y el articulo

correspondiente esta en el anexo | de esta tesis.

Resultados

Caracterizacion biofisica de la EOSN en hepatocitos, linfocitos y neuronas de
ratén

Los nucleoides fueron las estructuras obtenidas al someter los nucleos de células
primarias (linfocitos B, hepatocitos y neuronas) a altas concentraciones de sal y
detergentes no idnicos, los detergentes permitieron la eliminacion de los lipidos de
membrana y las altas concentraciones de sal eliminaron la mayoria de las proteinas
que se encontraban interactuando de manera funcional con el DNA dentro del
nucleo, dejando la hebra de DNA libre de proteinas de la cromatina interactuando
con las ribonucleoproteinas de la matriz nuclear (Cook et al., 1976; Vogelstein et al.,

1980).

Los bucles de DNA se observaron mediante microscopia de fluorescencia cuando
los nucleoides se expusieron a un agente intercalante del DNA como el bromuro de

etidio, que actu6 como palanca molecular intercalandose entre las bases
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nitrogenadas. El desenrollamiento del DNA se manifesté mediante la formacion de

un halo fluorescente de DNA alrededor de la matriz nuclear (figura 27).

8 Inicio

Medio

Final

Figura 27. En la imagen A en naranja se puede observar la expansion de un nucleoide de linfocito B
expuesto a 80 pl/ml de bromuro de etidio en su etapa inicial, media y final (5 segundos
aproximadamente), las imagenes en blanco y negro corresponden a las mismas imagenes
analizadas con el software Image J 1.52a, las imagenes han sido convertidas a 8-bit, para poder ser
analizadas mediante el software de manera automatica, ajustando la imagen convertida mediante el
comando Auto Local Threshold lo que convierte la imagen en blanco y negro y permite una mejor
deteccion del halo, después se realiza un traslape de la imagen con una micrografia de una esfera
de 15 ym lo que permite determinar el tamafo de la expansioén del halo de cada nucleoide en
micrometros. En B se puede observar el proceso anterior de tres nucleoides diferentes.

La resistencia de la MN y la forma del halo una vez alcanzado su grado maximo de

expansion aporto informacion sobre la estabilidad, el tamafio promedio de los bucles

y el numero de anclajes entre el DNA y la MN. El tamafo promedio de los bucles de
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DNA desde su anclaje hasta la zona mas distal se determiné midiendo el diametro
del halo ya que es directamente proporcional a ellos como lo reporté Maya-Mendoza

en el 2005.

Se encontro que el tamario del bucle promedio de DNA fue distinto entre hepatocitos
y neuronas de ratones del mismo sexo y edad, dichos datos fueron equiparables a
los obtenidos a partir de las mismas células primarias en rata reportado por Silva-
Santiago en el 2017.

Caracterizacion comparativa de los bucles estructurales de DNA del gen FHIT
entre neuronas, hepatocitos y linfocitos B naive de ratdn adulto

En el trabajo se realizé un estudio comparativo entre los halos de DNA resultantes
de la exposicion de nucleoides de linfocitos B a bromuro de etidio en ratones de 80
dias de nacidos. Los resultados indicaron que el tamafo del halo promedio en
linfocitos B es muy similar al de hepatocitos y significativamente mas grande
comparado con los de neuronas (tabla 2). Las mediciones del tamafo del diametro
de los halos indicaron que los linfocitos B cuentan con un numero similar de bucles
de DNA anclados a la MN en relacién con los hepatocitos y con un numero menor
de anclajes respecto a las neuronas como lo observé Trevilla-Garcia en el 2011 en

rata.
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Linfocitos B | Hepatocitos Neuronas

n =168 n=74 n=134

Radio del halo en micrémetros

de la base ala punta del bucle 12.96+£0.25 | 13.04£123 8.15+0.86

Radio del halo en kilobases de

38.11+0.74 | 38.35+3.82 | 23.97 +2.53
la base ala punta del bucle

Tamafno promedio del bucle de

. 76.22+148 | 76.7+7.64 | 47.94 + 5.06
punta a punta en kilobases

Tabla 2. Radio del halo de fluorescencia de los nucleoides de hepatocitos, linfocitos B y neuronas de
ratén. Tamafo promedio del bucle de DNA estimado para hepatocitos, linfocitos B y neuronas de
ratén (Silva-Santiago et al., 2017).

Cinéticas de digestién con DNAsa | de neuronas, hepatocitos y linfocitos B
naive de raton adulto

Los bucles de DNA se encuentran topoldgicamente restringidos al encontrarse
anclados a la MN, por lo que cada bucle de DNA tiene un comportamiento parecido
a una molécula circular de DNA. El estrés estructural observado en la doble hélice
de DNA lo induce a desarrollar un subenrollamiento negativo y asi poder disipar el
estrés al que esta sometido y por lo tanto no presentar rupturas en la hebra o la
separacion de las cadenas por el rompimiento de los puentes de hidréogeno entre
cadenas de DNA. La gran cantidad de nucleoides sometidos a digestion con
pequeinas concentraciones de DNAsa | mostraron una cinética de digestiéon del DNA

unido a la MN altamente reproducible.
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El comportamiento de las cinéticas generd dos fases perfectamente identificables y
basados en los tiempos de digestion establecimos cuatro zonas topoldgicas como
resultado a su relacién espacial con la MN (distal, proximal, muy cercana y
embebida). Los nucleoides de hepatocitos y linfocitos B mostraron diferentes
cinéticas de digestion del DNA unido a la MN cuando se expusieron a 0.46 U/ml de
DNAsa |. Las pendientes de la curva de digestion tendieron a cero en las zonas
donde el DNA se encuentra embebido dentro de la MN, comportamiento que se
mantiene inclusive cuando las muestras se sometieron a tiempos de incubacién mas
prolongados en presencia de la enzima. A los 60 minutos de digestién la cantidad
de DNA en la zona embebida fue de aproximadamente 23% para hepatocitos, 22%
para neuronas y alrededor del 2% para linfocitos B (figura 28) (Guadarrama-Ponce

& Aranda-Anzaldo, 2020).
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Figura 28. Cinética de digestion de nucleoides. A. Nucleoides de neuronas primarias de raton DNAsa |
(0.96U/ml) (n=7). B. Nucleoides de hepatocitos de ratdn digeridos con DNAsa | (0.46U/ml) (n=6). C. Nucleoides
de linfocitos B naive de ratén digeridos con DNAsa | (0.46U/ml) (n=4). Cada valor de tiempo es un promedio de
experimentos separados con muestras obtenidas de animales diferentes. Las barras indican las desviaciones
estandar correspondientes. Las zonas topoldgicas relacionadas a la MN (distal, proximal, muy cerca y
embebida dentro de la MN) corresponden a la disminucién en el porcentaje del DNA total unido a la MN y donde
se definié de acuerdo con el tiempo correspondiente en cada secciéon (Guadarrama-Ponce & Aranda-Anzaldo,
2020).
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Las curvas de digestion de los linfocitos B fueron consistentes con el hecho de que
la MN de éstos es menos densa que la de los hepatocitos y las neuronas, debido a
que la MN de linfocitos carece de laminas A/C (Rober et al., 1990), las cuales son
el principal componente de la MN madura. Por lo tanto pudimos observar como la
exposicion al bromuro de etidio induce la ruptura de su MN como se muestra en la

figura 29, efecto que no se encontré en nucleoides de neuronas y hepatocitos.
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Figura 29. a) Iméagenes de linfocitos tomadas a tiempos consecutivos (5 segundos
aproximadamente) se puede observar como se genera la expansion del halo de nucleoides
expuestos a bromuro de etidio, en las ultimas imagenes se observa la destruccion de la MN debido
a la baja densidad de la MN debido a la carencia de lamina A/C. b) Imagen de nucleoide de neurona
expuesto a bromuro de etidio, la cual se mantiene por 60 segundos. c) Imagen de nucleoide de
hepatocito expuesto a bromuro de etidio, la estructura se observa por 60 segundos.

Los nucleoides de neuronas requirieron una digestion con 0.92 U/ml de DNAsa |
para obtener una curva de digestién con la morfologia que permita identificar las
cuatro zonas topoldgicas relativas a la MN, quedando como remanente un 22% de
DNA interactuando con la MN después de 60 minutos de digestién, muy similar a
lo observado en hepatocitos. La necesidad de incrementar la concentracion de
enzima para obtener la cinética de digestion buscada implica que los nucleoides
neuronales presentan un grado de superenrollamiento mayor en sus bucles y que
en promedio un mayor porcentaje de DNA se encuentra mas cercano a la MN, lo
que es consistente con el menor diametro observado en el experimento del halo,
en relacion con los hepatocitos y los linfocitos B. Todo esto muestra que, la
organizacion del genoma dentro del nucleo es tejido especifica (Guadarrama-

Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).

El DNA se ancla a la MN mediante regiones conocidas como MARs/LARs, en las
cuales no se ha determinado una secuencia consenso, sin embargo, se ha
observado que su afinidad por la MN se basa en lecturas indirectas, lo que quiere
decir que la interaccion DNA-MN no depende de la secuencia del DNA sino de
caracteristicas intrinsecas de la hebra como el tamafo o la flexibilidad (Garcia-
Vilchis & Aranda-Anzaldo, 2017). EI mapeo de la posicion relativa a la MN de

pequenas secuencias especificas que se disefiaron espaciadas de manera regular
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dentro de una regién determinada de DNA permitié determinar las interacciones en
tres dimensiones de la fibra de DNA con respecto a la MN, y asi infiriendo la
organizacion en bucles estructurales de DNA en la region de interés.

Caracterizacion de la estructura de orden superior definida por las

interacciones DNA-matriz nuclear en la region gendmica de FHIT en neuronas,
hepatocitos y linfocitos B naive de raton adulto

El enfoque topoldgico utilizado permitié determinar la organizacion de bucles
estructurales en linfocitos de las tres regiones de interés, la centrada en la zona
critica de fragilidad que consta de 19 pares de oligonucledtidos separados
aproximadamente por 10 Kb uno de otro, cubriendo una region de 180 Kb,
intercalando cuatro pares de oligonucleétidos dentro de esta region (CD, HI, LM,
RS) en la busqueda de bucles mas pequenos (figura 30) que permitieron
determinar que la zona critica de fragilidad se encuentra embebida en la MN como

muestra la figura 31 y tabla 3, los bucles se pueden observar en la figura 36.

C E () (+)

CD

HI

LM

RS

Figura 30. Regiones amplificadas de secuencias blanco-especificas de linfocitos de raton. C
corresponde al tiempo de digestion 0 que seria un control positivo y E a la embebida, (-) es un
control negativo y (+) un control positivo donde se utiliz6 DNA gendmico de ratén como templado
(n=3) (Guadarrama-Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).
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Zonas topologicas relativas a la MN en linfocitos B naive de raton
Distal a la Proximal a la [ Muy cercano Embebido
Amplicon Control MN MN alaMN enla MN
A + + + + +
B + + + + +
G + + + + +
D + + + + +
E + + + + +
F + + + - +
G + + + + +
H + + + + +
| + + - + B
J + + + + +
K + + + + +
L + + + + +
M + + + + +
N - - - - -
(o) + + + + +
P + + + + +
Q + + + - +
R + + + + +
S + + + + +

Tabla 3. Localizacion de las veinte secuencias blanco de la regién gendmica de 180 Kb estudiada
dentro de las zonas topoldgicas relativas a la MN en nucleoides de ratén (n=4) (Guadarrama-Ponce

& Aranda-Anzaldo, 2020).

87



CD P MCEC()(#) CD P MCEC()(#)

o
o =2

x
'
:
!

{

—

Figura 31. Mapeo posicional relativo a la MN de secuencias blanco-especificas de linfocitos B naive
de raton. C corresponde al tiempo de digestion 0° que seria un control positivo, D corresponde a la
zona distal, P a la zona proximal, MC a la muy cercana y E a la embebida, (-) es un control negativo
y (+) un control positivo donde se utilizé DNA gendmico de raton como templado (n=4) (Guadarrama-
Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).

Debido a la falta de amplificacion del punto N que corresponde al punto mas
cercano al exon 5, se realizdé una extraccion de las muestras digeridas durante 60
minutos con DNAZzol y proteinasa K y después se llevé a cabo la amplificacion
mediante PCR de las muestras extraidas utilizandolas como templado, el
tratamiento de extraccion les elimind las proteinas de la MN asociadas a dicha
region obteniendo amplificacion detectada por electroforesis, lo que indicaba que la
interaccion del DNA en esta regiéon se debia a una estrecha interaccion DNA-

proteina (figura 32) (Guadarrama-Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).
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PK Dz (-) (+)

Figura 32. Punto N amplificado en linfocitos de ratén, el cual fue digerido con DNAsa | por 60 minutos
y después se expuso a proteinasa K (PK) y DNAzol (Dz), (-) es un control negativo y (+) un control
positivo donde se utilizd6 DNA gendémico de ratén como templado (n=3) (Guadarrama-Ponce &
Aranda-Anzaldo, 2020).

El analisis de esta regién de 180 Kb en hepatocitos (tabla 4 y figura 33) y neuronas
(tabla 5 y figura 34) demostr6 que la organizacion en bucles estructurales es tejido
especifica, tanto en neuronas como en hepatocitos el amplicon N cercano al exén
5 se encontro distal a la MN y no tuvo ninguna problematica para ser amplificado,

los resultados se pueden observar en la figura 36.
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Amplicon

Zonas topologicas relativas a la MN en hepatocitos de raton

Control

Distal a la
MN

Proximal a la
MN

Muy cercano

ala MN

Embebido
en la MN

A

+

+

+

= -

+

+

+

I O m m O O @

w A O B O =2 = r| X «

Tabla 4. Localizacion de las 19 secuencias blanco de la region gendmica de 180 Kb estudiada dentro
de las zonas topoldgicas relativas a la MN en hepatocitos de ratén (n=6) (Guadarrama-Ponce &
Aranda-Anzaldo, 2020).
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Figura 33. Mapeo posicional relativo a la MN de secuencias blanco-especificas de hepatocitos de
ratén. C corresponde al tiempo de digestion 0° que seria un control positivo, D corresponde a la zona
distal, P a la zona proximal, MC a la muy cercana y E a la embebida, (-) es un control negativo y (+)
un control positivo donde se utilizé DNA gendmico de raton como templado (n=6) (Guadarrama-
Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).
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Zonas topoldgicas relativas a la MN en neuronas de raton

Distal a la Proximal a la Muy cercano Embebido
MN MN alaMN enla MN
+ +
+ +
+ +
+ + | +
+ + +
+ + | I
+ + +
+ —
+
-
+ +
+ + | + |
+ + +
+ + | + + l
+ +
+ + +
+ + + I I
+
+ + +
+ + I +

Tabla 5. Localizacién de las veinte secuencias blanco de la regidon genémica de 180 Kb estudiada
dentro de las zonas topoldgicas relativas a la MN en neuronas de ratéon (n=7) (Guadarrama-Ponce
& Aranda-Anzaldo, 2020).
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Figura 34. Mapeo posicional relativo a la MN de secuencias blanco-especificas de neuronas de
ratén. C corresponde al tiempo de digestion 0° que seria un control positivo, D corresponde a la
zona distal, P a la zona proximal, MC a la muy cercana y E a la embebida, (-) es un control negativo
y (+) un control positivo donde se utilizé DNA gendmico de raton como templado (n=7) (Guadarrama-
Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).

Como ya se ha mencionado, la ZCF de aproximadamente 500 Kb centrada en exon
5 se encuentra dentro de una zona desprovista de sitios de iniciacion de la
replicacion (ARIS), dicha zona se extiende aproximadamente 700 Kb y las
horquillas de replicacion tienen que viajar largas distancias a partir de las regiones

distales para lograr la replicacion de esta regién (Debatisse et al., 2012; Le Tallec

et al., 2014).

En la busqueda de bucles estructurales que pudieran servir como origenes de

replicacién se disefiaron hacia teldmero 10 pares de oligonucledtidos, los cuales
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cubren una region aproximadamente de 90 Kb centrada a 350 Kb a partir del exon

5, con ellos se determiné la organizacion en bucles estructurales en linfocitos B

(tabla 6, figura 23 y 35), también se disefiaron hacia centromero 21 pares de

oligonucledtidos que cubren una zona de aproximadamente 230 Kb centrada a 350

Kb a partir del exén 5, al determinar la EOSN (figura 23 y 35, tabla 7) se encontraron

pequenos bucles tanto hacia teldmero como hacia centrdmero donde inicia la zona

con ARIS, los resultados de la organizacion estructural se pueden observar en las

figuras 37 y 38 (Guadarrama-Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).

Amplicon | Zonas topologicas relativas a la MN en linfocitos B naive de ratén a 350 Kb
hacia telémero
Control Distal a la Proximal a la Muy cercano Embebido
MN MN alaMN en la MN
aT + + + - +
bT + + + +
cT + + + + +
dT - - - + +
eT + + + + -
fT - - - - +
gT - = = - +
hT + + + + -
iT + + + + +
iT + + + + +

Tabla 6. Localizacion de las diez secuencias blanco de la region gendmica de 90 Kb estudiada a 350
Kb del exén 5 hacia teldmero dentro de las zonas topoldgicas relativas a la MN (n=4) (Guadarrama-
Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).
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Figura 35. Mapeo posicional relativo a la MN de secuencias blanco-especificas de linfocitos B naive
de ratén a 350 Kb tomando como punto de referencia el exdn 5. Los amplicones aT-jT se encuentran
hacia telémero y los amplicones kC-tC se encuentran hacia centromero. C corresponde al tiempo
de digestiéon 0" que seria un control positivo, D corresponde a la zona distal, P a la zona proximal,
MC a la muy cercana y E a la embebida, (-) es un control negativo y (+) un control positivo donde se
utilizé DNA gendémico de ratéon como templado (Guadarrama-Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).

La organizacion en bucles estructurales de los tres diferentes tipos celulares se
puede observar en la figura 36, obtenida a partir del mapeo posicional de los
amplicones. La EOSN en linfocitos de las regiones hacia centromero y telomero se

pueden observar en las figuras 37 y 38 respectivamente.
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Figura 36. Estructura de orden superior al interior del nucleo de la region de 180 Kb dentro de la
ZCF. (A) Bucles estructurales en neuronas de raton, se puede observar que el exdn 5 marcado en
rojo localizado en la zona proximal. (B) Bucles estructurales en hepatocitos de raton, se puede
observar el exén 5 marcado en rojo localizado en la zona topoldgica distal. (C) Bucles estructurales
en linfocitos B de ratdn, el exén 5 se encuentra marcado por la flecha roja, todos los puntos se
encuentran en la zona embebida (Guadarrama-Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).
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Figura 38. Organizacién estructural de los bucles de DNA de la region de 90 Kb a 350 kb hacia la region
centromérica tomando como referencia el exén 5 del gen FHIT, obtenida a partir de linfocitos B naive de ratones
de 80 dias (Guadarrama-Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).
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Discusion

Los genomas eucariodticos poseen una elaborada y dinamica organizacion al interior
del nucleo, dentro de las limitaciones que este les impone. El DNA de las células
eucariotas se encuentra muy compactado, lo que implica un alto grado de
organizacion estructural. Sus caracteristicas nos permiten analizarlo como una fibra
deformable que forma bucles al interactuar con una subestructura de naturaleza
proteica conocida como MN (Bennink et al., 1999). Dichos bucles pueden ser
modelados como circulos topolégicos. Esta interaccion DNA-MN es de gran
estabilidad, ya que se mantiene después de la eliminacién de las proteinas de la
cromatina, lo que sugiere una funcion estructural de gran importancia (Bouchiat et

al., 1999; lyer et al., 2011).

La matriz nuclear es la estructura residual del nucleo celular, compuesta
principalmente por ribonucleoproteinas, RNA y DNA. Se considera una estructura
altamente dinamica, tejido especifica, especie especifica y con la capacidad de
cambiar dependiendo de los estimulos a los cuales se encuentre sometido el nucleo
celular e inclusive el organismo (R. Berezney & Coffey, 1977; R Berezney & Coffey,

1976; Nozawa & Gilbert, 2019; Silva-Santiago et al., 2017).

Una pista que ha dado algo de luz para explicar la distribucién cromosémica dentro
del nucleo formando los territorios cromosdémicos es que durante la interfase el DNA
de los metazoarios se encuentra organizado en bucles hiperenrollados anclados por

su base a la matriz nuclear (Ottaviani et al., 2008). Los bucles se anclan a la MN
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mediante secuencias conocidas como regiones de asociaciéon o unién a la matriz y
aungue no existen secuencias consenso que definan a priori a los MARs, estos
tienden a ser regiones ricas en A-T y de secuencias repetidas; sin embargo en las
regiones de interés de este proyecto no se han observado estas caracteristicas de
composicidn o secuencia, como se puede observar en la tabla 7, de hecho es mas
probable que la asociacion del DNA a la MN dependa de lecturas indirectas como
la longitud del fragmento, y no por composicion o secuencia (Garcia-Vilchis &

Aranda-Anzaldo, 2017; Ottaviani et al., 2008).

Ya ha sido demostrado que las interacciones mas estables de tipo estructural que
se establecen entre el DNA y la MN no requieren la participacién de proteinas de la

cromatina ya que, al eliminar este tipo de proteinas, las interacciones se mantienen.

Esta distribucion espacial del genoma con su interaccion con proteinas de la matriz
nuclear definen la estructura de orden superior en el nucleo (EOSN), dichas
interacciones son tejido-especificas al igual que la organizacion del genoma en
bucles estructurales (Alva-Medina et al., 2010; Aranda-Anzaldo, 2009; Rivera-Mulia

& Aranda-Anzaldo, 2010; Trevilla-Garcia & Aranda-Anzaldo, 2011, 2012).

Existe importante evidencia de que los bucles estructurales corresponden a los
replicones in vivo, (Buongiorno-Nardelli et al., 1982; Castillo-Mora & Aranda-
Anzaldo, 2012; Razin, 2001; Rivera-Mulia et al., 2011). En metazoarios no existen
secuencias consenso definidas que actuen como origenes de replicacion, pero

varios ORIs caracterizados en metazoarios comparten propiedades asociadas con
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los MARs y co-mapean o se localizan préximos a LARs (Burrow et al., 2010; Cayrou

et al., 2010).

Por otra parte, algunos ORIs se encuentran asociados en forma permanente con la
matriz nuclear mientras que, otros se asocian en forma dinamica con ella, pero dicha
asociacion parece ser indispensable para que ocurra la replicacion (Anachkova et
al., 2005; Djeliova et al., 2001; Ortega & DePamphilis, 1998; Rivera-Mulia et al.,

2011).

Los ORIs de metazoarios se dividen en constitutivos y facultativos, estos ultimos
so6lo se activan dependiendo de las condiciones celulares y son tejido-especificos,
al igual que los SIRs, esto sugiere que existe una posible conexion de tipo
estructural entre ORIs, SIRs y bucles estructurales de DNA (Cayrou et al., 2010;

Letessier et al., 2011; Méchali, 2010).

Todo lo anterior ha llevado a pensar que el problema estructural observado en los
sitios fragiles puede tener como consecuencia obstaculizacién de los procesos de
replicacion o transcripcion, disputa de estos procesos sobre la misma region, lo que
puede generar la ruptura o alteracion de la hebra de DNA, manifestandose como

fragilidad dentro de los cromosomas (Guadarrama-Ponce & Aranda-Anzaldo, 2020).

Debido a que los sitios fragiles comunes como el gen FHIT es una regién propensa

a presentar constricciones, discontinuidades, rupturas o rearreglos en cromosomas

metafasicos de células que se encuentran bajo estrés replicativo, su presentacion
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ubicua en la poblacidn general, nos hace considerarlo un componente intrinseco de
los cromosomas como ya ha sido antes reportado por Durkin en el 2007 e Irony en

el 2018.

El gen FHIT no se caracteriza por presentar secuencias repetidas. En varios
estudios se ha reportado que los sitos fragiles son regiones ricas en A-T, el
contenido de A-T en el genoma humano es de aproximadamente 59%, mientras que
en el genoma murino es del 58%. En la tabla 7 se observa un analisis del contenido
de A-T dentro del gen FHIT en donde se muestra que el contenido de A-T en el gen
humano es del 61.09% y en el murino es del 59.94%, entonces aparentemente
existe un ligero enriquecimiento de A-T dentro del gen como ya se habia
mencionado, al analizar la zona critica de fragilidad no se encuentra una diferencia
en relacion a la composiciéon del gen, sin embargo, cuando se analiza el exdn 5 que
corresponde al “core” de fragilidad en ambas especies se detecté una disminucién
del 5% en el contenido de A-T, lo que podria generar que estas zonas sean menos
flexibles de lo que se pensaba ya que, su mayor contenido de G-C induciria una
mayor rigidez a la hebra de DNA y por lo tanto, una pérdida de la flexibilidad que

podria ser un componente sumativo a su manifestacién de fragilidad.

Anadlisis de FHIT y la CFZ (500 Kb)
Numero de
Zona analizada | Nucleotido Nucledtidos | Porcentaje | Porcentaje A-T

nucleétidos

Adenina 444,914 29.58

FHIT
Timina 473,936 1,504,183 31.51 61.09
Humano
Citosina 284,059 18.88
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Guanina 301,274 20.02
Adenina 149,623 29.92
CFz Timina 157,875 31.58
500,000 61.5
Humano Citosina 92,984 18.6
Guanina 99,518 19.9
Adenina 31 25.83
Exdén 5 Timina 34 28.33
120 54.16
Humano Citosina 30 25
Guanina 25 20.83
Adenina 460,355 28.56
FHIT Timina 505,882 31.38
1,611,970 59.94
Murino Citosina 317,957 19.72
Guanina 327,776 20.33
Adenina 141,497 28.3
CFzZ Timina 159,046 31.8
500,000 60.1
Murino Citosina 97,980 19.6
Guanina 101,477 20.3
Adenina 26 21.67
Exén 5 Timina 40 33.33
120 55
Murino Citosina 32 26.66
Guanina 22 18.33

Tabla 7. Analisis en humano y ratén del contenido de A-T en todo el gen FHIT/FHIT, la zona critica
de fragilidad (CFZ) y el exdn 5.

La formacion de R-loops en regiones de dificil replicacién podria inducir colisiones

entre la maquinaria de replicacion y la de transcripcion, especificamente en genes
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grandes como FHIT, sin embargo, el estudio de otros genes grandes dentro del
genoma no ha mostrado la manifestacion de fragilidad esperada lo que indica que

existe otro componente implicado (Helmrich et al., 2011; Madireddy et al., 2016).

La predisposicion a la formacion de R-loops en linfocitos B se puede relacionar con
la organizacién en bucles estructurales dentro de la zona critica de fragilidad ya que
todos los amplicones buscados en linfocitos B se encontraron embebidos en la MN
como se observa en la figura 36C, lo que genera tension sobre la hebra al tirar de
ella cada una de las maquinarias al mismo tiempo, y podria explicar como la
replicacion de otros grandes genes, en donde la replicacién y la transcripcion
también coinciden, no manifiestan fragilidad, debido a que en estos ultimos

presentan una EOSN con bucles promedio distribuidos de manera regular.

El estudio de la velocidad de las horquillas de replicacion dentro de los sitios fragiles
muestra que es exactamente la misma que en el resto del genoma, lo que indica
que el problema no es la velocidad de la horquilla de replicacién, sino la ausencia
de estructuras que definan los sitios de iniciacion de la replicacion. Aun falta explicar
el cdmo es posible que en los linfocitos B, donde su EOSN suele encontrarse en la
zona embebida en la region mas fragil, las horquillas tengan la capacidad de
mantener su velocidad, quiza esto se relaciona con el modelo de carrete y explicaria
que durante la replicacion lo que en verdad se mueve no es la fabrica de replicacion,

sino la hebra de DNA.
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Esto conlleva a hipotetizar que la replicacion tardia puede estar relacionada a la
posible colisidn entre las maquinarias de replicacion y de transcripcion (Helmrich et
al., 2011; Le Tallec et al., 2014). Aunque se ha propuesto que la deficiencia en el
sistema de reparacion de los sitios fragiles puede ser la causa de fragilidad, la l6gica
indica que la necesidad de este sistema en estas regiones esta relacionada a un
problema en el proceso de replicacion, regresando al problema inicial, lo que nos
debe hacer pensar que debe haber otros factores en los cuales recae la
inestabilidad de los sitios fragiles, como pueden ser dificultades en la iniciacion,
progresion de la replicacion o su conflicto con la maquinaria de transcripcion (Brison

et al., 2019; Ozeri-Galai et al., 2014).
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Conclusiones

e Eltamano promedio de los bucles estructurales de DNA anclados a la MN en
hepatocitos y linfocitos B naive de ratdbn son muy similares.

e La densidad de la matriz nuclear en linfocitos B es mucho menor que la de
hepatocitos y neuronas de raton y esto se hace evidente por la disociaciéon
de la MN que induce el desenrollamiento de los bucles de DNA.

e La sensibilidad a la digestién por la DNAsa | observada en linfocitos B es
mucho mayor que en hepatocitos y neuronas, probablemente relacionada a
la baja densidad de su MN por la deficiencia de lamina A/C

e La organizacion en bucles estructurales de la zona critica de fragilidad del
gen FHIT es tejido especifica.

e Las neuronas de ratén presentan una EOSN con bucles tipicos de neuronas
dentro de la zona critica de fragilidad de FRA14A2.

e Los hepatocitos de raton muestran una EOSN con bucles tipicos de
hepatocitos dentro de la zona critica de fragilidad de FRA14A2.

e En linfocitos B el DNA de la zona critica de fragilidad se encuentra
completamente embebida dentro de la matriz nuclear y no se detectan bucles
estructurales.

¢ La manifestacion de fragilidad de Fra14A2 en linfocitos B se puede deber a
la estrecha interaccion entre el DNA y las proteinas de la MN, lo que conduce

a estrés estructural durante el proceso de replicacion.
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e En los tres tipos celulares analizados no se encontré una secuencia
especifica que determinara la interaccion entre el DNA y la MN.

e Nuestros datos sugieren que la delecién del gen FHIT es un efecto colateral
de la replicacion en una regidon que por sus propiedades estructurales es
intrinsecamente dificil de replicar, independientemente del posible papel del

producto de FHIT como supresor de tumores.
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Perspectivas

Las estructuras nucleares permiten que se lleven a cabo procesos celulares como
la replicacién y la transcripcion, procesos que requieren una gran organizacion

dentro del nucleo.

La MN es la subestructura que permite esta coherencia nuclear sobre la cual se
llevan a cabo algunos procesos y otros lo hacen con respecto a ella, el hecho de
que esta estructura se base en un sistema de tensegridad permite generar un orden

interno, lo cual genera la integracion de los territorios cromosomicos.

Sin embargo, dentro de toda esta organizacién es necesario contar con anclajes
que tengan un mayor aporte estructural con respecto a otros, por eso se deben
seguir analizando los sitios fragiles comunes que tengan mayor frecuencia tanto en

los linfocitos B como en otros tipos celulares.

También seria un gran aporte analizar regiones fragiles dentro de todo un
cromosoma, lo que permitiria determinar si existen anclajes con mayor importancia
(superanclajes) que otros. La generacion de deleciones de regiones que se
determinen como superanclajes podrian generar la desorganizacion del genoma y
por lo tanto predisponer a las células a convertirse en células con un
comportamiento parecido al cancer. FHIT podria ser un anclaje que genera

coherencia estructural para el genoma celular en linfocitos B de raton.
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El descubrimiento de estos superanclajes estarian aportando informacion

estructural que se relaciona con algunos tipos de neoplasia.

Parte de la investigacion se puede enfocar en la identificacion de la o las proteinas
que se encuentran interactuando de manera estrecha con ciertas regiones del

genoma y determinar si se encuentran en distintos sitios fragiles.

La determinacion de otros sitios fragiles en otros tipos celulares que se manifiesten
bajo diferentes circunstancias permitira determinar la importancia de las

interacciones entre el DNA y la MN.

Por ultimo, la determinacion de las estructuras de orden superior al interior del
nucleo del mismo tipo celular, pero de diferentes especies aportara informacion
importante sobre la composicién indirecta y los efectos inducidos debido a las

propiedades biofisicas de la MN.
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1 | INTRODUCTION

Abstract

Common fragile sites (CFSs) correspond to chromosomal regions susceptible to
present breaks, discontinuities or constrictions in metaphase chromosomes
from cells subjected to replication stress. They are considered as genomic
regions intrinsically difficult to replicate and they are evolutionary conserved at
least in mammals. However, the recent discovery that CFSs are cell-type specific
indicates that DNA sequence by itself cannot account for CFS instability.
Nevertheless, the large gene FHIT that includes FRA3B, the most highly
expressed CFS in human lymphocytes, is commonly deleted in a variety of
tumors suggesting a tumor suppressor role for its product. Here, we report that
the epicenter of fragility of Fral4A2/Fhit, the mouse ortholog of human
FRA3B/FHIT that like its human counterpart is the most highly expressed CFS
in mouse lymphocytes, is largely attached to the nuclear matrix compartment in
naive B lymphocytes but not in primary hepatocytes or cortical neurons that do
not express such a CFS. Our results suggest a structural explanation for the
difficult-to-replicate nature of such a region and so for its common fragility in
lymphocytes, that is independent of the possible tumor suppressor role of the
gene harboring such CFS.

KEYWORDS
cancer, DNA loop, DNA replication, FHIT, LAR (loop attachment region), MAR (matrix attachment
region)

normal chromosomes even though they may exhibit
differential frequency of expression in a population.'

Common fragile sites (CFSs) are chromosomal regions
susceptible to present constrictions, discontinuities,
breaks or re-arrangements in metaphase, condensed
chromosomes from cells subjected to replication stress."
Such CFSs were recognized as recurrent locations for
double-stranded DNA breaks in cultured peripheral
blood lymphocytes from most sampled healthy humans,
and so they were considered as a structural feature of

Moreover, disruption of DNA replication by agents that
reduce the progression of the replication fork (such as
aphidicolin that inhibits DNA polymerases) induces the
expression of fragility; therefore, the CFSs are considered
regions that are intrinsically difficult to copy during DNA
replication.? It is remarkable that several of the highly
expressed CFSs in human lymphocytes are also expressed
(at the chromosome containing the corresponding
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syntenic DNA sequence) in mouse and nonhuman
primate lymphocytes'** suggesting their evolutionary
conservation. FRA3B is the most active CFS in human
lymphocytes' and it has been shown, in nonstressed
lymphoblastoid cells, that replication initiation events are
remarkably poor in a chromosome region extending over
700 kb that overlaps with the critical zone of FRA3B
fragility.” Moreover, in replication-stressed lymphoblas-
toid cells this region was not only depleted in initiation
events but also in termination events, indicating a defect
in the completion of DNA replication.” However, the
recent mapping of CFSs in different cell types confirmed
that contrary to previous assumptions for universality,
the expression of CFSs is tissue-specific.® Thus it is very
interesting that normal human fibroblasts do not express
FRA3B, even when subjected to replication stress, and
they show a normal density of replication initiation sites
along the 700kb region that overlaps with the critical
zone of fragility in lymphocytes.® This situation necessa-
rily implies that DNA sequence alone cannot account for
CFS instability.

FRAZ3B critical zone of fragility extends for some 500 kb
within the ~1.5 Mb FHIT gene situated in the short arm of
human chromosome 3. FHIT includes 10 very short exons
that result in a 1.1 kb cDNA. The first four exons and the
last one are noncoding while exons 5 to 9 codify for a
16.8kd protein with typical dinucleoside 5’, 5'”-P1,P3-
triphosphate (Ap3A) hydrolase activity.” The core of
fragility is centered in the exon 5.'° FHIT is among the
most commonly deleted genes in human cancers and the
loss of the corresponding protein is apparently an early
event in carcinogenesis, suggesting a role for FHIT as
tumor suppressor.”'' There is a current debate on this
given that the gene is located at a potentially fragile
chromosome site and so there is scope for considering the
deletion of FHIT as a passenger event in cancer. Never-
theless, recent evidence supports a DNA caretaker role in
preventing mutation and tumorigenesis for FHIT."' Thus a
further understanding of FRA3B intrinsic fragility may
contribute to elucidate the role of FHIT in cancer. On the
other hand, Fral4A2/Fhit, the mouse ortholog of FRA3B/
Fhit, is located in the chromosome 14 of the mouse and
corresponds to the most active CFS in mouse lympho-
cytes.”> Mouse FHIT also codes for a triphosphate
hydrolase and the critical zone of fragility is also centered
in the exon 5 of the gene.* Therefore, Fral4A2/Fhit is a
valid model for studying the basis of CFS instability
in mouse lymphocytes that it is also relevant for the
human case.

Several studies, published along the past 40 years,
have provided evidence that in the nucleus of metazoan
cells the genomic DNA is organized in negatively
supercoiled loops anchored to a nuclear compartment

or substructure commonly known as the nuclear matrix
(NM) and that such an organization is fundamental for
DNA replication (see, Fritz et al'® for a comprehensive
review). The interactions between nuclear DNA and the
NM are operationally classified into stable/constitutive/
structural that resist extraction with high salt and
transient, possibly just functional, that do not resist
high-salt extraction.*'* Usually, DNA interacts with the
NM through short-length tracts (~200bp) known as
matrix attachment/associated regions or MARs.'® The
MARSs participating in the structural interactions are also
known as loop attachment regions or LARs." In silico
analysis of both human FRA3B and mouse Fral4A2
sequences indicated that they are enriched in high-
flexibility DNA regions and potential MARs,” features
suggesting the possibility for a privileged interaction of
such orthologous CFSs with the NM. Nevertheless, the
evidence indicates that there is no specific sequence or
set of sequences that unambiguously identify or corre-
spond to the MAR/LARs'® and so MAR-finding software
is on the whole not a reliable tool."”

The structural DNA-NM interactions correspond to a
nuclear higher-order structure (NHOS). Therefore, consider-
ing the evidence that such NHOS is cell-type specific’**° in
the present work, we did a comparative characterization of
the local NHOS within and around Fral4A2/Fhit in three
primary cell types from the mouse: naive B lymphocytes
endowed with a proliferating potential and that express
Fral4A2 fragility,"'* liver hepatocytes also endowed with
high proliferating potential but which do not express
Fral4A2 fragility,” and postmitotic cortical neurons intrinsi-
cally unable to proliferate. Our results indicate that in
lymphocytes the Fral4A2 epicenter of fragility is largely
attached to or embedded within the NM so that no typical
DNA loops can be detected within the region. In contrast, the
corresponding Fral4A2 region is organized in cell-type
specific DNA loops in both hepatocytes and cortical neurons.
Thus, considering the current knowledge about the structur-
al organization of DNA replication in vivo, we discuss how
our results contribute to explain the intrinsic difficulty for the
replication of the Fral4A2 region in lymphocytes and so the
local induction of chromosomal fragility when such cells are
subjected to replication stress, independently of whether or
not the corresponding gene may have a tumor suppressor
role. We also discuss how our results contribute to explain
the tissue specificity of the CFSs.

2 | MATERIALS AND METHODS

2.1 | Animals

For the present study and with the previous approval
from the Ethics Committee of Facultad de Medicina,
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Universidad Auténoma del Estado de México, male CD-1
outbred mice (weight ~40 g, age 80 days) were used as the
source of primary cells. The mice were kept and handled
according to the Official Mexican Norm for production,
care and use of laboratory animals (NOM-062-ZOO-
1999). The mice were euthanized by general anesthesia
before the isolation of primary cells.

2.2 | Primary cells

The detailed procedure for isolating primary hepatocytes
has been previously described by us.'*!® The procedure
for isolating naive-B-lymphocytes has also been described
previously.'*2°

2.3 | Isolation of neuronal nuclei

Neuronal nuclei from cerebral cortex of mice were
isolated as previously described."

2.4 | Preparation of nucleoids

The residual structures consisting of the NM with the
naked structural DNA loops firmly bound to it are known
as nucleoids.?? Nucleoids from freshly isolated hepato-
cytes, naive B lymphocytes, and neuronal nuclei were
obtained as previously described.'®

25 |

About 1.8x10° nucleoids from hepatocytes or from
neurons, or 6.0 X 10° nucleoids from naive B lymphocytes

DNase I digestion of nucleoids

e R

were suspended in 1.2 mL phosphate-buffered saline-A
and mixed with 5.0 mL of digestion buffer (10 mM MgCl,,
0.1 mM dithiothreitol, and 50 mM Tris, pH 7.2). Digestion
of the corresponding samples with DNase I (pancreatic
bovine DNase I Sigma) were performed as previously
described.'®' The final concentration of DNase I was
0.46 U/mL for hepatocyte and naive B lymphocyte
nucleoids, and 0.92 U/mL for neuronal nucleoids.

2.6 |

Pairs of primers defining short but highly specific amplicons
spaced ~10kb from each other along a ~180kb genomic
region that corresponds to the epicenter of Fral4A2/Fhit
critical zone of fragility (Figure 1 and Table 1) were designed
so as to be able to perform efficiently under a common
polymerase chain reaction (PCR) program and reaction
conditions previously described.'” The amplicons are < 550
bp, therefore, shorter than the dominant average size (800
bp) of DNA fragments generated by DNase I digestion of
naked genomic DNA, and so unlikely to be partially cut by
this enzyme. Further pairs of primers defining several short
and highly specific amplicons in a ~90 kb telomere-wise and
a ~ 230 kb centromere-wise genomic regions located outside
the critical zone of fragility were also designed (Figure 1 and
Table 1).

Genomic DNA primers

2.7 | PCR amplification of target
sequences on NM-bound templates

PCR amplification of target sequences was performed on
NM-bound templates, except when indicated in the main

g clomere Exon’s

ARIS
100 Kbp

Centromereg,
1 ol Fhit

. . . [ ———
Q RIS KC IC mC nC o€ pC qC rC sC tC uC vC wC xC yC zC a'C b'C c'C d'C e'C
RS

FIGURE 1 Map of the ~ 1.5 Mb Fhit mouse gene (thick black line). Boxes on the main line indicate the position of the ten exons. The
position of the ~ 500 kb critical zone of fragility (CZF) corresponding to Fral4A2 common fragile site (CFS) is indicated. Green bars under
the gene indicate the regions where the local nuclear higher-order structure (NHOS) was characterized in the present study. The ~ 180 kb
epicenter of fragility that includes exon 5 (red box) is indicated. ARIS corresponds to a ~ 700 kb region characterized by its absence of
replication initiation sites in the human ortholog FHIT, and that overlaps the CZF corresponding to FRA3B in humans and Fral4A2 in the
mouse. Letters in the expanded green lines at the bottom indicate the approximate position of the highly specific short targets (Table 1)

designed for the characterization of the corresponding local NHOS
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TABLE 1 List of highly specific but short targets (amplicons) used in the present study for determining the nuclear higher-order

structure within and around the epicenter of fragility of Fral4A2 common fragile site in the murine Fhit gene

Amplicon

“ RO WO zZzgHErR="@DaoaHMHUOAOR P

SEREL

Cds .
BBBABEAETAES D

(S

A B

Forward primer

GCTTCAGGCATTTGTCATCCTCC
GGGTCCTGACTTCACAAGCAGAA
GGACTCAGATGGCTGGTTAGCA
GAATCCAGAGTCTGTTGACAAGGC
ATGTCTGTGTAGGTGGGCTGTGCT
ACTTCCCCTCTCTCTGAGATCCAT
GATTTTCAAGTGCTGGGGCATG
ACATTAGGACAGGAGCAGAGCATG
GAAGCCTTGAGTCCCTCCTTTGTA
GCATCTGGTGTGGCTTTTATTCC
TGGAATGATGACCACCTGTAGCTC
AGGAATGAGTACCCTTGGGAAGTG
GCCACTGGTTTCAATAGCCTTG
AAGGTTGCTTTGTCACCCAAGGAG
TGAGCAGGAGATACTCAGCACCA
GCTACCAAGGCATGTTGCTAACAG
TCAGCACCCCTCCTACCAGTATT
GTGGACTAGACAACAGAGTACTGGG
CTTCTGGGGGAAAATACCATAGGC
GAAGCTGGCGATTCCTTTGAGT
AAGTCAGGAGGTGAGACCACTTAGG
TGAACTGGACTGTTGGGCATAGT
CATGCCTGACCACACCCATGATAT
TTGGTTTGACACGGCAATGG
AAGACTCTTCCCTGCTGAATGCTC
CCCTGACTAAAACACTCCTCACCTG
CAAGCCTGGTTCCCTAGTAAGTGA
GGGTACAAGGCAGTGGTAGAACAC
GCTTAAAGGGAACTGATGGGGA
GTAAATGAGGTCCTGACCAGCCT
TCTGTGTGCTGTTTCTCTGAGGAGG
GGTCACCATAGTCTTCACAGTCCC
GATATGTAGGAGCAGATGGGCGT
GTAAACACTGGCTTTCTCTGCTGC
TGCTCCTGATGAAAGAAAGCTATTC
GTTGTGTGTGGGGGTAACCAGTAA
GTTAATGGATGGCAGAGCACCTC
AAAGGAGTTGCTGTCACCTGAGTG
TCCTCTGTCAGGGGAAAGTGAAC
GCCACCACCTTCCTGCTGAATA
AATCAAGATCGCAGCCATGAGC
CTAGACCTTATGAGAGAGGAGGGGA
CTGGTTTTGTGATAGAGCAAGGGG
CAAAGGCAGAGGGGTCCTAAGAA

Reverse primer

GAGAACAACTGCTTAAAGCTGGGC
CTGAGATTAGCAAGTGGCTTTCGG
TGAATGGTGTTAGTCGGGGAGC
GCTTTATACCATTGGGGCTGCT
GGAGCATGGGCAACTTATGGGTA
AGGTCCCTTTCCTTAGCTGAAGAG
GTCACAAGAGCAAAGTGGAGCAAC
GGTCCATGTTAGCCTCAACTTCCA
CACAAACCACCTGAAGCTAATAAGG
CCCTTCCCAGCAAACAGAAGTTAG
TTCTAGGAACCTCGCCAGAACCT
CCCTCAGACTAAGTTGCGATCATG
CTACCTCTCTTGTGCCATGTGTCA
CCTGGAATTTTCCCATCTCGCTAG
CATCCACAATCATAGGCAGAGAGG
CCCAAGTATTTCACATCCCAGCC
CATCCCCCAACAGATGGAGTATAG
GGACCAAACATGAGGCTCAG
GTTTGGCAGACCTACCTGGACTAAC
GAATAAAGTCAGGCTCTGGGACTG
GGTAGCTCTTGTCCATACCCTTGG
TGGTGGGGATGATGGCATAA
TGGACCTGGAGAGATGATTTAGCC
CCCCACACACTTCCCTCTTATCAA
GGACTCTACTGTTTGCCTGTTTCC
GGCAGAGCATGTGATTGTGGTACA
GGACTGGACTGCCTTTTCTTCAGT
GGAAAAGAGGAGAGAAGTGGGGTC
GGTCACCATACCCTCCAATGACTT
GGTGACACTGATGTGACACTTTGC
GGATGCTGCCTTGCTTATCTTCTG
TGCCTCCAGTCATGCTACCA
GGGTCTAAAGGCTCATGGGAAGAT
GAGGGGTGGTCTCTCATCATTCTT
GGATTTTACCACGCTCATTATGACA
CCACTGCTGGAGACTTTTCTCTCT
CCTGATGGTCTCACTTGACAACCT
GCATGGACAAGGCAGGATATTTC
CAGCGTGAGACCATGTATCAACTG
CCCATATCTCTGATTCCAGCCTTG
GCCCTCCCTCAAGCATGTATAAGTC
GTGGACAGCAAAGAGATCCTTCCT
GGTCGCTTTTGAATCACCTGGTC
AAGCGTAGGGGTCGAAACCACT

Amplicon length (bp)

532
502
432
448
262
438
419
419
465
481
292
368
258
425
393
292
271
294
360
353
290
265
468
465
287
434
310
306
340
298
450
253
345
433
367
499
485
458
550
450
296
310
275
274

(Continues)
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TABLE 1 (Continued)

IR -

Amplicon Forward primer Reverse primer Amplicon length (bp)
zC GACTAGCAACAGACGTTCTCCTTCC CCACGGAACCCAACAGTGTTAA 253
a'C TTTGGTCCCCACCAGAGCAGTA GAAGGCAGGTAATCCTACAGGAGG 285
b'C AGGTCAAGCACCTTCTTACAGAGC CCAGAGCTGTCAACAGTCACACAA 495
c'C TCCCCCAGTTCAGATAAGTTCACC CCACGTAGTCAACCAAATGAGACC 285
dcC TTCTTTGCCTGGTCCCTGGA GATAAAGGTGGACGGGGCTTAA 418
e'’C TGATGCTGTTGTCTTCCCCATGTC CCTCCTGTGAATCACTACCCTTCCA 320
CD TTCCCACTGATCCTACCTGAAATG GCACTGACAGCACAGAAATTCTTTG 383
HI GGAAGCTATGTGCAGACAGTTGTG GCCTTCACACCACAAGTACTGACA 363
LM GGACATCTGGGTTTAGGAGGGA TTCCAGTCGGATGCACACCA 200
RS ACTGGTAGCCTCAACTTCTGACCC GGATAACTGGGGGAAGAACAGG 442

text. Details of the PCR sample preparation, reaction
conditions, and analysis of the resulting amplicons have
been previously described.'

2.8 | Positional mapping of target
sequences relative to the nuclear matrix

The detailed protocol for inferring the NHOS of a given
genomic region from mapping the position of short target

sequences (belonging to such a region) relative to the
nuclear matrix, has been previously published and it is
freely available for download on the www.'® Never-
theless, the general strategy (as applied in the present
work) is described in Section 3.2. It must be pointed out
that physical location is not statistical but a factual spatial
property. Therefore, in Tables 2-5 we provide the
corresponding number of replica experiments (n) for
allocating the target sequences to specific topological

TABLE 2 Location in cortical neurons of the 19 targets within the epicenter of fragility of Fral4A2/Fhit to specific topological zones

relative to the NM, according to experimental results as depicted in Figure 3 (n=4)

Amplicon Control Distal Proximal Very close
A + + +

B + + +

c + + +

D + + + +
E + + + +
F + + +

G + + + +
H + +

I + +

J + + +

K + + + +
L + + + +
M + + + +
N + + +

o + + + +
P + + + +
Q + +

R + + + +
S + + + +

Topological zones relative to the NM (neurons) n=4

Abbreviation: NM, nuclear matrix.
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TABLE 3 Location in primary hepatocytes of the 19 targets within the epicenter of fragility of Fral4A2/Fhit to specific topological zones
relative to the NM, according to experimental results as depicted in Figure 3 (n=6)

Topological zones relative to the NM (hepatocytes) n =6

Amplicon Control Distal

WO WOZEZERSY~"ZDomMmEHYDQO®»
+ 4+ o+ o+
R T T T T T T T S S S S S S

+

Abbreviation: NM, nuclear matrix.

zones relative to the NM in different cell types. In each
corresponding set of replica experiments (Tables 2-5) the
results were the same.

3 | RESULTS

3.1 | Cell-type specific kinetics of
digestion by DNase I of nuclear matrix-
bound DNA

The nuclear matrix (NM) is operationally defined as
the residual nuclear substructure that results from
extracting the nucleus with nonionic detergents, high
salt, and DNase.?*** The current view is that the NM is
a diffuse and dynamic compartment, instead of a stable
framework, which somehow is involved in the struc-
tural and functional organization of the nucleus.'® The
NHOS, defined by the structural DNA-NM interactions,
can be studied in nucleoids, preparations obtained by
extracting the nucleus for NM but without using
DNase, thus consisting of the set of structural DNA
loops bound to the NM. These loops are supercoiled but
wholly devoid of chromatin proteins.?? The naked DNA
loops show differential sensitivity to the action of
DNase I depending on two parameters that hinder the

Proximal Very close Embedded
+

o

+ +

+ +

+ + +
+

+ +

AL

+

+ +

+ +

+ + +
+ +

+

+ + +
+ +

+ + +
+ +

enzyme's action: the presence of supercoiling and the
proximity of DNA to the NM. Nicking of DNA by a
single-stranded nuclease such as DNase I** induces the
loss of supercoiling so that after a given incubation
time only the NM proteins become a steric hindrance to
the enzyme's action. Nucleoids incubated in presence
of a very limited concentration of DNase I show a cell-
type specific kinetics of loop DNA digestion that allows
the fractionation of bulk genomic DNA in four
topological zones*®? relative to their proximity to the
NM (Figure 2). It can be appreciated that both neurons
and hepatocytes from mice have roughly 20% of the
bulk DNA embedded within the NM and this is the
DNA fraction that includes the DNA loop regions
anchored or attached to the NM. The NM-embedded
DNA is not easily accessible to DNase I and so it is
resistant to digestion despite very long incubation
times with the enzyme.'® In contrast, in the naive B
lymphocytes from mice only ~2% of bulk DNA is
embedded within the NM (Figure 2C). However, this is
consistent with previous reports in rat lymphocytes'®2°
and with the fact that the NM is less dense in naive
lymphocytes that do not express lamin A/C,*® a major
component of the NM in cells at advanced stages of
differentiation.>”
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3.2 | Positional mapping of target
sequences relative to the nuclear matrix

The previous approach is the basis of a protocol for
mapping the position of whichever nonrepetitive DNA
sequence relative to the NM by PCR amplification of the
target sequence in nucleoid samples containing differential
proportions of bulk DNA (depending on the DNase
incubation time) still bound to the NM.* Moreover,
considering that there is no universal property at the
nucleotide sequence level that may unambiguously
identify the MAR/LARs in a given region of genomic
DNA, this method coupled to some elementary topological
principles allows us to determine the local NHOS (the
organization into structural DNA loops) of a given,
nonrepetitive, genomic region.'"® Thus we designed a
strategy for determining the organization into structural
DNA loops of the genomic region corresponding to
Fral4A2/Fhit epicenter of fragility in the three primary
cell types. Nineteen short but highly specific amplicons
(labeled A-S), spaced some 10kb from each other, were
designed along ~180 kb that fit within the critical zone of
fragility (CZF) including Fhit exon 5 (Figure 1). Samples
corresponding to the nucleoids from naive B lymphocytes,
hepatocytes, and neurons subjected to DNase I digestion

ISy

for different times (according to the kinetics shown in
Figure 2) were used for amplification by PCR of the target
sequences (Table 1) on NM-bound templates. The position
of each target sequence relative to the NM may be inferred
from the pattern of amplification in nucleoid samples
corresponding to the four topological zones relative to the
NM (as shown in Figure 3). All target amplicons were
previously checked for efficient amplification under the
same PCR program using as template bulk genomic DNA
from the three different cell types. In this protocol the
relevant data is whether or not the target amplicon is
detected in the corresponding nucleoid sample by image-
analysis software. Thus the spatial position of a given
target relative to the NM corresponds to the last topological
zone in which the amplification signal is detectable
(Figure 3 and Tables 2-4).

3.3 | Nuclear higher-order structure of
FRA14A2 epicenter of fragility

With the previous data we can infer the organization in
structural DNA loops of the ~180 kb region, correspond-
ing to the epicenter of fragility of Fhit, in the three
different cell types as shown in Figure 4. In hepatocytes

TABLE 4 Location in naive B lymphocytes of the 19 targets within the epicenter of fragility of Fral4A2/Fhit to specific topological zones
relative to the NM, according to experimental results as depicted in Figure 3 (n=4)

Topological zones relative to the NM (lymphocytes) n =4

Amplicon Control Distal
A + +
B + +
c + +
D + +
E + +
F + +
G + +
H + +
I + +
J + +
K + +
L + +
M + +
N = =
o + +
P + +
Q + +
R + +
S + +

Abbreviation: NM, nuclear matrix.

Proximal

+ + + + + + + + +F + o+

+ + + + +

Very close Embedded

+ + + + + A+ + o+
+ + + + + + F o+ A+ o+

+ + + + +
+ + + + +
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TABLE 5 Location in naive B lymphocytes of 31 targets spanning specific genomic regions telomere-wise and centromere-wise from Fhit
exon 5 (Figure 1) to specific topological zones relative to the NM, according to experimental results as depicted in Figure 6 (n=5)

Topological zones relative to NM (lymphocytes) n=5

Amplicon Control Distal
aT
bT
cT
dT

eT
fT
gT
hT
iT
jT
kC
IC
mC
nC
oC
pC
qC
rC

sC
tC

uC
vC
wC
xC
yC
zC
a’C
b'C
cC
d'c
e’C +

+ + 4+ + + + F F+ F o+ F A+ +
SR T R S S A S T I T E Uk T T S S S S S A S

Abbreviation: NM, nuclear matrix.

and neurons the region is organized into cell-type specific
structural DNA loops. In both cases the tract correspond-
ing to the exon 5 (N) is located away from the NM.
However, in B lymphocytes the ~180 kb region appears to
be devoid of DNA loops and wholly embedded within the
NM (Figure 4C). Nevertheless, considering that the target
amplicons are spaced ~10 kb from each other it might be
the case that some intervening regions between the target
amplicons are not really embedded within the NM. Thus
we designed four amplicons corresponding to short
intervening sequences occurring roughly at midpoint

Proximal Very close Embedded

+

+ + + + 4+ + + o+

T T I T S S S S S S S A A T T I S S S S S S S S S S S
+

R T T S I S S S S e S R I S S St S S S S S

within four 10 kb regions defined by some pairs of the
original targets (CD, HI, LM, and RS in Figure 1). The
four intervening targets were also readily amplified on
NM-bound templates corresponding to the DNA fraction
embedded within the NM in B lymphocytes (Figure 5A)
thus supporting the notion that the whole region
corresponding to Fhit epicenter of fragility is largely
embedded within the NM in naive B lymphocytes.

It was also remarkable that we could not directly
assert the position relative to the NM of exon 5 in B
lymphocytes, given that it was not possible to amplify the
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FIGURE 2 Kinetics of digestion with DNase I of nuclear matrix-
bound DNA. Nucleoids consisting of the whole set of naked,
supercoiled, genomic DNA loops anchored to the nuclear matrix (NM)
from cortical neurons (A), primary hepatocytes (B), and naive B
lymphocytes (C) from mice, were digested with a very limited
concentration of DNase I, for 0, 5, 15, 30, and 60 minutes, and after
digestion the residual genomic DNA still bound to the NM was
quantified. Each digestion time point indicates the average percentage
of bulk DNA still bound to the NM and the corresponding SD defined
the lower boundary of each topological zone relative to the NM: distal,
proximal, very close, embedded (n =7 for neurons; 6 for hepatocytes,
and 4 for naive B lymphocytes). In all cases, under the experimental
conditions applied (Materials and Methods), the slope of the digestion
curve remains equal or very close to zero after 60 minutes and at least
up to 4 hours of incubation with the enzyme
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target N, located next to the 5’ end of exon 5, in the NM-
bound DNA templates obtained from nucleoids of B
lymphocytes (Figure 3C), despite that N is easily
amplifiable in bulk genomic DNA from such cells (Figure
3C). Therefore, B lymphocyte nucleoids digested for
60 minutes with DNase I (and so containing ~2% of
genomic DNA embedded within the NM) were treated
with proteinase K or DNazol so as to destroy the NM and
release the NM-bound DNA. The free DNA was
recovered and used as template for amplification by
PCR of target N. The result was positive (Figure 5B)
indicating that the genomic region corresponding to exon
5 (the main core of fragility of Fral4A2) interacts with
the NM in a very special fashion that precludes its
amplification when it is still bound to the NM.

Previous work with nucleoids from rat primary cells
indicates the overall presence of supercoiled DNA loops
in naive B lymphocytes.”® Therefore, we designed 10
short target amplicons (aT-jT) spanning a ~90kb
genomic region, located ~ 280kb telomere-wise from
exon 5 (Figure 1) with the purpose of mapping their
position relative to the NM and so to determine the
NHOS of such ~90 kb region in B lymphocytes, roughly
half of such ~ 90 kb fits within the 700 kb region (ARIS)
known to be devoid of replication initiation sites in
FRA3B/FHIT and the other half is beyond it (see
Figure 1). We also designed 21 target amplicons
spanning a ~230kb region located ~ 240kb centro-
mere-wise from exon 5. About half of such targets still
fall within the ARIS region while the other half are
located just beyond the 3’ end boundary of ARIS (Figure
1). The aim was also to determine the NHOS of such
~230kb region in B lymphocytes. Thus the mapping
results (Figure 6 and Table 5) were used for inferring
the corresponding NHOS. The results shown that the ~

<
FIGURE 3 Positional mapping relative to the NM of 19 highly
specific short targets located within Fral4A2/Fhit epicenter of
fragility. The photos correspond to the results of a typical mapping
experiment for each cell type. The amplicons were scored as
positive or negative by image-analysis software. Nucleoids from the
indicated cell types were digested with DNase I (according to the
kinetics in Figure 2) and the targets (A to S) were amplified on the
NM-bound templates previously treated with the enzyme for 0 (C),
5 (D), 15 (P), 30 (VC), and 60 (E) minutes, corresponding to four
topological zones (distal, proximal, very close, and embedded)
relative to the NM. The location of a target to a given topological

zone corresponded to the last one in which the target amplicon was
detected by the software (Tables 2-4). (—) Negative amplification
control without template. (+) Positive amplification control using
genomic DNA as template. Notice that in the case of naive B
lymphocytes the target N could not be amplified on NM-bound
templates (3C). NM, nuclear matrix

90kb genomic region located ~ 280kb telomere-wise
from Fhit exon 5 is largely embedded within the NM
save for a single target point (bT in Figure 7). In the case
of the ~ 230kb genomic region located ~ 240kb
centromere-wise from exon 5, the results indicate that
it is organized in at least seven very short DNA loops
but it also presents 10 to 20kb patches of DNA
embedded within the NM (Figure 8). Hence the ARIS
region that overlaps with Fhit critical zone of fragility is
either largely embedded within the NM or interacts very
closely with the NM.

4 | DISCUSSION
The present work shows that in primary hepatocytes
and postmitotic neurons from mice the region corre-
sponding to Fral4 A2/Fhit epicenter of fragility is
organized in cell-type specific DNA loops, so that only
some tracts of DNA are anchored or embedded within
the NM while most DNA is away from the NM (Figure
4A,B). In both cases the local NHOS corresponds to
varied sized but nevertheless typical DNA loops. Such
NHOS correlates with the fact that Fral4Az2 is not a CFS
in proliferating hepatocytes,” that although usually
quiescent display a most remarkable proliferating
capacity after partial hepatectomy in vivo.*® In contrast,
the same genomic region is largely attached or at least
embedded within the NM in naive B lymphocytes
(Figure 4C) that usually express the Fral4A2 CFS when
subjected to replication stress." Moreover, the exon 5
that coincides with the main core of fragility seems to be
bound to (or at least to interact with) the NM in a very
special fashion, since the target N sequence that flags
the 5’ end of exon 5 cannot be directly amplified on NM-
bound templates (Figure 3C) and so it is necessary to
eliminate the NM so that the corresponding target DNA
becomes amplifiable (Figure 5B). This is remarkable
given that all the other targets that are either directly
bound to or at least embedded within the NM are easily
amplified in the NM-bound templates (Figure 3C).
Indeed, we have previously applied the same approach
for determining the local NHOS in several genomic
regions from different chromosomes in different pri-
mary cell types as well as in different cell lines (eg,
Maya-Mendoza et al,'* Rivera-Mulia & Aranda-Anzaldo,'®
Silva-Santiago et al,' Trevilla-Garcia & Aranda-Anzaldo,*
and Maya-Mendoza & Aranda-Anzaldo®) and target N is
the first case in our experience of a short genomic DNA
sequence that cannot be directly amplified on NM-bound
templates.

The exact nature of the DNA-NM interactions remains
puzzling to this day since, despite intensive search, in
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FIGURE 4 Comparative nuclear higher-order structure of Fral4A2/Fhit epicenter of fragility in three primary cell types. Data from
Tables 2-4 were used for positioning relative to the NM each of the 19 targets spanning the ~ 180 kb epicenter of fragility (Figure 1). This
allowed us to infer the configuration of the DNA loops anchored to the NM in cortical neurons and hepatocytes. However, in the case of
naive B lymphocytes the whole set of targets was bound/embedded within the NM (see also Figure 5B) indicating the absence of DNA loops.
The y axis on the left indicates the percentage of bulk DNA in each topological zone according to cell type (Figure 2). The red arrow
highlights the target N corresponding to exon 5, that in B lymphocytes was amplified in the DNA fraction embedded within the NM but only
after removal of the NM (Figure 5B) at a difference of the other targets embedded within the NM that were readily amplified on NM-bound
templates corresponding to the NM-embedded fraction (Figure 3C and Table 4). NM, nuclear matrix

metazoans nobody has identified a specific sequence or
set of sequences that determine the so-called MAR/LARs
able to attach to the NM.'® Moreover, the same DNA
sequence may or may not attach to the NM depending on
other variables.>’ The current evidence suggests that
DNA-NM interactions correspond to "indirect readouts,”

not determined by specific DNA nucleotide sequences or
protein amino-acid sequences, and points towards local
DNA topology as a main determinant of the affinity of
NM proteins for DNA.** In any case, the structural DNA-
NM interactions are of a higher stability than the
interactions between chromatin proteins and DNA, since
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FIGURE 5 (A) positional mapping relative to the NM of four
intervening targets also located within the epicenter of Fral4A2/Fhit
fragility (Figure 1). The four targets were readily amplified on
NM-bound templates from naive B lymphocytes corresponding to the
NM-embedded fraction (E), further corroborating that the epicenter of
fragility is largely bound/embedded within the NM (n = 3). (B) The
target N corresponding to exon 5, is readily amplified in DNA
corresponding to the NM-embedded fraction from naive B lymphocytes
but only after the elimination of the NM component either by
proteinase K (PK) or DNazol (Dz) treatment. (—) Negative amplification
control without template. (+) Positive amplification control using
genomic DNA as template. NM, nuclear matrix

the last ones do not survive the NM-extraction proce-
dure.” However, for the time being we can only
speculate about the reason why target N cannot be
directly amplified on NM-bound templates and yet, it is
readily amplified in the precipitated DNA recovered after
elimination of the NM.

Both classical and recent evidence suggests that the
high-salt resistant, structural DNA loops bound to the
NM correspond to the actual replication units (repli-
cons) in metazoan cells.">**3* Other classical works
indicate that in vivo the genomic DNA is replicated at
fixed sites organized on the NM (Fritz et al'* for a
review). Moreover, the spatio-temporal segregation of
replication and transcription in nuclear foci known as
replication or transcription factories that do not over-
lap®® implies an underlying structural organization.
Varied evidence and theoretical considerations suggest
that within the nucleus DNA is replicated by a reeling
mechanism in which the template is pulled down
towards fixed replication factories.*® Experimental
evidence of DNA replication in vivo supports the
reeling mechanism®’ and suggests that replication foci
are organized upon or at least with respect to the NM.®
On the other hand, in metazoans no specific DNA
sequences that may perform as dedicated origins of
replication (ORI) are known. The standing evidence
suggests that metazoan ORIs are determined by
topological features of DNA, such as negative super-
coiling,®® a feature that is particularly intense nearby
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FIGURE 6 Positional mapping relative to the NM in naive

B lymphocytes of 10 targets spanning a ~ 90 kb region of Fhit
(Figure 1) located ~ 280 kb telomere-wise from exon 5 (A) and 21
targets spanning a ~ 230 kb region (Figure 1) located ~ 240 kb
centromere-wise from exon 5 (B). B lymphocyte nucleoids were
digested with DNase I and the targets were amplified on the NM-
bound templates previously treated with the enzyme for 0 (C),

5 (D), 15 (P), 30 (VC), and 60 (E) minutes and corresponding to
four topological zones (distal, proximal, very close, and embedded)
relative to the NM. The location of a target to a given topological
zone corresponded to the last one in which the target amplicon was
detected by the software (Table 5). (—) Negative amplification
control without template. (+) Positive amplification control using
genomic DNA as template. NM, nuclear matrix

the anchors or attachments of DNA loops to the NM but
the anchors themselves are not the ORIs.** Indeed, both
the stable and dynamic association of ORIs to the NM
has been described*! and this is consistent with the
evidence for the existence of constitutive and facultative
ORIs in metazoan cells.*? In any case, in metazoan cells
both the recognition of the potential ORIs and the
initiation of DNA replication require a finely tuned
degree of negative supercoiling.**
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FIGURE 7 Nuclear higher-order structure of the ~ 90 kb
region located ~ 280 kb telomere-wise from Fhit exon 5 (Figure 1)
in naive B lymphocytes. Data from Table 5 were used for inferring
the configuration of DNA loops in this region. The results indicate
the presence of a single but very short DNA loop while most of the
region is embedded within the NM. NM, nuclear matrix

In B lymphocytes able to express the CFS Fral4A2,
the ~180 kb genomic region centered in exon 5 of Fhit
(Figure 1) is largely embedded within the NM and so
devoid of DNA loops (Figure 4C) that may perform as
appropriate replicons. Moreover, our results also in-
dicate the absence of typical replicons along the 700 kb
ARIS region that overlaps with in Fral4A2/Fhit CZF
(Figures 1,7,8) and that was previously characterized by
its absence of replication initiation sites in the human
ortholog FRA3B,” suggesting that the reason for this
scarcity of replication initiation sites is the atypical local
NHOS. Altogether, these findings suggest a structural
explanation for the absence of replication initiation sites
along the CZF of FRA3B, and the "intrinsically difficult

IRy e

to replicate” nature of both Fral4A2 and FRA3B, since it
is difficult to visualize how the reeling mechanism for
DNA replication in vivo®*>® may operate in such
regions largely embedded within the NM and so devoid
of the DNA topological features necessary for defining
potential ORIs. Indeed, it is known that replication
causes topological stress and the presence of stable
protein-DNA complexes exacerbate such a stress as this
facilitates DNA replication fork arrest.** Moreover, the
tight interaction between Fral4A2 and the NM would
make difficult the replication fork rotation or fork
reversal movements necessary for dissipating the
topological stress, thus leading to local genomic
instability and fragility since under such conditions
topoisomerase activity may not be enough for dissipat-
ing the topological stress.**

As mentioned above, previous work indicates the
overall presence of supercoiled DNA loops in naive B
lymphocytes, although the lymphocyte loops are more
fragile (being easily destabilized and broken by
mechanical force) when compared with hepatocyte
DNA loops.?® This is consistent with the fact that naive
lymphocytes do not express lamin A/C that is a major
component of the internal NM?® and so lamin A/C is
only expressed in further-differentiated lymphocytes.?”
However, the presence throughout the naive B lympho-
cyte genome of typical, supercoiled DNA loops with
average size of ~76kb is confirmed by the global
analysis of the NHOS in the corresponding nucleoids
(see Figure S1 and Table S1) and this indicates that in
mouse lymphocytes most of the genome is away from
the NM instead of tightly attached to it, thus reinforcing
the notion that the fragility of Fral4Az2 is related to its
peculiar tight interaction with the NM, although this
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FIGURE 8 Nuclear higher-order structure of the ~ 230 kb region located ~ 280 kb centromere-wise from Fhit exon 5 (Figure 1) in naive
B lymphocytes. Data from Table 5 indicate that the region is organized into at least seven very short DNA loops but that it also includes 10 to

20 kb patches of DNA embedded within the NM. NM, nuclear matrix
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awaits confirmation by the characterization of the
NHOS at further CFS of the mouse genome.

We have previously reported that both at the local and
large-scale levels the NHOS is cell-type specific.'®%°
Therefore, considering the fact that the NM composition
is cell-type specific*>*® but not the genome nucleotide
sequence, a reasonable assumption is that the composi-
tion of the NM in naive B lymphocytes might be a
determining factor for the peculiar interaction between
the Fral4A2 region and the NM observed in such cells,
given that the same genomic region is organized in
nonremarkable but cell-type specific supercoiled loops in
both hepatocytes and neurons.

On the other hand, considering that cell-type specific
transcription is more a statistical construction than a
biological reality at the single-cell level, given the
heavily stochastic nature of transcription,?’ there is
scope for the random occurrence of both qualitative and
quantitative changes in NM composition at the single-
cell level that may support the tight interaction between
Fral4A2 and the NM in a given cell from a cell type that
usually do not express Fral4A2 fragility. This may lead
to the incidental rupture and deletion (after DNA
repair) of such a region if that cell happens to undergo
active proliferation, even more if it is subjected to
replication stress, such as that induced by sustained
oncogene expression.*® The resulting cellular progeny
may then display the deletion of Fral4A2/Fhit as a
clonal feature independently of whether or not the
corresponding gene is a tumor suppressor.

In Chinese hamster CHO cells it has been described
a recombination hotspot that implies chromosome
fragility in a genomic region of the Chinese hamster
chromosome 1 that includes four unrelated genes. It is
remarkable that in this case the epicenter of fragility
corresponded to a 40 kb LAR tightly bound to the NM.*
Thus our results are consistent with the suggestion that
DNA regions that interact tightly with the NM are
potentially involved in illegitimate recombination and
chromosome fragility.*
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