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Resumen

La eritropoyesis en vertebrados no mamiferos, como las aves, da lugar a eritrocitos
circulantes que retienen el nucleo celular en un estado altamente compactado. Los
eritrocitos circulantes en pollo, tanto embrionarios como adultos, experimentan una
caida dramatica en la tasa de sintesis de RNA y una extensa compactacién de la
cromatina que se puede apreciar en micrografias electronicas. Sin embargo, aun es
necesario caracterizar la remodelacién de la cromatina y la organizacion del genoma
en alta resolucion durante este proceso, asi mismo, es necesario ampliar nuestro
entendimiento acerca de la severidad del silenciamiento transcripcional en estas
células.

A través de la implementacion de ensayos de microscopia y técnicas acopladas a
secuenciacion masiva caracterizamos los cambios en expresidn génica,
arquitectura nuclear, accesibilidad y topologia de la cromatina a lo largo de la
eritropoyesis terminal en pollo y reportamos una compleja remodelacién de la
organizacién del genoma. Mediante la identificacién de la cromatina accesible en
los eritrocitos adultos de pollo, se observd el reposicionamiento espacial de la
cromatina abierta dentro del nucleo hacia la periferia nuclear. Dichos sitios
accesibles en los genomas eritroides representan a los promotores de genes sin
expresion que retienen a la RNA polimerasa Il (RNA Pol Il) en un estado pausado.
A través de experimentos de RNA-seq se identific6 a un grupo de genes que
permanecen activos en los eritrocitos embrionarios y adultos, algunos de ellos
relacionados con el control de la actividad y pausado de la RNA Pol 1.

Finalmente, el estudio de la organizacién del genoma mediante la implementacion
de técnicas de captura (Hi-C) mostré que el genoma eritroide se encuentra
altamente compartimentado y desprovisto de dominios topolégicamente asociados
excepto en regiones en donde la RNA Pol Il pausada contribuye al plegamiento de
la cromatina en mini dominios. Los resultados obtenidos sugieren que el pausado
de la RNA Pol Il participa en la regulacién transcripcional del genoma eritroide y
destacan la importancia de la RNA Pol Il en el mantenimiento de la organizacién de
la cromatina.



Abstract

Erythropoiesis in non-mammalian vertebrates such as birds gives rise to circulating
erythrocytes that retain their nucleus in a highly compacted state. Chicken
erythrocytes are often referred to as transcriptionally inactive, although the
epigenetic changes and chromatin remodeling that mediate transcriptional
repression and the extent of gene silencing during avian terminal erythroid
differentiation are not fully understood. Chicken embryonic and adult red blood cells
experience a dramatic drop in RNA synthesis rate and undergo extensive chromatin
compaction as evidenced by electron micrography. However, a study of the
chromatin remodeling and genome organization at high resolution during this

process is still lacking.

Through the implementation of microscopy assays and experimental methodologies
coupled to DNA sequencing we have studied the changes in gene expression, the
nuclear architecture, chromatin accessibility, and genome topology that take place
during avian terminal erythroid differentiation. Our results revealed a complex
remodeling of genome organization. Chromatin accessibility profiling showed a
unique positioning of the accessible chromatin inside the nucleus of adult red blood
cells. Open chromatin in the erythrocytes comprises promoters of silent genes that
retain the RNA polymerase Il (RNA Pol Il) in a paused state. We performed RNA-
seq experiments and identified a set of genes that remain active in the terminally
differentiated erythroid cells, some of them linked to the control of the RNA Pol Il

pausing.

Finally, we studied the organization of the erythroid genome with chromosome
conformation capture technologies (Hi-C) and found it to be highly
compartmentalized and practically devoid of topologically associated domains
except for regions where the paused RNA Pol |l contributes to chromatin folding into
mini domains. Our results suggest that promoter-proximal pausing of the RNA Pol Il
participates in the transcriptional regulation of the erythroid genome and highlight

the role of RNA Pol Il in the maintenance of local chromatin organization.



l. Principios de la organizacién tridimensional del genoma

El bidlogo del desarrollo Conrad Waddington acuid, en 1953, el término epigenética
para referirse a los mecanismos, desconocidos hasta entonces, que permiten a
células con un mismo genotipo adquirir diferentes fenotipos durante el desarrollo
embrionario’. A 70 afios de su concepcion, el campo de la epigenética ha
trascendido mas alla de la embriologia y ha evolucionado en respuesta a grandes
avances en nuestro entendimiento sobre los mecanismos moleculares que

gobiernan la expresién genética en eucariontes.

En la actualidad, el término epigenética comprende aquellos procesos moleculares
que conllevan a cambios en los perfiles transcripcionales de la célula sin alterar la
secuencia de ADN?, que actian regulando la manera en la que el ADN se
empaqueta en la fibra de cromatina, la estructura de la misma y la organizacién
espacial de la fibra dentro del nucleo celular. Estos procesos operan no sélo durante
la diferenciaciéon celular puesto que también proveen a la célula de la capacidad
para responder ante diferentes estimulos ambientales y participan en la ejecucion

de complejos programas transcripcionales.

Estructura de la cromatina

El material genético de las células eucariontes se encuentra empaquetado en una
estructura nucleoproteica denominada cromatina, formada por la unién del ADN con
un grupo de proteinas ricas en aminoacidos con cargas positivas llamadas histonas.
La unidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma, compuesto por un
octamero con dos de cada una de las histonas candnicas H2A, H2B, H3 y H4
alrededor del cual se enrollan cerca de 147 pares de bases de ADN3. Un segmento
de ADN inter-nucleosomal de longitud variable conecta a un nucleosoma con el
siguiente, lo que constituye la estructura primaria de la cromatina conocida como

fibra de 10 nm. La incorporacién de la histona H1 al segmento inter-nucleosomal
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estabiliza el plegamiento de la fibra de 10 nm en una fibra de 30 nm, misma que
puede continuar plegandose en estructuras secundarias subsecuentes*. A medida
que la fibra de 30 nm se estructura en fibras de mayor tamafo la cromatina se
condensa y reduce su volumen hasta alcanzar el grado maximo de compactacion
encontrado en los cromosomas metafasicos que presentan fibras de hasta 1400 nm

de grosor®*.

La cromatina representa el sustrato de la maquinaria responsable de la transcripcidn
génica, el metabolismo y la organizaciéon del ADN, por lo que su grado de
compactacion tiene implicaciones importantes en varios procesos celulares.
Inicialmente la cromatina se clasificé en eucromatina y heterocromatina en funcion
de la intensidad con la que los diferentes tipos de cromatina se tifien en
preparaciones con tinciones de ADN’, lo que refleja el estado de compactacion de
la cromatina. La heterocromatina se tifie mas fuertemente como cuando su estado
es altamente compactado, lo que corresponde en gran medida a un ambiente
cromosomal represivo que limita el acceso al ADN por parte de la maquinaria
transcripcional y replicativa®. La eucromatina, por su parte, representa regiones de
ADN en donde la cromatina adopta una estructura laxa y accesible que corresponde
a las regiones transcripcionalmente activas y elementos que regulan la expresion

génica como promotores y enhancers activos®.

El establecimiento de diferencias en la accesibilidad cromatinica entre regiones del
ADN constituye un proceso orquestado por mecanismos epigenéticos. La region
amino-terminal de las histonas sobresale de la estructura del nucleosoma y es
sujeta a numerosas modificaciones post-traduccionales (MPTs) que cambian la
estabilidad de los nucleosomas y la estructura de la cromatina al alterar las
interacciones entre las histonas y el ADN. Modificaciones como la acetilacion de
aminoacidos especificos ubicados en dicha region neutraliza la carga neta de las
histonas y disminuye su afinidad por el ADN, lo que resulta en una estructura mas
accesible. De manera inversa, la desacetilacion de las histonas promueve la

compactacion de la cromatina®. Ademas, existen factores proteicos que reconocen
9



y median el efecto de perfiles especificos de MPTs de manera que asisten en el
reposicionamiento nucleosomal y el reclutamiento de complejos remodeladores de

la cromatina’®.

El desarrollo de técnicas de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP) ha hecho
posible correlacionar diferentes marcas epigenéticas con el establecimiento y
mantenimiento de los distintos tipos de cromatina asi como identificar los elementos
gendmicos asociados con las mismas. De manera general, se ha encontrado que la
eucromatina es rica en marcas de acetilacién de histonas y la coocurrencia de la
acetilacion del residuo de lisina 27 de la histona H3 (abreviado como H3K27ac) junto
con la metilacién de la lisina 4 (H3K4me) se utiliza comunmente para identificar
elementos enhancers activos, mientras que las marcas de H3K27ac y H3K4me3 se
encuentran en promotores de genes transcripcionalmente activos''. En la
heterocromatina se encuentra un estado general de hipoacetilacion de histonas. La
heterocromatina constitutiva, que comprende secuencias repetidas en las regiones
teloméricas y centroméricas, es rica en la marca de H3K9me3 y la presencia de las
proteinas HP1a/B que reconocen dicha MPT'213, En tanto, la heterocromatina
facultativa se asocia con el silenciamiento transcripcional de genes y presenta la di-
y tri-metilacion de la lisina 27 de la histona H3 (H3K27me2/3) mediada por las

proteinas del complejo Polycomb™.

Los cambios en la accesibilidad de la cromatina mediados por la deposicién de
perfiles particulares de MPT de histonas, asi como el reclutamiento de factores
remodeladores de la cromatina que reconocen dichos perfiles asisten en la
delimitacion de elementos reguladores, como enhancers y promotores. Sin
embargo, a menudo los elementos enhancer se localizan a distancias genémicas
considerables de su gen blanco y su actividad no puede explicarse meramente por
cambios locales en la accesibilidad de la cromatina, sino que requiere de la
proximidad fisica entre ambas secuencias. En este contexto nacié el campo de
estudio de la topologia del genoma el cual aborda la manera en la que la

organizacién espacial de la fibra de cromatina al interior del nucleo y el
10



establecimiento de interacciones fisicas entre secuencias gendémicas participan en
la regulacion de diferentes procesos metabdlicos del ADN y la precisa regulaciéon

espaciotemporal de la actividad génica.

Técnicas para el estudio de la topologia genémica

El estudio de la organizacion de la cromatina dentro del nucleo en interfase ha sido
posible gracias a dos ejes principales: el desarrollo de técnicas de microscopia
disefadas para evaluar la proximidad espacial entre secuencias de ADN,
particularmente la hibridacion fluorescente in situ (FISH), y el advenimiento de
técnicas moleculares como la captura conformacional de cromosomas (3C) y

tecnologias derivadas de esta.

En el experimento de FISH se utilizan sondas de ADN marcadas fluorescentemente
que hibridan con las secuencias de interés, de manera que se puede obtener
informaciéon acerca de la posicion espacial de secuencias especificas e incluso de
cromosomas completos’®. Este tipo de ensayos ha aportado importantes
observaciones sobre la organizacién de los cromosomas en territorios discretos que
promueven la interaccion entre secuencias ubicadas en el mismo cromosoma (es
decir, en cis-) a la vez que la frecuencia de interacciones entre cromosomas
diferentes (en trans-) es baja’®. Asimismo, el marcaje fluorescente de ADN ha
evidenciado la formacién de asas de cromatina entre promotores y enhancers que
coinciden con el momento de activacion transcripcional de los genes involucrados
en estos contactos'” '8, lo que provee de un modelo que explica el mecanismo de
accion de los enhancers localizados a grandes distancias gendémicas y apoya la
nocion de la organizacion del genoma como un nivel nuevo de regulacion

transcripcional.

Datos obtenidos por microscopia 6ptica y electrénica indican la segregacion de la

eucromatina y heterocromatina en diferentes compartimentos nucleares restringidos
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a zonas particulares del nucleo. Por ejemplo, la heterocromatina suele encontrarse
en la periferia nuclear o asociada a la zona perinucleolar y el confinamiento de un
gen a estas regiones coincide con su silenciamiento transcripcional'®?!, mientras
que la eucromatina se localiza al centro del nuicleo?'. El uso de métodos de
imagenologia ha sido esencial para ampliar nuestro entendimiento de la estructura
y plegamiento de la cromatina; sin embargo, el nimero de regiones que pueden ser
evaluadas en un mismo experimento es limitado y las secuencias a evaluar deben
ser definidas a priori, lo que limita la capacidad de estas técnicas de realizar

observaciones genémicas.

Las técnicas de captura conformacional, por su parte, constituyen un grupo de
metodologias bioquimicas utilizadas para revelar en alta resolucion las
interacciones entre segmentos de ADN vy calcular la frecuencia en la que ocurren
estos contactos en una poblacion celular??. Las técnicas de captura explotan el
hecho de que las interacciones y asas de cromatina estan mediadas por proteinas,
de modo que utilizan un primer paso de entrecruzamiento con formaldehido para
fijar todas las interacciones proteina-proteina y proteina-ADN y asi preservar la
organizaciéon del genoma. Posteriormente, se digiere el genoma completo con una
enzima de restriccion que genera fragmentos de ADN con extremos cohesivos que
sirven de sustrato para una reaccion de ligacion en condiciones subdptimas. Este
ultimo paso favorece la ligacidon de fragmentos que se encontraban cercanos
espacialmente al momento del entrecruzamiento, mientras que las ligaciones entre
fragmentos a mayores distancias son poco comunes. De esta manera, la ligacion
entre dos secuencias distantes en el genoma lineal da lugar a fragmentos de ADN
hibridos cuyo origen solo es posible si dichos fragmentos se encontraban formando

un asa de cromatina dentro del nucleo?3.

Las tecnologias de captura surgieron con el desarrollo de la técnica de 3C, en la
que la interaccién entre dos secuencias se evidencia mediante la amplificacion
especifica del fragmento hibrido resultante luego de la ligacién, con el uso de

oligonucledtidos especificos para las secuencias de interés?®. Es importante
12



recalcar que aunque la técnica de 3C unicamente evalua la interaccién entre un par
de secuencias, el experimento genera millones de fragmentos que corresponden a
las interacciones de todo el genoma. Por lo que posteriores modificaciones a la
técnica de 3C dieron lugar a nuevos métodos experimentales capaces de revelar un
numero mayor de interacciones mediante el uso de secuenciacion masiva de
ADN?2, Dentro de estas técnicas destaca la de Hi-C por su capacidad de recuperar
de manera extensiva las interacciones de todo el genoma sin necesidad de definir

previamente las secuencias de interés.

A diferencia del 3C, en un protocolo de Hi-C los extremos cohesivos dejados por la
digestién con la enzima de restriccion son posteriormente reparados y marcados
con un nucleadtido biotinilado y los extremos romos resultantes son ligados. De este
modo, todas las moléculas que han sido exitosamente digeridas, reparadas y
ligadas retienen al nucledtido biotinilado y son recuperadas mediante un pull-down
con particulas paramagnéticas acopladas a estreptavidina (Fig. 1A). El experimento
concluye con la preparacion de una biblioteca que contiene a todos los fragmentos
recuperados para su secuenciacion pareada, de manera que el Hi-C permite evaluar
en el mismo experimento la presencia de millones de fragmentos informativos que

exploran la conformacion de todo el genoma?*.
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Figura 1. Estudio de la organizacion del genoma con la técnica de Hi-C. A, Protocolo
del experimento de Hi-C. Las interacciones del genoma son fijadas y digeridas con una
enzima de restriccion. Posteriormente, se reparan los extremos dejados por la enzima
utilizando un nucledtido biotinilado seguido de un paso de ligacidén en el que se generan
fragmentos de ADN hibridos, que reflejan la cercania espacial entre dos secuencias. B,
Luego de la secuenciacion de los fragmentos hibridos, los resultados de Hi-C se presentan
como matrices de interaccion que muestran, a través de un mapa de calor, la frecuencia en
la que dos secuencias interactian entre si. C. Ejemplo de datos de Hi-C en células de
humano que muestran la interaccion especifica entre dos regiones del cromosoma 17 (L1
y L2), mientras que la region denominada L3 del mismo cromosoma no participa en dicha
interaccion. La presencia de esta asa de cromatina se confirmé con experimentos de
FISH%,

El analisis de los resultados de Hi-C es complejo y requiere del uso de herramientas
bioinformaticas capaces de alinear cada par de interacciones al genoma de
referencia y calcular la frecuencia con la que cada interaccién es detectada. La
forma mas comun para visualizar esta informacion es construir una matriz de

interaccion como la que se muestra en la Fig. 1B.
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Este tipo de matrices estan dividas en celdas de tamafio constante, definidos por la
resolucion de la matriz. En el ejemplo presentado en la Fig. 1C se muestra una
region que comprende de la megabase 66.5 ala 68 del cromosoma 17 de humano
y la matriz esta construida a una resolucion de 10 Kb, de modo que cada celda en
la matriz representa 10 Kb del cromosoma?®. Las matrices de Hi-C son simétricas y
la diagonal que las atraviesa recapitula la secuencia lineal del cromosoma, mientras
que a medida que nos alejamos de la diagonal podemos encontrar todas aquellas
interacciones entre secuencias distantes en el genoma?*. Finalmente, la frecuencia
de la interaccidon entre dos regiones es calculada con base en la abundancia de
fragmentos hibridos secuenciados que soportan dicha interaccion y es representada
mediante un mapa de calor?*. Dada la naturaleza simétrica de la matriz, es comun

presentar unicamente la mitad de la misma.

El ejemplo de la Fig. 1C muestra una interaccién detectada entre dos regiones
ubicadas a 400 Kb de distancia entre ellas, denominadas L1 (Chr17: 66.8 Mb) y L2
(Chr17: 67.2 Mb), la interaccion se aprecia en la matriz como una zona de color rojo
en la interseccidn entre ambas coordenadas gendmicas que denota una alta
frecuencia de interaccion y es interpretada como evidencia de un asa de cromatina
entre L1 y L2%. Por otra parte, la secuencia indicada como L3 se encuentra a la
misma distancia gendmica de L2 pero la interseccion entre ambas coordenadas en

la matriz refleja valores de interaccién bajos?.

En la ultima década el analisis de datos de Hi-C ha mostrado que el genoma se
organiza en distintas estructuras, identificadas por patrones especificos observables
en las matrices, a las que se les atribuye una alta capacidad regulatoria en el control
transcripcional de las células cuya perturbacion ha sido observada en defectos

durante el desarrollo y procesos patoldgicos como el cancer?6:27.

15



Niveles de organizacion tridimensional del genoma

Asas de cromatina

Se reconocen distintos niveles jerarquicos en la organizacién de la cromatina, el
primero de ellos corresponde a la formacion de asas o loops de cromatina que
permiten el contacto de regiones de ADN distantes en la secuencia lineal del
cromosoma?*. Las asas de cromatina mejor caracterizadas son aquellas entre
enhancers y promotores, en cuyo caso la formacion de la misma correlaciona con
la activacion transcripcional del gen blanco?®2°. De igual manera, existen algunos
ejemplos de asas que conducen al silenciamiento transcripcional y cuya alteracién

resulta en la activacion ectopica de los genes involucrados en dicho loop3%-31.

Ademas de las asas enhancer-promotor, existen ejemplos de asas formadas entre
los promotores de genes que comparten el mismo estado transcripcional y coinciden
en la regulacion espaciotemporal de su expresion3233, Asimismo, se han descrito
redes de interacciones entre promotores de genes silenciados por el complejo
Polycomb3*, lo que sugiere que este tipo de estructuras podrian proveer de un

andamiaje que asiste en la co-regulacion transcripcional de multiples genes.

Las asas de cromatina se identifican en las matrices de Hi-C como puntos que
reflejan la alta frecuencia de interaccion entre las secuencias de ADN ubicadas en
las bases del loop (Fig. 2A). Numerosos reportes han mostrado que las bases de
los loops en vertebrados suelen coincidir con sitios ocupados por proteinas
estructurales, particularmente el factor de unién a CCCTC (CTCF) y el complejo de
cohesina?>3%3¢ por lo que se ha propuesto que las asas se forman gracias a la
actividad conjunta de estas proteinas a través de un mecanismo conocido como

loop extrusion, que sera abordado en la siguiente seccion.
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Dominios topolégicamente asociados

Una de las caracteristicas mas prominentes de las matrices de Hi-C es la presencia
de estructuras conocidas como dominios topolégicamente asociados (TADs), que
se definen como regiones de ADN que albergan un gran numero de interacciones
entre secuencias dentro del mismo dominio, al mismo tiempo que se mantienen
relativamente aisladas de las secuencias estructuradas en dominios adyacentes®’.
En las matrices de Hi-C los TADs se aprecian como regiones continuas ricas en
interacciones a lo largo de la diagonal, separadas por regiones de baja interaccién

que aislan a un dominio del otro (Fig. 2B).

Los TADs estan demarcados por regiones genémicas con capacidades aislantes,
denominadas fronteras, que impiden el contacto entre secuencias en diferentes
dominios. Al igual que las bases de las asas de cromatina, las fronteras de los TADs
estan ocupadas por CTCF y cohesina?>3”. Ademads, un gran nimero de fronteras
estan ocupadas por la RNA Pol Il, coinciden con promotores de genes constitutivos
y contienen marcas de histonas de eucromatina®’. Los TADs representan unidades
estructurales de gran importancia en el genoma de los vertebrados. Por ejemplo,
mas del 90% del genoma de ratén se encuentra estructurado en dominios, que van
de tamanos desde 40 Kb hasta 3 Mb, y suelen estar conservados entre tipos

celulares e incluso entre especies?®38:39,

La importancia de los TADs radica en su capacidad de proveer de una estructura
genomica que facilita la interaccidn entre elementos reguladores a la vez que limitan
el contacto entre otros. De modo que es mas probable que un elemento regulatorio
contacte a su promotor blanco si ambos elementos se encuentran dentro del mismo
dominio, mientras que la confinacion de estos elementos a diferentes TADs reduce
la probabilidad de contacto entre ellos**4'. De manera consistente con esto,
mutaciones o variaciones estructurales que perturban a las fronteras entre TADs

conducen a la formacion de interacciones ectopicas y la activacion aberrante de
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genes, mismas que son frecuentemente observadas en procesos patolégicos como

el cancer y defectos durante el desarrollo*'-42,

A Asas de cromatina B Dominios Topoldgicamente C Compartimentos
Asociados (TADs) Interacciones entre zonas con el
mismg estado cromatinico
ik /_\ g4

Frecuencia de
interaccion

Bajo

TAD T, = ——
AJ
Frontera Frontera
£
Gen activ j\ - Enhancer }& A5
LB 4
6 S — i i

WCTCF  ©—==?Cohesina Compartimento A Compartimento B
(Eucromatina) (Heterocromatina)

Figura 2. Niveles de organizacién tridimensional del genoma. Tipos de estructuras
identificadas en las matrices de Hi-C (arriba) y el modelo del nivel de organizacion que
representan (abajo). A, Representaciéon de un asa de cromatina entre dos elementos
ubicados a unas cuantas Kb de distancia. Las asas de cromatina se identifican por el patron
observado en la matriz y suelen tener a CTCF y el complejo de cohesina en la base. B, Los
TADs se aprecian en los datos de Hi-C como triangulos continuos, cerca de la diagonal de
matriz. Cada triangulo representa un TAD separado de los otros dominios por las regiones
denominadas fronteras, ricas en CTCF y cohesina. C, A gran escala, las regiones del
genoma que comparten el mismo estado de la cromatina se contactan espacialmente en
un compartimento eucromatinico (Compartimento A, azul) y otro rico en heterocromatina
(Compartimento B, amarillo). Este tipo de organizacion resulta en un patrén de tablero de
ajedrez en las matrices de Hi-C.
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Compartimentos nucleares

Como se menciond en la seccion anterior, dentro del nucleo ocurre la segregacion
espacial de la eucromatina y heterocromatina en diferentes zonas, a las que
conocemos como compartimentos nucleares. La heterocromatina tiende a situarse
en las regiones cercanas al nucléolo o hacia la periferia nuclear, de tal modo que
los genes ubicados en la periferia nuclear se encuentran reprimidos y requieren ser
relocalizados hacia zonas de eucromatina para poder ser expresados*34°. Las
regiones ubicadas en la periferia nuclear son denominadas Dominios Asociados a
la Lamina nuclear (LADs) y suelen ser zonas de baja densidad génica, con niveles
de expresion bajos, ricas en la marca de histonas represiva H3K9me3 y la proteina
de heterocromatina HP 14647 En células de mamifero se ha estimado que los LADs
se encuentran en todos los cromosomas y pueden constituir hasta el 30% de todo
el genoma®®, por lo que constituyen un compartimento heterocromatico

considerable.

La formacion de los LADs depende de la actividad de proteinas puente, como HP1a
en mamiferos, capaces de interactuar con la cromatina marcada con H3K9me2/3 y
con algunos componentes estructurales de la envoltura nuclear, particularmente las
laminas A/C y B, asi como de la participacion del receptor de la lamina B (LBR)*°.
La eliminacion de los genes que codifican para la lamina A/C o el LBR resulta en la
pérdida de los LADs, la relocalizacion aberrante de la heterocromatina hacia el
centro del nucleo y en algunos casos en la activacion transcripcional ectépica de
genes previamente silenciados®®5'. Por otra parte, mutaciones en los genes que
codifican para las laminas nucleares o enzimas involucradas en su procesamiento
y maduracion post-traduccional dan lugar a un grupo de patologias denominadas
laminopatias caracterizadas por defectos en el establecimiento de los LADs y en la

expresion génica®?.

Una excepcion notable a la arquitectura nuclear clasica se encuentra en los

bastones de la retina de mamiferos nocturnos, en donde la pérdida de LBR y las
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laminas A/C ocurre de manera regulada durante el desarrollo y resulta en la
inversion del patrén heterocromatina-eucromatina antes descrito®°3, El
reposicionamiento atipico de la heterocromatina hacia el centro del nucleo en este
tipo de fotorreceptores responde a la necesidad fisioldgica de optimizar la transmion
y captura de la luz y demuestra el estrecho vinculo entre la arquitectura nuclear y la

funcion celular.

La formacion de compartimentos promueve la interaccion entre secuencias que
comparten el mismo estado de compactacion a la vez que evita las interacciones
entre regiones de heterocromatina y eucromatina®. Aunque los mecanismos
moleculares detras de la formacion de compartimentos nucleares no han sido
elucidados por completo, evidencia reciente sugiere que algunos de los
componentes de la cromatina son capaces de inducir separacion de fases liquido-
liquido (LLPS)%>%7. La LLPS resulta en la formacion de compartimentos
supramoleculares, similares a gotas, estabilizados por fuerzas hidrofobicas débiles
que limitan la difusion de proteinas hacia el interior del dominio®’. De esta manera
los compartimentos representan dominios ricos en eucromatina o heterocromatina
inmersos en una fase liquida mas diluida (el nucleoplasma), de manera similar a

gotas de aceite en agua®®.

La organizacion de la cromatina en compartimentos se observa en las matrices de
Hi-C como un patrén caracteristico en forma de tablero de ajedrez que refleja como
regiones del mismo estado de compactacion que se encuentran lejanas en el
genoma lineal se contactan entre si?* (Fig. 2C). Con los datos de Hi-C pueden
distinguirse dos grandes compartimentos a nivel de todo el genoma, el
compartimento A que correlaciona con las regiones eucromaticas, ricas en genes
activos y marcas de cromatina abierta; y el compartimento B que correlaciona con

las marcas de heterocromatina y poca actividad transcripcional®42°,
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. Mecanismos de organizaciobn del genoma en

vertebrados

Desde el descubrimiento de las asas de cromatina, diferentes esfuerzos han tratado
de elucidar los mecanismos implicados en la estructuracion y regulacion de la
topologia gendmica. La caracterizacion de los loops y TADs, asi como de las
proteinas frecuentemente asociadas a las bases de dichas estructuras, han llevado
a la postulacion de un mecanismo por el cual ciertas proteinas estructurales asisten

al plegamiento de la cromatina.

Proteinas estructurales y el modelo de extrusion de cromatina

Se conocen pocas proteinas que cumplen la funcién de organizar el genoma en
vertebrados, la mejor estudiada de ellas es CTCF, una proteina expresada de
manera constitutiva originalmente identificada como un represor transcripcional y
una proteina insulator®®. La proteina CTCF posee una region central con 11 dedos
de zinc, altamente conservada dentro del clado de los animales bilaterios®®, que le
permiten reconocer una secuencia blanco en el genoma y unirse al ADN®°, Existen
mas de 60,000 sitios de union a CTCF en el genoma humano predominantemente
ubicados en regiones intergénicas y elementos reguladores, mas del 60% de estos
sitios se comparten entre distintos tipos celulares mientras que otros se encuentran

Unicamente ocupados en contextos celulares especificos®’.

La integracion de datos de captura y ChiP-seq ha demostrado que las bases de
muchas asas de cromatina cuentan con motivos de union a CTCF en orientacion
convergente ocupados por la proteina23¢ (Fig. 3), mientras que la eliminacion o la
inversion de la orientacion de un sitio de CTCF ubicado en la base de un loop resulta
en la disolucion de dicha interaccidon3®. De igual manera, el abatimiento temporal de
los niveles proteicos CTCF en células troncales embrionarias de ratén conduce a la

pérdida de mas del 80% de los TADs®2, En conjunto estas evidencias demuestran
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que CTCF juega un papel preponderante en la formacion de asas de cromatina y
TADs, aunque es probable que existan otras proteinas capaces de cumplir con un
rol similar. Por ejemplo, recientemente se ha demostrado que la proteina Ying Yang
1 (YY1) también puede formar asas de cromatina entre enhancers y promotores de

manera similar a CTCF®3,

CTCF generalmente se encuentra acompanado por el complejo de cohesina®46,
conformado por las proteinas del Mantenimiento Estructural de Cromosomas (SMC,
por sus siglas en inglés) SMC1y SMC3, y Rad21%6. El complejo de cohesina posee
la forma de un anillo a través del cual el ADN es extrudido, gracias a la actividad
ATPasa de las subunidades SMC1 y SMC366. Los niveles de cohesina unidos al
ADN estan regulados por la actividad de la proteina NIPBL, encargada de montar el
complejo al ADN, y de la proteina WAPL que remueve al complejo®’88. El
abatimiento de la subunidad Rad21 o de NIPBL impiden la unién de la cohesina con
el ADN y generan la pérdida de las asas de cromatina y TADs en todo el

genoma®®70, o que resalta su importancia en la organizacion del genoma.
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Modelo de extrusién de cromatina
(Loop extrusion model)
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Figura 3. Modelo para la formacion de asas de cromatina. De acuerdo con el modelo de
extrusion, el complejo de cohesina (formado por las proteinas SMC1, SMC3 y Rad21) es
cargado sobre la cromatina de manera que la fibra de cromatina pasa a través del anillo
del complejo, dando lugar a un asa de cromatina (izquierda). Gracias a su actividad ATPasa,
la cohesina es capaz de recorrer por la fibra de cromatina y hacer crecer el asa (centro).
Finalmente, el asa de cromatina se estabiliza cuando la cohesina interactia con alguna
proteina capaz de frenar su movimiento. En el caso de CTCF, la estabilizacion del asa
ocurre cuando la cohesina encuentra dos motivos de unién a CTCF orientados de manera
convergente’' (derecha).

De acuerdo con el modelo de extrusién de cromatina, también conocido como loop
extrusion model, las asas de cromatina se forman cuando el ADN es extrudido a
través del anillo de cohesina. EI movimiento de la cohesina es detenido cuando ésta
se encuentra con alguna proteina capaz de frenarla, tal como CTCF (Fig. 3), lo que
explica la presencia de CTCF en la base de los loops. En concordancia con este
modelo, se ha descrito que la porcidn N-terminal de CTCF interactua con la

cohesina y es capaz de estabilizar su union a la cromatina’.
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El papel de la transcripcién en la topologia del genoma

La organizacion del genoma y el control de la transcripcion se encuentran
intimamente relacionadas. Sin embargo, la forma en la que la maquinaria
transcripcional influye o promueve la formacion de asas de cromatina o TADs

continda siendo debatida.

Muchas de las fronteras de los TADs coinciden con zonas de alta actividad
transcripcional y la RNA Pol Il se encuentra enriquecida en la base de loops y
TADs%"-73. Ademas, estudios dirigidos a evaluar la dinamica de la organizacion del
genoma durante el desarrollo temprano en Drosophila y ratdbn han mostrado que el
genoma embrionario carece de TADs durante las primeras etapas del desarrollo en
las que encuentra transcripcionalmente inactivo. La aparicion de los dominios
topoldgicos coincide con la activacion transcripcional del genoma, el reclutamiento
masivo de factores transcripcionales y la RNA Pol Il a la cromatina’", lo que
sugiere que la maquinaria transcripcional o el proceso de transcripcion en si mismos

pueden propiciar la organizacion.

Estudios recientes han mostrado que el abatimiento de la RNA Pol Il afecta a las
asas de cromatina, particularmente aquellas entre elementos regulatorios’®, aunque
la inhibicion de la transcripcion no parece tener algun efecto topoldgico en células
K562, que corresponden a células eritroleucémicas de humano, ni en mESC’’. De
modo que la uniéon de la RNA Pol Il a la cromatina podria ser suficiente para
promover la formacion de asas y TADs, ya sea de manera directa o reclutando a la
cohesina’®’’. En este sentido, resulta interesante explorar la organizacion del
genoma en contextos celulares en donde la actividad transcripcional se encuentra

alterada o disminuida.
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lll. Antecedentes

Los eritrocitos son células del torrente sanguineo altamente especializadas en el
transporte de oxigeno desde los pulmones a los tejidos, que son generadas a partir
de progenitores hematopoyéticos a través del proceso de eritropoyesis. Las
primeras etapas de la eritropoyesis llevan a la formacion de células progenitoras
eritroides conocidas como unidades formadoras de colonias eritroides (CFU-E)’8.
La eritropoyesis terminal inicia cuando las CFU-E se diferencian en proeritroblastos,
que a su vez atraviesan una serie de cambios morfolégicos notables y un dramatico

silenciamiento transcripcional hasta dar lugar a los eritrocitos maduros’®.

Cambios en la estructura de la cromatina durante la eritropoyesis

terminal en mamiferos

En mamiferos, la eritropoyesis terminal involucra la condensacion generalizada de
la cromatina, de manera concomitante con una reduccion marcada del volumen
nuclear y el silenciamiento transcripcional de todo el genoma’®. El proceso culmina
cuando el eritroblasto tardio enuclea y expulsa el material genético condensado, un
paso unico de los eritrocitos de mamifero, de tal manera que los eritrocitos maduros

son células carentes de nucleo’®8 (Fig. 4A).

La remodelacién de la cromatina en la eritropoyesis en mamiferos esta mediada, al
menos en parte, por cambios en las MPTs de las histonas, particularmente en el
estado de acetilacion de las mismas. La expresion de las acetiltransferasas de
histonas Gcn5, Elp3, Hat1 y Tip6 se reduce progresivamente durante la
eritropoyesis y la expresion ectopica de Gen5 evita la condensacion de la cromatina
en eritroblastos de ratén®'. A su vez, las deacetilasas de histona (HDACs) 1, 2, 3y
5 se expresan altamente en los blastos y la inhibicién farmacolégica de la actividad
de la HDAC?2 bloquea por completo la enucleacién®?83, Como consecuencia de esta
pérdida de acetilacién, el nucleo de los proeritroblastos de humano puede reducir

su volumen hasta 10 veces su tamario original antes de enuclear®.
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Ademas de la pérdida de acetilacion, hay pérdida de marcas de histona asociadas
con la elongacion de la transcripcion®. El eritroblasto mas tardio muestra el
silenciamiento generalizado de todo el genoma excepto en 474 genes que continuan
expresandose, particularmente los genes globina, proteinas de la membrana
eritroide y genes involucrados en el transporte de oxigeno®, de manera que el
silenciamiento extensivo del genoma estd mediado tanto por la ganancia de

heterocromatina como por la regulacion de la actividad de la RNA Pol Il.

Algunos reportes han descrito que previo a la enucleacion ocurre la migracion
parcial de las histonas desde el compartimento nuclear hacia el citosol, donde son
degradadas?®®. Dicho proceso se ha atribuido a la apertura transitoria de la envoltura
nuclear y la remodelacion de los componentes de la misma, mediadas por el corte
proteolitico de la lamina B por parte de la caspasa 3. La inhibiciéon de la caspasa 3
o la expresion de una version mutante de la lamina B que no es susceptible al corte
en eritroblastos previenen la condensaciéon de la cromatina, la enucleacion y
detienen el proceso de diferenciacion®’. Finalmente, durante la enucleacion el
nucleo de los eritroblastos tardios se dirige hacia uno de los extremos de la célula 'y
ocurre la formacion de un anillo contractil que termina por separar al eritrocito

maduro del nucleo®.

La reduccion del volumen nuclear y compactacion de la cromatina son
caracteristicas comunes en los procesos de diferenciacion eritroide de todos los
vertebrados; sin embargo, los eritrocitos definitivos de los vertebrados no mamiferos
retienen el nucleo celular en un estado condensado y aparentemente
transcripcionalmente inactivo® (Fig. 4B). Los cambios aqui descritos no han sido
explorados en otros vertebrados, lo que impide evaluar la conservacion de los
mecanismos involucrados en la condensacién de la cromatina y sus diferencias con

los de mamiferos.
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Cambios en la estructura de la cromatina durante la diferenciacion

eritroide en pollo

El desarrollo embrionario del pollo (Gallus gallus) tiene una duracion aproximada de
21 dias al final de los cuales el embridn eclosiona. Las primeras ondas de
diferenciacion del linaje eritroide ocurren dentro del saco vitelino dentro de las
primeras 36 horas de desarrollo y dan origen al linaje de eritrocitos denominados
primitivos, dado que expresan lo genes de globinas embrionarias a-Pi, B-Rho y (-
Epsilon. A partir del dia 5 de desarrollo ocurre un recambio de globinas en el que
los eritrocitos primitivos comienzan a expresar las hemoglobinas adultas a- A, a-D
y B-A, a este linaje eritroide se le conoce como eritrocitos definitivos®®.
Posteriormente, alrededor de los dias 12-15 embrionarios, la médula 6sea comienza

a fungir como el nicho hematopoyético mas importante en el organismo®.

Los linajes primitivo y definitivo progresan a través de varios estadios de
diferenciacion similares a la eritropoyesis en humano y ratén, pasando por el
proeritroblasto, eritroblasto y eritroblasto baséfilo hasta concluir su diferenciacion
hacia eritrocitos nucleados®. Estas distinciones se han realizado con base en la
morfologia celular y nuclear, la proporcion entre el tamafo nuclear respecto al

tamano celular y la abundancia general de organelos intracelulares.
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A Condensacion de la cromatina

Proeritroblasto  Eritroblasto temprano Eritroblasto tardio \T-ug centrkom .
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Proeritroblasto Eritroblasto Ertrotlasto basdfilo Eritrocito Eritrocito
embrionario adulto
Maduracion

Figura 4. Durante la eritropoyesis ocurren grandes cambios en la estructura de la
cromatina. A. En los mamiferos, el volumen nuclear disminuye conforme avanza la
eritropoyesis hasta que en el eritroblasto tardio el nlcleo se polariza y la célula enuclea®.
B. Micrografias del proceso de eritropoyesis en pollo. En las aves no ocurre la enucleacion
y los eritrocitos definitivos mantienen el nucleo en un estado altamente compactado, que se
asevera en los eritrocitos de organismos adultos®!.

La informacion disponible sobre los mecanismos que conducen a la remodelacion
de la cromatina en la eritropoyesis aviar es escasa. En particular, los eritrocitos
inmaduros y maduros de ave expresan a la variante de histona H5, una forma
alterna de la histona H1 que representa hasta el 60% del contenido total de histonas
inter-nucleosomales en los eritrocitos maduros®2%3. La histona H5 tiene una mayor
proporcion de residuos de arginina y lisina que la histona candnica, lo que le confiere
mayor afinidad por el ADN, ademas de que puede formar dimeros con otras H5%:95,
Estas caracteristicas sugieren que juega un papel fundamental en la compactacion

de la cromatina en la eritropoyesis. De hecho, la sobreexpresion de la H5 es
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suficiente para disminuir significativamente la transcripcion y la tasa replicativa

incluso en células de mamifero®.

La extrapolacion de datos obtenidos a través de la cristalizacién de una particula
nucleosomal con la histona HS presente y del modelado computacional de esta
interaccion sugieren que la incorporacion de la variante H5 aumenta la longitud del
ADN protegido por el nucleosoma y permite el plegamiento de la cromatina en una
estructura mas compacta®-%. Sin embargo, la evidencia experimental de esta

observacién ha sido contradictoria hasta el momento99:100,

Cambios en la estructura de la cromatina durante la maduracion

eritroide en pollo

Aunque los eritrocitos definitivos embrionarios (eRBC) son células terminalmente
diferenciadas, existen diferencias morfolégicas y estructurales entre estos y los
eritrocitos circulantes de las aves adultas (aRBC). Por ejemplo, los eRBC tiene un
volumen celular mayor que el de los aRBC®'. Las diferencias entre ambos tipos de
eritrocitos son atribuidas a un proceso de maduracion eritroide, en el que las
capacidades biosintéticas de los eritrocitos se ven progresivamente restringidas®’
(Fig. 4B).

Se ha descrito que los eRBC mantienen una actividad transcripcional baja que
disminuye a medida que la maduraciéon progresa, a la fecha la evidencia
experimental reportada es poca. Se ha medido el contenido total de RNA extraido
de eRBC desde el dia 3 de desarrollo hasta el dia 17, que muestra una caida a partir
del dia 8 de mas del 90% en el total de RNA extraido'’®'. Un ensayo independiente
midié la incorporacion de uridina marcada radioactivamente al RNA naciente en
aRBC y mostré niveles muy bajos de sintesis de RNA y un contenido total de

aproximadamente 0.02-0.04 picogramos de RNA por célula'?. Los eritrocitos de
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pollo tienen una vida media de 30 dias en circulacion, a lo largo de los cuales

retienen el ndcleo en un estado inactivo®.

Por otra parte, existe un reporte de patrones de localizacion celular diferencial de
CTCF entre los eritrocitos terminalmente diferenciados y células de linaje no
eritroide, asi mismo entre los eritrocitos y eritroblastos (Fig. 5). De acuerdo con este
estudio, CTCF detectable por inmunotincidon se encuentra ampliamente distribuido
al interior del nucleo celular en fibroblastos y eritroblastos de pollo, mientras que en
el nucleo de eRBC la distribucion de CTCF se reduce a pequefios compartimentos
que coinciden con zonas eucromaticas, de acuerdo con la tincion de acidos
nucleicos con DAPI'%, En los aRBC, los cambios en la localizacion nuclear de CTCF
se acentuan, a la vez que también se aprecia la formacién de compartimentos ricos
en la RNA Pol 11'%, Dada la importancia de CTCF y la RNA Pol Il en la organizacién
del genoma, estos datos sugieren que el proceso de maduracién eritroide podria
estar acompafado por cambios en la organizacion del nucleo ademas de los

cambios transcripcionales descritos.

eRBC

=
72}
L
K]
o}
S
=
=
w

aRBC

Fibroblast

Figura 5. Cambios en la localizacion de CTCF en el nicleo celular durante la
maduracion eritroide en pollo. A-A’. En los eritroblastos de pollo, CTCF se localiza
uniformemente dentro del nucleo celular. B-B'. De igual manera, CTCF se distribuye
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homogéneamente dentro del nucleo de fibroblastos. C-C'. En los eritrocitos embrionarios
(eRBC), CTCF se acumula en compartimentos principalmente localizados cerca de la
membrana nuclear. D-D'. Por ultimo, en los eritrocitos adultos (aRBC) CTCF se distribuye
en compartimentos de gran tamafio ubicados en regiones eucromaticas'®. En todos los
casos se muestra la deteccion de CTCF por inmunofluorescencia y la tincion nuclear con
DAPI.

Aunque se describe a los eritrocitos nucleados como células transcripcionalmente
inactivas, los mecanismos epigenéticos detras del silenciamiento y la extension del
mismo no se han estudiado a profundidad. Ademas, dada la estrecha relacién entre
la topologia del genoma y la regulacion transcripcional, los eritrocitos de pollo
constituyen un gran modelo para explorar el efecto del silenciamiento global del

genoma sobre la estructuracién de asas de cromatina y TADs.

IV. Propuesta de investigacion

La cromatina se organiza dentro del nucleo en TADs y compartimentos que
contribuyen a la regulacion de la expresién génica y a la ejecucion de programas
transcripcionales especificos. La organizacion del genoma esta orquestada por
mecanismos tales como los perfiles de marcas de histonas, la presencia de
proteinas estructurales y la RNA Pol Il en las bases de las asas y dominios. Sin
embargo, a pesar de la estrecha relacion entre la topologia del genoma y el control
de la transcripcion, la fecha se desconoce el estado de la cromatina y como esta se
reorganiza topoldgicamente durante un proceso de silenciamiento transcripcional

de todo el genoma.

El proceso de diferenciacion y maduracion eritroide de Gallus gallus involucra el
silenciamiento global del genoma, la reduccién del volumen nuclear y la
redistribucion de proteinas que estructuran al ADN dentro del nucleo por lo que
provee de un modelo unico de cambios grandes a nivel transcripcional, estructura
primaria de la cromatina y su organizaciéon dentro del nucleo durante la
diferenciacion celular. El estudio de estos niveles de regulacion durante la

eritropoyesis podria resultar en la identificacion de elementos o agentes
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moleculares que median dicho proceso a la vez que permiten evaluar el impacto del

silenciamiento sobre la cromatina y su organizacion tridimensional.

Hipotesis

Los eritrocitos en pollo son considerados células transcripcionalmente inactivas que
retienen el nucleo celular en un estado altamente compactado. Dada la estrecha
relacion entre la organizacion del genoma y la regulacion de la expresion génica, la
caida en la actividad transcripcional en los eritrocitos estara acompanada de la
desestructuracion generalizada del genoma y cambios en la arquitectura nuclear.
Por otra parte, algunos genes y elementos gendmicos que continien siendo

importantes para la fisiologia eritroide permaneceran organizados.

Objetivo general

l. Caracterizar el estado transcripcional y los cambios en la accesibilidad
y organizacion tridimensional de la cromatina durante la diferenciacion terminal
eritroide en Gallus gallus, comparando estas caracteristicas entre eritroblastos

tempranos y eritrocitos terminalmente diferenciados.

I. Estudiar el estado transcripcional de los eritrocitos terminalmente
diferenciados en pollo y su relaciéon con cambios en la accesibilidad y organizacién
tridimensional de la cromatina durante la maduracion eritroide, mediante el analisis
de eritrocitos de embriones de pollo de 10 dias de desarrollo (eRBC) y de

organismos adultos (aRBC).
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Objetivos particulares

Los siguientes objetivos plantean caracterizar los eventos ocurridos durante dos
eventos fundamentales de la eritropoyesis en aves. La diferenciacion terminal,
mediante el estudio de eritroblastos y eritrocitos terminalmente diferenciados, y la

maduracion eritroide que ocurre entre eRBC y aRBC.

l. Evaluar por microscopia los cambios en la localizacién y abundancia
de la eucromatina, marcas de histona asociadas a heterocromatina y la
maquinaria transcripcional durante la diferenciacion y maduracion eritroide en
pollo.

I. Explorar los cambios en la composicion de la envoltura nuclear
durante la diferenciacion y la maduracion eritroide.

[I. Identificar el estado transcripcional de los eritrocitos mediante
experimentos de RNA-seq total e identificar a los genes que continuan
expresandose en eRBC y aRBC.

IV.  Evaluar la capacidad transcripcional de los eritrocitos, el estado de
fosforilacion de la RNA Pol Il y su ocupacion en la cromatina.

V. Determinar en alta resolucién los cambios en la accesibilidad de la
cromatina durante la diferenciacion y maduracion eritroide. Anotar aquellos sitios
gendmicos permanezcan abiertos en relacion con su estado transcripcional.

VI.  Investigar la presencia de los distintos niveles de organizacion
tridimensional del genoma en los eritrocitos y relacionar su presencia y/o

ausencia con los datos de accesibilidad y expresion.
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V. Resultados

Para estudiar los cambios epigenéticos que tienen lugar durante la eritropoyesis
terminal y maduracién eritroide en el pollo, se empled la linea celular HD3, que
corresponde a eritroblastos tempranos de pollo, se obtuvieron eRBC procedentes
de embriones de 10 dias de desarrollo y aRBC de gallinas adultas. De esta manera,
la comparacién entre eritroblastos, eRBC y aRBC nos proporcionara informacion
sobre cambios en la estructura de la cromatina durante la diferenciacion terminal
eritroide. Por otra parte, aunque eRBC y aRBC representan eritrocitos
terminalmente diferenciados cuya transcripcion se encuentra severamente
disminuida, los eRBC continuan expresando los genes globina y genes eritroides
mientras que en los aRBC el silenciamiento es mas severo. De esta manera, la
comparacion entre eRBC y aRBC nos permitira estudiar los cambios ocurridos
durante la maduracion eritroide. Por ultimo, se obtuvieron fibroblastos primarios de

pollo como un control que representa a un linaje no eritroide.

La cromatina accesible es reposicionada hacia la periferia nuclear en
aRBC

La compactaciéon de la cromatina y reduccion del volumen nuclear son
caracteristicas esenciales del proceso de diferenciacion eritroide. En mamiferos,
esta compactacién implica la remodelacion de la cromatina y la pérdida de marcas
de acetilacién asociadas a la eucromatina®. En cambio, se desconoce como se
modifica la accesibilidad de la cromatina durante la diferenciacion eritroide en aves

y cuales son los mecanismos epigenéticos que median esta compactacion.

Para conocer el panorama general de accesibilidad de la cromatina en los eritrocitos
se implementd un ensayo de cromatina accesible a la transposasa acoplado a

microscopia (ATAC-see por sus siglas en inglés), el cual utiliza a la transposasa Tn5
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para cortar y etiquetar fluorescentemente los sitios de cromatina accesible en todo
el genoma'’®4. De esta manera se puede evaluar por microscopia el contenido global

y localizacién de la cromatina accesible dentro del espacio nuclear.

En las imagenes de ATAC-see obtenidas es observable la disminucién en la
cantidad de cromatina accesible detectada en eRBC y aRBC comparada con los
nucleos de eritroblastos (Fig. 6a y Fig. 7a-b), lo que concuerda con el proceso de
condensacion de la cromatina reportado en estas células. Sin embargo, en ambos
tipos de eritrocitos fue detectable la presencia de cromatina accesible, lo que
muestra que algunas zonas del genoma eritroide permanecen abiertas aun en este

ambiente tan represivo.

De manera notable, en aRBC las regiones que permanecen accesibles parecen
localizarse predominantemente en la periferia nuclear (Fig. 6a, flecha), de manera
contraria a la arquitectura nuclear convencional observada en eRBC, eritroblastos y
fibroblastos. Se identificaron las regiones del nucleo en donde la sefial de ATAC-
see o de la tincion de DAPI es mas intensa (ver Métodos) y las imagenes resultantes
muestran que en fibroblastos, eritroblastos y eRBC las zonas mas condensadas
(ricas en DAPI) se localizan hacia la periferia del nacleo mientras que la cromatina
accesible (rica en ATAC-see) se posiciona de forma mas central (Fig. 6b). En
contraste, en aRBC las zonas mas ricas en DAPI se encuentran al centro del nucleo,

rodeados por la cromatina mas accesible (Fig. 7c).

Los datos anteriores sugeririan el reposicionamiento de la cromatina accesible hacia
la periferia nuclear en aRBC. De ser este el caso, la heterocromatina constitutiva
gue generalmente se encuentra asociada a la envoltura nuclear deberia cambiar su
localizacion en aRBC. Este fendmeno se corrobor6 mediante la realizacion de
inmunofluorescencias para detectar la marca de heterocromatina H3K9me3, misma
que se encuentra enriquecida en la periferia nuclear en fibroblastos y eritroblastos
pero es segregada a foci predominantemente posicionados en el centro del nucleo

en eRBC y aRBC (Fig., 6¢).
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En conjunto, estas evidencias muestran que la eritropoyesis terminal resulta en una
reorganizacion de la arquitectura nuclear en los eritrocitos, en donde la
heterocromatina es relocalizada hacia el centro nuclear, a la vez que en aRBC la

cromatina accesible se posiciona en la periferia.

En aquellas células que muestran la arquitectura nuclear convencional, el anclaje
de la heterocromatina en la periferia nuclear es mediado por su interaccién con
proteinas de la envoltura nuclear, particularmente las laminas nucleares®?. La
pérdida de estas proteinas, en especial de la ldamina A/C y el receptor LBR, resulta
en la inversion completa del patron heterocromatina/eucromatina®. En
concordancia con el reposicionamiento observado, la lamina A/C es detectable por
inmunofluorescencia en todos los tipos celulares excepto en aRBC (Fig. 6f),
mientras que no se detectaron cambios en la presencia de otra de las laminas

nucleares (Fig. 7e).

En conjunto, estos resultados muestran una compleja reorganizacion de la
arquitectura nuclear en los aRBC en la que la pérdida de la lamina A/C coincide con
el reposicionamiento de la heterocromatina constitutiva hacia el centro nuclear y la

reubicacion de la cromatina accesible hacia la periferia (Fig. 6g).
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Figura 6. Durante la eritropoyesis terminal la arquitectura nuclear es alterada. a,
Deteccion de la eucromatina accesible con ATAC-see y la sefial de DAPI en fibroblastos y
células eritroides. En aRBC, la cromatina accesible es reposicionada hacia la periferia
nuclear (flecha). En todas las micrografias de este panel se muestra una barra de
calibracion = 5 pym y se presentan resultados representativos de dos réplicas
independientes. b, Representacion de las regiones mas intensas de ATAC-see (rojo) y

DAPI (azul). ¢, Inmunofluorescencia de la marca de cromatina H3K9me3 y DAPI. d, Para
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cada tipo celular se presenta la intensidad de la sefial de H3K9me3, ATAC-see y DAPI en
funcién de su distancia a la periferia nuclear. Cada grafica muestra en colores claros trazos
individuales de 50 nucleos y el promedio se muestra con un trazo sdlido. e, Intensidad
promedio de ATAC-see, DAPI y H3K9me3 en la periferia o el centro nuclear (n=50 nucleos).
Las graficas muestran el promedio +/- S.D. Se estimaron diferencias significativas con la
prueba de U de Mann-Whitney. f, Inmunofluorescencia para la lamina A/C. g, Modelo de la
reorientacion de la cromatina accesible hacia la periferia nuclear en aRBC.

De igual manera, se confirmd este patrén graficando la intensidad promedio de
ATAC-see, DAPI y H3K9me3 en funcion de su distancia a la envoltura nuclear (Fig.,
6d), la cual muestra que en aRBC la sefial de ATAC-see es mas intensa en las
zonas adyacentes a la periferia nuclear, mientras que la sefal de H3K9me3 y DAPI
es mas intensa en la zona del centro. Analisis de correlacion de Pearson sobre estos
datos (Fig. 7d) y de la intensidad promedio de cada marca en la periferia vs el centro

nuclear (Fig. 6e) apoyan dicha observacion.
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Se realizé un control negativo de la reaccion en presencia de EDTA 50 mM, lo que inhibe a
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Los eritrocitos de pollo expresan RNAs pequeios y genes implicados
en la funcioén eritroide

La presencia de cromatina accesible en los genomas eritroides abre la posibilidad
de que estas zonas reflejen la presencia de sitios activos transcripcionalmente. De
manera consistente con reportes previos'??, la cantidad de RNA en nanogramos
obtenido por millon de células decrece significativamente en eRBC y es aun menor
en aRBC (Fig. 8a). Ademas, el perfil electroforético de los RNAs presentes en los
eritrocitos muestran la gradual pérdida de los RNAs ribosomales y la permanencia

de moléculas de RNA pequenas (Fig. 8b).

Para caracterizar el estado transcripcional de los eritrocitos, se realizaron ensayos
por duplicado de RNA-seq en estas células (en colaboracion con la M. en C. Sherlyn
Claudio Galeana). Las duplicas biolégicas de los experimentos mostraron buena
concordancia entre si (Fig. 9a), por lo que se continué con el analisis. A partir de
estos datos se calcul6 la abundancia relativa de todos los transcritos utilizando la
normalizacién por Fragmentos Por Kilobases del transcrito, por Millon de lecturas
(FPKMs). Los valores globales de FPKM en los eritrocitos muestran que la
abundancia global de los transcritos esta severamente disminuida (Fig. 8c). Sin
embargo, utilizando un valor de corte de 0.3 FPKMs, se detecté que un subgrupo
de genes que continua expresandose en eRBC (1,304 genes) y aRBC (804 genes)
(Fig. 8d; Fig. 9b).

Los datos de RNA-seq muestran buena concordancia con mediciones realizadas
con experimentos de RT-gPCR. Por ejemplo, los datos de RNA-seq muestran la
disminucion de la expresiéon del gen GAPDH en eritrocitos y el aumento en la
expresion de la hemoglobina HBBA en eRBC (Fig. 8e-f), siguiendo un patrén similar
al observado por RT-gPCR (Fig. 9c). De la misma manera, en la Fig. 9d se muestra
la comparacién entre los datos de RNA-seq y RT-qPCR de los genes codificantes

para las proteinas estructurales de la membrana eritroide EPB41y EPB42.
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RNAs miscelaneos, RNAs pequefios nucleolares (snoRNA), ribozimas u otros. h, Marcaje
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fluorescente del RNA naciente mediante la incorporacion de 5-etinil uridina (EU). Se
muestran resultados representativos de triplicados independientes. Barra de calibracion =
5 um

La anotacion de los genes expresados en eritrocitos de acuerdo con el tipo de gen
al que corresponden apoya el cambio en la diversidad de RNAs observados en el
perfil electroforético. Particularmente en aRBC la proporcion de genes codificantes
para proteinas que continlan expresados disminuye a la vez que aumenta la
proporcion de RNAs pequefos nucleolares (snoRNAs) y RNAs miscelaneos
aumenta (Fig. 8g). Ademas, de acuerdo con el analisis de expresion diferencial
llevado a cabo entre los eritroblastos y los eritrocitos, tanto eRBC como aRBC
muestran la sobreexpresion de un numero limitado de genes (165 en eRBC y 137
en aRBC) (Fig. 9f), los cuales estan enriquecidos en funciones tales como el

transporte de oxigeno, el metabolismo de hierro y la diferenciacion eritroide (Fig.
99).

Por ultimo, se confirmd que tanto eRBC como aRBC mantienen una tasa
transcripcional detectable mediante la incubacion de las células por 6 horas con el
analogo de uridina, 5-etinil-uridina (EU). La EU es incorporada al RNA recién
sintetizado y puede ser posteriormente detectado por fluorescencia, de modo que
su deteccién refleja directamente la presencia de transcripcion en las células.
Aunque la fluorescencia promedio de EU después de 6 horas de incubacion es
reducida en eRBC y aRBC, comparado con los eritroblastos (Fig. 9e), la
incorporacion de EU muestra que los eritrocitos continian siendo células
transcripcionalmente activas (Fig. 8h). De manera que estos datos demuestran que,
a pesar de mantener una baja tasa transcripcional, los eritrocitos continuan
expresando genes involucrados en funciones eritroides y, de manera interesante,

RNAs pequeios no codificantes.
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Figura 9. Caracterizacidon del transcriptoma eritroide. a, Mapa de correlacion entre las
réplicas biologicas de RNA-seq. b, Diagrama de Venn que muestra los genes expresados
en fibroblastos y las células eritroides. ¢, Expresion relativa de GAPDH y HBBA estimada
por RT-qPCR. Se muestran triplicados de dos réplicas bioldgicas. Los datos se presentan
con el promedio +/- SD y las diferencias estadisticas estimadas con una ANOVA de una via
seguida de la prueba post hoc de Tukey. d, Niveles de expresion de los genes eritroides
EPB41y EPB42 estimados por RNA-seq (arriba, n= 3 experimentos independientes) y por
RT-qPCR (abajo, n= 6). Se muestra el promedio +/- SD y las diferencias estadisticas
estimadas con una ANOVA de una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. e,
Incorporacion de EU medida por la intensidad de fluorescencia detectada después de 6
horas de incubacién (n = 50 nucleos de tres réplicas independientes). Los valores de P
mostrados provienen de una ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Kruskal-
Wallis. f, Analisis de expresion diferencial entre eRBC vy eritroblastos (izquierda) o aRBC y

43



eritroblastos (derecha). g, Términos ontoldgicos enriquecidos en los genes sobre
expresados en eRBC y aRBC.

La RNA Pol Il pausada ocupa los promotores de genes silenciados en

los eritrocitos

La deteccion de EU en los eritrocitos sugiere que, si bien aun son detectables sitios
transcripcionalmente activos, estos no se localizan en la periferia nuclear de aRBC
(Fig. 8h). De manera que la cromatina accesible en la periferia no se relaciona con
transcripcion en estas regiones. Para identificar en alta resolucion las secuencias
genomicas accesibles en los eritrocitos, se realizaron ensayos de accesibilidad de

la cromatina (ATAC-seq) en dos réplicas bioldgicas de cada tipo celular (Fig. 11a).

El analisis de los datos de ATAC-seq muestra que existen picos de cromatina
accesible en todos los tipos celulares estudiados. En general, los fibroblastos
muestran un mayor numero de sitios accesibles que todas las células del linaje
eritroide (Fig. 10a), lo que sugiere que los eritroblastos podrian ya haber sufrido la
pérdida de cromatina accesible. De hecho, el numero de picos de ATAC-seq es muy
similar entre eritroblastos, eRBC y aRBC a pesar de las grandes diferencias en el
nivel transcripcional entre estas células, y muchos de estos sitios se mantienen
accesibles en eritroblastos y eritrocitos (Fig. 10a-b). Es decir, se trata de zonas que

retienen su accesibilidad a lo largo de la diferenciacion terminal.

La anotaciéon gendmica de los picos de ATAC-seq muestra que mientras que en
fibroblastos y eritroblastos la mayoria de los sitios accesibles corresponden a
promotores y exones de genes transcripcionalmente activos, en eritrocitos la gran
mayoria de sitios accesibles corresponden a promotores de genes inactivos (Fig.
10c). En las Figs.10d y 11b se muestran ejemplos de genes desprovistos de
transcripcién en eritrocitos que retienen accesibilidad a nivel de su promotor. Asi

mismo, la integracién de los datos de ATAC-seq y RNA-seq muestran cémo, de

44



manera global, el promotor de muchos genes permanece abierto en eRBC y aRBC

a pesar de no presentar niveles detectables de transcripcion (Fig. 10e).

La relativa abundancia de este tipo de promotores podria ser explicada por efecto
del control de la procesividad de la RNA Pol Il. En la fase inicial de la transcripcion
la RNA Pol Il se une al promotor del gen a transcribir y es fosforilada en el residuo
de serina 5 (Ser5-P) del dominio carboxilo-terminal. Sin embargo, para que la
polimerasa proceda a elongar requiere de la actividad de factores de elongacion y
ser fosforilada en el residuo de serina 2 (Ser2-P). Cuando esto no ocurre, la
polimerasa permanece pausada posicionada en un sitio proximal al promotor'.
Estudios previos han mostrado que el pausado de la RNA Pol Il es capaz de
mantener accesible el promotor sobre el que se encuentra posicionada y retiene el
potencial del gene a ser activado'®. De manera interesante, dos de los factores que
promueven el pausado de la polimerasa, el gen HEXIM1 y el RNA miscelaneo 7SK,

mantienen su expresion elevada en eRBC y aRBC (Fig.10f).

La Ser5-P de la RNA Pol Il es detectable por inmunofluorescencia en todos los tipos
celulares estudiados, sin mostrar cambios en la intensidad de la sefial, mientras que
la sefal correspondiente a la elongacion activa de la RNA Pol Il (Ser2-P) esta
disminuida en eRBC y aRBC (Fig. 11d-e). Ademas, la sefial de Ser5-P de la RNA
Pol Il se encuentra enriquecida en la periferia nuclear de aRBC (Fig. 10g; flechas),
siguiendo un patron similar al de la cromatina accesible (Fig.11g-h). Por su parte, la
sefal de Ser2-P de la RNA Pol Il se encuentra presente en el centro nuclear en
todos los tipos celulares (Fig.11f-i), lo que coincide con la sefal de EU observada
previamente. De modo que la sefial de la RNA Pol Il en un estado pausado es
abundante en los eritrocitos y coincide espacialmente con la cromatina accesible en
aRBC.
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una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. g, Deteccion de la RNA Pol Il Ser5-P por
inmunofluorescencia. En aRBC, la sefal de ubica en la periferia nuclear (flecha). Se
muestran imagenes representativas de tres experimentos independientes. Barra de
calibracién = 5 ym. h, ChlP-seq para la RNA Pol Il Ser5-P en eritroblastos, eRBC y aRBC.
Para cada tipo celular primero se muestra la sefal en CPM centrada en los TSSs +/- 1.5 Kb
de todos los genes inactivos y luego la sefial +/- 1.5 Kb en los TSSs pausados. i, Ejemplo
de un promotor pausado ocupado por la RNA Pol Il Ser5-P en aRBC. El gen TAF8 codifica
para una subunidad integral del factor general de transcripcién TFIID.

Para corroborar que la RNA Pol Il Ser5-P se encuentra posicionada en los
promotores accesibles de los eritrocitos, se realizaron ensayos de ChIP-seq para
esta proteina (en colaboracion con la M. en C. Sherlyn Claudio). Se detectaron
1,136 y 1,358 picos de RNA Pol Il Ser5-P en promotores en eRBC y aRBC,
respectivamente. De estos, mas del 95% representan promotores de genes
inactivos (Fig. 10h). En la Fig. 10i se muestra el promotor del factor transcripcional
TAF8 ocupado por la RNA Pol Il Ser5-P en aRBC.

Finalmente, se corroboro la presencia de la RNA Pol Il Ser5-P en el promotor de
otros genes sin expresiéon mediante ChIP-gPCR (Fig. 12a-b). El promotor
inaccesible del gen Sox2 sirvid como control negativo del experimento y no fue
detectable la presencia de la RNA Pol Il Ser5-P. Estos resultados muestran que, a
pesar de sufrir un silenciamiento transcripcional considerable, los eritrocitos
terminalmente diferenciados retienen la accesibilidad de la cromatina alrededor de
los promotores génicos, probablemente gracias al pausado de la RNA Pol Il en estos

sitios.
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Figura 11. Los eritrocitos de pollo retienen la accesibilidad de la cromatina alrededor
de promotores pausados. a, Mapa de correlacion entre las réplicas biolégicas de ATAC-
seq. b, El promotor de CTCF continua accesible a pesar de que no se detecta su expresion
de acuerdo con los datos de RNA-seq. ¢, Deteccion de la RNA Pol Il Ser2-P por
inmunofluorescencia. Se muestran imagenes representativas de dos réplicas
independientes. Se muestra también la intensidad promedio de la RNA Pol Il Ser5-P (d,) y
Ser2-P (e,) en 50 nucleos. Las diferencias estadisticas se estimaron con una ANOVA de
una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. f-g, Se muestra el coeficiente de
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correlacion de Pearson entre la intensidad de la RNA Pol Il Ser5-P o Ser2-P y la distancia
a la periferia nuclear (n=50 nucleos). h-i, Intensidad de la sefial de RNA Pol Il Ser5-P y
Ser2-P en funcion de la distancia a la periferia nuclear en 50 nucleos. Los trazos individuales
se muestran en colores claros mientras que el trazo promedio se muestra en un color sélido.
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Figura 12. Presencia de la RNA Pol Il Ser5-P en promotores pausados evaluada por
ChIP-qPCR. a, Sefal de ATAC-seq, ChlP-seq para la RNA Pol Il Ser5-P y RNA-seq en los
genes HTATSF1, GTF2H5, PCID2 y SOX2. b, Enriquecimiento de la RNA Pol Il Ser5-P en
los promotores de HTATSF1, GTF2H5, PCID2 y SOX2 evaluada por ChlIP-gPCR. Se
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muestran los valores de 4 réplicas independientes. Las diferencias estadisticas contra el
mock se estimaron con pruebas de t de dos colas.

El genoma de los eritrocitos de pollo esta hiper- compartimentado

Los resultados obtenidos sugieren que el genoma de los eritrocitos de pollo esta
altamente reorganizado, tal como demuestran los cambios en la arquitectura
nuclear observados mediante la técnica de ATAC-see, la formacioén de foci de
heterocromatina y la segregacion espacial de la RNA Pol Il. Para estudiar a mayor
profundidad la organizacién del genoma eritroide se realizaron experimentos de Hi-
C por duplicado en fibroblastos, eritroblastos, eRBC y aRBC y se construyeron las

matrices de interaccion.

La inspeccion visual de las matrices de interaccidon muestra claras diferencias entre
los eritrocitos terminalmente diferenciados y los eritroblastos a nivel de la formacion
de compartimentos nucleares (Fig.13a). Como se menciono antes, la segregacion
de la eucromatina al compartimento A y la heterocromatina al compartimento B se
aprecia en las matrices de Hi-C como un patrén de tablero de ajedrez. Los datos de
Hi-C de los eritrocitos presentan un patron de compartimentos muy marcado en
comparacion a las matrices de eritroblastos y fibroblastos (Fig.13a) y la comparacién
entre tipos celulares muestra que los eritrocitos ganan interacciones entre

secuencias a mas de 10 Mb de distancia en el genoma lineal (Fig. 13b-c).

El patron de compartimentos de las matrices de Hi-C apunta a que el genoma de
eRBC y aRBC esta hiper-compartimentado, es decir, las regiones de eucromatina
se encuentran espacialmente alejadas de las zonas heterocromaticas dentro del
nucleo y existe poco contacto entre ambos tipos de cromatina. Asi mismo, la
distribucion de la heterocromatina en foci lejos de la cromatina accesible observada

por microscopia apoyan esta nocién.

Se llevo a cabo la identificacion de las zonas del genoma en el compartimento A 'y

B mediante un analisis de componentes principales sobre los datos de Hi-C. De esta

50



manera, es posible evaluar de manera indirecta el estado de compactacion de la

cromatina. Esta inspeccion revelé cambios en la compactacién del genoma eritroide.
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Figura 13. Los eritrocitos de pollo tienen genomas hiper-compartimentados. a,
Matrices de interaccion de Hi-C del cromosoma 9 (Mb 0 - 24). b, Comparacion de las
matrices de interaccion en a, respecto a la matriz de aRBC. El mapa de calor indica las
regiones que ganan interacciones en aRBC (azul) y las que pierden contacto (rojo). c,
Conteo de los contactos de Hi-C en funcién de la distancia genémica. El incremento en el
nuamero de interacciones a larga distancia en eRBC y aRBC se indica con una flecha. d,
Identificacién del compartimento A (azul) y B (amarillo) en los fibroblastos y células
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eritroides. Se presenta el cromosoma 3 (arriba) y 4 (abajo). e, Porcentaje del genoma dentro
del compartimento A o B. f, Tamafo promedio de las regiones dentro del compartimento A
o B. La grafica de barras muestra el promedio +/- SEM y las diferencias estadisticas se
calcularon con una ANOVA de una via y la prueba post hoc de Bonferroni.

En eritroblastos y fibroblastos, el genoma cuenta con regiones extensas de
eucromatina, de 800 Kb en promedio (Fig. 13d-f) que reflejan la actividad
transcripcional de estas células. Sin embargo, en eRBC y aRBC el compartimento
heterocromatico comienza a invadir al compartimento A (Fig. 13d), de modo que las
zonas de eucromatina en los eritrocitos son menos abundantes y de menor
extension (alrededor de 300 Kb en promedio) (Fig. 13f). Importantemente, la mayor
parte del genoma eritroide se encuentra dentro del compartimento B (Fig. 13e), es

decir, altamente condensado.

El genoma de los eritrocitos de pollo estd organizado alrededor de

promotores pausados

Como se menciond antes, los TADs representan estructuras genémicas, de menor
tamano que los compartimentos, que favorecen las interacciones entre elementos
reguladores y genes ubicados en su interior y limitan el contacto entre elementos
ubicados en dominios diferentes, por lo que tienen gran relevancia en la regulacion

transcripcional*’.

La presencia de TADs en el genoma se identifica en las matrices de Hi-C como
triangulos ubicados sobre la diagonal de la matriz. Sin embargo, el marcado patrén
de compartimentos en las matrices de Hi-C de eRBC y aRBC dificulta la
identificacién visual de los TADs en estos genomas (Fig. 14a). Se realizé la
identificacién de los TADs en las matrices de Hi-C haciendo uso del programa
TADtool y el indice de aislamiento (ver Métodos). Mientras que en el genoma de
fibroblastos y eritroblastos la presencia de TADs es facilmente apreciable en las

matrices (Fig. 14b), el genoma de eRBC y aRBC se encuentra ampliamente
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desprovisto de este nivel de organizacion y unicamente se detectaron regiones
pequenas con un enriquecimiento local de interacciones, similares a los TADs (Fig.
14b; Fig. 15b).

Los dominios identificados en eritrocitos son menores en numero que los TADs de
los blastos (Fig. 14c) y también son mas pequefios (Fig.14d). De hecho, menos del
25% del genoma de eRBC y aRBC permanece estructurado en estos mini dominios,
mientras que los eritroblastos y fibroblastos cuentan con TADs en todo el genoma
(Fig. 14e).

La formacion de TADs en vertebrados esta mediada por la actividad conjunta de las
proteinas estructurales CTCF y el complejo de cohesina, formado por SMC1, SMC3
y Rad21%4, Previamente se han reportado cambios en la localizacion nuclear de la
proteina estructural CTCF en el nucleo de eRBC y aRBC'%. En los datos de RNA-
seq aqui presentados se puede observar una marcada disminucion en la expresion
de CTCF y Rad21 (Fig. 14f), de igual manera se observd una reduccion en los
niveles proteicos de CTCF y SMC1 por ensayos de Western Blot (Fig. 15c¢). En
suma, estos datos muestran que el genoma eritroide pierde estructuracion a nivel
de TADs, probablemente por la ausencia total o parcial de las proteinas
estructurales que median su formacion, mientras que una porcién pequeina del

genoma de eRBC y aRBC continua estructurado en mini dominios.
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Figura 14. El genoma de los eritrocitos pierde los TADs a nivel global pero retiene
dominios en regiones de cromatina abierta. a, Matrices de contacto de Hi-C del
cromosoma 6 (0-10 Mb). Los TADs son claramente distinguibles en fibroblastos vy
eritroblastos, en los eritrocitos la senal mas prominente corresponde a los compartimentos.
b, Dominios identificados en cada tipo celular demarcados por triangulos negros. Numero
(c) y tamafio promedio (d) de los dominios en fibroblastos (n= 2,373 dominios), eritroblastos
(n=2,562), eRBC (n=916) y aRBC (n=903). Las diferencias significativas se estimaron con
una prueba de ANOVA una via seguida de la prueba post hoc de Tukey. e, Porcentaje del
genoma estructurado en dominios. f, Niveles de expresion de las proteinas estructurales
(n= 3). Las diferencias estadisticas se calcularon con una prueba de ANOVA de una via
seguido de la prueba post hoc de Tukey. g, Porcentaje de los dominios que contienen
exclusivamente regiones del compartimento A (azul), del compartimento B (amarillo) o que
contienen zonas en ambos compartimentos (gris). h, Enriquecimiento de ATAC-seq dentro
de los dominios expresado en Lecturas por Kilobase por Millén de lecturas (RPKMs). Como
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control se empled un grupo de regiones aleatorias del mismo tamafio (Fibroblastos n=
2,373, eritroblastos n= 2,562, eRBC n= 916, aRBC n= 903). Los valores de P mostrados
provienen de una ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Kruskal-Wallis.
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Figura 15. Caracteristicas cromatinicas de los mini dominios eritroides. a, Coeficiente
de correlacion de Pearson entre las réplicas de Hi-C a 50 Kb de resolucion. b, Matrices de
contacto de Hi-C en eRBC y aRBC (Chr 3: 24.5-28 Mb) y ejemplos de los mini dominios
detectados. Debajo se muestra la sefial de ATAC-seq y RNA-seq. ¢, Niveles proteicos de
CTCF y SMC1 detectados por Western Blot. La Histona 3 (H3) sirvié como control de carga.
Se muestran resultados representativos de dos experimentos independientes. d,
Enriquecimiento de RNA-seq dentro de los dominios expresado en RPKMs. Como control
se empled un grupo de regiones aleatorias del mismo tamafno (Fibroblastos n= 2,373,
eritroblastos n= 2,562, eRBC n= 916, aRBC n= 903). Los valores de P mostrados provienen
de una ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc de Kruskal-Wallis.
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En cuanto a los mini dominios presentes en los eritrocitos, este tipo de estructuras
coincide con regiones de cromatina abierta, se encuentran dentro del
compartimento A y estan enriquecidos en lecturas de ATAC-seq y RNA-seq (Fig.
14g-h; Fig. 15d).

A raiz de estas observaciones, se plante6 explorar si los mini dominios estructuran
regiones transcripcionalmente activas y por tanto pudieran explicarse por la

presencia de la maquinaria transcripcional (Fig. 16a).

Se clasifico a los dominios de acuerdo con el estado transcripcional de los genes en

su interior en cuatro clases (Fig. 16b):

e Clase I: Dominios que contienen a genes pausados (Fig. 16b, rojo).

e Clase II: Dominios que contienen a genes expresados (Fig. 16b, azul).

e Clase lll: Dominios que contienen tanto genes pausados como genes activos
(Fig. 16b, amarillo).

e Clase IV: Dominios que solo contienen genes inactivos, sin accesibilidad a

nivel del promotor (Fig. 16b, gris).

Este analisis mostré que la presencia de promotores pausados es una caracteristica
comun en mas del 80% de los mini dominios en eRBC y aRBC. Ademas, los genes
que permanecen pausados y estructurados en mini dominios estan enriquecidos en
categorias ontologicas relacionadas con el control de la transcripcion, el
procesamiento y metabolismo de RNA vy el transporte de transcritos maduros hacia
el citoplasma (Fig. 16¢; Fig. 12a). De tal manera que el genoma eritroide mantiene
la formacién de mini dominios alrededor de los promotores pausados de genes

implicados en la regulacion transcripcional.
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Figura 16. Los mini dominios contienen y organizan a los promotores pausados en el
genoma eritroide. a, Matriz de contacto de Hi-C en aRBC (Chr 5: 52 — 55 Mb), los dominios
identificados se presentan como triangulos negros. Debajo se presenta la sefial de los
compartimentos, ATAC-seq y RNA-seq. En gris se muestran los dominios que contienen
picos de ATAC-seq. b, Distribucion de los mini dominios de acuerdo con el estado
transcripcional de los TSS que contienen. Se muestran cuatro categorias: Clase | (TSSs
pausados), Clase Il (TSSs activos), Clase lll (TSSs pausados y activos) y Clase IV (TSSs
cerrados). ¢, Términos ontolégicos enriquecidos en los genes pausados dentro de los mini

dominios de eRBC y aRBC.
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VI. Discusion

El presente trabajo analiza a profundidad los cambios en la accesibilidad de la cromatina y
la organizacién del genoma que acompafan al silenciamiento transcripcional en los
eritrocitos nucleados de pollo. La integracién de los datos obtenidos muestra que los eRBC
y aRBC atraviesan por una compleja reorganizacion a diferentes escalas gendémicas (Fig.
17). El nucleo de los eritrocitos es un organelo altamente compartimentado que confina la
cromatina accesible, la transcripcion y la heterocromatina en distintas zonas. Ademas, en
aRBC ocurre la pérdida de la lamina A/C y la reorientacion de la cromatina accesible hacia

la periferia nuclear.

La reduccion de los niveles de las proteinas estructurales CTCF y cohesina afecta
severamente la estructuracion de TADs. Sin embargo, el pausado de la RNA Pol Il retiene
la accesibilidad de un grupo de promotores y mantiene la estructuracion local alrededor de
los genes pausados, formando mini dominios que contienen genes involucrados para la

sintesis y metabolismo del RNA.
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Figura 17. Remodelacion de la cromatina durante la eritropoyesis en pollo.

La diferenciacion terminal eritroide resulta en un decremento dramatico en la accesibilidad
y tasa transcripcional que es exacerbada en los aRBC. Los eritrocitos nucleados pierden a
los TADs en todo el genoma pero retienen mini dominios estructurados alrededor de
promotores ocupados por la RNA Pol Il pausada. A nivel de los compartimentos, el genoma
se encuentra hiper-compartimentado. Por ultimo, en aRBC la ausencia de la lamina A/C
causa el reposicionamiento de la cromatina abierta.
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Los eritrocitos terminalmente diferenciados de gallinas adultas sufren

una inversion en la localizacion nuclear de la cromatina

En su conjunto, los resultados obtenidos hasta el momento muestran que el severo
silenciamiento transcripcional que acompanfa a la eritropoyesis involucra por una parte la

disminucion de la accesibilidad de la cromatina y la ganancia de heterocromatina.

Los experimentos de ATAC-see mostraron que, aunque los eRBC son células aun
transcripcionalmente activas, su contenido de cromatina abierta disminuye al comparase
con los eritroblastos. El silenciamiento transcripcional se agrava en los aRBC'%, lo que
concuerda con los resultados de ATAC-see en los que la cromatina accesible parece ser

mas escasa en estas células comparadas con los eRBC.

Otro punto importante es que en eRBC y aRBC las regiones mas ricas de H3K9me3 se
encuentran mas dispersas dentro del nlcleo y no necesariamente aledanas a la periferia
nuclear. A su vez, en aRBC la cromatina accesible se localiza en la periferia nuclear, lo que
contrasta con la arquitectura nuclear convencional. La inversidon del patron
eucromatina/heterocromatina es un evento que solo se ha reportado en los bastones de la
retina de mamiferos nocturnos y se ha atribuido a cambios en el contenido de las proteinas
de la envoltura nuclear®. Al igual que en los bastones, la ldamina A/C no fue detectada en
la envoltura nuclear de aRBC, por lo que probablemente un mecanismo muy similar sea el

gue causa la inversién de la cromatina en este linaje celular.

En la eritropoyesis en mamifero se han reportado el corte proteolitico de la lamina B y la
remodelacion transitoria de las proteinas en la envoltura nuclear®’. Inhibir esta remodelacién
evita que el nucleo se condense y retrasa la diferenciacion eritroide®”'7, sin embargo, no
parece ocurrir la relocalizacién de la cromatina accesible. Por lo que la pérdida de las
laminas nucleares podria representar un paso comun durante la eritropoyesis conservado
en otras especies y/o un fendmeno necesario para reestructurar y compartimentar de

manera global el genoma en linajes muy especializados y terminalmente diferenciados.

Tanto la sefial de la RNA Pol Il asociada con la elongacién, junto con la localizacion del
RNA naciente marcado con EU sugieren la periferia nuclear no es una regién activa
transcripcionalmente. Ademas, la sefial de ATAC-seq en los TSS muestra que una

proporcion importante de los TSS se mantiene abierta, aunque la transcripcion haya
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cesado, de modo que la porcién de cromatina abierta aledafa a la periferia pudiera
corresponder a TSS abiertos en donde la RNA Pol Il se mantiene pausada. Asi mismo, la
RNA Pol Il Ser5-P, que corresponde a la polimerasa de inicio o pausada, se localiza en la

periferia nuclear en aRBC.

Los eritrocitos terminalmente diferenciados son transcripcionalmente

activos

Si bien la evidencia experimental del silenciamiento transcripcional del genoma en los
eritrocitos es escasa, se habia asumido que estas células carecen de actividad
transcripcional debido al bajo contenido de RNA que presentan. En este trabajo fue posible
detectar la presencia de la RNA Pol Il fosforilada, tanto en la Ser5 (inicio/pausa de la
transcripcion) como Ser2 (elongacién de la transcripcion), en eRBC y aRBC, ademas de
detectar la presencia de RNAs recién sintetizados gracias al marcaje fluorescente de RNA
con EU, permitiéndonos afirmar que estas células son transcripcionalmente activas aunque
en efecto, la actividad transcripcional en eRBC (1,352 genes) es baja comparada con el
eritroblasto y es aun mas reducida en los aRBC (818 genes); sin embargo, en estos
experimentos se puso en evidencia que ambos tipos de eritrocitos circulantes cuentan con
los componentes necesarios para la transcripcion y mantienen la expresion activa de un

numero reducido de genes.

Dentro de los genes que contintan expresandose en los eRBC y aRBC destacan aquellos
directamente involucrados en el transporte de oxigeno y el metabolismo de hierro, ambos
procesos propios de la fisiologia eritroide. Esta observacién coincide con lo descrito para el
ultimo estadio nucleado de la eritropoyesis fetal de raton, que ocurre en el higado, en donde
se mantiene la expresion de 474 genes asociados con la sintesis de hemoglobina y el
transporte de oxigeno hasta antes de enuclear®®. Sin embargo, destaca que en los
eritrocitos nucleados la transcripcion de estos genes continda aun cuando las células se
encuentran en circulacion, lo que llama a reconsiderar la idea de que los eritrocitos

nucleados son células inactivas que sdlo transportan oxigeno de manera pasiva.

En mamiferos se conoce la participacion de micro RNAs (miRNAs; <25 pb) durante la
eritropoyesis y enucleacion'®®. Los eritrocitos circulantes son ricos en este tipo de transcritos

y se ha propuesto que actian como un reservorio de miRNAs capaz de sefializar a otros
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tipos celulares presentes en la sangre'®. La diversidad y tipo de transcritos también cambia

a lo largo del proceso de eritropoyesis en pollo.

A diferencia del enriquecimiento en miRNAs en mamifero, los eritrocitos terminalmente
diferenciados estan particularmente enriquecidos en RNAs pequefios no codificantes (<200
pb), especialmente RNAs clasificados como miscelaneos y nucleolares. Esta caracteristica
Unica del transcriptoma del eritrocito de pollo podria reflejar la necesidad de los eritrocitos
nucleados de regular procesos epigenéticos asociados con la transcripcion, asi como la
estabilidad y procesamiento de RNAs recién sintetizados, en contraste con los eritrocitos

de mamifero desprovistos de material genético.

El pausado de la RNA Pol Il es un proceso extendido en los genomas

eritroides

Como se menciond antes, la presencia de cromatina accesible en la periferia nuclear no
puede ser adjudicada a la actividad transcripcional remanente en los eritrocitos. No
obstante, fue posible detectar la presencia de la RNA Pol Il Ser5-P en la periferia nuclear
de aRBC, lo que indica que estos sitios estan ocupados por la polimerasa, aunque esta no
se encuentre activamente elongando. Por otra parte, aunque la sefial de la RNA Pol Il Ser2-
P esta disminuida en los eritrocitos, no se detectaron diferencias significativas en la
intensidad de la sefal de la RNA Pol Il Ser5-P entre eritrocitos y blastos. Estos resultados
muestran que el control de la actividad de la RNA Pol Il, particularmente el pausado de la

misma, podria estar implicado en el mantenimiento de la accesibilidad de la cromatina.

Durante la transcripcion, después del ensamblaje del complejo de pre-iniciacion en el TSS,
la polimerasa inicia la transcripcion de aproximadamente 20-60 nucleétidos y se detiene
antes de proceder a la elongacion del transcrito, por efecto de los factores negativos de la
elongacion NELF y DSIF'°. Para que la RNA Pol Il proceda a elongar se requiere que el
factor positivo P-TEFb fosforile a la polimerasa en la serina 2 y la libere del complejo
pausado'?, de manera que la actividad de la polimerasa puede ser limitada promoviendo

su pausado.

En apoyo a esta idea, aqui se reporta que las regiones accesibles del genoma eritroide
corresponden, en su mayoria, a promotores de genes carentes de transcripcion y se

encuentran ocupados por la RNA Pol Il Ser5-P de acuerdo con experimentos de ChIP.
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Ademas, los eritrocitos de pollo mantienen niveles elevados de expresion del RNA no
codificante 7SK y la proteina HEXIM1, ambos conocidos factores que secuestran al factor
de elongacion PTEF-b y promueven el pasado de la polimerasa'®. Al respecto, un estudio
hecho anteriormente muestra que los aRBC retienen a la RNA Pol Il en un estado que
puede ser estimulado durante ensayos de transcripcion in vitro, 1o que confirma que el

estado pausado de la polimerasa es abundante en el genoma eritroide'".

Asimismo, recientemente se reporté que la actividad de HEXIM1 es esencial para la
diferenciacion de progenitores eritroides humanos''? y que los eritroblastos tardios de raton
pierden las marcas de histona asociadas a la elongacién transcripcional®®. Por lo que el
pausado de la polimerasa podria ser un mecanismo comun durante la diferenciacion

eritroide para reducir de manera importante la tasa transcripcional.

Una consecuencia importante del pausado de la polimerasa es que mantiene la
accesibilidad de los promotores en los que se encuentra y retiene el potencial del gen a ser
activado, por lo que la presencia de la polimerasa pausada es abundante en genes de
respuesta a estrés'®. Dado que los eritrocitos nucleados permanecen en circulacion cerca
de 30 dias, resulta interesante explorar si el mecanismo de pausado les brinda la posibilidad

de reactivar la transcripcion ante estimulos ambientales.
El genoma de los eritrocitos esta hiper-compartimentado

El analisis de los resultados de Hi-C indican que ocurren grandes cambios en la
organizacion tridimensional del genoma en los eritrocitos. Resulta interesante que, a pesar
de tener la cromatina invertida, los aRBC son muy similares a los eRBC en cuanto a las
estructuras observadas en el Hi-C. Esto apunta a que la inversion de la cromatina no afecta
a otros niveles de organizacion como TADs y compartimentos, lo que tiene sentido
considerando que el anclaje de la cromatina a la periferia nuclear difiere de los TADs en los
mecanismos implicados en su formacién. De manera similar, experimentos de Hi-C en
timocitos WT y knock-out para el LBR no muestran diferencias en la organizacién del
genoma después de un proceso de inversion''3, de modo que la pérdida general de
interaccion entre la cromatina y la envoltura nuclear no parece modificar la formacién de

TADs o compartimentos.
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En los genomas de los eritrocitos es notable la ganancia de interacciones de larga distancia,
asi como de la acentuacion de la senal de los compartimentos en las matrices de Hi-C.
Estas observaciones posiblemente estén relacionadas, ya que la segregacion de la
cromatina en compartimentos contribuye a formar interacciones entre regiones a mas de
20 Kb de distancia'*. Consecuentemente, la formacién de compartimentos dicta gran parte
de la organizacion del genoma en estas células como se evidencia en la formacion de foci
claramente apreciables de heterocromatina y la segregacion espacial de la cromatina

accesible a la periferia.

De forma consistente con el proceso de silenciamiento que atraviesan los eritrocitos, el
analisis de compartimentos muestra el que el compartimento B crece conforme la
diferenciacién y maduracién avanza. Los compartimentos son estructuras dinamicas vy el
cambio de compartimento correlaciona con cambios en el estado transcripcional o de
compactacion de la cromatina®. En los aRBC mas de la mitad del genoma esta dentro del
compartimento B, lo que refleja una amplia reorganizacion del genoma, asi como la

inactivacion de gran parte del mismo.

Un estudio reciente describe el aumento en la compartimentacién del genoma y la pérdida
de TADs después del abatimiento del factor NIPBL, encargado de cargar el complejo de
cohesina a la cromatina’. En el presente trabajo se reporta un fenémeno similar en el que
los compartimentos se ven reforzados a la vez que se pierden otras estructuras topoldgicas,
probablemente atribuible a la reducciéon en los niveles de expresion y proteicos de los
componentes del anillo de cohesina.

El genoma eritroide estd organizado alrededor de los promotores

pausados

La inspeccion visual de las matrices de Hi-C supone que el genoma de eRBC y aRBC
carece de TADs. La identificacion de dominios con TADtool mostré que el genoma de los
eritrocitos retiene algunas estructuras similares a dominios, aunque de menor tamanio, que
consistentemente se encuentran dentro del compartimento A, son ricas en cromatina
abierta y contienen a los promotores pausados. Lo que sugiere que aquellas regiones del
genoma eritroide que retienen la presencia de la RNA Pol Il permanecen estructuradas.
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La pérdida de TADs en todo el genoma se asemeja al fendmeno observado en modelos
experimentales en donde se pierde la unién de cohesina a la cromatina o se ocasiona la
pérdida de CTCF en un modelo de degradacion inducible por auxina®. A diferencia de
NIPBL, la ausencia de CTCF no parece alterar los compartimentos, por lo que no explica
por completo lo observado en los eritrocitos. Los experimentos de RNA-seq muestran que
CTCF y cohesina estan silenciados en los eritrocitos y los niveles totales de las proteinas
estan severamente disminuidos. Sin embargo, cuando la ausencia de CTCF no es completa

los niveles residuales de la proteina son capaces de retener algunos dominios®?.

Aunque el rol de la transcripcion como una fuerza que coordina la organizacion espacial del
genoma ha sido muy debatido, reportes recientes muestran que la RNA Pol Il es capaz de
formar asas de cromatina e interacciones de corto alcance’®. En contra de esta idea, se ha
mostrado que la inhibicion de la transcripcidon no parece tener efecto en la topologia del
genoma’’. Coincidentemente, la evidencia aqui presentada muestra que mas del 80% de
los mini dominios de los eritrocitos cuentan con promotores pausados, lo que indica que la
presencia de la RNA Pol Il pausada es capaz de promover la organizacion local del
genoma. Otros mecanismos que podrian asistir en este proceso es el reclutamiento de
factores de transcripcion, complejos remodeladores de la cromatina y las proteinas
estructurales por parte de la polimerasa.

Por ultimo, los genes que permanecen pausados y estructurados en mini dominios estan
enriquecidos en términos ontolégicos relacionados con el control de la transcripcion, el
procesamiento del RNA y el transporte de los transcritos maduros hacia el citosol. A la luz
de esto, es factible proponer que la RNA Pol Il pausada mantiene la accesibilidad de la
cromatina y la organizacién gendmica alrededor de este grupo de genes para poder
reactivar el proceso de transcripcién y metabolismo del RNA en respuesta a un estimulo
ambiental. Por ejemplo, se ha observado que los eritrocitos de pollo pueden ser estimulados
ante un reto inmunoldgico y montar una respuesta transcripcional que involucra la expresion

de receptores inmunitarios y la produccién de citocinas''®16,

Este trabajo ahonda, por primera vez, en la reorganizacién del genoma de los eritrocitos
nucleados de pollo y su relacion con el silenciamiento transcripcional. La exploracion del
transcriptoma eritroide llama a reconsiderar la nociéon de los eritrocitos como células
completamente inactivas y apunta al pausado de la RNA Pol || como un mecanismo

importante para la regulacion transcripcional y estructuracion del genoma eritroide.
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VIl. Conclusiones

l. Los aRBC sufren una inversion de la arquitectura nuclear. La cromatina accesible
se reposiciona hacia la periferia nuclear mientras que la heterocromatina rica en H3K9me3
se dispone al centro del nucleo.

. La envoltura nuclear de los nucleos de aRBC carece de la Lamina A/C.

. Aunque eRBC y aRBC experimentan una dramatica caida en su contenido de RNA,

ambos tipos celulares son transcripcionalmente activos.

V. En aRBC el silenciamiento transcripcional es mas severo que los eRBC. Sin
embargo, ambos tipos celulares expresan genes relacionados con el transporte de oxigeno,

el metabolismo de hierro y la diferenciacion eritroide.

V. eRBC y aRBC expresan en niveles elevados al gen HEXIM1y el RNA pequefio 7SK,
los cuales estan involucrados en el pausado proximal de la RNA Pol Il.

VI. Un numero importante de promotores de genes sin expresion contindan accesibles

y ocupados por la RNA Pol Il Ser5-P en el genoma de eRBC y aRBC.

VII.  La expresion y niveles proteicos de la proteina estructural CTCF estan abatidos en
eRBC y aRBC, mientras que Rad21 esta severamente disminuido.

VIIl.  Unicamente el 24.18% del genoma de eRBC y 20.9% del genoma de aRBC continta

organizado en mini dominios.

IX. Los mini dominios estructuran promotores pausados ricos en accesibilidad y la RNA
Pol 1l Ser5-P involucrados en procesos como la regulacion transcripcional y el metabolismo,

procesamiento y transporte del RNA.
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VIIIl. Perspectivas

La caracterizacion de la organizacion del genoma y su relacion con la transcripcion en los
eritrocitos nucleados de pollo aqui realizada pone sobre la mesa nuevas preguntas relativas
a la funcién eritroide y su regulacion transcripcional. Se ha sugerido que los cambios
topoldgicos observados en los eritrocitos de pollo estan conservados en otras especies de
vertebrados'"”, por lo que sera importante extender estas observaciones a otros grupos de
vertebrados, ya que es probable que el pausado de la polimerasa sea un mecanismo
conservado en la diferenciacion eritroide de otras especies que presentan eritrocitos

nucleados.

El estudio realizado comprende Unicamente un estadio tardio de la diferenciacion eritroide
y a los eritrocitos terminalmente diferenciados. Un estudio mas amplio que involucre a
estadios mas tempranos de la diferenciacion extenderia el entendimiento de la
remodelacion de la cromatina durante este proceso y brindaria una perspectiva mas amplia

acerca de la regulacion temporal de la remodelacion.

Por otra parte, sera importante poner a prueba el papel de la RNA Pol Il pausada en la
capacidad de los eritrocitos nucleados de montar una respuesta transcripcional ante
estimulos ambientales, particularmente aquellos que ya se sabe que son capaces de inducir
la expresion de algunos genes, asi como evaluar si inhibir el pausado de la polimerasa

suprime la capacidad de respuesta de los eritrocitos.

Finalmente, las consecuencias topoldgicas de la modulacién de la actividad de la RNA Pol
Il requieren mayor exploracion. La manera en la que la RNA Pol Il mantiene la estructura
de los mini dominios eritroides no es clara, por lo que habra que caracterizar la ocupacion
de las proteinas estructurales CTCF y cohesina en estas células y explorar su relacion con
la polimerasa. Asi como explorar las consecuencias topoldgicas de perturbar la actividad
de la RNA Pol Il al estimular o inhibir su pausado.

67



IX. Métodos

Colecta de sangre y cultivo celular

Se obtuvo la sangre de embriones de pollo de 10 dias de desarrollo por medio de la
puncion de las venas extraembrionarias. Los eritrocitos de organismos adultos se
obtuvieron de gallinas de 28-38 semanas de edad. La sangre se colecté en buffer
de fosfatos salino (PBS, NaCl 137 mM, KCI 2.7 mM, Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1.8
mM) con EDTA 50 mM y se mantuvo en hielo. La sangre colectada se centrifugo a
1,000 rpm por 10 minutos a 4°C, el pellet celular se lavo tres veces y se contaron

las células en una camara de Neubauer.

Se empled la linea celular HD3, que deriva de eritroblastos de pollo adulto
transformados con el virus de la eritroblastosis aviar. Las células HD3 se cultivaron
en suspensién con medio DMEM suplementado con suero fetal bovino (10%) y
suero de pollo (2%) en una atmdsfera humidificada de CO2 al 5% a 37°C. También
se obtuvieron fibroblastos de pollo a partir de embriones de 10 dias y se cultivaron

bajo las condiciones ya descritas.
Preparacion de librerias de ATAC-seq

Las reacciones de ATAC-seq se realizaron a partir de 150,000 células que fueron
transferidas a un tubo Lo-Bind y se centrifugaron a 1,600 rpm por 5 minutos a 4°C.
Se retir6 el sobrenadante y se afiadieron 50 pL de buffer de lisis (10 mM Tris-Cl pH
7.4, 10 mM NaCl, 3 mM MgClz, 0.01% Igepal), se incubd por 15 minutos en hielo.
En el caso de los experimentos con fibroblastos, antes de realizar la lisis el pellet
fue resuspendido en 600 uL de buffer de lisis y filtrado con una membrana de 70
um. El material filtrado fue tratado con un homogeneizador de vidrio. Posteriormente
se realizo6 la lisis de la manera descrita anteriormente. Se realizaron dos réplicas

biolégicas de cada tipo celular.

Posteriormente, los nucleos obtenidos se centrifugaron a 600 x g por 10 minutos a
4°C y se retird el sobrenadante. Se realizd la reaccion de etiquetado e incubacion
de los nucleos en un tubo Lo-Bind con 25 L del buffer TD 2X (lllumina), 22.5 uL de
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agua inyectable y 2.5 yL de la transposasa TDE1 (lllumina) por exactamente 30
minutos a 37°C. Inmediatamente después de la reaccion se purificaron las librerias
con columnas MinElute (Qiagen) y las librerias se amplificaron por 10 ciclos de PCR
utilizando el sistema de indices de Nextera. Se estimo el tamafo de los fragmentos
obtenidos en un equipo Tapestation 4200 (Agilent). Las librerias se secuenciaron

de manera pareada en un equipo HiSeq2500 (lllumina) o NextSeq (lllumina),
Analisis de datos de ATAC-seq

Las lecturas de ATAC-seq fueron alineadas al genoma de pollo (GRCg6a) con
Bowtie2, con los parametros por defecto para lecturas pareadas. Posteriormente se
generaron los archivos BAM (samtools view), se filtraron (samtools sort) e indexaron
(samtools index). Se filtraron las duplicas de PCR y las lecturas mayores de 150 pb.
Se generaron tracks genomicos de las lecturas filtradas normalizadas por CPM con
deeptools (bamCoverage -normalizeUsing CPM) y la visualizacion se realizdé con

pyGenomeTracks.

Para la identificacion de los sitios de cromatina abierta se utiliz6 MACS2 para llamar
picos de accesibilidad (-q val = 0.01). Unicamente los picos consenso, conservados
entre las dos réplicas de cada tipo celular, se conservaron para los analisis

siguientes.
Preparacion de librerias de RNA-seq

Se realizaron extracciones de RNA total con TRIzol siguiendo las instrucciones del
fabricante y la integridad del RNA se revisé por electroforesis. Las librerias de RNA-
seq se prepararon a partir de 1 uyg de RNA utilizando el kit TruSeq Stranded Total
RNA Ribo-Zero H/M/R Gold (lllumina). Posteriormente, se estimé el tamafio de los
fragmentos obtenidos en un equipo Tapestation 4200 (Agilent). Se prepararon tres
réplicas biolégicas por tipo celular y se secuenciaron en un equipo HiSeq2500 por

secuenciacion pareada.
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Analisis de datos de RNA-seq

El analisis de datos de RNA-seq se realizd6 siguiendo el procesamiento de
SnakePipes. Brevemente, las lecturas de RNA-seq se mapearon al genoma del
pollo GRCg6a con STAR, se obtuvieron las cuentas crudas con featureCounts y se
calcularon los valores de FPKM. Después de la normalizacion por FPKM, se realizo
una normalizacion adicional basada en el numero de células necesarias para
obtener 1 ug de RNA, dado que el contenido de RNA total en los eritrocitos es muy

bajo.

Debido a que el contenido total de RNA por célula en los eritrocitos es muy bajo, el
numero de células necesario para obtener 1 uyg de RNA es muy variado
dependiendo del tipo celular. Para corregir este sesgo experimental se realizé una
normalizacion adicional en la que los FPKM calculados se normalizaron al nimero
celular mas bajo utilizado (190,000 en fibroblastos). La formula utilizada es la
siguiente: FPKMs normalizadas por numero celular = (190,000 x FPKM) / (Numero
celular requerido). Se establecié un valor de corte de 0.3 FPKM para considerar un

gen como expresado.

El analisis de expresion diferencial se realizé con DESeq2 v.1.28.1 utilizando los
valores de cuentas crudas normalizados de la misma manera que los FPKM.
Finalmente, se establecioé un valor de corte de False Discovery Rate = 0.5 y Fold

Change = 2.
RT-qPCR

Se realizaron extracciones de RNA total con TRIzol siguiendo las instrucciones del
fabricante y la integridad del RNA se reviso por electroforesis. Posteriormente se
llevo a cabo la reaccién de transcripcion reversa con random primers y las qPCRs
se realizaron con el kit de KAPA SYBR Fast qPCR kit (Merck, KR0389-V9.13). La
secuencia de los oligonucleotidos utilizados se presenta en la Tabla 1. La
cuantificacion relativa se estimé por el método de curva estandar, con puntos de 50,

100 y 150 ng de DNA. Se realizaron dos réplicas biolégicas con triplicados técnicos.
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Tabla 1. Secuencia de los oligonucleétidos empleados para los experimentos de
expresion.

Blanco Orientacion Secuencia 5-3'
Forward CCGTCCTCTCTGGCAAAGTCCA
GAPDH Reverse GTGAAGTCCTTGCTGAAGTGGG
Forward TGCATTGTGACAAGCTGCATGT
HBBA Reverse CAGCATGGGGAGATCTATGGGG
Forward TTTTATCCTCCGGATCCCGCTC
EPB41 Reverse AGCTCAGACTGCACTGTGTAGG
Forward GGGCAGCCTTTCGTTATCACAG
EPB42 Reverse CCTGGGTTCCGTCTGCTTTAGA

Analisis de ontologia de genes

El analisis de ontologia y enriquecimiento de vias se realizdé con la herramienta
g:Profiler utilizando los parametros por defecto: la prueba de hipdtesis multiples
(g:SCS) y la prueba exacta de Fisher. Todos los procesos biolégicos designados

como enriquecidos tienen un P value < 0.01.
Preparacion de librerias de Hi-C

Para la preparacion de las librerias de Hi-C se siguio el protocolo de Hi-C in nuclei.
Para cada experimento se fijaron 10 millones de células en formaldehido 2% por 10
minutos a temperatura ambiente. Las células se centrifugaron a 800 rpm por 9
minutos a 4°C. Los pellets se congelaron en nitrégeno liquido y se preservaron a -
80°C hasta su uso. Se realizo la lisis celular en 5 mL de buffer de lisis (10mM Tris-
HCI pH 8, 0.2% NP 40/Igepal, 10mM NaCl, Inhibidor de proteasas Complete 1X) por
30 minutos. En el caso de los fibroblastos, las células se resuspendieron en 1 mL
de buffer de lisis y se utilizd un cell strainer seguido de un homogeneizador antes
de iniciar la lisis. La cromatina se digirié con 250 U de la enzima Mbol (NEB)
overnight y posteriormente se anadieron 50 U mas por 2 horas. Posteriormente se
realiz6 el rellenado empleando un nucledtido biotinilado (Biotin-14-dATP; Invitrogen)

y se religaron los fragmentos.
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Las librerias se sonicaron a un tamafio promedio de los fragmentos de 500 pb en
un equipo COVARIS. Se llevd a cabo la reparacion de los extremos y seleccion de
fragmentos de un tamarfio 250-550 pb antes de proceder con el pull-down utilizando
particulas paramagnéticas acopladas a estreptavidina (MyOne Streptavidin C1
DynaBeads; Invitrogen). Se ligaron los adaptadores para secuenciacion TruSeq
(Nlumina) y se amplificaron las librerias con 5-6 ciclos de PCR. Se estimo el tamafio
de los fragmentos obtenidos en un equipo Tapestation 4200 (Agilent). Se prepararon
dos réplicas bioldgicas por tipo celular y se secuenciaron en un equipo HiSeq2500

o NextSeq por secuenciacion pareada.
Analisis de datos de Hi-C

El mapeo vy filtrado de las secuencias obtenidas, asi como la normalizacion y
construccion de matrices de interaccion se realizd con el programa HiC-Pro
utilizando los parametros por defecto. Se mapearon las lecturas a la version
GRCgb6a del genoma de pollo utilizando Bowtie2 y se filtraron los pares de
interaccion validos para construir matrices de interaccién normalizadas por el
método de Correccion Iterativa (ICE) a resoluciones de 10, 20, 50 ,100 y 500 Kb.

El coeficiente de correlacion de Pearson entre réplicas biolégicas se comput6 con
HiCExporer a una resoluciéon de 50 Kb y las réplicas fueron combinadas en un sélo
archivo. Posteriormente se homogeneiz6 el numero de lecturas validas entre cada
tipo celular para descartar un sesgo experimental originado por diferencias en la
profundidad de secuenciaciéon. De igual manera, se generaron matrices de

interaccion que fueron comparadas entre si con HiCPlotter.
Llamado de TADs

Se generaron matrices densas con HiCPro (sparseToDense.py). La identificaciéon
de TADs se realiz6 en TADtool con el algoritmo de indice de aislamiento a una
resolucion de 20 Kb y una ventana deslizante de 100 Kb. Fue necesario extraer los

cromosomas 16, 30 y 32 que, debido a su tamafo, no cuentan con el numero
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suficiente de lecturas para llamar TADs. Se corroboré que los TADs identificados

concordaran con la inspeccién visual de las matrices.
Analisis de compartimentos

Se realizé un Analisis de Componentes Principales de las matrices de HiC utilizando
la funcion -hicPCA de HiCExplorer y se obtuvieron los valores del primer y segundo
componente (PC1 y PC2). Para asignar el signo correspondiente al analisis, es
decir, identificar el compartimento A y B, se proporcionaron las lecturas alineadas

en formato bigwig de los experimentos de RNA-seq realizados en cada tipo celular.
ChIP-qPCR Yy librerias de ChiP-seq

Para los experimentos de ChIP se fijaron cuatro réplicas biolégicas con
formaldehido al 1% por 10 minutos. Las muestras se sonicaron por 10 ciclos (30 s
on/60 s off) con 30% de amplitud utilizando un ultrasonicador Cole-Parmer 500-W.
Se realiz6 un spike-in con 1% de cromatina de células de S2R+ de Drosophila 'y se
hizo la inmunoprecipitacion con 5 ug de anticuerpo anti-RNA Pol Il Ser5-P (Santa
Cruz, no. SC-47701 para el ChIP-gPCR o Abcam no. Ab5131 para ChiIP-seq) y
Protein G DynaBeads (Invitrogen). EI DNA obtenido se purificd por columnas (Zymo

Research).

Se realizaron las reacciones de qPCR de acuerdo con las instrucciones del
proveedor (Jena Bioscience). Se disefiaron oligonucledtidos dirigidos al pico de
ATAC-seq detectados en los promotores de genes de interés en aRBC y se calculd
el fold change respecto a un control negativo que no presenta pico de ATAC-seq (el
promotor de SOX2). La lista de oligonucleétidos utilizados se muestra en la Tabla
3. Las librerias de ChIP-seq se prepararon utilizando el kit NEBNext Multiplex Oligos
primer set (lllumina). Se secuenciaron dos réplicas biolégicas de cada tipo celular

en un equipo NovaSeq por secuenciacion pareada.
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Tabla 3. Secuencia de los oligonucleétidos empelados para el ChiIP-gPCR contra la
RNA Pol Il Ser5-P.

Blanco Orientacion Secuencia 5'-3'
Forward GGGTAAGATCACGCTGCCTT
Promotor HTATSF1 |Reverse CATCTCAGCCAATGAGACGC
Forward GGGTAAGATCACGCTGCCTT
Promotor PCID2 | Reverse CATCTCAGCCAATGAGACGC
Forward TACCAGTACCTTCCGCTTCCTA
Promotor GTF2H5 |Reverse CTCCTCCTATTGCCCTCCTGA
Forward GAAGTCCCAAGCCGGAC
Promotor SOX2 Reverse TGATCTCGATCCAAGTGTGG

Analisis de datos de ChIP-seq

Las lecturas pareadas de ChlP-seq fueron alienadas al genoma de pollo (GRCg6a)
empleando Bowtie2 con los parametros por defecto. Las lecturas alineadas se
normalizaron utilizando el spike-in proveniente de células S2R+, se filtraron las
lecturas duplicadas (samtools markdup) y se generaron los archivos BAM con
samtools. El llamado de picos se realizé en cada réplica con MACS2 con un valor
de P de 0.001. Los picos conservados entre ambas réplicas fueron utilizados para
los subsecuentes analisis. Las lecturas se normalizaron para su visualizacion con
deeptools (bamCoverage -normalizeUsing RPGC) y se graficaron con
pyGenomeTracks. Los heatmaps presentados se generaron deeptools
(computeMatrix y plotHeatmap). En la Tabla 4 se muestran todos los programas

empleados para el analisis de datos de secuenciacion.
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Tabla 4. Herramientas bioinformaticas y version de los programas utilizados para el

analisis bioinformaticas.

Programa Version
Bowtie2 v2.3.5
Deeptools 3.5.0
DeSeq2 1.28.1
featureCounts 1.6.3
Fiji 2.1.0
gProfiler e107_eg54 p17
HiCExplorer 3.2
HiCPlotter 0.6.6
HiC-Pro v2.11.1
MACS2 v2.1.2
pyGenomeTracks 3.1.2
Samtools v1.9
SeqMonk 1.48.1
SnakePipes 1.2.2
STAR v2.7.2b

Inmunofluorescencias

Para los ensayos de inmunofluorescencia se sembraron 50,000-100,000 células en
cubreobjetos previamente tratados con Poli-L-Lisina. Las células se fijaron con
formaldehido al 1%, lavadas tres veces con PBS y se permeabilizaron con Igepal
0.1% y se incubaron por 1 h en una solucion de bloqueo con albumina de suero
bovino (BSA) al 5%. Posteriormente se incubaron toda la noche con el anticuerpo
primario de interés diluido en BSA 0.2%. Al dia siguiente se realizaron tres lavados
con PBS y se incubo por 1 h con el anticuerpo secundario. Se incub6 con DAPI (300
nM) por 20 minutos y se montaron las laminillas con Fluoromuont (Sigma). Los
anticuerpos y dilucidon empleados se proporcionan en la Tabla 2. Las preparaciones
se observaron en el microscopio confocal invertido Zeiss LSM 800 con un objetivo
de inmersion en aceite 63X. Se emplearon los laseres UV-405 nm, Argén- 488 nm,
He/Ne-543 nm y se realizaron reconstrucciones en Z de 30 cortes opticos de 0.2

um.
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Tabla 2. Anticuerpos y diluciones utilizadas para las inmunofluorescencias.

Dilucion
Blanco No. Catalogo empleada
H3K9me3 Millipore No.04-442 1:700
RNA Pol Il Ser5-P Santa Cruz No.SC-47701 1:500
RNA Pol Il Ser2-P Abcam No. ab5095 1:800
Lamina B1 Abcam No. ab16048 1:500
Lamina A/C Santa Cruz No.SC-376248 1:500
Anti-Rabbit Alexa Fluor 594 | Life Technologies No. R37117 1:500
Anti-Mouse FITC Millipore No. AP192F 1:500

Western Blot

Se obtuvieron extractos nucleares realizando un paso de lisis celular en un buffer
de alta sacarosa (10 mM HEPES, 10 mM KCI, 1.5 mM MgClz, 0.34 M sacarosa, 10%
glicerol, 0.1% Triton X-100). Los nucleos aislados se lisaron utilizando el buffer RIPA
(10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5% Triton X-100, 0.1% SDS, 140

mM NaCl) y las proteinas nucleares se cuantificaron con el método de Bradford.

Después, las proteinas se separaron en un gel de poliacrilamida y se transfirieron a
una membrana de PDVF. Después de la transferencia, la membrana se bloqued por
2 h con 5% de leche e incubada con el anticuerpo anti-CTCF (Donado por el Dr.
Feélix Recillas) 1:1,000 6 anti-SMC1 (ThermoFisher, A300-055A) 1:1,000.
Finalmente, las membranas se incubaron por 2 horas con el anticuerpo secundario
acoplado a HRP apropiado y la presencia de las proteinas se detectd con el sustrato
quimioluminiscente (Millipore) en un equipo C-DiGitBlot (Li-COR). Los ensayos de

Western Blot se realizaron por duplicado.
ATAC-see

Se utilizé la transposasa hiperactiva Tn5 cargada con adaptadores fluorescentes con la
molécula Atto-590N en el extremo 5' de cada adaptador. Se parti6 de 150,000 células
previamente adheridas a laminillas con poli-L-lisina y fijadas. Se permeabilizaron con buffer
de lisis (Tris-Cl pH 7.4 10mM, NaCl 10 mM, MgCI2 3mM, Igepal 0.01%) por 10 minutos a
temperatura ambiente y se lavaron dos veces con PBS. Se afnadié el buffer de transposicion
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(25 yL de BufferTD 2X, 100 nM Tn5-ATTO-590N, 25 uL dH20) y se incubdé durante 30
minutos a 37°C en una camara humeda. Se realiz6 a la par un control negativo con EDTA
50 mM presente en el buffer de transposicion, lo cual inhibe la actividad de la transposasa
Tn5. Al terminar la reaccion se realizaron tres lavados a 55°C con PBS + SDS 0.01% +
EDTA 50 mM para inactivar a la enzima. Posteriormente se incubaron las laminillas con
DAPI 300 nM por 5 minutos y se lavé una vez mas con PBS. Las preparaciones se montaron

con medio de montaje.

Las preparaciones se observaron en el microscopio confocal vertical LEICA TCS SP5 con
un objetivo de inmersion en aceite 100X y un zoom digital de 10X. Se emplearon los laseres
UV-405 nm y He/Ne-543 nm y se realizaron reconstrucciones en Z de 30 cortes opticos de
0.2 uym a través del software LEICA Application Suite X. Se realizaron dos réplicas del

experimento y se analizaron 50 células en total para cada tipo celular.
Marcaje fluorescente de RNA naciente

Se detectd la sintesis de RNA mediante el marcaje del RNA naciente con un
nucledsido modificado utilizando el kit Click-iT RNA imaging (Thermo Fisher). Se
llevaron a cabo la reaccion incubando con EU 1 mM por 6 horas. En el caso de las
células HD3 vy fibroblastos, previo a la incubacion se promovié la adhesién de las
células a cubreobjetos de vidrio pretratados con poli-L-lisina. Los eritrocitos
embrionarios y adultos se mantuvieron en suspensién durante toda la incubacion,

posteriormente se centrifugaron y adhirieron a un cubreobjetos de vidrio.

Inmediatamente después de la incubacién con EU, se retird el medio y se fijaron las
células con formaldehido al 3.7% por 15 minutos y posteriormente permeabilizadas

con Triton X-100 0.5% por 15 minutos para proceder a la deteccion del RNA
marcado, en la que se utiliza CuSO4 como catalizador de una reaccién de

cicloadicion entre la EU y un azida fluorescente (Alexa Fluor 594) por 30 minutos.
Se tino el nucleo con Hoechst 33342 por 15 minutos y se montaron los cubreobjetos

para su inspeccion bajo el microscopio confocal.
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Procesamiento digital de imagenes

Todo el procesamiento digital se realizo en el software libre Fiji. Se delimitaron los
margenes de cada nucleo mediante la aplicacién de un filtro Gaussiano sobre la
imagen obtenida para la sefial de DAPI. Con los margenes generados se filtr6 la
senal de ATAC-see proveniente del ADN mitocondrial. Se estimé la fluorescencia
promedio para nucleo y se empled un filtro para detectar aquellos pixeles mas

brillantes que el promedio.

Con el fin de evaluar la distribucion preferencial de las marcas estudiadas respecto
a su posicidn hacia la periferia nuclear se generaron mapas de distancia que
segmentan a los nucleos en circulos radiales de 1 pixel de ancho desde la periferia
hasta el centro del nucleo y se estimé la intensidad promedio en cada seccion. Se
graficé la intensidad promedio de cada seccion en funcién de su distancia a la
periferia nuclear en RStudio. Para ello, se normalizé la intensidad de cada fluoréforo
a su intensidad maxima y se normalizé el tamafio nuclear. Para cada ensayo se
analizaron 50 nucleos y se computé un trazo promedio. Los analisis de correlaciéon
de Pearson entre la intensidad de sefial y la distancia a la periferia se realizaron en
R.
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Chicken erythrocytes are nucleated cells often considered to be
transcriptionally inactive, although the epigenetic changes and chromatin
remodeling that would mediate transcriptional repression and the extent
of genesilencing during avian terminal erythroid differentiation are not
fully understood. Here, we characterize the changes in gene expression,
chromatin accessibility, genome organization and chromatin nuclear
disposition during the terminal stages of erythropoiesis in chicken and
uncover complex chromatin reorganization at different genomic scales.
We observe arobust decreasein transcriptionin erythrocytes, butaset

of genes maintains their expression, including genes involved in RNA
polymerase Il (Pol [l) promoter-proximal pausing. Erythrocytes exhibit
areoriented nuclear architecture, with accessible chromatin positioned
towards the nuclear periphery together with the paused RNA Pol Il. In
erythrocytes, chromatin domains are partially lost genome-wide, except at
minidomains retained around paused promoters. Our results suggest that
promoter-proximal pausing of RNA Pol Il contributes to the transcriptional

regulation of the erythroid genome and highlight the role of RNA
polymerase in the maintenance of local chromatin organization.

Redblood cells (RBCs) are highly specialized cells that transport oxy-
gen from the lungs to all tissues in the body. In mammals, terminal
stages of erythroid differentiation involve areduction in nuclear size,
extensive chromatin condensation mediated by histone deacetylases' ™
and remodeling of the nuclear envelope®, followed by the expulsion of
thenucleus from the erythroblasts®. Erythropoiesisin nonmammalian
vertebrates suchasbirds, however, givesrisetocirculating erythrocytes
thatretain their nucleus in a highly compactedstate®.

Genome-wide chromatin condensation and gene expression
silencing in nucleated RBCs in chicken are promoted by the incorpo-
ration of the erythroid-specific linker histone H5 into chromatin”
In fact, chicken RBCs undergo a dramatic drop in RNA synthesis and
are regarded as transcriptionally inert cells'"", although the exact
extentof thisrepression has not been studied. The chicken nucleated
erythrocyte has been useful in the study of chromatin structure and

3

transcriptional regulation®, However, the molecular mechanisms that
mediate the extensive silencing of the erythroid genome are largely
unknown and a study at high resolution of the chromatin remodeling
and genome organization during this process is still lacking.

The three-dimensional (3D) organization of chromosomesinthe
interphase nucleus serves as ascaffold of chromatin interactions that
ensures the execution of complex transcriptional programs®. In the
last decades, Hi-C experiments unveiled multiple levels of genome
organization occurring at different genomic scales”. Atthe megabase
scale, the genome is partitioned into two compartments, A and B,
which correspond to predominantly active and inactive regions of
the genome, respectively”, At the submegabase scale, topologically
associated domains (TADs) represent frequently interacting regions
that are partly insulated from other neighboring sequences''". TADs
enable proper promoter-enhancer communication inside the domain
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and prevent interference by regulatory elements outside the TAD,
and disruption of TAD boundaries leads to aberrant gene activation
and disease” ™, highlighting the role of TADs in the spatio-temporal
regulation of gene expression. Invertebrates, TADs are formed by the
loop-extrusionactivity of the cohesin complexand CTCF*™*, although
the presence of CTCF-independent TADs has been reported™*. The
existence ofother factorsthat contribute to TAD formationis still under
investigation, and it has been suggested that transcription or at least
certain components of the transcriptional machinery might mediate
TAD establishment™ ",

Here, we studied the changes in chromatin accessibility and
genome organization that take place in the terminal erythroid differ-
entiation ofchicken RBCs. We show that chicken erythrocytes undergo
acomplexmultilayered remodeling of chromatin organization. First,
we show that chicken RBCs have a unique reoriented nuclear archi-
tecture and relocate most of their accessible chromatin towards the
nuclear periphery. Despite a genome-wide reduction in gene expres-
sion, chicken RBCs retain transcription of erythroid-function-related
genes and genes involved in RNA Pol Il promoter-proximal pausing.
Furthermore, chromatin accessibility is maintained at promoters
of inactive genes and colocalizes with the presence of RNA Polllina
paused state. Hi-C experiments show a strengthening of chromatin
compartmentalization consistentwith confocal microscopy imaging
ofaccessible chromatin, transcriptionand constitutive heterochroma-
tin foci. Moreover, the erythroid genomes are largely devoid of TADs
but retain local organization at minidomains around paused genes.
Together, our data provide an in-depth characterization of chromatin
remodeling during erythropoiesis in chicken. We identified a type of
domain organization that persists in absence of transcription and
propose that RNA Pol Il binding might be sufficient to maintain local
organization.

Results

Accessible chromatin locates at the nuclear peripheryinadult
RBCs

Chickenerythrocytesareregarded as mostly transcriptionally inactive
cellsthatexhibita dramatic drop in RNA synthesis”’, Toinvestigate the
chromatinremodeling process during terminal erythroid differentia-
tion inchicken, we obtained primary embryonic RBCs (eRBCs) and adult
RBCs (aRBCs) from 10-day-old chickenembryos and 30-week-old hens,
respectively. Interms of transcription, these two populations repre-
sent definitive erythrocytes in which global transcription is already
diminished and chromatin is compacted. However, in eRBCs active
gene expression of erythroid genes and adult globin genes is more
abundant. We also analyzed HD3 cells™, which correspond to an early
erythroblast, and primary fibroblastswere also used as anonerythroid
cell control.

First, we sought to explore the effect of this genome-wide silenc-
ing process on chromatin accessibility and nuclear architecture by
labeling and imaging occupied accessible chromatin using the assay
for transposase-accessible chromatin with visualization (ATAC-see) ™
(Fig.1a and Extended Data Fig.1a). ATAC-see signal intensity ineRBCs

and aRBCsislowerthanin erythroblasts, suggestingan overall decrease
in accessibility during erythroid terminal differentiation (Fig. 1a and
Extended DataFig.1b). However, chicken erythrocytes retainaccessible
chromatin eveninthe absence of transcription.

ATAC-see of aRBCs revealed anuclear organization in whichacces-
sible chromatin is located predominantly at the periphery and is less
abundant atthe center of the nucleus (Fig.1a, arrowhead), as opposed
tothe conventional nucleararchitecture observed in fibroblasts, eryth-
roblasts and eRBCs. We applied a Gaussian filter to the raw images using
athreshold to obtain all pixels brighter than the meanin both ATAC-see
and 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI) channels in each nucleus
(Methods). Theimages generated confirmed that accessible chromatin
is enriched at the nuclear periphery in aRBCs while the DAPI signal is
more intense towards the nuclear center (Fig. 1b and Extended Data
Fig. 1c). In agreement with the reorientation of accupied accessible
chromatin observed in aRBCs, ATAC-see signal intensity in these cells
ishigheratthe nuclear peripheryanddecreasestothenuclearinterior
(Fig. 1d). Next, we compared the signal intensity only at the nuclear
periphery versusthenuclear center (Methods). We corroborated that
the signal is enriched at the nuclear periphery, with intensity values
significantly higher than at the nuclear center (Fig. 1e). Finally, Pear-
son’s correlation analysis between signal intensity and distance from
the nuclear rim also recapitulated the peripherallocation preference
of accessible chromatin in aRBCs (Extended Data Fig. 1d). Together,
these results show that mostaccessible chromatinlocates towardsthe
nuclear periphery inaRBCs.

H3K9me3 histone modification seems to relocate in chicken
erythrocytes as shown by immunostaining (Fig. 1c, arrow). In eRBCs
and aRBCs, H3K9me3 is preferentially segregated into large foci
located towards the center of the nucleus, instead of the conven-
tional positioning of H3K9me3-rich constitutive heterochromatin
being more enriched at the nuclear envelope, as seen in fibroblasts
and erythroblasts.

We validated the reoriented chromatin organization of aRBC
nuclei by plotting the normalized mean intensity of H3K9me3 and
ATAC-see asafunction of distance from the nuclear periphery (Fig. 1d).
In fibroblasts and erythroblasts, H3K9me3signal gradually decreases
from the nuclear envelope to the interior where ATAC-see signal is
higher, consistent with aconventional nuclear architecture. In contrast,
in eRBCs and aRBCs, H3K9me3 increases from the nuclear periphery
to the interior, reflecting the position of the heterochromatic foci we
observedinthesecells. We nextmeasured the H3K9me3 signal intensity
only at the periphery and the nuclear center and confirmed that the
signal is higher at the center in RBCs compared with fibroblasts and
erythroblasts,inwhich the signal is more intense at the nuclear periph-
ery(Fig.1e). Pearson’s correlation analysis between the H3K9me3 signal
intensity and distance from the nuclear rimalsorecapitulated that the
majority of H3K9me3 signal occupies a more central positioninRBCs
(Extended Data Fig.1d). Finally, we measured the signal distribution of
the DAPIstaining. DAPI measures double-stranded DNA, butits accu-
mulation is a good proxy of compact chromatin. DAPI signal distribu-
tionis also found to be enriched at the center of the nuclei compared

Fig.1|Chromatinr gduringchickenerythrop resultsina
reoriented nuclear architecture with accessible chromatin at the nuclear
rim. a, Imaging of open chromatin by ATAC-see (red) and DAPI (blue, nuclei)
infibroblasts and erythroid cells. Repositioning of the accessible chromatin
towards the nuclear peripheryin aRBCs isindicated with anarrowhead.

Scale bar, 5 pm. Representative results from two independent experiments

are shown. b, Brightest pixels enriched in ATAC-see (red) or DAPI (blue).

<, Immunofluorescence imaging of H3K9me3 (red) and DAPL. InaRBCs the
heterochromatinis relocated towards the nuclear center (arrows). Scale bar,

5 pm. Representative results from two independent experiments are shown.

d, Foreachcell type, H3K9me3, ATAC-see and DAPl intensity are presented as a
function of distance to the nuclear periphery. Individual tracks for 50 nucleiare

presented in lighter colors and the mean intensity is presented in bold. e, Signal
intensity for the ATAC-see, DAPl and H3K9me3 measured only at the nuclear
peripheryand center for all cell types (n = 50 nuclei from two independent
experiments). Scatter dot plot shows mean + s.d. Significant differences between
peripheric and central intensities were estimated witha Mann-Whitney Utest.
f, Fluorescenceimaging of Lamin A/C proteins (green) and DAPI. Inevery case,
maximal projections of 3D stacks are presented. Scale bar, 5 pm. Representative
results from two independent experiments are shown. g, Incontrastto the
conventional nuclear architecture in fibroblasts, erythroblasts and eRBCs, in
aRBCs the loss of the nuclear Lamin A/C leads to heterochromatin detachment
from the nuclear periphery and relocation towards the nuclear center.

NE, nuclear envelope.
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with the periphery in RBCs, in contrast with the signal enriched at
the nuclear periphery in fibroblasts and erythroblasts by the same
analysis performed for the ATAC-see and H3K9me3 signals (Fig. 1d,e

and Extended Data Fig. 1d). peripheryinaRBCs.
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Fig. 2| Chicken erythrocytesshowa dramaticdecrease in transcription but
conti p i mallRNAsand erythroid a, Quantification of total
RNA obtained from chicken fibroblasts, erythroblasts, eRBCs and aRBCs. Shown
arethemean +s.d. from three independent replicates. Pvalues based on one-way
ANOVA followed by Fisher's least significant difference post hoc testare stated.

b, Representative picture of anagarose gel electrophoresis of total RNA. ¢, Mean
log, FPKM values of three RNA-seq experiments. Boxplotsshow median (horizontal
line), mean (+), and 25thand 75th percentiles (boxes), while whiskers denote the
minimaand maxima of the distribution. Pvalues after a one-way ANOVA followed
by Dunn’s post hoc test are stated. d, Number of expressed genes (FPKM > 0.3)

according tothree independent RNA-seq experiments. Data are presented as
mean +s.d. Pvalues and statistical differences based on one-way ANOVA followed
by Tukey’s post hoc testare shown. e, RNA-seq tracks for GAPDH (top) and the
beta-globin locus (bottom). f, FPKM values for GAPDH (top) and HBBA (bottom)
genes; shownare the values of three replicates with mean +s.d. Pvalues after
one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc tests are presented. g, RNA diversity
expressed asthe percentage of total FPKM that corresponds to protein coding
genes, miscellaneous RNA, snoRNA, ribozyme or others. h, Fluorescent labeling of
nascent RNA with EU (red). Representative maximal projections fromtriplicates
are presented. Scalebar, 5 pm. ANOVA, analysis of variance.

The reoriented nuclear architecture observed in aRBCs has
similarities with what has been previously shown to occurin therod
photoreceptor cells of nocturnal mammalsinresponse to downregu-
lation of the Lamin B receptor and absence of Lamin A/C expression™.
Weasked whether the chromatin relocation observed inaRBCs could

be explained by changes in the nuclear envelope composition. Simi-
lar to the nuclear inversion in rod cells, Lamin A/C is present in the
cells with conventional nuclear architecture but lost in the aRBC
nuclei (Fig. 1f). Lamin Bl was detected in all cells studied (Extended
DataFig. le).
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Takentogether, these results show acomplex reorganization of the
nucleararchitecturein chicken erythrocytes. Cells withaconventional
nucleararchitecturelocate constitutive heterochromatinatthe nuclear
envelope, while accessible chromatinis preferentially positioned atthe
nuclear interior. During terminal differentiation, H3K9me3-marked
heterochromatin moves away from the nuclear envelope concomitant
with the loss of Lamin A/C in aRBCs, and the majority of accessible
chromatin locates towards the nuclear periphery (Fig. 1g).

RBCs express small RNAs and erythroid genes

We wondered if the accessible chromatin detected by ATAC-see in the
chickenerythrocytesreflected sites of ongoing transcription in these
cells. Quantitation of total RNA extracted from erythrocytes showed a
dramaticdecreasein RNA contentin eRBCsand aRBCs (Fig. 2a)in agree-
ment with a previous report of low levels of RNA synthesis in eRBCs
measured by radioactivity incorporation'. Furthermore, the electro-
phoretic profile of the RNA obtained shows changes in thediversity of
RNAspecies in eRBCs and aRBCs, with agradual loss of the ribosomal
RNA bands while small RNA molecules are still detectable (Fig. 2b).

To further characterize the transcriptional state of chickeneryth-
rocytes, we performed total RNA sequencing (RNA-seq) experiments. A
global downregulationof gene expressionintheerythrocytes was evi-
denced by amarked decrease infragments per kilobase oftranscriptper
million reads (FPKM) values compared with other cell types (Fig. 2c).
We identified all genes that were expressed (FPKM > 0.3; Methods)
and found asmallsetof genes thatremained active inthe erythrocytes
(1,354ineRBCs and 804 in aRBCs) in agreement with quantitative PCR
(qPCR) with reverse transcription (RT-qPCR) experiments (Fig. 2d-f
and Extended Data Fig. 2a-d). Of note, most FPKMs come from small
RNA molecules such as small nucleolar RNAs (snoRNAs) and miscel-
laneous RNAsin eRBCsand aRBCs, consistent with the electrophoretic
pattern of erythroid RNA extractions (Fig. 2g).

Differential expression analysis was conducted between the dif-
ferent erythroid stages (Methods). We found 810 and 428 differen-
tially expressed genes between eRBCs or aRBCs and erythroblasts,
respectively (Extended Data Fig. 2f). Gene ontology analysis of upregu-
lated differentially expressed genes showed that chicken erythro-
cytes exhibit upregulation of genes related to oxygen-carrieractivity,
erythroid differentiationand immuneactivity (Extended Data Fig. 2g).
The presence of active transcription in chicken erythrocytes was cor-
roborated in vivo by incorporation of 5-ethynyl uridine (EU) to nascent
RNA and subsequent detection and imaging of EU (Fig. 2h, Extended
DataFig. 2eand Methods). Hence, chicken erythrocytes show a global
downregulation of gene expression but retain transcription of asmall
number of genes associated with erythroid function.

Nascent RNA labeling allowed us to study the spatial location of
transcription. As expected, RNA synthesis in fibroblasts and erythro-
blasts was distributed throughout the nucleus but more prominent
at the center (Fig. 2h). In contrast, transcription in the erythrocytes
was spatially restricted intofoci, indicating a high degree of compart-
mentalization inside the nucleus. However, the presence of accessible
chromatin atthe nuclear envelope cannot be explained by active tran-
scription since transcriptional foci were not preferentially located at
the nuclear periphery inaRBCs.

Paused RNA polymerase occupies silent gene
promotersin aRBCs

We performed assay for transposase-accessible chromatin using
sequencing (ATAC-seq) experiments to identify the genomic regions
that remain accessible in the chicken erythrocytes. We verified that
ATAC-seq replicates of each cell type were highly correlated (R > 0.92;
Extended Data Fig. 3a). Overall, we identified fewer ATAC-seq peaksin
erythroid cells compared with fibroblasts, suggesting that chromatin
accessibilityis already diminished at the erythroblast stage (Fig. 3a). In
fact, weidentified similar numbers of ATAC-seq peaksinerythroblasts,

eRBCs and aRBCs regardless of the genome-wide decrease in gene
expression inthe erythrocytes. Most of the peaks in the erythrocytes
represent constitutively open regions or regions shared with the
erythroblasts, indicating that these regions retain their accessibility
throughoutterminal erythroid differentiation (Fig. 3b).

We classified the ATAC-seq peaks according to their genomic loca-
tion and transcriptional state and found that many peaks in eRBCs and
aRBCs correspond to silenced genes that remain accessible at their
promoters (Fig. 3c-e and Extended Data Fig. 3b). Promoter-proximal
pausing of RNA Pol Il hasbeen shown to maintain promoter chromatin
accessibility and the gene’s potential to be activated ™. We hypothesized
that RNA Pol Il pausing could be responsible for preserving the acces-
sible promotersin the genome of eRBCs and aRBCs.

RNA Polll pausing is promoted by inhibition of the positive elon-
gation factor p-TEFB by the 7SK small nucleoprotein complex formed
by the small nuclear RNA 7SK, HEXIMI/2, LARP1 and MePCE**, Inter-
estingly, 7SK and HEXIM1 are expressed in the erythrocytes (Fig. 3f).
Furthermore, immunofluorescence of the RNA Pol ll engaged in tran-
scriptional initiation (SerS-P) was readily detected in all cell types with
no significant changes in signal intensity (Fig. 3g and Extended Data
Fig.3d), whereas the signal from the elongating CTD isoform (Ser2-P)
is diminished in eRBCs and aRBCs (Extended Data Fig. 3¢,e). In addi-
tion, we found that RNA Pol 11 Ser5-Pis spatially located at the nuclear
periphery in aRBCs (Fig. 3g, arrows), following the same distribution
as the accessible chromatin detected by ATAC-see (Extended Data
Fig. 3f,h). However, the localization of RNA Pol Il Ser2 is similar in all
cell types, with the signal more enriched towards the nuclear interior
(Extended Data Fig. 3g,i).

We next performed chromatin immunoprecipitation (ChiP) fol-
lowed by sequencing (ChIP-seq) experiments against RNA Pol Il Ser5
inerythroblasts,eRBCsand aRBCs. We detected 7,740 and 9,215 peaks
ineRBCs and aRBCs, respectively,and fromthese 1,136 and 1,358 coin-
cided with gene promoters. Most of these RNA Pol Il Ser5 peaks (96%
in eRBCs and 97% in aRBCs) correspond to promoters of genes with-
out transcription (Fig. 3h). An example of a paused gene promoter in
aRBCs is shown in Fig. 3i for the TAF8 gene, a subunit of the general
transcription factor complex TFIID. More examples are alsoshown in
Extended DataFig. 4a. Theresults show that paused RNAPol ll isindeed
occupying a proportion of promoters of genes that are not actively
transcribinginboth eRBCs and aRBCs.

Finally, we confirmed the presence of RNA Pol Il Ser-5P in the open
promoter regions of genes without expression in the erythrocytes by
ChIP-qPCR (Extended Data Fig. 4a,b). In contrast, no enrichment of
RNA Polll Ser5-P was detected on theinaccessible Sox2 gene promoter.
These results indicate that despite global reduction of gene expression,
chicken erythrocytes retain expression of genes involved in RNA Pol
Il pausing and accessibility at gene promoters due to the presence of
RNA Pol Il in a promoter-proximal paused state.

RBC chromatin organizesin hypercompartments
and minidomains

Recent Hi-C experiments conducted inaRBCs have evidenced aglobal
rearrangement in their 3D genome organization characterized by an
increase in long-range interactions and absence of TADs*. However,
characterization of the chromosome organization at distinct stages
of erythroid differentiation is still lacking. We sought to explore how
the observed changesinnucleararchitecture, chromatin accessibility
and geneexpressionrelate to 3D genome organization, and generated
Hi-C contact maps for chicken fibroblasts, erythroblasts, eRBCs and
aRBCs (Extended Data Fig. 5a).

High-order chromatin organization is defined by the segregation
of genomic regions into A and B compartments corresponding to
active and inactive chromatin, respectively'®. These compartments
are observed in whole-chromosome Hi-C contact maps as a plaid
pattern of long-range interactions. Visual inspection of Hi-C maps
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the log, fold change between each cell type and aRBCs. ¢, Hi-C contacts count as
a function of genomic distance. Anincrease in long-range interaction in eRBCs
and aRBCs isindicated with anarrow. d, A (blue) and B (yellow) compartment
identification by PCA analysis in fibroblasts, erythroblasts, eRBCs and aRBCs

compartments. f, Average size of Aand B compartment regions; the genome

was partitioned in 21,244 bins of 50 kb and continuous bins within the same
compartment were grouped to estimate compartment size. Data are presented
as mean + s.e.m. Pvalues based on one-way ANOVA followed by Bonferroni's post
hoc testare indicated.

shows a more pronounced plaid pattern in eRBCs and aRBCs thanin
erythroblasts (Fig. 4a,b), indicative of the strengthening of chromatin
segregationinto Aand Bcompartmentsin these cells. Comparison of
Hi-C maps also shows a decrease in interactions along the diagonal.

Accordingly, we detected an increase in long-range (>10-megabase
(Mb)) interactionsin the erythrocytes while short-range interactions
are less frequent (Fig. 4c). These results indicate that the genome of
chicken erythrocytes is strongly compartmentalized, as evidenced
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Fig.5|Chicken erythrocytes present global TAD loss but retain structure
at i i iched inop in. a, Hi-C contact matrices of

the first 10 Mb of chromosome 6. TADs are clearly visible in fibroblastsand
erythroblasts while the most prominent signal in erythrocytes corresponds.
tothe plaid pattern of compartments, b, Domainsidentified in each cell type
indicated by black triangles. ¢,d, Number (c) and average size (d) of the domains
infibroblasts (n = 2,373 domains), erythroblasts (n=2,562), eRBCs (n = 916) and
aRBCs (n=903) are presented. Boxplots show median (horizontal line), mean
(+), and 25th and 75th percentiles (boxes), and whiskers denote the 1st and 99th
percentiles. Pvalues based on one-way ANOVA followed by Kruskal-Wallis
posthoc test are stated. e, Percentage of the genome structured in domains.

f, Expression levels of architectural proteins based on RNA-seq data from three
independent experiments. Data are presented asmean +s.d. Pvalues based on
one-way ANOVA followed by Tukey's post hoc testare stated. g, Percentage of
domainsthat contain only A compartmentregions (blue), only B compartment
regions (yellow) or both (gray). h, ATAC-seq RPKM countsinside chromatin
domainsorasetof random regions of the samesize in fibroblasts (n=2,373
domains), erythroblasts (n =2,562), eRBCs (n = 916) and aRBCs (n=903).
Boxplots show median (horizontal line), mean (+), and 25th and 75th percentiles
(boxes), and whiskers denote the 1stand 99th percentiles. Pvalues based on one-
way ANOVA followed by Kruskal-Wallis post hoc test are shown.
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by the presence of well-defined heterochromatinand transcriptional
fociin these cells.

Identification of A and B compartmentsshowed a hypercompart-
mentalization pattern in the genome of the erythrocytes compared
with erythroblasts, characterized by the disruption of long A-type
regions by the emergence of regions in the B compartment (Fig. 4d).
In fact, most of the genome falls into the B compartmentin the eryth-
rocytes, as regions in the A compartment are reduced in size compared
with erythroblasts and fibroblasts (Fig. 4e,f). This hypercompartmen-
talized pattern with the Bcompartment ‘invading’ the A compartment
intheerythrocytesreflectsthe genome-wide reductionin transcription
inthese cells.

Strong compartmentalization and decrease in short-rangeinter-
actions make visual identification of topological domains difficult
in eRBCs and aRBCs (Fig. 5a), and it has been suggested that chicken
erythrocytes lack TADs*. TAD calling using insulation index* uncov-
ered aprofound loss of TAD structuresin chicken erythrocytes except
atregions where a closer inspection reveals a local enrichment of
short-range interactions (Fig. Sb and Extended Data Fig. 5b). These
domains are fewer and smaller (with an average size of 241 kilobases
(kb)) than TADs observed in erythroblasts and fibroblasts (Fig. 5¢,d),
and hence we called these structures minidomains. Of note, only asmall
fraction of the genome remains structured in minidomains (24.18% in
eRBCs and 20.4% in aRBCs) (Fig. Se).

Topological domain insulation depends on the presence of the
architectural proteins CTCF and cohesin at the domain bounda-
ries’**** and auxin-inducible depletion of CTCF or the cohesin-loading
factor Nipbl causes genome-wide loss of topological domains™®’,
Interestingly, CTCF and Rad21 are downregulatedineRBCs and aRBCs
(Fig. 5f) and CTCF and SMCl1 protein levels are also reduced (Extended
Data Fig. 5¢). Thus, downregulation of architectural proteins might
explainthe loss of topological domains in chicken erythrocytes.

Notably, minidomains demarcateregions mostly overlapping the
A compartment and are enriched in ATAC-seq reads (Fig. 5g,h). Taken
together, these results indicate that despite aglobal loss of TADs in the
genomesof eRBCs and aRBCs, euchromaticregionsremain structured
inminidomains.

Chicken RBC genomes are organized around
paused promoters

We hypothesized that the presence of local structure at minidomains
reflected transcriptional activity inside erythroid minidomains. Indeed,
minidomains are enriched in RNA-seq reads (Extended Data Fig. 5d).
However, visualization of Hi-C maps together with ATAC-seq and
RNA-seq tracks showed that minidomains are often found around open
regions of the genome that lack transcription (Fig. 6a and Extended
DataFig. 5b).

We classified topological domains by the transcriptional and
chromatinic states of their transcription start sites (TSSs) (Fig. 6b).
Domains within class | contain open promoters of genes without
expression, hereinreferred to as ‘paused’ promoters, while TSSs within
classlldomainsare open and transcriptionally active. Class llldomains
contain both paused and active promoters and class IV domains are
depleted of open TSSs. This classification evidenced that the presence
of paused promotersis acommon feature in minidomains, as more than
80% of minidomains fallinto either class l or class III.

Interestingly, paused genes that reside within minidomains in
eRBCs (3,458 genes) and aRBCs (2,804 genes) are involved in regula-
tion of gene expression, RNA processing and transport of mature
RNAs to the cytoplasm (Fig. 6¢). Examples of such paused genes are
the transcriptional elongation factors Htatsfl and Gtf2hS5 (refs. 40,41),
and the nuclear export protein Pcid2 (ref. 42) (Fig. 3h). Paused genesin
erythroblasts (726 genes) and fibroblasts (791 genes) were notenriched
inany pathway. One possible explanation for this observationis that the
preserved minidomains together with the paused RNA Pol ll bookmark

the necessary components of the transcriptionalmachinery and RNA
processing complexesto rapidly resume gene expressionin response
to environmental cues. For example, transcriptional activation of the
erythroid genome has been observed in the nucleated erythrocytes
of fish and birds in response to immune challenges*. In summary, we
show thatpaused promoters of genesinvolved in gene expression and
RNA metabolism remain organized into minidomains despite a global
loss of TADs in chicken eRBCs and aRBCs.

Discussion

Here, we analyzed thoroughly the changes in chromatin accessibility
and organization that accompany terminal erythroid differentiation
and downregulation of gene expression in nucleated chicken erythro-
cytes. We found thatloss of Lamin A/C resultsin areorientation of the
nuclear architecture in aRBCs. Furthermore, the erythrocyte nucleus
isahighly compartmentalized organelle that confines accessible chro-
matin, transcription and heterochromatin into readily observable
distinct foci. Downregulation of architectural proteins greatly affects
TADs genome-wide. However, RNA Pol Il pausing retains accessibility
atopenpromoters and supports short-range chromatin interactions,
thus forming minidomains around genes importantin RNA synthesis
and RNA metabolism. Our results uncover a complex reorganization
process atdifferentgenomic scales withimportantimplications in the
physiology of nucleated erythrocytes and the mechanisms thatgovern
genome organization (Fig. 6d).

Chromatincondensation and genesilencing are common traits of
mammalian and nonmammalian erythropoiesis*®**. Nucleated eryth-
rocytes are commonly described as transcriptionally inert cells” and
defects in heterochromatin stability or gene silencing are considered
hallmarks of some myelodysplastic syndromes and anemia in mam-
mals and birds* ", Here, we provide evidence that both eRBCs and
aRBCsactivelytranscribe areduced number of genes (1,354 in eRBCs,
804in aRBCs), including hemoglobin genes and genes involved in gas
exchange and transport. These results challenge the notion of nucle-
ated erythrocytes as transcriptionally inactive cells and suggest a
functional role of the nucleusin the erythroid physiology.

By direct imaging of RNA synthesis in chicken erythrocytes,
we found that transcription is confined into discrete active foci. In
fact, segregation of euchromatin and heterochromatin into differ-
ent compartments is exacerbated, as evidenced by imaging and Hi-C
data. Chromatin compartmentalization prevents abnormal contacts
between euchromatic and heterochromatic regions thatmay resultin
heterochromatin spreading and ectopic gene repression™. The con-
finement of transcription into foci in erythrocytes probably reflects
the requirement of bringing together the remaining active regions of
the genometo favor transcription inan environmentwhere transcrip-
tional factors are scarce.

Heterochromatinis alsorelocatedin eRBCs and aRBCs. InaRBCs,
loss of Lamin A/C leads to a reorientation of nuclear architecture in
which heterochromatindetaches from the nuclear envelope and moves
towards the center of the nucleus. A similar spatial organization of open
chromatin at the nuclear rimwas describedin therod photoreceptors
of nocturnal mammals, where loss of heterochromatin tetheringto the
nuclear envelope s triggered by downregulation of Lamin B receptor
and absence of Lamin A/C*”.

In recent years, heterochromatin has emerged as a key factor
mediating genome organization, and heterochromatin repositioning
hasimportant effects on cellular function®. For example, the inverted
nuclear architecture inrod cells is thought to maximize light trans-
mission in the retina, and disposition of accessible chromatin at the
nuclear rim in neutrophiles prepares the cells for initiation of NETo-
sis’’. Moreover, heterochromatin detachment and relocation cause
gene misexpression in laminopathies and senescence®., An increase
in heterochromatin-mediated long-range interactions is observed
in the last nucleated stage of human erythropoiesis’®, and Lamin B
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Fig. 6| Minidomains contain and organize paused promotersin chicken
erythrocytes. a, Hi-C contact matrix fromaRBCs (5: 52-55 Mb), the minidomains.
identified (black triangles), the corresponding compartment signal, and ATAC-
seq and RNA-seq tracks. aRBC minidomains contain ATAC-seq peaksindependent
from transcription (gray). b, Distribution of minidomains according to the
transcriptional status of the contained TSSs into class 1 (paused TSSs), class Il
(active TSSs), classIll (both paused and active TSSs) or class IV (closed TSSs).

<, Gene ontology terms of paused TSSs structured in minidomains. Analysis

was performed using Fisher’s exact test and the default multiple-hypotheses

testing method (g:5CS) on gProfiler. d, Terminal erythroid differentiationin
chicken resultsina dramatic drop in transcription and chromatin accessibility
thatisexacerbated during erythroid maturation. Erythrocyte genomes lose
TADs genome-wide but retain minidomains structured around open paused
promoters with presence of the stalled RNA polymerase. At the compartment
level the erythrocyte genomeis hypercompartmentalized and richin long-range
interactions. Lastly,inaRBCs the absence of Lamin A/C leads to heterochromatin
detachment from the nuclear periphery and relocation towards the nuclear
center.
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cleavage by caspase-3andtransient nuclear opening have been shown
to promote chromatin condensation in the erythroblasts of mouse
and human™*. Together with our results, this evidence suggests that
nuclear envelope remodeling, compartment strengthening and het-
erochromatin relocation may be a conserved mechanism to ensure
proper chromatin compaction.

The molecular forces driving genome compartmentaliza-
tion are not entirely understood. Interestingly, knock-out of the
cohesin-loading complex Nipbl or the cohesin subunit Rad21 causes
ageneral enhancement of compartmentalization®*”. Thus, compart-
mentalization may be regulated by the binding of cohesin to chroma-
tin and loop-extrusion. Here, we found Rad21 to be downregulated
in eRBCs and aRBCs which provides a possible explanation for the
hypercompartmentalized state of their genomes.

Recent Hi-C experiments in chicken aRBCs and immature poly-
chromatic erythrocytesusingasix-cutter restriction enzyme showed a
genome-wide depletion of TADsinthese cells**. Although a strong com-
partment signal obscures the presence of chromatin domains in the
Hi-C matrices, here we provide compelling evidence of local interacting
minidomains that persistas structured in the terminally differentiated
eRBCs and aRBCs. TADs are formed when the loop-extrusion activity
of the cohesin complex is blocked by the presence of CTCF bound at
convergently oriented binding-sites located at TAD boundaries®. Abla-
tion of CTCF results in a global loss of TADs except at regions where
low levels of CTCF are able to maintain TAD boundaries™*, Similarly,
degradation of Rad21 and Nipbl eliminates chromatin domains*-',
Here, we show that transcription of CTCF and Rad21 as well as protein
levels of CTCF and SMC1 decrease in the nucleated erythrocytes of
chicken, which may account for a loss of chromatin domains. TAD
disturbance has beenrecently shown to occurin human erythroblasts
without evident changes in chromatin compartmentalization™. Thus,
global genome reorganization represents a conserved feature of ter-
minal erythropoiesis that reflects the particular transcriptional state
of these cells.

The contribution of RNA polymerase to the establishmentand
maintenance of genome organization is still a matter of debate.
The emergence of TADs during development coincides with the
transcriptional activation of the zygotic genome?. Inhibition of
transcriptional elongation weakens TAD insulation but does not
preclude TAD emergence'****, Hence, transcription is notnecessary
to establish TADs but might play a role in maintaining chromatin
organization through otherassociated processes such as chromatin
opening, the assembly of the preinitiation complex, and recruitment
of transcription factors and the transcriptional machinery™. Moreo-
ver, RNA Pol Il dictates cohesin-loading into chromatin and rapid
degradation of RNA Pol Il prevents the reestablishment of chromatin
folding in cells following exit from mitosis®. Our results show that
minidomains in the chicken erythrocytesfrequently contain paused
promoters occupied by the RNA Pol Il Ser5-P, suggesting that RNA
Pol llbinding is enough to maintain local organization and insulation
of small domains.

Promoter-proximal pausing of RNA Pol Il has beenshown to serve
as amarker that primes silenced genes to be rapidly activated during
developmentand inresponsetoenvironmental cues™. Here, we present
evidence thatsuggeststhat RNA Polll pausing represents a key mecha-
nism by which chicken nucleated erythrocytes maintain low levels of
transcription. We show that eRBCs and aRBCs sustain elevated levels
oftranscriptionof components of the small nuclear ribonucleoprotein
7SK complex involved in polymerase pausing, and observed the pres-
ence of RNA Pol I Ser5-P in the nucleus of these cells despite a global
decreaseintranscription, in agreement with early run-onexperiments
that identified the presence of a stalled form of the RNA Pol Ilin the
beta-globin genes in hen erythrocytes”. A recent study suggests that
regulation of RNA Pol llactivity is importantduring terminal erythroid
maturationin humans™.

Finally, paused promoters in eRBCs and aRBCs are enriched in

categories concerning transcriptional elongation, RNA processing and
nucleocytoplasmic transport of mature RNAs. We hypothesize that
Pol Il pausing prepares chicken nucleated erythrocytes to restore the
expression of components of the transcriptional and RNA processing
machineries to mountan efficient response to stimulisuchasimmune
challenges™*.

Our results reveal a dramatic reorganization of the genome at

different scales during the formation of nucleated erythrocytes in
chicken, including the reorientation of most accessible chromatin to
the nuclear periphery in aRBCs, and highlight the role of RNA Pol Il in
the maintenance of insulated domains in this highly repressive chroma-
tinenvironment. We show that nucleated erythrocytes maintain a col-
lection of accessible promoters by promoter-proximal pausing of the
RNA Pol llat genes important to mountinga transcriptional response.
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Methods
Blood collection and cell culture
Allapplied procedures were approved by the animal welfare practices
accordingto the Institute of Cellular Physiology-National Autonomous
University of Mexico animal facility board. Blood of 10-day-old chicken
embryos or 28-38-week-old White-leghorn hens (Gallus gallus) was
collected in cold phosphatesaline buffer with 50 mM EDTA. Cells were
centrifuged at 1,000 r.p.m., 4 °C for 10 min, washed three times and
counted on a Neubauer chamber. Chicken fibroblasts were prepared
from 10-day-old chicken embryos.

Chicken fibrablasts and the erythroblast HD3 cell line were cul-
tured in DMEM (GIBCO) supplemented with 10% FBS (Biowest), 2%
chicken serum and penicillin/streptomycin (Invitrogen).

ATAC-seq library preparation

ATAC-seq experiments were performed as previously described®
with minor modifications for chicken cells. We lysed 150,000 cells
inlysis buffer (10 mM Tris-Cl pH 7.4, 10 mM NaCl, 3 mM MgCl,, 0.01%
Igepal) for 15 min on ice. Fibroblasts were sieved through a 70-pm
cell-strainer and Dounce homogenized before lysis. Nuclei were
centrifuged at 600g, 4 °C for 10 min and washed with 50 pl of lysis
buffer. Nuclei were incubated with the Tn5 transposase (Illumina)
and tagmentation buffer (lllumina) for exactly 30 minat37 °C. After
tagmentation, fragments were purified using MinElute columns
(Qiagen). ATAC-seq libraries were amplified by ten PCR cycles using
the Nextera index system (Illumina). Libraries were quantified in a
Qubit system (ThermoFisher) and fragment size was determined
on a TapeStation 4200 system (Agilent). Paired-end sequencing of
biological replicates was conducted in a HiSeq2500, NextSeq or
NovaSeqmachine.

ATAC-seq data processing

ATAC-seq reads were aligned against the chicken genome (GRCg6a)
using Bowtie2 (ref. 61) with the default parameters for paired-end
reads. BAM files were generated using samtools (samtools view),
sorted (samtools sort) and indexed (samtoolsindex). Duplicates (sam-
tools markdup) and reads longer than 150 bp (samtools view) were
removed. Signal tracks were normalized to counts per million (CPM)
using deeptools (bamCoverage -normalizeUsing CPM) and visualized
with pyGenomeTracks™.

Accessible peaks were identified on each replicate using MACS2
(ref. 63) callpeak function with options -f=BAMPE and -q 0.01. Con-
sensus peaks conserved between the two biological replicates were
preserved for subsequent analysis.

RNA-seq library preparation

Total RNA was extracted using TRIzol following the manufacturer’s
instructions and the integrity of the material was evaluated by elec-
trophoresis. RNA-seq libraries were prepared starting from 1 pg of
RNA using the TruSeq Stranded Total RNA Ribo-Zero H/M/R Gold kit
(Illumina). Libraries were quantified ina Qubit system (ThermoFisher)
and fragment size was determined on a TapeStation 4200 system
(Agilent). Three biological replicates per cell type were sequenced on
aHiSeq2500 machine, paired-end 50 bp.

RT-qPCR

Total RNA was extracted using TRIzol following the manufacturer’s
instructions and the integrity of the material was evaluated by electro-
phoresis.Reverse transcriptionwas carried out usingrandom primers
and qPCRs were performed using the KAPA SYBR Fast qPCR kit (Merck,
KR0389-V9.13). The sequences of primers used for each reaction are
provided in the Supplementary Information. Relative quantitation
was estimated with the relative standard curve method, with points of
50,100 and150 ngof complementary DNA. Biological replicates were
performed, eachwith technical triplicates.

RNA-seq data processing

RNA-seq data were analyzed using the SnakePipes pipeline®. Briefly,
RNA-seqreads were mappedtothe GRCgé6agenome using STAR”, raw
counts were obtained using featureCounts®® and FPKM values were
calculated. After normalization by FPKM, an additional normaliza-
tion was performed based on the number of cells necessary to obtain
1 pg of RNA, the input concentration for the RNA-seq protocol, as
total RNA content is reduced in RBCs. For this, the FPKM counts of
all cell types were adjusted to 190,000 cells since this was the lowest
number of cells used, corresponding to fibroblasts. This normaliza-
tion was done using the following formula: FPKM normalized by cell
number = (190,000 x FPKM)/(cell number).

Finally, the distributions of the cell number-normalized FPKM
valueswere plotted, and athreshold of 0.3 was established to determine
that a gene was expressed.

The differential expression analysis was performed with DESeq2
(ref. 67) v.1.28.1 using the raw counts. Before DESeq2 analysis, crude
counts were normalized by cell number in the same way that cell
number-normalized FPKM was obtained. Finally, the differential
expression analysis was conducted by establishing a threshold of 0.5
false discovery rate and twofold change.

Gene ontology analysis

Gene ontology and pathway enrichment analyses were done using
g:Profiler® with default parameters. All significant biological processes
and pathways have a Pvalue< 0.0L

Hi-Clibrary preparation

Hi-Clibraries were generated as previously described®. Briefly, 10 x 10°
cells were fixed with formaldehyde 2% for 10 min at room temperature.
The genomes were digested with Mbol (NEB) overnight and 5’ over-
hangs were filled with Biotin-14-dATP (Invitrogen) and re-ligated in
nuclei. DNA fragments were purified and sheared to an average size of
500 bp using a Covaris machine. The sheared DNA was end-repaired,
adenine-tailed and size-selected. Biotinylated fragments were pulled
down using MyOne Streptavidin C1 DynaBeads (Invitrogen) and ligated
to Truseq adapters (Illumina). Hi-C libraries were amplified using 5-6
PCR amplification cycles. Libraries were quantified ina Qubit system
(ThermoFisher) and fragment size was determined on a TapeStation
4200 system (Agilent). Two biological replicates per cell type were
paired-end sequenced using a HiSeq2500 or NextSeq machine.

Hi-Cdata processing

Mapping, filtering, correction and generation of Hi-C matrices wasdone
using HiC-Pro™. Briefly, read pairs were mapped against the chicken
genome (GRCg6a) using Bowtie2 with HiC-Pro default parameters. Valid
pairswere used to generate raw and normalized by iterative correction
and eigenvector decomposition (ICE) matrices at 20-kb, 50-kb and
100-kbbinresolution. Correlations between Hi-C replicates and counts
versusdistance plots were generated with HICExplorer™ with a bin size
of 50 kb and replicates were merged (samtools merge). Matrices were
normalized to the smallest number of valid pairs to correct for differ-
encesinsequencing depth. Heatmaps of normalized contact matrices
and matrix comparisons were performed with HiCPlotter™.

TADcalling

Dense Hi-C matrices were generated with HiC-Pro (sparseToDense.
py) and TAD calling was conducted with TADtool ? using the insulation
score algorithm at a 20-kb resolution with a window size of 100 kb.
TADs identified showed good agreement with visual inspection of
Hi-C matrices.

Compartment analysis
Chromatin compartments were identified using the principal com-
ponent analysis (PCA) function of HiCExplorer (hicPCA) at 50-kb
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resolution.RNA-seq tracks were used to assign the sign of PCA results.
Read counts at domains were performed on SeqMonk, www.bioinfor-
matics.babraham.ac.uk/projects/seqmonk/.

Antibodies

The following antibodies were used for immunofluorescence experi-
ments: anti-H3K9me3 (Millipore, no. 07-442) in a 1:700 dilution,
anti-RNA Pol 11 Ser5-P (Santa Cruz, no. SC-47701) in a 1:500 dilution,
anti-RNA Pol I Ser5-P antibody (Abcam, no. ab5095) in a 1:800 dilu-
tion, anti-RNA Pol Il Ser2-P (Abcam, no. ab5095) in a 1:800 dilution,
Lamin B1 (Abcam, no. ab16048) in a 1:500 dilution, anti-Lamin A/C
(Santa Cruz, no. SC-376248) in a 1:500 dilution, anti-SMCI1 (A300-
055A) in a 1:1,000 dilution, anti-CTCF primary antibody (kindly
donated by F. Recillas-Targa) in a 1:3,000 dilution, anti-rabbit Alexa
Fluor 594-conjugated (Life Technologies, no. R37117 https://www.
nebi.nlm.nih.gov/nuccore/R37117) in al:500 dilution and anti-mouse
FITC-conjugated (Millipore, AP192F) in a1:500 dilution.

Immunofluorescence

Cells were plated and cultured on coverslips pretreated with
poly-L-lysine (Electron Microscopy Sciences), then fixed with formal-
dehyde1% and permeabilized withIgepal 0.1%. Fixed cells were washed
with PBS and preincubated with 5% BSA for 1 h, then incubated with
primary antibodies in PBS with 0.2% BSA overnightat 4 °C. After three
washes withPBS, cells were incubated with the secondary antibody for
1hand stained with DAPIfor 20 min, then mounted using Fluoromount
(Sigma). Image acquisition was performed in a Zeiss LSM800 confocal
microscope.

Westernblot

Nuclear extracts were obtained through cell lysis and centrifugation
using a high-sucrose buffer (10 mM HEPES, 10 mM KCI,1.5 mM MgCl,,
0.34 M sucrose, 10% glycerol, 0.1% Triton X-100). Isolated nuclei were
lysed using RIPA (10 mM Tris-HCI,1 mMEDTA, 0.5 mM EGTA, 0.5% Triton
X-100, 0.1% SDS, 140 mM NaCl), and nuclear proteins were quantified
by Bradford assay (BioRad).

Subsequently, proteins were separated on a polyacrylamide gel
and transferred to a PVDF membrane. After transfer, the membrane
was blocked for 2 h with 5% nonfat milk and incubated with anti-CTCF
primary antibody (kindly donated by F. Recillas-Targa), 1:1,000, and
anti-SMC1 (A300-055A), 1:1,000. Finally, membranes were incubated
for2 hwith an appropriate HRP-conjugated secondary antibody and
proteins were detected with a chemiluminescence substrate (P36599
https://www.uniprot.org/uniprot/P36599, Millipore) on aC-DiGit Blot
Scanner (LI-COR). Western blots were performed for two independ-
ent biological replicates (Extended Data Fig. 5 and Source Data for
Extended DataFig.5).

ChlIP-seq and ChIP-qPCR

For ChIP experiments, four biological replicates per cell type were fixed
in1% formaldehyde for 10 min. Samples were sonicated for ten cycles
of 30 s on/60 s off with 30% amplitude using a Cole-Parmer 500-W
ultrasonic processor. We added 1% S2R+ spike-in to each sample and
performed ChIP using 5 pg of anti-RNA Pol 11 Ser5-P antibody (Santa
Cruz,no.SC-47701for ChIP-qPCR, or Abcam, no. ab5095 for ChIP-seq)
and Protein G DynaBeads (Invitrogen, 10003D). DNA was purified using
DNA purification columns (Zymo Research, D5205).

Quantitative protein occupancy was performed by gPCRaccord-
ing to the manufacturer’s instructions (Jena Bioscience, PCR-369).
Mean values for the analyzed regions were expressed as fold enrich-
ment compared with a negative control (SOX2 gene promoter). Sta-
tistically significant differences were analyzed using unpaired ¢-test.
Alloligonucleotidesused are listed in the Supplementary Information.

ChlIP-seq libraries were prepared using the NEBNext Multiplex
Oligos primer set (Illumina, E7600S). Libraries were quantified in a

Qubitsystem (ThermoFisher) and fragment size was determinedona
TapeStation 4200 system (Agilent). Two replicates per cell type were
sequenced onaNovaSeq machine, paired-end 150 bp.

ChIP-seqdata processing

The paired-end reads were quality-checked with FastQC and mapped to
the chicken genome (GRCgéa) using Bowtie with the default param-
eters for paired-end reads. Mapped reads were normalized using the
S2R+spike-in, duplicates were removed (samtools markdup) and BAM
fileswere generated using samtools. Peak calling was performed using
MACS2 (ref. 63) callpeak function with Pvalue 0.00L. Signal tracks were
generated using deeptools (bamCoverage -normalizeUsing RPGC)
and visualized with pyGenomeTracks®. Conserved peaks between
replicates were obtained and used for subsequentanalysis. Heatmaps
were generated using deeptools (computeMatrix and plotHeatmap).

ATAC-see

ATAC-see experiments were performed following the published pro-
tocol™. Briefly, following fixation and lysis, cells were incubated with
the Tn5-ATTO-590N transposase (donated by X. Chen) for 30 min at
37°C. Cells were washed at 55 °C with PBS, SDS 0.01% and EDTA 50 mM
tostop the tagmentation reaction, then counterstained with DAPl and
mounted with Fluoromount. A negative control was conducted by
adding EDTA 50 mM to the tagmentation mix to inhibit Tn5 activity.
Image acquisition was performed inaLEICATCS SP5or Zeiss LSM80OO
microscope.

Nascent RNA labeling

Nascent RNA imaging was performed using the Click-iT RNA imaging
kit (ThermoFisher) following the manufacturer’s instructions. Cells
were fed with EU 1mM for 6 h, fixed with formaldehyde 3.7% and per-
meabilized with Triton X-100 0.5%. Treatment for 6 h wasselected asin
RBCs, and nascent transcription was not detected at earlier time points
in contrast to erythroblasts (Extended Data Fig. 2e). Click-iT reaction
with Alexa Fluor 594 was carried out and nuclei were stained with
Hoechst 33342. Image acquisition was performed in a Zeiss LSM800
microscope.

Digitalimage processing
Image processing was performed using Fiji’*. Nuclei were identified
and segmented by using a Gaussian filter on raw DAPI images and
then applying an intensity threshold to generate nuclear outlines. All
nuclear outlines were verified visually, and mitochondrial ATAC-see
signal was filtered out using the nuclear outlines generated. A total
of 50 nucleiwere analyzed. Mean intensity per nucleus was measured
and the brightest regions were identified using anintensity threshold
to retain only the pixels withintensity values higher than the mean.
Distance maps of individual nuclei were generated in Fiji to
measuresignal intensity asafunction of radial distanceto the nuclear
periphery. Mean intensity was measured in a series of one-pixel-wide
annuli from the outermost pixel to the nuclear center. Each channel
was normalized to its mean intensity per nucleus and nuclear size was
scaled in R. Fifty individual nuclei were analyzed per experiment and
the average signal was calculated. Correlation analysis between signal
intensity and distance from the nuclear rimwas performedinR.

Reporting summary
Further information onresearch design is availablein the Nature Port-
folio Reporting Summary linked to this article.

Data availability

All reads generated were mappedagainst the chicken genome version
GRCg6a. All datasets generated in this study have been deposited as
asuper series at GEO with accession number GSE206194. Source data
are provided with this paper.
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75th percentiles (boxes), and whiskers denoting the 10th and 90th percentile
from 50 nuclei from two independent experiments are shown. P values based

on one-way ANOVA followed by Tukey’s post-hoc test are presented. Pearson’s
correlation score between RNA Pol 11 Ser-5 (f,) and Ser-2 (g,) signalintensity and
the distance to the nuclear rim (n =50 nuclei from two independent replicates).
Scatter dot plots show mean values +/- SD. h, RNA pol 1 Ser5-Pand DAPlintensity
is presented as a function of distance to the nuclear periphery. Individual tracks
for 50 nuclei are presented inlighter colors and the mean intensity is presented in
bold. i, RNA pol Il Ser2-P and DAPI intensity is presented as a function of distance
to thenuclear periphery. Individual tracks for 50 nuclei are presented inlighter
colorsand the mean intensity is presented in bold.
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Extended DataFig. 4| ChIP-qPCR confirms RNA Pol Il Ser-5 occupancy of

promoters of genes. thatare not expressedin aRBC. a, ATAC-seq,RNA Pol 1|
Ser5-PChIP-seq, and RNA-seq tracks of HTATSF1, GTF2HS5, PCID2,and SOX2. b,
ChIP-qPCR against RNA pol Il Ser5-P. ATAC-seq peaks at the promoter of HTATSF1,
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GTF2H5 and PCID2 were analyzed. Fold enrichment was calculated against
amplification in the promoter of SOX2. SOX2 enrichment was calculated against
input. Mean +/-SDfrom 4 replicates is presented. Statistical differences against a
mock control were calculated with atwo-tailed t-test.
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Extended DataFig. 5| Erythroid mini domains retain local structure around
open chromatin and paused genes. a, Pearson correlation heatmap between
Hi-Creplicates at 50 Kb resolution. b, Hi-C contact matrices from eRBC and aRBC
(3: 24.5-28 Mb) and examples of mini domains identified. ATAC-seq and RNA-seq
tracks are plotted below. ¢, Western blot for CTCF and SMC1 proteins for all cell
types. Histone 3 (H3) was used as theloading control. Representative results
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from two experiments are presented. d, RNA-seq RPKM count inside chromatin
domainsora setof randomregions of the same size in fibroblasts (n = 2,373
domains), erythroblasts (n=2,562), eRBC (n =916), and aRBC (903). Boxplots
show median (horizontal line), mean (+), 25th and 75th percentiles (boxes), and
whiskers denote the1st and 99th percentiles. P values based on one-way ANOVA
followed by Kruskal-Wallis post hoc test are stated.
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