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RESUMEN

El factor nuclear CCCTC (CTCF) es una proteina que tiene la capacidad de unirse a
mas de 55 mil sitios en el genoma humano de manera especifica para cada tejido y
tiene una funcidn aisladora, delimitando regiones de eucromatina y heterocromatina; la
localizacion de CTCF durante interfase se ha observado unido al DNA y en mitosis se
ha observado especificamente en centromeros de algunas lineas celulares
cancerosas. El centromero es una estructura de cromosomas eucariontes y se ha
caracterizado por su alta compactacion; sin embargo, se ha reportado la transcripcion
de RNAs no codificantes (RNA-nc) necesarios para la formacion del complejo
centromero/cinetocoro y se han descrito con una funcidon escencial para la
segregacion de los cromosomas. Debido a esto, nuestro interés se centré en conocer
si CTCF favorece la transcripcion de los RNAs-nc presentes en centromero. El
presente trabajo muestra evidencia de la participacion de CTCF como factor de
transcripcion para las secuencias satélite o y 2 de centromeros en lineas celulares de
cancer colorrectal, HCT116 y se demuestra que la union de CTCF al centromero
provoca una sobre-expresién de los RNAs-nc de los satélites a y 2. Estos datos nos
sugieren que la funcién del transcrito en el centromero es de caracter estructural y su

transcripcion es favorecida por la presencia de CTCF.
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INTRODUCCION

Epigenética

El término epigenética fue acufiado por C. H. Waddington en 1942 como la interaccion
casual entre genes y sus productos, los cuales proporcionan un fenotipo especifico del
ser. Actualmente, una de las definiciones mas aceptadas es el estudio de cambios
heredables en la regulacion génica que se producen sin un cambio en la secuencia del

DNA y que pueden heredarse de una generacion celular a otra (Esteller, 2011).

El DNA en eucariontes, se encuentra compartamentalizado dentro del nucleo celular
en un complejo formado por RNA y proteinas tanto histonas como no-histonas,
llamado cromatina. La unidad de la cromatina es el nucleosoma, que se compone por
el octamero de histonas (H2A, H2B, H3 y H4) alrededor del cual se encuentran
aproximadamente 165 pares de bases (pb) del DNA (Figura 1A); (Felsenfeld y
Groudine, 2003). Debido a que las moléculas del DNA son muy grandes, se han
encontrado distintos grados de compactacién de la cromatina; la fibra de 11nm,
conocida como el collar de perlas es la eucromatina. El siguiente grado de
compactacion es la fibora de 30 nm, conocida como solenoide la cual es la
heterocromatina; ésta es considerada una cromatina inactiva para la transcripcién. Por
ultimo el nivel de mayor compactacion es el cromosoma metafasico (Figura 1B); (Driel,
et al., 2003; Felsenfeld y Groudine, 2003; Luger y Hansen, 2005).

La regulacién de los procesos epigenéticos esta dado por los cambios en la estructura
de la cromatina, los cuales tienen un efecto en los niveles de expresion de los genes.
Dentro de los diferentes procesos encontramos la metilacion del DNA, las
modificaciones post-traduccionales de histonas, los complejos Polycomb y Tritorax, los
complejos remodeladores dependientes de ATP, la organizacién nuclear y los RNAs
no codificantes.
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Figura 1.- La cromatina y sus diferentes grados de compactacién 1A.- Modelo de la estructura del
nucleosoma realizada por cristalografia de rayos X en donde se observan 1.7 vueltas del DNA
enrollando al octamero de histonas 1B.- Niveles de compactacién de la cromatina observado desde el
menos compacto: DNA desnudo, collar de perlas, solenoide hasta el nivel mas compacto: el cromosoma
metafasico (Tomado y modificado de Felsenfeld and Groudine, 2003).

Las modificaciones post-traduccionales de histonas

Uno de los principales procesos de regulacién epigenética son las modificaciones
post-traduccionales de histonas. Las histonas, asi como otras proteinas, son blanco de
modificaciones post-traduccionales en residuos de aminoacidos especificos como
lisinas y argininas, los cuales son blanco de acetilacion y metilacion; o residuos de
serinas y treoninas que son blanco de fosforilacion; ademas, existen otras

modificaciones como la ubiquitinacion y sumoilacion, entre otras (Tabla 1). En
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conjunto, estas modificaciones pueden favorecer la compactacion o relajacion de la
cromatina, permitiendo el reconocimiento de secuencias blanco para factores de
transcripcion (Kouzarides 2007). La acetilacion de histonas, es un proceso llevado
acabo por las acetiltransferasas de histona (HAT) en lisinas, las cuales pueden
neutralizar las cargas de la histona y provocar un relajamiento de la cromatina; por
otro lado, existen enzimas que llevan a cabo la reaccion reversible removiendo los
grupos acetilo de los mismos residuos y son conocidas como desacetilasas de histona
(HDACSs) (Kouzarides, 2000; Peserico y Simone 2011).

Tabla 1.- Diferentes modificaciones de histonas (Tomado y modificado de Kouzarides, 2007).

Modificaciones de la Residuo modificado Funcién asociada

cromatina

Acetilacion K-ac Transcripcion, reparacion, replicacion y condensacion
Metilacion (lisinas) K-me1 K-me2 K-me3 Transcripcion, reparacion

Metilacion (argininas) K-me1 K-me2a K-me2s Transcripcion

Fosforilacion S-fosf T-fosf Transcripcion, reparacion y condensacion
Ubiquitinacién K-ub Transcripcion, reparacion

Sumoilacién K-su Transcripcion

El Modelo del escritor y el lector

Ademas de la acetilacion de histonas, también existe otra manera de modificar un
cambio en la tasa de transcripcion de un gen: el modelo conocido como “writing and
reading”, donde una enzima adiciona la marca que sera interpretada por otra proteina,
tales como factores de transcripcion, remodeladores de la cromatina o represores de
la expresion génica. Esto se observa en la metilacion de lisinas la cual es llevada a
cabo por proteinas que cuentan con el dominio metil-transferasa de lisina, denominado
SET; como ejemplo se encuentran las metilasas Su(var)3-9, enhancer of zeste y
MLL/Ash1 (Tritorax). Un ejemplo de proteinas que cuentan con dicho dominio son
SETDB1 que tiene como sustrato a la lisina 9 de la histona H3 (H3K9) y SET7 cuyo
sustrato es la lisina 4 de la histona H3 (H3K4) (Binda, 2013). La marca de metilacion
en lisinas de las histonas puede ser reconocida por los dominios TUDOR,
cromodominio y WD40 presentes en proteinas que son reclutadas de manera
especifica segun el grado de metilacion. Las lisinas presentan distinto grado de



“Papel de CTCF en la transcripcién de RNAs-nc de Centrémero”

metilacion; es decir, pueden encontrarse mono, di o trimetiladas (Bannister, et al.,
2002) y de esta manera reclutar proteinas especificas, las cuales participan en la
adiciéon de marcas o en la inhibicion de la adicion de marcas epigenéticas en los
demas residuos de aminoacidos de las histonas; esto es lo que se conoce como el
“codigo de histonas” (Rea, et al., 2000; Lachner, et al., 2001).

Las diferentes modificaciones de histonas se conocen como diferentes combinatorias
que afectan, ya sea positiva o negativamente, la compactaciéon de la cromatina, y se
han identificado ciertos residuos modificados que involucran regiones laxas como la
acetilacion de H3 y H4, o regiones compactas como la metilacion de H3K9me3 (Figura
2). Ademas, existen algunas marcas como la metilacion de H3K4me3 que facilita la
actividad transcripcional y actia como antagonista en la adicion de la H3K9me3 (Hake
et al., 2004, Kouzarides 2007 ).

M

D@ o
g8

. Grupo metilo . Grupo metilo %/ Grupo @ Grupo
de activacion de represion “| acetilo fosfato

Figura 2.- Modificaciones covalentes de histona en el nucleosoma. Las diferentes modificaciones de
histonas se conocen como diferentes combinatorias que afectan, ya sea positiva o negativamente, la
compactacion de la cromatina (tomado y modificado de Binda, 2013).
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Variantes de histonas

Ademas de las modificaciones post-traduccionales de histonas, otro de los procesos
epigenéticos asociado a histonas es la incorporacién de variantes de histonas las
cuales sustituyen a las histonas canodnicas. Los genes que codifican a las histonas son
multicopia y muestran un pico de expresion durante fase S del ciclo celular (Hereford,
et al., 1981), sin embargo también existen variantes no alélicas que se originaron por
duplicacién en el genoma y se expresan de manera constante durante el ciclo celular
(Malk y Henikoff, 2003). Las variantes de histonas, se localizan en distintos /oci del
genoma, participando en la regulacion de procesos epigenéticos, en la diferenciacion
celular y en la herencia epigenética (Tabla 2) (Kamakaka y Biggins, 2005; Henikoff, et
al., 2004). Hasta ahora, se han descrito variantes para las histonas H2A, H2B y H3,
pero no para la histona H4 (Smith, 2002).

Tabla 2.- Variantes de histonas (Tomado y modificado de Kamakaka y Biggins, 2005).

Histona Variante de Efecto en la Funcién
candnica histona cromatina
H2A MacroH2A Condensaciéon de  Inactivacion del cromosoma X
la cromatina
H2A.X Condensacién de  Reparacion del DNA/  Recombinacion/
la cromatina Represion de la transcripcion
H2A.Z Condensacién de  Activacion de la transcripcion/ represion,
la cromatina segregacion de los cromosomas.
H3 H3.3 Cromatina abierta  Transcripcion
CENP-A Formacion del cinetocoro

La variante de histona para H3, CENP-A (proteina de unién al centrémero A), es
caracteristica del centrdmero y su funcibn es servir como marca epigenética
especificando la localizacién de unién del complejo de proteinas del cinetocoro (Crude,
2002; Yoda, et al., 2000; Meluh, et al., 1998). CENP-A es depositada por la chaperona
HJURP durante G1 y actua independiente de la replicacion del material génico
(Shelby, 2000; Stellfox, et al., 2013). Otra variante de la histona H3 es H3.3, la cual es
depositada por el complejo de HIRA que actua a través de todo el ciclo celular en
regiones que son transcripcionalmente activas y sirve como marcador de eucromatina
(Kamakaka, 2005; Henikoff, et al., 2004). Por su parte la variante de histona H2A.Z es
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incorporada en regiones silenciadas del genoma, evitando la propagacion de la
heterocromatina, aunque también se ha comprobado que se encuentra como activador
de la transcripcion en algunos genes (Meneghini, 2003, Van Leeuwen y Gottschling,
2003). Por ultimo otra de las variantes de histonas mas estudiadas hasta ahora es
MacroH2A, la cual se localiza principalmente en el cromosoma X inactivo de hembras
en mamiferos (Chadwick y Willard, 2001).
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CTCF

El factor nuclear CTCF es una proteina de 82.8 KDa que cuenta con once dedos de
zinc que le proporcionan la capacidad de unirse aproximadamente a mas de 55 mil
sitios en el genoma humano de manera tejido especifica (Filippova et al., 1996; Kim, et
al., 2006 Nakahashi, et al., 2013). CTCF interacciona con multiples proteinas, entre las

que se encuentran: RNA polimerasa Il, cohesina, Suz12, CHDS8, YY1, nucleofosmina,
Kaiso y Sin 3A (Chernukhin et al., 2007; Defossez et al., 2005; Donohoe et al., 2007,
Ishihara et al., 2006; Li et al., 2008; Parelho et al., 2008; Rubio et al., 2008; Yusufzai et
al., 2004; Wendt et al., 2008; Xiao et al., 2011).

Hasta ahora se han descrito distintas funciones para la proteina CTCF, algunas de las
cuales son: factor de transcripcion (Klenova, et al., 1993), bloqueador de enhancers
(potenciadores de la transcripcion) (Bell, et al., 1999), silenciador (Hou, et al., 2008),
activador de la transcripcion (Gombert y Krumm, 2009), impronta génica (Fedoriw, et
al., 2004; Fitzpatrick, et al., 2007), inactivador del cromosoma X (Chao, et al., 2007),
formador de asas de cromatina al interaccionar con el complejo cohesina y como
proteina aisladora, entre otras funciones (Weth, et al., 2010). Cuando funge como
aislador, determina los dominios cromosomicos delimitando regiones de eucromatina y
heterocromatina (Figura 3). Durante la interfase, CTCF se ha localizado en
nucleoplasma, con excepcion del nucléolo y durante mitosis se ha ubicado en el
centrosoma, en el anillo contractil y unido al cromosoma metafasico en el centrdmero

(Zhang, et al., 2004).
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Cromatina activa CTCF Cromatina
Metilacion H3K4T . repr;mlda
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Figura 3.- Modelo de la funcioén de proteina aisladora de CTCF. CTCF delimita regiones de eucromatina
de las de heterocromatina, reclutando remodeladores de la cromatina a los promotores de genes que se
encuentran activos para la transcripcion en tejidos especificos, el marcador de los promotores en las
histonas es la H3K4me3. Ademas CTCF puede interactuar con el complejo protéico de cohesina
(tomado y modificado de Herold, 2012).

En 2009, Docquier y colaboradores reportaron que para que lleve a cabo su funcion de
proteina aisladora, CTCF debe sufrir modificaciones post-traduccionales como la ADP-
ribosilacién llevada a cabo por la proteina PARP-1; CTCF ADP-ribosilada se identifica
como una proteina de 180 Kilodaltones. Y el inhibidor de la PARP-1 es la 3-

aminobenzamida (3-ABA).
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RNAs-nc

Otro de los procesos involucrados en la regulacion epigenética de la cromatina son los
RNAs no codificantes (RNAs-nc). Actualmente se sabe que solamente una porcion
baja del genoma (aproximadamente el 1.5%) transcribe RNAs que codifican proteinas.
Los RNAs-nc tienen distintas funciones asociadas a procesos biolégicos como son el
desarrollo, la diferenciacion celular y el metabolismo (Bartel, 2004; Mercer, et al.,
2009; Ponting, et al., 2009; Wilusz, et al., 2009)

Una de las clasificaciones de RNAs-nc se basa en su longitud, entre los que se
encuentran aquéllos menores a 200 nt. son RNAs-nc pequefios (SRNA) y es donde
encontramos a los RNA pequefios interferentes (siRNA), los microRNA (mirRNA) y los
RNA asociados a la proteina PIWI (piRNA). Estos ultimos llevan a cabo su funcion en
el silenciamiento transcripcional y post-transcripcional a través del apareo
complementario con bases especificas de sus blancos (Bernstein y Allis, 2005;
Bracken y Helin, 2009; Faghihi y Wahlestedt, 2009; Mattick, 2001; Mercer, et al., 2009;
Whitehead, et al., 2009; Wiluzs, et al., 2009).

Los siRNA, miden alrededor de 22 nucledtidos y actuan silenciando a sus blancos ya
sea de manera transcripcional o bien de manera post-transcripcional, y Solo se han
reportado unos cuantos que cumplen una funcidon como marcadores de la regidon en
donde se establece la heterocromatina constitutiva del telomero o regiones
pericentroméricas (Urgakovic, 2009). Los siRNA son RNA de doble cadena (dsRNA),
reconocidos y procesados por la enzima dicer, miembro de la familia de
endonucleasas Ill y se caracterizan por ser de tamafo especifico entre 19 y 23 nt.
segun la especie (Bernstein, et al., 2001; Ketting, et al., 2001). Una vez que se
sintetiza el siRNA, una de las dos hebras del duplex es cargada a la subunidad
argonauta 2 (Ago2) del complejo de silenciamiento inducido por RNA (RISC) y se unen
al RNA mensajero (RNAm) blanco segun la especificidad de su secuencia provocando
un corte endonucleolitico del RNAm, conocido como “slicer” (Kawasaki, et al., 2005;
Martinez, et al., 2002; Morris, 2005). Los siRNA que actuan silenciando de manera
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transcripcional, muestran la misma via para el establecimiento y mantenimiento de la
estructura de la heterocromatina constitutiva (Li, 2013; Jiang, 2012; Probst y Almouzni,
2011); éstos también son dsRNAs y pueden actuar de forma cis o trans, ademas se
unen al complejo de silenciamiento de la transcripcion, inducido por RNA (RITS) e
induce un incremento de las marcas de H3K9me2 y H3K27me2 (Kim, 2006; Hawkins,
et al., 2009). Los factores necesarios para que se lleve a cabo el silenciamiento
transcripcional por esta via, son: Ago1, DNA metil-transferasa 3a (DNMT3a) y HDAC
(Hannon, 2002; Long-Cheng, 2014; Hawkins, et al., 2009).

Por su parte; los miRNAs, son RNA que miden alrededor de 22 nt de largo, son
transcritos por la RNA polimerasa Il y en algunos casos, al igual que los tRNA, el 5S
ribosomal y el RNA uridinilado pequefio U6 (UsnRNA), son transcritos por la RNA
polimerasa Ill. Al transcrito primario se le da el nombre de pri-pre-miRNA y miden
aproximadamente 1 kb. de largo. Posteriormente el pri-pre-miRNA es procesado por
dicer a un RNA intermedio, pre-miRNA que cuenta con una estructura de trébol y mide
entre 60 a 70 nt el cual es cortado por la RNA endonucleasa lll, drosha, que genera un
duplex de miRNA que es exportado del nucleo al citoplasma por el receptor Ran-GTP,
exportina-5. Finalmente, uno de los miRNAs es cargado a la subunidad Ago1 de RISC
el cual se une al extremo 5'UTR del RNAm blanco y lleva a cabo la inhibicion de la
traduccién (Bartel, 2005; Fabian y Sonengerg, 2012).

La tercera clase de sRNA son los piRNAs, que miden de 26-31 nt y no son procesados
por Dicer (Chu y Rana, 2007). Su funcion es la de silenciar transposones y sirven para
mantener las células pluripotentes en lineas germinales (O'Donnell y Boeke, 2007).

Los RNAs-nc que miden mas de 200 nt son considerados RNAs no codificantes largos
(RNAs-ncl), son transcritos por la RNA polimerasa ll, tienen niveles de transcripcion
bajos y cuentan con modificaciones de 5 * cap y Poliadenilacion en 3°, (Guttman, et al.,
2009). Los RNA-ncls muestran niveles de transcripcion especifico para cada tejido y
responden a diversos estimulos, los RNAs-ncl se clasifican segun las funciones que se
han descubierto hasta ahora; se encuentran los de senal para factores de
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transcripcion y remodeladores de la cromatina, sefiuelo de remodeladores de la
cromatina, guia cis y trans y andamiaje para proteinas de unién a DNA (Wang y
Chang, 2011) (Figura 4).

IncRNA

L Senﬂl QNCQ1ot1 PANDA,
Air ROR

Xist COLD AIR
HOTAIR COOL AIR
HOTTIP

Linc RNA-p21

Il. Senuelo

DHFR

TERRA
PANDA NF:YA
Gass

MALAT1

CIS: TRANS:
CCND1 Jpx

XIST HOT AIR

AR Linc RNA-p21
COLD AIR

HOTTIP

TERC

LSD1
ANRIL
Satelite alta

Figura 4.- Modelos de las funciones de RNAs-ncl: Sefial, sirven como reguladores en la iniciacion,
elongacion o terminacion de la transcripcion; Sefiuelo, se unen y titulan a sus proteinas blanco que son
factores de transcripcion; Guia, funciona de guia para proteinas como remodeladores de la cromatina y

otros RNAs-nc y pueden actuar de forma cis o trans; y los de Andamiaje, sirven como plataforma en
donde se ensamblan multiples proteinas efectoras. Cada tipo en la clasificacion de los RNAs-Inc tiene
sus correspondientes ejemplos a la derecha (tomado y modificado de Wang y Chang, 2011).
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. Senal.- Estos RNAs-ncl funcionan como sefales moleculares, poseen funciones
reguladoras, ya sea en iniciacidon, elongacion o terminacion de la transcripcion. Otra
funcion en el mecanismo molecular es la especificidad de alelo, conocida como
‘impronta génica”. En organismos diploides en donde se encuentran dos alelos de
cada gen autosdmico uno de los alelos muestra una restricciéon de la transcripcion

llevado a cabo por este mecanismo epigenético (Mohammad, et al., 2009).

Uno de los ejemplos mas estudiados que lleva a cabo esta funcion es Kcng1ot1, es un
RNA-Inc que mide 90 kb., se expresa en el alelo paterno y silencia el dominio
improntado del gen Kenqg1. Keng1ot1 interacciona con la metli-transferasa de histonas
G9a y PRC2 formando una represion de la transcripcidn del dominio en cis, al reclutar
al complejo policomb (Pandey, et al., 2008). Otro ejemplo importante de RNA-Inc sefal
es Air; se transcribe en el segundo intron del gen Igf2r en el alelo materno de raton y
reprime genes de manera tejido y alelo especifico reclutando a G9a (Nagano, et al,,
2008). La inactivacion del cromosoma X (Xic) ha sido un fendmeno biologico bastante
estudiado, donde se encuentra involucrado el RNA-Inc “Xist” que se transcribe en el
cromosoma X inactivo y recubre al cromosoma del cual fue transcrito, reprimiéndolo
casi en su totalidad (Tian, et al., 2010). Otros RNA-Inc que funcionan como guia,
regulan la expresion de genes HOX, los cuales a su vez, regulan la expresion
especifica de las diferentes partes del cuerpo de forma antero-posterior. Estos genes,
se transcriben con una moda temporal y son sitio especificos; el RNA-Inc HOTAIR,
mide 2.2 kb y reprime a HOXD de manera frans, reclutando al complejo Policomb
(Rinn, et al., 2007). Ademas de estos ejemplos, también se encuentran otros RNA-Inc
que llevan a cabo esta funcion, como HOTTIP, PANDA, COLDAIR y COOLAIR, entre

otros.
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ll. Seniuelo.- Estos RNAs-ncl, se unen y titulan a sus proteinas blanco que son
factores de transcripcion, modificadores de la cromatina y reguladores de la
transcripcion; evitando que se unan a su secuencia de DNA blanco. De esta manera,
este tipo de RNAs-ncl actua regulando a las proteinas efectoras de manera negativa

para la transcripcion.

Dentro de este tipo de INRNAs, se encuentra DHFR, el cual disminuye la transcripcion
del gen que codifica para la proteina de hidrofolato humano (DHFR), inhibiendo la
formacion del complejo de inicio de la trancripcion, atrapando al factor de transcripcion
lIB (TFIIB) (Martianov, et al., 2007). Otro ejemplo es TERRA el cual interactua e inhibe
a la telomerasa, la cual es una enzima reverso-transcriptasa conservada en
eucariontes, cuya funcion es mantener la estabilidad del genoma adhiriendo repetidos
de DNA telomérico en la parte final los cromosomas (Rendon, et al., 2010).

lll. Guia.- Este tipo de RNAs-ncl funciona de guia para proteinas como remodeladores
de la cromatina y otros RNAs-nc. Pueden ser transcritos y sirven como guia en el

mismo locus o pueden transcribirse en un locus y servir como guia en otro.

CIS.- Estos son transcritos en el mismo locus en donde se lleva a cabo su funcion.

Uno de los RNA-Inc mejor caracterizados es Xist.

TRANS.- Estos son transcritos en un locus distinto de donde llevan a cabo su funcion.
La expresion del RNA-Inc HOX, HOTAIR es un ejemplo de guia que actua de forma
trans y otro ejemplo importante es Jpx que es importante para la accion del Xist en el
cromosoma Xic. Esto se demostrd al realizar deleciones y disminuciones de la
transcripcion para Jpx, donde posteriormente se suplié de forma frans, observandose

un rescate en la activacion de Xist (Tian, et al., 2010).
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IV.- Andamiaje.- Estos RNA-ncls sirven como plataforma en donde se ensamblan
multiples proteinas efectoras (Spitale, et al., 2011).

HOTAIR es un RNA-ncl que mide 2.2 kb del cual se ha comprobado que los primeros
300 nt del extremo 5” se unen al complejo PRC2 el cual trimetila a la lisina 27 de la
histona H3 (H3K27me3) y las demas bases interaccionan con un segundo complejo
que esta formado por LSD1, CoREST y REST que desmetilan a las histonas H3 y H4,
inactivando la transcripcion del gen (Tsai, et al., 2010). El RNA-ncl transcrito del
satélite a es un RNA-nc necesario para el establecimiento de la heterocromatina
pericentromérica asociandose a la modificacion pequefa similar a ubiquitina (SUMO) y
a la proteina de heterocromatina 1 (HP1), proveyendo especificidad al complejo HP1-
SUMO (Maison, et al., 2011). En el centrémero, los RNA-nc que se transcriben del
satélite a, son polimerizados en todas las distintas fases del ciclo celular, hasta en
mitosis, contradiciendo el paradigma de la inactivacion transcripcional global mitética;
son transcritos por la RNA polimerasa Il y su transcripcion puede ser inhibida por o-
amanitina en mitosis y como consecuencia se observan rezagos de los cromosomas
anafasasicos que producen una mala segregacion cromosémica (Chan, et al., 2012).
En 2009, Gopalakrishnan y colaboradores mostraron que una baja en la expresion por
siRNA de la DNA metil-transferasa 3B (DNMT3B) y CENP-C, las cuales son dos
proteinas que interactuan y actuan en conjunto durante metafase en las regiones
centroméricas y pericentroméricas de células HCT116, provocan un cambio en las
marcas de histona caracteristicas de ambas regiones asi como una sobre-expresion
en los niveles de RNA-ncs del centrdmero y regiones pericentroméricas y observaron
rezagos anafasicos; Los RNA-nc del satélite o sirven como plataforma para proteinas
del punto de monitoreo, para proteinas del cinetocoro y proteinas involucradas en el
mantenimiento de la heterocromatina como HP1 y DNMTs, también se ha propuesto
los RNA-nc del satélite o son importantes para el establecimiento de la cromatina del
centromero reclutando a Mis18, el cual es la chaperona que deposita a CENP-A
(Alonso, et al., 2003; Chueh, et al., 2009; Kim, et al., 2012; Wong, et al., 2007;).
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Centromero

El centromero es una estructura caracteristica del cromosoma eucarionte, se define
como: “la interfase cromosdmica que se encuentra entre los brazos de cada
cromosoma y forma el complejo centrémero/cinetocoro”. Este es el sitio al que se unen
los microtubulos del huso mitético y es esencial para que se lleve a cabo una correcta

segregacion de los mismos durante la mitosis (Cheeseman and desai, 2008).

El centrdmero estd compuesto por monomeros repetidos en tandem de 171 pb.
llamados satélite a (Manuelidis, 1978), los cuales muestran una identidad del 60% al
80% entre cromosomas (Rudd y Willard, 2004; Waye y Willard 1987; Willard y Waye,
1987). Un conjunto de monomeros del satélite o componen los repetidos de alto orden
(HOR, por sus siglas en inglés, High Order Repeat) y cada HOR es considerado como
una familia de satélite a; los HOR se repiten en tandem, formando arreglos de satélite
o que muestran aproximadamente un 90% de identidad (Figura 5). Distintos estudios,
han demostrado que la secuencia del centrdbmero no se encuentra conservada entre
las especies que han sido utilizadas como modelo de estudio (Cleveland, et al., 2003)
unicamente en la levadura Sacaromyces cereviseae se encuentra un centrémero de
25 pb capaz de reclutar a CENP-A y a las proteinas del cinetocoro (Cheeseman, 2002;
Laloraya, et al., 2000; Tanaka, et al., 1999).

Actualmente se han realizado distintos trabajos en los que se utilizan diversos
modelos matematicos y probabilisticos con los que se realizan mapas de los distintos
centromeros (Roy, et al., 1998; Benson, 1999; Chakravarthy , 2004; Krishnan y Tang,
2004; Nandy, et al., 2006; Leclercq, et al., 2006). Sin embargo, la dificultad que se
presenta para llevar a cabo los estudios del centromero todavia es alta ya que son
pocos los estudios que se han realizado para unificar los tipos de algoritmos utilizados
en los analisis de la secuenciacion de las secuencias repetidas del satélite a (Gluncic
y Para, 2012; Hayden, 2012; Hayden, et al., 2013).
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Figura 5.- Elementos constituyentes del centromero en mamiferos. El satélite o se encuentra en el
centromero y un conjunto de repetidos del satélite a forman los HOR. En la regién pericentromérica se
encuentran repetidos de satélites 2 y 3.
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La variante de histona, CENP-A, es necesaria y fundamental para el establecimiento
del cinectocoro y tiene una funcion conservada desde levaduras hasta mamiferos
(Barnhart, et al., 2011; Mellone, y Allshire, 2003; Mendiburo et al., 2011; Schueler and
Sullivan, 2006). En el centromero, CENP-A se encuentra en regiones alternadas con la
histona H3, y dentro de los dominios de H3 se encuentran marcas de histona como la
H3K9me2 y la H3K4me2 (Lam, et al., 2006; Sullivan y Karpen, 2004). La region del
centromero se encuentra flanqueada por grandes bloques de heterocromatina
constitutiva en las regiones pericentroméricas donde se encuentra un enriquecimiento
de la marca de histona H3K9me3 (Figura 6) y ambas regiones son necesarias para
que se lleve a cabo una buena segregacién de los cromosomas (Partridge, 2000;
Blower y Karpen, 2001; Urgakovic, 2009).

Se ha determinado que existe una alta densidad de metilacion del DNA en las region

del centromero y pericentromérica de ceélulas normales, sin embargo en células

cancerosas existe una hipometilacion en ambas regiones (Robertson, 2005; Jones y
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Baylin, 2002); también se ha encontrado la transcripcion de RNAs no codificantes
(RNA-nc), que son necesarios en el reclutamiento de proteinas esenciales para la
formacién del complejo centromero/cinetocoro como CENP-A, CENP-C y proteinas del
punto de monitoreo mitético como INCENP, survivina y Aurora B (Chan, et al., 2012;
Cleveland, et al., 2003; Rudd and Willard, 2004; Schueler and Sullivan, 2006; Karpen
and Allshire 1997; Sullivan and Karpen, 2004).

H3K9me3
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Figura 6.- Marcas epigenéticas de histonas presentes en centromero durante interfase y mitosis. En el
centrémero se encuentran marcas de activacion como inactivacion transcripcional y en la region
pericentromérica se encuentran marcas de heterocromatina constitutiva (Tomado y modificado de
Madison et al., 2012).
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PREGUNTA DE INVESTIGACION

¢, Se encuentra CTCF favoreciendo la transcripcion de RNA-ncs de centrédmero?

HIPOTESIS

La presencia de CTCF en centromero se asocia con un estado de transcripcion activa
de RNAs-nc.

OBJETIVO GENERAL

* Determinar la participacion de CTCF en la transcripcion de RNAs-nc de

centréomero.

OBJETIVOS PARTICULARES

—

. Determinar la unién de CTCF en centrédmero durante interfase y mitosis.

2. Caracterizar las marcas de histonas en centrémeros de células HCT116.

3. Determinar la expresion relativa del satélite o en células HCT116 comparadas
con WI-38.

4. Determinar los niveles de expresion del satélite o y el satélite 2 en células
HCT116, durante interfase y mitosis.

5. Evaluar los niveles de los RNA-ncs del satélite a y el satélite 2 y los niveles de
la proteina CTCF en células Wi-38 y HCT116 tratadas con TSA.

6. Inhibir a CTCF y evaluar los niveles de RNA-ncs del satélite a y el satélite 2.

7. Evaluar los niveles de los RNAs-nc del satélite o y satélite 2 en HCT116

tratadas con 3-ABA.
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DISENO EXPERIMENTAL

1. Cultivos celulares

Para realizar los estudios del presente trabajo, fueron utilizadas lineas celulares de
fibroblastos normales de pulmoén, WI-38 y lineas celulares epiteliales derivadas de
carcinoma colorrectal, HCT116. Ambas lineas celulares son de Homo sapiens. Los
medios de cultivo utilizados en WI-38 y HCT116 fueron EMEM y McCoy's,
respectivamente y las condiciones de cultivo fueron a 37°C, a una atmosfera de

presion y 5% de CO..

2. Tratamientos con TSA

Las células fueron tratadas con 1 uM del inhibidor de HDACs (HDACIs) Tricostatina A
(TSA) que promueve la relajacidn de la cromatina via inhibicion de desacetilasas de
histona (Maison y Almouzni, 2004) durante 24 y 48 horas; el medio fue reemplazado
con medio nuevo suplementado con TSA 1 uM cada 24 horas. Fueron utilizadas como

control del tratamiento, células sin tratamiento.

3. Tratamientos con 3-ABA
Las células fueron tratadas con 8 mM del inhibidor de la proteina PARP-1,3-
aminobenzidina (3-ABA), para inhibir la accion de proteina aisladora de CTCF durante
48 horas; el medio fue reemplazado con medio nuevo suplementado con 3-ABA 8 mM

cada 24 horas. Como control del tratamiento, fueron utilizadas células sin tratamiento.
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4. Inmunofluorescencias

Para conocer la localizaciéon de CTCF en células HCT116 y WI-38, se cultivaron sobre
cubreobjetos de 22x22 mm, donde fueron fijadas con paraformaldehido al 4% por 10
minutos. Las células fueron lavadas tres veces por 3 minutos con PBS 1X y se llevo a
cabo la permeabilizacién con triton 100X al 0.5% durante 10 minutos. Posteriormente
las células fueron lavadas con PBS 1X para retirar el fijador y se bloqueo con albumina
1% durante una hora. Las células se incubaron con el anticuerpo primario durante toda
la noche a 4°C. Al siguiente dia se realizaron tres lavados con PBS 1X y se incubé con
el anticuerpo secundario durante una hora a temperatura ambiente en camara
humeda, aislado de la luz. Por ultimo se montaron las células con Vecta Shield-DAPI
en un portaobjetos para ser observados en el microscopio de fluorescencia utilizando
un Zeiss Axio-lmager A2; las imagenes fueron analizadas utilizando el software
Axiovision 4.8, y se observard la localizacion de las proteinas CTCF y la marca de

histona H3K9me3 por fluorescencia.

5. Ensayo de Inmunoprecipitaciéon de la cromatina (ChiP)

Con el fin de conocer si CTCF se une al centromero y a la region pericentromérica, se
empleo el ensayo de Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Este ensayo se
utilizé6 para determinar la presencia de CTCF y la abundancia de las marcas de
actividad transcripcional: H3K4me2, H3K9ac y las marcas de inactividad
transcripcional: H3K9me2, H3K9me3; asi como la presencia de CENP-A en el
centromero. Este ensayo se llevo a cabo amplificando el satélite a y satélite 2 de la
linea celular HCT116 y WI-38 durante interfase y mitosis, sincronizadas con nocodazol
2 ng/mL y separadas mediante la técnica de “shake off’, obteniendo una subpoblacion
de células en mitosis y otra de células en interfase con el fin de determinar si existe
una relacion entre la presencia de CTCF, las marcas de histonas y los niveles del

transcrito.
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Los ensayos de Chlp, se realizaron utilizando una curva estandar del input al 10%, 1%
y 0.1% para extrapolar el porcentaje de input con el que se puede inferir la abundancia
de la proteina unida a la cromatina. Posteriormente se determiné la ocupancia relativa
al normalizar con el ruido de fondo, IgG; y determinar las veces de enriquecimiento
relativo.Los resultados obtenidos son representativos de experimentos independientes
realizados por triplicado, los cuales fueron amplificados por triplicado en placas opticas
de 96 pozos para qPCR (fast optical 96well plate, Applied Biosystems). El gPCR fue
realizado utilizando Thermo Maxima SYBR Green/ROX 1gpCR Master Mix (Thermo
Scientific K0222) que fue amplificado con el sistema de tiempo real “Step One plus”
(Aplplied Byosystems, 4376600).

6. Analisis de expresion relativa de RNA

Para conocer los niveles de RNA, primero se obtuvo RNA total por el método de
Trizol® (Invitrogen cat. 1559602) de cultivos de células WI-38 y HCT116 en células
asincronicas, células en interfase y mitosis tratadas con nocodazol 2 ng/mL y
separadas por “shake off’. A su vez, se obtuvo RNA de células WI-38 y HCT116
tratadas con TSA 1 uM, tratadas durante 24 y 48 horas. El RNA fue tratado durante 1
hora con Dnasa | (Fermentas cat. #ENO521) y se llevo a cabo la reaccién de Retro-
Transcripcion (RT) en 1ug de RNA en ambas lineas celulares. Se obtuvo el cDNA con
el kit de GenAmp® RNA PCR KIT de Applied Byosistems; utilizando 1ug de RNA y

siguiendo las especificaciones del fabricante.

Posteriormente se realiz6 el ensayo de qRT-PCR por triplicado experimental en una
placa de 96 pozos, utilizando SYBR Green/ ROX qPCR Master Mix (Fermentas cat.
K0222) para determinar la expresion relativa del satélite o y del satélite 2 en células
HCT116 calibrando con la expresion de WI-38 y normalizando con GAPDH. El analisis

de expresion relativa se realiz6 al aplicar 2*(-AACt).
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7. Transfeccion de siRNA contra CTCF

Para evaluar la contribucion funcional del factor nuclear CTCF, se transfectaron
células HCT116 con RNA interferente (siRNA) contra CTCF utilizando Lipofectamina
LTX and Plus Reagent de invitrogen; de esta manera, se determind la aportacion que

realiza esta proteina en los niveles de expresion del satélite a y del satélite 2.

8. Analisis estadisticos

Se realizaron pruebas t de student para conocer si existen diferencias significativas del
enriquecimiento de CTCF en los ensayos de ChIP después de llevar acabo la técnica
de “shake-off’; comparando interfase con mitosis en satélite o y satélite 2 de la linea
celular HCT116, en los tratamientos con TSA comparando control sin tratamiento con
los tratamientos de 24 y 48 horas respectivamente en las lineas celulares WI-38 y
HCT116. Se utilizo t de student para la H3K9me3 en satélite a y satéilte 2 de las lineas
celulares WI-38 y HCT116, comparando control sin tratamiento con tratamiento de
TSA 24 y 48 h respectivamente.

Se realiz6 también t de student para conocer si existen diferencias significativas de los
niveles de RNA del satélite o y satélite 2 después de llevar acabo la técnica de shake-
off, comparando mitosis con interfase de la linea celular HCT116 y en las lineas
celulares WI-38 y HCT116 tratadas con TSA; comparando control sin tratamiento con
células tratadas durante 24 y 48 horas respectivamente.

Los ensayos de transfeccion fueron comparados con la prueba t de student
comparando plasmido con inserto de siRNA para CTCF (siRNA-CTCF) versus
plasmido con GFP (eGFP) y células normales sin transfeccion versus eGFP. Todos los
experimentos fueron realizados con triplicado bioldgico y triplicado experimental y fue

utilizado un valor de significancia a= 0.95 y a= 0.99.
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RESULTADOS

Localizacion celular de CTCF en células WI-38 y HCT116 en interfase y mitosis

En los ensayos de doble inmunofluorescencia (IF) en WI-38, se observo la
modificacion post-traduccional de histona, H3K9me3 y se marcaron los centromeros,
utilizando el anticuerpo anti-CENP-A. La H3K9me3 se encuentr6 en el cromosoma
metafasico durante mitosis y se determind una co-localizacion en el area del

centromero. (Figura 7A).

También se observo la localizacion de la proteina CTCF en nucleo celuar y no se logré
determinar una co-localizacion con CENP-A, en células WI-38 (Figura 7B).

En HCT116, se observo una co-localizacion de H3K9me3 y CENP-A (Figura 7C). Por

su parte, CTCF se localizé en la cromatina nuclear de células en interfase, mientras

que en mitosis se encontro en los cromosomas (Figura 7D).

26



“Papel de CTCF en la transcripcion de RNAs-nc de Centromero”

WI-38

Empalme

HCT116
C)

' Empalme

,
-

e

N

Figura 7.- La marca de histona H3K9me3 se encuentra en centromero en de ambas lineas
celulares y CTCF se encuentra en nucleoplasma durante interfase y unida al cromosoma durante
mitosis. A) Doble inmunofluorescencia de la marca de heterocromatina, H3K9me3 (verde) y CENP-A
(rojo). B) Doble inmunofluorescencia de CTCF (verde) y CENP-A (rojo) en WI-38.

En células HCT116, se observa a CTCF unido al cromosoma, durante mitosis. C) Doble
inmunofluorescencia de H3K9me3 y CENP-A D) Inmunofluorescencia de CTCF en células HCT116
durante interfase y mitosis.

*Todas las figuras fueron tomadas a 100X
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Presencia de CTCF y su efecto en la transcripcion de los RNA-ncs de satélite a y
satélite 2 en células WI-38 y HCT116.

Se realizaron ensayos de ChlIP en células WI-38 y HCT116 inmunoprecipitando a la
proteina CTCF para observar el enriquecimiento en el satélite a (region centromérica)
y en el satélite 2 (region pericentromérica). Se observo que la proteina CTCF se
encuentra ausente en ambas regiones de la linea celular WI-38, pero se encontrd
presente en la linea celular HCT116, mostrando una tendencia de aumento en el
satélite o durante mitosis, sin embargo no existen diferencias significativas (p>0.05).

En el satélite 2 tampoco se encontraron diferencias significativas (p>0.05) (Figura 8A).

Se realizé un analisis de expresién relativa comparando la cantidad del transcrito de
HCT116 con WI-38 y se observé una sobre-expresion del satélite o en HCT116
(Figura 10B).

Ademas se realizd el analisis de expresion relativa para el transcrito no codificante del
satélite o en HCT116 se observo durante interfase y mitosis, sin embargo no se
encontraron diferencias significativas (p>0.05). La presencia del transcrito del satélite
2, también se encontr6 durante interfase y mitosis sin embargo, tampoco se

encontraron diferencias significativas (p>0.05) (Figura 8C).

28



“Papel de CTCF en la transcripcion de RNAs-nc de Centromero”

M interfase

Mitosis

A) < B)
S 3: " 250 = .
-
g 3 .
< I Z 200 a
g > 2
c [J]
g9 > 0 & 100
- 1 ‘a O
o g
a5 S 50
0 - w )
Satélite a Satélite 2 0
- .a% NN%
HCT116 N
Q
+ CTCF
S -
c 2:
v Y
©
5 <
O
o 5 1 -
> T - h
S
o
0 = [

Satélite a Satélite 2 Satélitea Satélite 2

HCT116 Wi-38

Figura 8.- Abundancia de CTCF y su efecto en la transcripciéon del RNA no codificante del
centromero en células WI-38 y HCT116. A) ChIP de CTCF en el satélite a y satélite 2 en una
poblacién de células separadas en subpoblaciones de mitosis e interfase. B) Expresion relativa del
satélite o en células HCT116 calibrado con células WI-38 y normalizado con GAPDH. C) gRT-PCR de
los RNA-nc del satélite a y el satélite 2 en una poblacion de células separadas en subpoblaciones de
mitosis e interfase de células HCT116.

*Existen diferencias significativas al ser comparadas con la prueba ¢ de student (p<0.05).
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Determinacion de las marcas de histona en la regiéon del centréomero y la regién

pericentromérica de células HCT116 durante interfase y mitosis.

Se realizaron ensayos de ChlIP para las diferentes marcas de histona: H3K4me2,
H3K9ac, H3K9me2, H3K9me3, se utilizd como control centromérico a la variante de
histona H3, CENP-A y se normalizaron los resultados utilizando un anticuerpo

inespecifico anti-IgG.

Para demostrar que fueron bien realizados los ChlIPs, se utiliz6 como control de
eucromatina al promotor del gen GAPDH el cual es un gen constitutivo que se expresa
de manera constante en los diferentes tejidos y tipos celulares y se conoce que esta
enriquecido por marcas de actividad transcripcional. Se observo la presencia de las
marcas H3K4me2 y H3K9ac, corroborando que se trata de una cromatina
transcripcionalmente activa. También se observd que en mitosis, las marcas H3K9me2

y H3K9me3 se hacen presentes en el promotor de GAPDH (Figura 9A).

También se utiliz6 como control de heterocromatina al promotor del gen WIF1, el cual
es un inhibidor de la via Wnt, el cual ha sido reportado sin transcripcion en células
HCT116 (Gopalakrishnan, et al., 2009). Observamos una abundancia de las marcas
relacionadas con la estructuracion de heterocromatina: H3K9me2 y H3KO9me3.
Ademas se encontro la presencia de la marcas H3K4me2 en mitosis (Figura 9B).
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Figura 9.- Las marcas de activacién transcripcional se encontraron en el promotor de GAPDH y
las marcas de inactivacion transcripcional se encontraron en el promotor de WIF1. Determinacion
de las marcas de histona en centromero por Inmunoprecipitacion de la cromatina (Chlp) para las
marcas de histona H3K4me2, H3K9ac, H3K9me2, H3K9me3, CTCF, CENP-A e IgG evaluado en A) el
promotor del gen GAPDH y B) el promotor de WIF1 en células HCT116 durante interfase (negro) y
mitosis (blanco).
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En la region del centrdmero evaluada en el satélites a, se encontro la presencia de las
modificaciones post-traduccionales de histona: H3K9ac y H3K9me2, ademas de la
presencia de la variante de histona CENP-A en interfase. Las modificaciones post-
traduccionales de histona: H3K9ac y H3K9me2 se mantienen constantes en interfase
y mitosis; mientras que H3K9me2 y H3K9me3 se observan unicamente en el satélite

o en mitosis (Figura 10A).

En la region pericentromérica evaluada en el satélite 2, se encontro la presencia de las
modificaciones post-traduccionales de histona: H3K9me2 y H3K9me3. Ambas marcas
de represién transcripcional se mantienen constantes en interfase y mitosis; mientras
que H3K9ac y H3K4me2 se muestran presentes unicamente en mitosis en el satélite
a; el control de centromero CENP-A, se mostré ausente en la regidn pericentromérica

durante interfase y mitosis (Figura10B).
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Figura 10.- El satélite o muestra principalmente marcas de activacion transcripcional en interfase
y mitosis y el satélite 2 muestra principalmente marcas de represion transcripcional en interfase
y mitosis. Inmunoprecipitacion de la cromatina (ChlIP) para las marcas de histona H3K4me2, H3K9ac,
H3K9me2, H3K9me3, CTCF, CENP-A e IgG evaluado en A) satélite a y, B) Satélite 2; en células
HCT116 durante interfase (negro) y mitosis (blanco).
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Determinacion de los niveles de CTCF y la marca de heterocromatina
constitutiva H3K9me3 en las regiones del centrdmero y pericentromérica asi
como los de RNA-ncs de del satélite a y el satélite 2 en células WI-38 y HCT116
tratadas con TSA.

Se realizaron ensayos de ChIP para células WI-38 y HCT116 tratadas por 24 y 48
horas con TSA 1uM para observar el efecto de una cromatina mas laxa. Se observo
que en WI-38, el enriquecimiento de CTCF aumenta en satélite o y satélite 2 a partir
de las 24 horas de tratamiento, mostrando una p<0.05 en todos los casos de WI-38.
Mientras que en HCT116 se mantiene constante a las 24 horas del tratamiento
seguido por un aumento en la presencia de CTCF en satélite o a las 48 horas de

tratamiento y en el satélite 2 se mantiene constante (Figura 11A).

Al determinar la marca de la histona H3K9me3 por medio del ensayo de ChIP en
celulas WI-38 tratadas con TSA 1uM, se observd que en el satélite o y el satélite 2,
disminuye el nivel de enriquecimiento de esta marca a las 24 y 48 horas de
tratamiento en las lineas celulares WI-38 y HCT116 obteniendo una p<0.001 (Figura
11B). Esto significa que los tratamientos con TSA provocan la disminucion de la

heterocromatina contitutiva en las regiones del centrdmero y pericentromérica.

El analisis de expresion relativa, mostrd que el transcrito no codificante del satélite o y
el satélite 2 aumentaron su expresion con los tratamientos de TSA en ambas lineas
celulares a las 24 y 48 horas de tratamiento obteniendo una p<0.001, comparados con

el control sin tratamiento (Figura 11C)
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Figura 11.- Tratamientos con TSA provocan un reclutamiento de CTCF, disminucién de la
H3K9me3 y un aumento en los niveles del RNA-nc del satélite a.. A) Chlp de CTCF B) Chlp para la
H3K9me3. C) Analisis de expresion relativa por gRT-PCR de los RNA-ncs.

Todos los ensayos de esta figura fueron realizados en satélite a y satélite 2 de células tratadas con TSA
1uM durante 24 y 48 horas de tratamiento en las lineas celulares WI-38 y HCT116

*Existen diferencias significativas al ser comparadas las células con tratamiento vs. células sin
tratamiento con la prueba t de student (p<0.001).
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Determinacidén de los niveles de RNA-ncs del satélite a y el satélite 2 en células
HCT116 tratadas con 3-ABA y transfectadas con el siRNA contra CTCF.

Los tratamientos con 3-ABA mostraron una disminucion de los RNA-ncs del satélite a

y satélite 2 en células HCT116, mientras que GAPDH permanece constante

Se observdé en células HCT116, transfectadas con siRNA contra CTCF, una
disminucién significativa (p<0.001) en la transcripcion del satélite o y del satélite 2
comparado contra células transfectadas con eGFP. En las células control sin
transfeccion, no existen diferencias significativas (Figura 12B y 12C).
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Figura 12.- Inhibicion de CTCF, evaluando los niveles de transcripcion del satélite o y el satélite 2 en
células HCT116.

* Existen diferencias significativas al ser comparadas las células transfectadas eGFP vs. células
transfectadas con siRNA CTCF vy el control son transfeccion, utilizando la prueba t de student (p<0.001).
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DISCUSION

Union de CTCF al cromosoma durante mitosis.

Las modificaciones post-transcripcionales de histonas asociadas a la activacion y
represion transcripcional se mantienen a lo largo de la mitosis para preservar el
estatus en la actividad de cada gen; sugiriendo una memoria epigenética (Gazit, et al.,
1982; Michelotti, et al., 1997). Aunque muchos de los factores de transcripcién basal,
la RNA polimerasa Il, factores de unién a enhancer y las enzimas HAT y HDACs se
encuentran ausentes en el cromosoma durante mitosis (Gottesfeld y Forbes, 1997,
Kruhlak, et al., 2001; Martinez-Balbas, et al., 1995; Zaidi et al., 2003); también ha sido
comprobado que distintas proteinas se encuentran unidas al DNA durante mitosis,
tales como: los factores de transcripcion TFIID y TFIIB (Christova y Oelgeschlager,
2002), el complejo pasajero cromosomico (Adams, et al., 2001) y otras proteinas como
la DNA glicosilasa, proteinas de matriz nuclear (Dantzer, et al., 2002) y poli-ADP
ribosilasa (Kanai, et al., 2000), entre otras. En nuestro trabajo, por medio del ensayo
de inmunofluorescencia se observo a la proteina CTCF unida al cromosoma durante
mitosis en células HCT116. Esto coincide con lo que ha sido reportado en la literatura
para las lineas celulares HeLa y HBL-100 donde también se observa a CTCF por
medio de inmunofluorescencias, esto también se ha observado en células con sobre-
expresion de CTCF-GFP y en la fraccion cromosomica valorada con Western-blot,
durante mitosis (Burke, et al., 2005; Rubio, et al., 2008). Dado que CTCF tiene
distintas funciones asociadas a la activacion o represion de la transcripcién, nos
preguntamos: ;Qué funcién realiza CTCF unido al cromosoma durante mitosis? Burke
y colaboradores en 2006, sugirieron que CTCF funciona como marcador epigenético

formando un asa en el locus del gen H19 durante mitosis.
Para la transcripcion durante mitosis, se habia descrito el dogma para la represion de

la transcripcion, sin embargo en 2012, Chan y colaboradores encuentraron co-
localizacion en inmunofluorescencias para la RNA polimerasa Il pSer5 y pSer2 que
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marcan actividad transcripcional y el marcador de centrémero CREST, asi como FITC-
rUTP colocalizando con CREST, produciendo transcritos del satélite a. durante mitosis.
Nosotros realizamos ensayos de ChIP para CTCF en la region del centrdmero y la
region pericentromérica de HCT116, donde encontramos la presencia de CTCF. Esto
concuerda con lo antes sugerido en la literatura para otras lineas celulares por medio
de inmunofluorescencias donde se encontré a la proteina CTCF asociada al locus del
centromero (Burke, et al., 2005; Rubio, et al., 2008), sin embargo, en estos trabajos no
se definieron las regiones de centromero y pericentromérica. Nosotros, por medio de
ChIP determinamos que en la linea celular WI-38 existe una ausencia de CTCF en la
region del centromero y region pericentromérica. Esto puede ser debido a que la linea
celular WI-38 es una linea de fibroblastos normales y la presencia de CTCF en
centromero puede ser utilizado como un marcador de células cancerosas. Sin
embargo, aun falta realizar mas estudios en lineas normales y cultivos primarios para
determinar que CTCF no se encuentra en centrdmeros de lineas normales y es

caracteristico de células cancerosas.

La abundancia de CTCF en centromero y la transcripcién del RNA-nc del satélite

o.

Existen estudios donde se sugiere que la funcidon de la transcripcion del centromero
durante mitosis es promover la deposicion de CENP-A, ademas; se ha asociado una
posible interaccion de CENP-A con el transcrito del satélite o (Chueh, et al., 2009;
Choi, et al., 2009) y con el remodelador de la cromatina FACT (Okada, et al., 2009).
Por otro lado se ha sugerido que las marcas de histona son fundamentales en la
deposicion de CENP-A ya que la pérdida de la H3K4me2 produce una disminucion en
los niveles de transcripcion del satélite o y a su ves un decremento en la deposicion de
CENP-A (Bergman, et al., 2011). Nosotros observamos que existe una asociacion
entre la abundancia de CTCF en centromero de HCT116 y la transcripcion del satélite

o ya que observamos un enriquecimiento de CTCF en la region del centrémero
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durante mitosis y un aumento en la transcripcion del centromero durante mitosis de
células HCT116, mientras que no encontramos la presencia de CTCF en centrémeros

de WI-38 y la transcripcion del satélite o es baja. Otra observacion importante es que
la transcripcion del centromero en células HCT116 es mayor que en células WI-38 y
ademas su transcripcion aumenta durante mitosis, ambos experimentos sugieren que
existe una asociacion entre la presencia de CTCF y el aumento en la transcripcion del
centromero de HCT116. Chan y col., en 2012, demostraron que el centromero se
transcribe durante mitosis en células HelLa y de acuerdo con este trabajo, se puede
sugerir que la transcripcion del centromero, se lleva a cabo principalmente durante
mitosis. En células WI-38, no se llevdé a cabo el analisis de qRT-PCR, debido a la
dificultad de crecer las células y alcanzar un alto numero de células para el
experimento, ademas de la dificultad en la estandarizacién de la técnica de “Shake-off”

con esta linea celular.

Caracterizacidon de las marcas de histona para el centrémero de HCT116.

Diversos trabajos han caracterizado las variantes y modificaciones de histona en
centromeros de varias especies y lineas celulares. Se ha reportado que dentro del
centromero se encuentra CENP-A, alternada por la histona H3 que presenta
modificaciones post-traduccionales de histona mostrando activacion transcripcional:
H3ac y H4ac, H3K4me2, pero no se encuentra la presencia significativa de H3K4me3
(Sullivan y Karpen, 2004). En el centrdbmero, nosotros encontramos a través de ChlP,
las modificaciones post-traduccionales de histona: H3K9ac, H3K9me2 y CENP-A que
se muestran constantes durante el ciclo celular y las modificaciones post-
traduccionales de histona: H3K4me2 y H3K9me3 se muestra presentes unicamente
durante mitosis; todas estas modificaciones de histona ya habian sido reportadas en la
literatura en estudios realizados en células asincronicas y durante mitosis
(Gopalakrishnan, et al., 2009; Sullivan y Karpen, 2004). Esto nos sugiere que las
marcas post-traduccionales de histona: H3K4me2 y H3K9me3 cambian a través del

ciclo celular, y se hacen presentes durante mitosis aumentando la transcripcion del
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satélite a. En la region pericentromérica se encontraron las modificaciones
postraduccionales de histona de represion transcripcional; H3K9me2 y H3K9me3
siendo constantes a través del ciclo celular y durante mitosis se muestran presentes
las modificaciones de activacion transcripcional H3K4me2 y H3K9ac. Estos resultados
nos sugieren que en el centromero como en la regidn pericentromérica se requieren
de modificaciones que han sido reportadas en represion transcripcional y en la
formacion de heterocromatina, para que se lleve a cabo la transcripcion de los RNA-

ncs del centrémero; en especial en la region pericentromeérica.

Reclutamiento o incremento de CTCF en el centromero y la transcripcion del

satélite a inducida por el aumento en la acetilacién de histonas.

Distintos estudios han mostrado que la accion de la TSA A ocurre principalmente en
heterocromatina constitutiva, la cual es una regidn donde se encuentra una
hipoacetilacion de histonas, una alta metilacién del DNA y una alta concentracion de la
proteina de heterocromatina 1 (HP1) (Maison y Almouzni, 2004). En este trabajo, se
observé que los tratamientos de 24 y 48 horas con TSA 1 uM, llevan a un
reclutamiento y mayor enriquecimiento de CTCF en las lineas celulares WI-38 y
HCT116, respectivamente en las regiones centromérica y pericentromérica, ademas
de la observacion de que se aumenta la transcripcion del satélite a y el satélite 2 con
excepcion del satélite 2 en HCT116. Esto nos sugiere que CTCF tiene la capacidad de
unirse al centromero y region pericentromérica cuando se induce un estado de
eucromatina al permanecer acetilada cada region y su presencia facilita la
transcripcion del RNA-nc en ambas regiones actuando como proteina aisladora para el
estado de la cromatina. En la region pericentromérica de HCT116, se observd una
resistencia al tratamiento, esto puede ser debido a que no sea necesario un aumento
en el enriquecimiento de CTCF sino un aumento en la activacién postraduccional de

CTCF por la poliADP-ribosilacion realizada por la proteina PARP-1.
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Disminucion de la proteina CTCF, decrece la transcripcion del satélite o y del

satélite 2.

La inhibicion de CTCF en células HCT116, es una prueba de la importancia de esta
proteina como un facilitador de la transcripcion en centromero. Los transcritos del
satélite a y del satélite 2 disminuyen después de los tratamientos con 3-ABA y la
transfeccion del siRNA contra CTCF.

Con este trabajo, se propone que CTCF actua como un elemento aislador en el
centromero de carcinomas y su importancia puede llegar a ser estructural (Rubio
2008; Zhang, et al., 2004). Sin embargo hace falta realizar mas estudios de formacion
de aneupliodias al inhibir a CTCF, debido a su importancia estructural en el

cromosoma, principalmente en el centrdmero de carcinomas.
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PERSPECTIVAS

Los resultados de este trabajo nos sugieren que CTCF funciona como elemento
aislador en las regiones del centromero y region pericentromérica, aunque hace falta
realizar estudios de ChIP para las modificaciones postraduccionales de histona en el
centromero de células con transfeccidn estable del siRNA contra CTCF y de esta

manera conocer si las modificaciones que marcan actividad transcripcional aumentan.

Ademas hace falta comprobar por Western-blot si CTCF disminuye con el tratamiento

con 3-ABA y las transfecciones.

Por otra parte hace falta realizar inmunofluorescencias para saber qué ocurre con la
localizacion de CTCF después de los tratamientos con TSA. Y de ser posible observar
la abundancia de los RNA-ncs del satélite a y el satélite 2 por me dio de RNA-FISH en

células tratadas con TSA.

Una parte muy importante de este proyecto es saber si el aumento o disminucién de
los RNA-ncs del satélite o y el satélite 2 conllevan a la generacion de inestabilidad
cromosomica para esto hace falta realizar estudios con los métodos reportados en
esta tesis con los cuales se puede lograr una desregulacion en la expresién de estos

satélites y cuantificar los cromosomas presentes en las células hijas.
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CONCLUSIONES

* La proteina CTCF se encuentra unida a los cromosomas principalmente
durante mitosis y la transcripcion del satélite o, muestra una tendencia a la alta
en células HCT116.

* CTCF se encuentra unida a las regiones del satélite o y del satélite 2 de células
HCT116.

* Los tratamientos con TSA, aumentan la cantidad de CTCF en el centrémero y la

transcripcion de los RNA-ncs de los satélites oy 2 en HCT116 y WI-38.

* Se encontro, que el RNA-nc del satélite o en HCT116 se sobre-expresa

comparado con WI-38.
* EIl centrobmero esta caracterizado por una mayor densidad de marcas de
activacion transcripcional, mientras que en la region pericentromérica existe una

mayor densidad de marcas de inactivacion transcripcional en HCT116.

* El tratamiento con 3-ABA, provoca una disminucién en la transcripcién de los

satélites a y 2.

* Células HCT116 transfectadas con siRNA contra CTCF, disminuyen Ila

expresion de los transcritos de los satélites o y 2.

Todos estos resultados sugieren que CTCF actua como un factor de transcripcidon de
los RNA-ncs de las regiones centromerica y pericentromérica.
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PROTOCOLOS AMPLIADOS

Separacion de células en interfase y mitosis por la técnica de “Shake off”

La técnica de “shake off’ es utilizada para separar una poblacion de células

asincronicas en dos subpoblaciones, una en interfase y otra en mitosis.

1.- Las células fueron tratadas durante 9 horas con nocodazol 2 ng/mL.

2.- Posteriormente, las células son golpeadas en la parte lateral de la caja de cultivo
para que sean recuperadas las células de interfase.

3.- Las células que se quedan pegadas a la caja son células en interfase y son
tratadas con tripsina, para su posterior recuperacion.

4.- Cada una de las subpoblaciones fue validada al ser realizado el indice mitético
(Figura 7) contando las células mitéticas en distintos planos seleccionados al azar
hasta contar de 500-600 células.

Figura 7.- indice mitético de las subpoblaciones de células separadas por shake off en Noc Ctl
(interfase) y Noc SO (Mitosis).
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Inmunofluorescencias (IF)

= © 0 N o 0 bk 0N =

Lavar muestras con PBS 1X a temperatura ambiente (agregar en la pared)
Fijar con Paraformaldehido 4% por 10 minutos.

Lavado rapido con PBS en agitacion (5 min).

Permeabilizar con triton 100X 6 NP40 0.1 - 0.5% por 15 min.

2 lavados rapidos con PBS 1X

Bloqueo con albumina 1%por 30 min a 1 hora.

2 lavados rapidos.

Anticuerpo primario 2 hrs — ON (camara humeda 4°C sin que reciba luz)

3 lavados de 5 min. O 5 lavados de 3 min.

0. Aplicar anticuerpo secundario, e incubar por una hora en camara humeda sin

que reciba la luz.

11.Agregar Vectashield-DAPI en una proporcion 5:1 y sellar laminilla.

Transfeccion de células

1.
2,
3.
4,

Se cultivan la células y se llevan a una confluencia de 50%.
Se lava con PBS 1x “2 veces” en las cajas p30.
Agregar 800ul de medio sin suero.

Preparar las muestras con el plus y medio y se deja incubando 15 min.

En el inter se prepara la mezcla con medio y lipofectamina.

5.

Mezclar después de incubar la lipofectamina con la mezcla de plasmido con

plus e incubar 15-30 minutos.

6.

Agregar por goteo a lo largo de la caja la mezcla con lipofectamina y el

plasmido quedando un volumen final de 1ml.

7.
8.

Se dejan 6 h a 37 °C atm CO; 5%.

Se remueve el medio y se cambia por uno con suero fetal bovino.
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Inmunoprecipitacion de la cromatina (Chlp)

Obtencion de la cromatina
Una vez obtenidas las células necesarias (una caja p150 por cada anticuerpo que se
vaya a utilizar), se afora el medio de cultivo de todas las cajas con PBS a un volumen

de 18 mL para cada una de ellas.

Crosslinking

Se les adicionan 18 mLde medio mas 2 mL de buffer Crosslinking y se agitan por 10
minutos. Se detiene el Crosslinking con 1mL de glicina 2.5 M y se agita por 5 minutos.
Se retira el medio y se lava 3 veces con PBS. Se le pone 1mL de buffer de lisis y se

colocan a 4°C por 5 minutos y se recolectan las células con scrapper para sonicar.

Evaluacion de la cromatina
Se obtienen viales de 50ul de cromatina, tomados cada dos pulsos de sonicacion

contando desde cero.

Dia 1

Se lleva cada tubo a un volumen de 300ul adicionando agua y se les agrega 300ml de
fenol, se vortexea y se centrifuga a 13000 rpm x 10 min. (19000 g). Se toma la parte
acuosa (parte superior, con mucho cuidado) y por ultimo se agrega 1mL de Etanol y

300ul de Acetato de amonio 5M por toda la noche.

Dia 2
Se centrifuga a 14000 rpm x 30 min. y se retira el sobrenadante. Por ultimo se
adicionan 40ul de H>O y se deja a 65°C por 40 minutos (hasta que ebulla el etanol).

Se corre en un gel de agarosa al 1%.
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Inmunoprecipitacion

Precleaning

Centrifugar cromatina a 200 rpm x 5 min. y tomar 400ul de la cromatina para el Input.
Preparar buffer 9 Dilutton: 1 lisis. 200uL por 20uL del cocktel de inhibidores.

Se colocan 1mL de cromatina por cada 3mL de Buffer y 50uL de perlas y girar de dos

a cuatro horas a -4 °C.

Anticuerpos

4mL de cromatina+2mg de anticuerpo y se gira a -4 °C por toda la noche.

Dia 2
Perlas
Se ponen a girar 50 uL de perlas por dos horas y posteriormente se centrifugan a

2,000 rpm por dos minutos y se retira el sobrenadante con mucho cuidado.

Lavados

Se coloca la solucion en un tubo de 15 mL en 1mL de buffer de lavado y se le da
vueltas por dos minutos, se centrifuga a 2,000 rpm por dos minutos. Estos lavados, se
llevan acabo cuatro veces y el ultimo lavado, se lleva acabo de igual manera,

utilizando 1mL de final wash.

Elucién de DNA
Se resuspende el DNA en 450mL de Elution buffer. Se trata con 2.5 uL de RNAsa A

por 1 hora a 37 °C y con proteinasa K por toda la noche a 67 °C.

Dia 3

Limpieza del DNA

Se llevan acabo 2 lavados de fenol/cloroformo y se precipitan utilizando 20 ug de
glicogeno+165 uL de acetato de amonio 10M (330 uL, 5M + 1mL de Et° OH.
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Evaluacion del ChIP por PCR en tiempo real y analisis de datos

Anadir por cada reaccién de gPCR

Componente Volumen
SYBR-GREEN 10 uL
OLIGO FWD 1.5 uL
OLIGO RVS 1.5 uL
Inmunoprecipitacion 5uL
H,O 2 uL
Volumen final 20 uL

Validacion de oligonucleétidos

Se realiza una curva estandar con diluciones del input 0.01%, 0.1% y 10% para contar
con diluciones sucesivas se toman 100 uL del tubo de input al 100%, diluyendo con
900 uL de agua para PCR, de esta dilucién (input 1%) se toman nuevamente 100 uL y
se diluyen con 900 uL de agua para PCR. Para obtener las diluciones 0.1% y 0.01%

se repiten los pasos dos veces mas.

Posteriormente se grafica el loglnput x%; versus el CT. Se utiliza la pendiente del
grafico para realizar la ecuacion de la eficiencia de amplificacion (EA), la cual debe ser

cercana a 2. (grafico 5)

EA= 107"™ ec. 1

Donde:
EA: eficiencia de amplificacion.
m: pendiente de la recta calculada en la curva estandar de las diferentes

concentraciones del Input.
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20 y =-3.3782x + 13.975
. R? =0.99892
15
10 *
5
0

-1.5 -1 -0.5 0 0.5 1 1.5

Grafico 5.- Curva estandar de INPUT, utilizando las concentraciones de 10%, 1% y 0.01%

%Input

El % input es indica la eficiencia de Inmunoprecipitacion con respecto al material inicial

y se calcula con la siguiente ecuacion.

%Input= EA(C MU 10%CLCNIP) (ED) (100) ec. 2
Donde:
EA: eficiencia de amplificacion.
FD: factor de dilucién del input inicial con el cual se comparan las
inmunoprecipitaciones (10).

Veces de enriquecimiento

Este parametro compara el porcentaje del input de las inmunoprecipitaciénes con el

porcentaje del input del anticuerpo inespecifico 1gG.

Veces de enriquecimiento= %inout loci especifico/ %inout loci especifico IgG ec. 3
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Tabla.- Anticuerpos utilizados en los ensayos de ChIP e inmunofluorescencias (IF)

Anticuerpo Marca Dilucién

1.5ug (ChIP)

IgG anti-conejo  Santa cruz

CTCF Millipore  3ug (ChIP)/ 1:100 (IF)
H3K4me2 Diagenode  3ug (ChIP)/ 1:200 (IF)
H3K9ac Abcam 5ug (ChlP)
H3K9me2 Millipore 3ug (ChIP)
H3K9me3 Abcam 3ug (ChlIP) /1:200 (IF)
H3 total Millipore 2ug (ChIP)
CENP-A Abcam 5ug/ 1:200 (IF)

Tabla.- Oligos utilizados en el ensayo de gqRT-PCR

Primers Secuencia Utilizado en:
5-CTCACAGAGTTGAACCTTCC-3’ (Fd)
ChlP,
Satélite a
5-GAAGTTTCTGAGAATGCTTCTG-3’ (Rv) gRT-PCR
5-ATCGAATGGAAATGAAAGGAGTCA -3’ (Fd)
ChlP,
Satélite 2
5-GACCATTGGATGATTGCAGTCA-3’ (Rv) gRT-PCR
5 - TCGTTCCCAAAGTCCTCCTGTTTC -3’ (Fd) ChIP
GAPDH ’
5- TCCGCAGCCGCCTGGTTC- 3’ (Rv) gRT-PCR
WIF1 5-AGCCCTTCCCGCTCTTCTGTT -3’ (Fd) ChlP.
gRT-PCR

5-CGGCAGAGACGTAAGACTGGCAAA-3' (Rv)
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gRT-PCR

Preparacién de primers para RNA-ncs del centromero

1. Se les aplica un pulso en la nanofuga para bajarlos.
2. Se le agrega el volumen de agua especifico para cada primer siguiendo la
siguiente formula:
V=m/(P.M.*V)
donde m= masa, P.M.= peso molecular y M= molaridad.

Nota: se realiza en un lugar esteril y agua limpia para no contaminar.

m (mg) PM M(mmol) V(L) Vizo(mL)
alpha_9 (Fd) 130.22 7978.2 100 0.00016322 163
alpha_9 (Rv) 146.18 7956.2 100 0.000183731 184
alpha_4 (Fd) 135.43 8256.4 100 0.00016403 164
alpha_4 (Rv) 161.02 8286.4 100 0.000194318 194
alpha_13/21 (Fd) 184.68 7354.8 100 0.000251101 251
alpha_13/21 (Rv) 178.88 8094 .4 100 0.000220992 221
alpha_RT (Fd) 137.38 6038 100 0.000227526 228
alpha_RT (Rv) 110.52 6781.4 100 0.000162975 163

3. Se le da un vortex corto y se vuelve a centrifugar a la misma velocidad y
tiempo.

4. Seincuba a 37 °C por 1 hora.
Se diluyen 1:10
Se dejan a-20 °C
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Extraccion de RNA mediante TRIzol.

Para células que crecen en monocapa

1.- Lisar las células directamente en la placa de cultivo virtiendo 1 ml de TRIZOL para
cajas de 25 cm? y mezclar varias veces las células utilizando una pipeta (esto permitira
que las células se despeguen).

Nota: La cantidad de TRIZOL agregado esta basado en el area del plato de cultivo
(siendo asi que se utiliza 1 ml por 10 cm?) y no por el nimero de células presentes. La
utilizacion de una menor cantidad de TRIzol puede provocar que exista una
contaminacion del RNA con DNA.

2.- Pasar el TRIzol con las células a un tubo Falcon de 15 ml e incubarlas por 5
minutos a temperatura ambiente (15 a 30° C).

3.- Agregar 0.2 ml de cloroformo por cada ml de TRIzol utilizado.

4.- Agitar vigorosamente los tubos por 15 segundos con la mano e incubar otros 2 6 3
minutos a temp. Amb. (15 a 30 °C).

5.- Centrifugar a no mas de 12,000 g por 15 minutos entre 2 a 8 ° C. Después de la
centrifugacion, la mezcla se separara en 3 fases

Superior = fase acuosa,

media = fase de fenol-cloroformo,

inferior = fase roja

Nota: El RNA se encontrara exclusivamente en la fase acuosa.

6.- Transferir la fase acuosa a un tubo nuevo y afadir 0.5 ml de alcohol isopropilico
por cada ml utilizado de TRIzol (esto ayuda a precipitar al RNA).

Incubar por 10 minutos a temperatura ambiente y centrifugar a no mas de 12,000 g por
10 minutos entre 2 a 8° C (aqui posiblemente ya se observe el pellet con el RNA).

7.- Remover el sobrenadante y lavar el pellet con 3 ml de etanol al 75% (que contiene
agua DPEC), mezclar la muestra con vortex y centrifugar la muestra por 5 minutos a
7,500 gentre 2a 8 °C.

8.- Dejar secar el pellet a temperatura ambiente.

9.- Resuspender el pellet en agua con DPEC e incubar 10 minutos a 60 °C.
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10.- Guardar la muestra a —70 °C.

Tratamiento con DNAsa | libre de RNAsa

1.- Realizar la mezcla de:

* RNA 1ug 4ul

* Buffer de reaccion 10X con MgCl2 Tul

* DNasall 1u por cada ug de RNA
* Agua DEPC hasta 10 ul

2.- Incubar a 37 °C por 1hr.
3.- poner 2 ul 50mM EDTA y se incuba a 65 °C por por 20 min.

Obtencion del cDNA.

1.- Preparar :

RNA 2ug Mix: Buffer 5X  4ul
dNTPs 1ul DTT 2ul
Oligo dt 1ul RNasa Out 1ul
H.O hasta 12ul

Incubar a 65 °C por 5 minutos

2.- Adicionar 7 ul de mix a cada muestra en -20.

3.- Incubar a 42 °C por 2 minutos en el termociclador.

4.- Agregar 1 uL SSE Il RT a cada muestra.

5.- Incubar la reaccién a 42 °C por 50 minutos en el termociclador.
6.- Incubar la reaccion a 70 °C por 15 minutos.

7.- Enfriar a 37 °C en el termociclador.

8.- Adicionar 1ul (2U) de RNAsa H e incubar a 37 °C por 20 minutos.
9.- Guarde a -80 grados centigrados.

Amplificacion del cDNA.

Buffer 1.5 ul
MgCl, 0.4 ul
dNTPs 0.2 ul
Taq 0.1ul
Oligo F 0.75 ul
Oligo R 0.75 ul
cDNA 1 ul
H20 53 ul
V.F. 10 pl
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Se amplifican por 40 de 30 segundos.

Por ultimo se corre en un gel de agarosa al 2%.

1
-171 pb
Sat. o
-342 pb
Sat. « Cromosoma 9 71 pb
- 684 pb -Hp
-513 pb
-342pb
-171 pb
Sat. 2 Cromosoma 1
-187 pb
Sat. o Cromosoma 13/21
- 684 pb
-513 pb
-342pb

18S

-171 pb r Y : : : ]-183pb

53 54 55 56 57 58 °C 58 59 60 61 62 63 °C

Figura 8.- PCR del satélite o, los satélites o de los cromosomas: 1, 4, 9y 13/21 y el satélite 2 del
cromosoma 1 amplificados de DNA de células HCT116.
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