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1. RESUMEN

En los paises en vias de desarrollo, el 80% de los canceres que se presentan en la
poblacion son ocasionados por infecciones con agentes patégenos y la mitad de ellos por
virus. Se ha demostrado que los virus poseen estrategias proliferativas muy eficientes
asociadas a mecanismos anti-apoptoticos que, cuando acttan, alteran los mecanismos de
homeostasis del hospedero y desencadenan cambios en las células, lo que conlleva al

desarrollo de la transformacion celular y del cancer.

Dentro de estos agentes infecciosos virales se encuentran los papilomavirus humanos
(HPVs), los cuales se asocian con mas del 5% de los canceres en el humano. La familia
Papillomaviridae estd constituida por virus epiteliotrépicos no envueltos, con un genoma
circular de doble cadena de aproximadamente 8 kb. Aunque se han identificado mas de
450 diferentes genotipos de papilomavirus humanos, solamente un pequefio grupo de ellos,
denominados de alto riesgo, infectan especificamente a las células epiteliales de las
mucosas y son los responsables de la mayoria de los casos de cancer cervical y anal. La
infeccién con el virus del papiloma humano 16 y/o 18 constituye el factor de riesgo mas
importante para el desarrollo del cancer cervicouterino (CaCU). El CaCU es la segunda
forma de cancer mas comun de la mujer en México y en el 2018, ésta represent6 el 9.6%

del total de muertes por neoplasias malignas en nuestro pais.

Aunqgue se ha avanzado mucho en el conocimiento de los mecanismos de patogenicidad
del virus del papiloma, poco se sabe acerca de los mecanismos epigenéticos asociados
con la capacidad del virus de expresar su genoma, luego de haberse insertado
establemente en el genoma de su hospedero. Se ha demostrado que los sitios de
integracion del virus del papiloma estan aleatoriamente distribuidos en el genoma; sin
embargo, se ha reportado que los llamados “sitios fragiles” del genoma, son sitios preferidos
para la integracién del genoma de este virus. Las regiones teloméricas estan constituidas
por secuencias repetidas de tipo “TTAGGG”, que se encuentran en los extremos de los
cromosomas Yy ahi se han identificado una gran cantidad de “sitios fragiles”. La cromatina
de las regiones teloméricas se encuentra en estado de heterocromatina y, se sabe que, a
pesar de que estas regiones impiden la expresion génica, las secuencias repetidas que se
encuentran en estas regiones se transcriben para dar origen a RNAs no codificantes que,
mediante mecanismos de interferencia mediada por RNA se encuentran intimamente
relacionadas con el silenciamiento génico y la estabilidad e integridad cromosémica,

experimentalmente no permiten la transcripcion de los genes insertados de forma exdgena.
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Dada la existencia de sitios fragiles en estas zonas del cromosoma, no es de sorprender
que existan reportes de integraciones de copias de HPV. Lo sorprendente es que estas
copias son activas en su transcripcion, por lo que debe existir un mecanismo por el cual el
virus pueda mantener su capacidad para expresarse, aun cuando se encuentre en
presencia de un ambiente cromatinico represivo, que de forma natural no permite la

expresion de los transgenes.

Recientemente se identific6 que el genoma del virus del papiloma humano posee
secuencias de union para el factor nuclear CTCF (CCCTC-binding Factor). El CTCF es una
proteina conformada por 11 dedos de zinc y tiene la capacidad de unirse tanto al DNA como
a otras proteinas. Se han descrito diversas funciones para esta proteina, por ejemplo, la
formacion de asas de cromatina al interior del nucleo, la capacidad de bloquear la actividad
de los enhancers y especialmente la capacidad de contender en contra de la expansién de
la heterocromatina y es precisamente esta capacidad de remodelamiento de la cromatina,
la que podria estar protegiendo al virus del silenciamiento epigenético cuando se integra en

regiones de heterocromatina constitutiva.

El presente proyecto estuvo enfocado en demostrar y caracterizar si existia la union del
factor nuclear CTCF con la region larga de control (LCR) del virus del papiloma humano
HPV tipo 18 integrados en regiones de heterocromatina, mediante la construccion de
pladsmidos que contienen la secuencia de la LCR de HPV tipo 18, unidas al gen reportero
de la proteina verde fluorescente (EGFP) y con esta herramienta, se evalué la capacidad
que pudieran tener los complejos proteicos celulares unidos a la LCR de contender contra
la represion de la heterocromatina y si CTCF pudiera ser importante para este proceso. Las
clonas obtenidas de la linea celular HelLa transfectadas con el transgén “LCR-EGFP” en
regiones teloméricas demostraron un comportamiento diferencial en la actividad del
transgén EGFP. Ensayos de Imunoprecipitacion de la Cromatina acoplados a q-PCR (ChlP-
gPCR) indicaron que el factor nuclear “CTCF” no se une a estas regiones y por lo tanto no
participa en la regulacion de la expresién genética del transgén EGFP en este modelo, y
que este comportamiento pudiera ser explicado a través de la presencia de las marcas
epigenéticas H3K9me3 y H3K27me3 en estos transgenes. Las clonas con mayor actividad
EGFP fueron aquellas que no mostraron un enriquecimiento en las marcas represivas
H3K9me3 y H3K27me3 mientras que aquellas que tienen una actividad parcial o nula se
enriquecen en esta marca epigenética. Estos resultados indican que deben existir

mecanismos epigenéticos independientes de CTCF que regulan al HPV tipo 18 y que



dependen de H3K9me3 para poder silenciarse lo que deja abierta lo posibilidad de que

existan otros mecanismos moleculares que estén participando en este fenédmeno.



2. ABSTRACT

In developing countries, 80% of cancers that occur in the population are caused by
infections with pathogens and half of them by viruses. Viruses have been found to have
very efficient proliferative strategies associated with anti-apoptotic mechanisms that, when
they act, alter the host's homeostasis mechanisms and trigger changes in cells, which
leads to the development of cell transformation and cancer. Among these viral infectious
agents are human papilloma viruses (HPV), which are associated with more than 5% of
human cancers. The Papillomaviridae family consists of non-enveloped epitheliotropic
viruses, with a double-stranded circular genome of approximately 8 kb. Although more
than 450 different human papillomavirus genotypes have been identified, only a small
group of them, termed high-risk, specifically infect mucosal epithelial cells and are
responsible for most cases of cervical and anal cancer. Infection with human
papillomavirus 16 and / or 18 is the most important risk factor for the development of
cervical cancer (CaCU). CaCuU is the second most common form of cancer in women in
Mexico and in 2018, it represented 9.6% of all deaths from malignant neoplasms in our
country.

Although much progress has been made in understanding the pathogenicity mechanisms
of the papilloma virus, little is known about the epigenetic mechanisms associated with the
ability of the virus to express its genome, after being stably inserted into the genome of its
host. Papillomavirus integration sites have been shown to be randomly distributed across
the genome; however, the so-called "fragile sites" of the genome have been reported to be
the preferred sites for the integration of the genome of this virus. The telomeric regions are
made up of repeated sequences of the "TTAGGG" type, which are found at the ends of the
chromosomes and many "fragile sites" have been identified there. The chromatin of the
telomeric regions is in the heterochromatin state and, although these regions prevent gene
expression, it is known that the repeated sequences found in these regions are transcribed
to give rise to non-coding RNAs that through RNA-mediated interference mechanisms are
closely related to gene silencing and chromosomal stability and integrity, experimentally
they do not allow the transcription of exogenously inserted genes. Given the existence of
fragile sites in these areas of the chromosome, it is not surprising that there are reports of
HPV copy integrations. What is surprising is that these copies are active in their
transcription, so there must be a mechanism by which the virus can maintain its ability to
express itself, even when it is in the presence of a repressive chromatin environment,

which naturally does not allow transgene expression.



The human papillomavirus genome was recently identified as having binding sequences
for the nuclear factor CTCF (CCCTC-hinding Factor). CTCF is a protein made up of 11
zinc fingers and can bind both DNA and other proteins. Various functions have been
described for this protein, for example, the formation of chromatin loops within the nucleus,
the ability to block the activity of enhancers and especially the ability to protect against the
expansion of heterochromatin and it is precisely this chromatin remodeling capacity, which
could be protecting the virus from epigenetic silencing when it integrates into constitutive
heterochromatin regions.

The present project was focused on demonstrating and characterizing whether there was
the union of the nuclear factor CTCF with the long control region (LCR) of the human
papillomavirus HPV type 18 integrated in regions of heterochromatin, by means of the
construction of plasmids that contain the sequence of the HPV type 18 LCR, linked to the
reporter gene of the green fluorescent protein (EGFP) and with this tool, the ability of
cellular protein complexes linked to the LCR to contend against heterochromatin
repression and whether CTCF could be important for this process. The clones obtained
from the Hela cell line transfected with the "LCR-EGFP" transgene in telomeric regions
showed a differential behavior in the activity of the EGFP transgene. gPCR coupled to
Chromatin Immunoprecipitation assays (ChIP-gPCR) indicated that the nuclear factor
"CTCF" does not bind to these regions and therefore does not participate in the regulation
of gene expression of the EGFP transgene in this model, and that this behavior could be
explained through the presence of the epigenetic marks H3K9me3 and H3K27me3 in
these transgenes. The clones with the highest EGFP activity were those that did not show
an enrichment in the repressive marks H3K9me3 and H3K27me3, while those with partial
or no activity were enriched in these epigenetic marks. These results indicate that there
must be epigenetic mechanisms independent of CTCF that regulate HPV type 18 and that
depend on H3K9me3 in order to be silenced which leaves open the possibility that there

are other molecular mechanisms that are participating in this phenomenon.



3. ANTECEDENTES
3.1. Céancer Cervicouterino

El cancer cervicouterino (CaCu) es un importante problema de salud publica, se encuentra
clasificado como el tercer cancer mas frecuente en mujeres a nivel mundial (Figura 1.). Los
datos estimados para el 2018 fueron de aproximadamente 570,000 casos nuevos por afio,
siendo los paises en desarrollo como Africa, Asia, América Central y América del Sur, los

lugares donde se presenta mayor tasa de incidencia con el 85% del total de los casos. 1%

El nUmero de muertes que se siguen registrando para el CaCu es de gran relevancia, ya
que en la actualidad est4 considerado una de las principales causas de muerte relacionadas
con cancer entre la poblacién femenina, con mas de 280,000 muertes en el mundo por afio,

lo cual representa mas de 50% de los casos diagnosticados 4

Estimated number of new cases in 2018, worldwide, all cancers, females, all ages

Breast
2 088 849 (24.2%)

Other cancers
3246 828 (37.7%)

Colorectum
823 303 (9.5%)

Stomach

349 947 (4.1%)
Corpus uteri
382 069 (4.4%)

Lung
725 352 (8.4%)

Thyroid Cervix uteri
436 344 (5.1%) 569 847 (6.6%)

Total : 8 622 539

Figura 1. Incidencia de los principales tipos de cancer en el mundo en mujeres. (GLOBOCAN
2018). El cancer cérvicouterino se clasifica en el tercer lugar.

En lo que corresponde a nuestro pais (México), histéricamente el CaCu ha sido uno de los
canceres mas tratables, pero a pesar de ello, sigue siendo un importante problema de salud

publica en mujeres mayores de 25 afios, registrandose una muerte cada 2 horas®®, con lo
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cual representa la tercera causa de muerte en mujeres en las Ultimas décadas, con una
tasa de crecimiento anual de 0.76%’, siendo superado Unicamente por el cancer de mama
y de tiroides! (Figura 2.). Si bien se han hecho avances importantes en la deteccion,
diagnéstico y tratamiento de esta enfermedad, desafortunadamente esto no ha cambiado

drasticamente el prondstico.*

Estimated age-standardized incidence and mortality rates (World) in 2018, Mexico, females, all ages

Breast
Thyroid
Cervix uteri
Corpus uteri
Colorectum
Qvary

Liver
Stornach
Lung

. Incidence
Leukaemia W Mortality

0 40 8.0 12 16 20 24 28 32 36

Data source: Globocan 2018
Graph production: Glabal Cancer ASR [World) per 100 000

Observatary (hitp:/ e )

Figura 2. Incidencia y mortalidad de los principales tipos de cancer en México. (GLOBOCAN

2018). Las barras color azul indican incidencia, barras en color rojo indican la mortalidad.

3.2.  Etiologia del Cancer Cervicouterino

Durante mucho tiempo se sospechd de un agente infeccioso causante de verrugas y
papilomas en humanos. En 1842, el médico italiano Rigoni-Stern asoci6 el desarrollo del
cancer cervicouterino con la actividad sexual.® A finales de 1960 y con el auge de la
microbiologia comenzaron a aparecer los primeros reportes que hacian responsable a la
infeccion viral con el virus Herpes simple tipo 2 y haciendo a este ultimo candidato
responsable de la etiologia del cancer cervical. Finalmente, estos resultados no pudieron
ser confirmados. Fue hasta la década de los 70s que el grupo de Harald zur Hausen pudo
demostrar, mediante experimentos de hibridacién, que las verrugas genitales y los tejidos

de cancer de cérvix contenian genomas del virus del papiloma humano. %!
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3.3.  Papilomavirus Humanos (HPV) y Cancer Cervicouterino

Aproximadamente el 12% de todos los canceres humanos son ocasionados por virus,
donde mas del 80% de los casos se encuentran en paises en vias de desarrollo.! A pesar
de su prevalencia, importancia en la salud publica e idoneidad para el disefio de terapias
dirigidas, los canceres inducidos por virus aun enfrentan retos desafiantes. Esto debido a
los limitados modelos animales de la enfermedad, la diversidad de canceres inducidos por
virus, los distintos tipos de virus que los causan y a la complicada naturaleza de las
interacciones entre el hospedero y el virus, que conduce al desarrollo del cancer.” El 5% de
todos los canceres humanos en el mundo son causados por papilomavirus humanos
(HPVs). Papillomaviridae, es una familia de virus epiteliotropicos no envueltos con un
genoma circular de DNA de doble cadena de aproximadamente 8 Kb. De los 450 genotipos
de papilomavirus descritos, el grupo de alfa papilomavirus, denominado de alto riesgo,
infectan especificamente a las células de las mucosas y son los responsables de casi todos
los casos de carcinoma cervical, el causante principal de muerte por cancer en mujeres, asi
como otros canceres anogenitales, incluyendo cancer de vulva, vagina, pene, ano y una
fraccion de carcinomas orales. En cambio, los virus del papiloma humano de bajo riesgo
causan verrugas genitales benignas. HPV 16 y 18 son los virus de alto riesgo mas
abundantes, mientras que HPV 6 y 11 son los virus de bajo riesgo mas abundantes en la

poblacion.*

En presencia de micro lesiones, los HPVs infectan a las células epiteliales basales, donde
los genomas virales se mantienen persistentemente como episomas con un bajo nimero
de copias. Los procesos de amplificacion de los genomas virales, expresion de genes
tardios y la sintesis de la progenie viral estdn confinados a las capas terminales de
diferenciacion de los epitelios infectados. Debido a que las células epiteliales diferenciadas
terminales se encuentran arrestadas en el ciclo celular y por lo tanto no replican su genoma,
los HPVs han evolucionado para mantener a estas células en un estado favorable para la
replicacion del DNA. Las estrategias que los papilomavirus han desarrollado para mantener
a las células del hospedero replicando su genoma tienen el potencial para desencadenar la

aparicion del cancer.®
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3.4. Estructura y organizaciéon del genoma de los Papilomavirus

Humanos

Los virus del papiloma humano (HPVs) forman una gran familia de virus pequefios, no
envueltos, de doble cadena de DNA, y son la principal causa de verrugas y de
proliferaciones epiteliales benignas. Hasta principios de los afios 70s, se pens6 que
solamente existia un solo tipo de HPV y que este Unico HPV ocasionaba lesiones
verrugosas en un amplio rango de tejidos!?. En tan solo una década y con el auge de las
tecnologias del DNA recombinante y de la biologia molecular, fue claro que existian
multiples tipos de HPVs diferentes y que los diferentes tipos de verrugas que formaban se
debian a distintos tipos de HPV, con diferentes tropismos por superficies mucosas o
cutaneas.'® Hasta hoy en dia, se conocen al menos 450 genotipos de HPVs diferentes.
Estos virus no se clasifican en serotipos, sino con base en su secuencia de DNA. Los virus
del papiloma humano (HPVs) tienen predileccion por superficies epiteliales cutaneas o
mucosas Y se clasifican en dos grupos: los HPVs de bajo riesgo (que predominantemente
ocasionan verrugas benignas) y los de alto riesgo que pueden ocasionar lesiones
malignas!®. Todos los papilomavirus codifican en su genoma para 4 proteinas altamente
conservadas: Proteinas tempranas, E1 y E2 (factores de la replicacion), y las proteinas de
expresion tardia, L1 y L2 que son proteinas de la capside. Ademas, los papilomavirus en
su genoma pueden codificar proteinas accesorias: E4, E5, E6 y E7. Estas proteinas
modulan el ambiente celular para favorecer la replicacion viral y para evadir al sistema

inmunitario. 1°

El genoma del HPV consiste en una molécula circular de DNA de doble cadena, de
aproximadamente 8000 pares de bases (pb). Se divide en tres regiones: la region larga de
control, (LCR), que no posee marco de lectura, la regidon que corresponde a las proteinas
tempranas (E1 a E7) y la region que corresponde a las proteinas tardias (L1 y L2). (Figura
3)

13



f.f\.:i“ \

f 8000/0 \.—\
~ 7000 1000 7 \,‘
S Poli-A (tardios) @

S— 6000 VP H 2000 -S
L\ 5000 3000 S
7 Poli-A (tempranos) \ j

h 4000
S

Figura 3. Genoma del HPV. Molécula circular de DNA de doble cadena, de aproximadamente
8000 pb. (Tomado de: Saavedray Lizano, 2006).

3.5. El genoma celular, la cromatina, su estructuray su regulacion

El genoma es el conjunto completo de todas las secuencias de informacién genética de un
organismo. Este proporciona toda la informacién que el organismo requiere para funcionar.
En los organismos vivos, el genoma se almacena en largas moléculas de DNA llamadas
cromosomas?®. Pequeiias secciones de DNA, denominadas genes, codifican el RNA y las
proteinas necesarias para el funcionamiento correcto de las células y el organismo. En
eucariontes, el genoma de cada célula esta contenido dentro de una estructura llamada
nacleo. Dentro del nicleo, el genoma celular no se encuentra distribuido aleatoriamente
sino que posee una compleja arquitectura que se encuentra estructurada en dominios de
cromatina.'’ La cromatina es un complejo formado por DNA, RNA y proteinas asociadas
que permite condensar 2 metros de longitud de DNA dentro de un nucleo de tan solo unas

micras de didmetrols.

Los principales componentes proteicos de la cromatina son unas proteinas llamadas
histonas. Las histonas se encuentran altamente conservadas en organismos eucariontes,
lo que sugiere que la estructuracion en forma de cromatina evolucion6 de un ancestro
comun de todos los eucariontes y de acuerdo con esta hipétesis, se han encontrado
equivalentes de estas proteinas y estructuras simplificadas de la cromatina en organismos

unicelulares del reino Archaeabacteria.*®

14



La subunidad fundamental de la cromatina es el nucleosoma, que consiste en
aproximadamente 165 pares de bases (pb) de DNA envuelto alrededor de un octdmero de
histonas (dos de cada histona H2A, H2B, H3 y H4). Cada nucleosoma se encuentra
conectado por un segmento corto de DNA conocido como DNA conector o “linker” (de
aproximadamente 10 a 80 pb de longitud).?° Mediante imagenes obtenidas a través de
espectroscopia electrénica fue posible determinar la forma nativa de la cromatina que esta
compuesta por una cadena de nucleosomas de aproximadamente 11 nm. Posteriormente,
gracias las técnicas de microscopia de super resolucién fue posible determinar que esta
fibora de 11 nm forma agregados heterogéneos denominados “clutches” de
aproximadamente de 30 a 50 nm. Estos “clutches” pueden unirse para formar dominios de

cromatina (TADSs) y su organizacion es especifica para cada tipo celular. %

Nuestro entendimiento acerca de la organizacion cromosémica dentro del nucleo ha ido
cambiando paralelamente con el poder de resolucion de las técnicas moleculares e
imagenoldgicas. La microscopia de campo claro nos permitié conocer que los cromosomas
ocupan regiones especificas dentro del nlcleo (territorios cromosoémicos). El desarrollo de
técnicas como 3C, ChIP-seq y Hi-C confirmaron la presencia de estos territorios
cromosémicos, asi como numerosos niveles de organizacién dentro del nacleo incluyendo
a los compartimentos A y B, dominios asociados topolégicamente (TADs) asi como

estructuras del genoma formadas por interacciones dentro de los TADs.? (Figura 4.)
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Chromosome paint
fluorescence microscopy

Chromosome territories Hi-C
Several micrometers Sequential OligoSTORM
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~0.2-1 Mb
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Nucleosome clutch

Double helix ~2-10 kb
~10 nm ~20-100 nm
Clutch domain STORM

Super-resolution microscopy

Figura 4. Dentro de la célula, los cromosomas individuales ocupan regiones especificas, conocidas
como territorios cromosomicos, que miden varios micrémetros de longitud. Los enfoques genémicos y
las imagenes de super resolucion revelaron la existencia de dominios que se asocian topolégicamente
(TADs) en el rango de decenas de kilobases a megabases, o varios cientos de nanometros. Las
imagenes de super resolucion revelaron ademas nano dominios de nucleosomas (o “clutches”) de
alrededor de unas pocas kilobases en tamafio gendmico, asi como la agrupacién de estos nano
dominios en estrecha proximidad para formar dominios mas grandes con un rango de tamafio similar al
de los TAD. (Tomado de: Maria Pia Cosma & Melike Lakadamyali, 2020).

Las sefiales reguladoras que ingresan al nacleo encuentran a la cromatina y no al DNA
libre. La respuesta bioquimica que conduce a la activacion de la expresiéon génica implica,
por lo tanto, cambios en la estructura de la cromatina. La naturaleza compacta de la
cromatina es inaccesible y, por lo tanto, es deficiente para que sucedan procesos como la
transcripcion, en la que el DNA de doble cadena debe servir como plantilla para RNA

polimerasa??.
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Los componentes de la cromatina estan sujetos a una amplia gama de modificaciones que
estan correlacionadas con la actividad génica. Existen al menos tres formas en las que la
estructura de la cromatina puede ser alterada. Primero, se puede inducir la remodelacion
de la cromatina a través de complejos especificos ATP dependientes. Segundo, la
modificacién covalente de las histonas puede ocurrir dentro de los nucleosomas?® y tercero,
las variantes de histonas pueden reemplazar una o mas de las histonas que forman el
“core”?*. Algunas modificaciones afectan la estructura o estabilidad del nucleosoma
directamente, mientras que otras introducen grupos funcionales quimicos que son
reconocidos por proteinas reguladoras. La cromatina puede participar tanto en la activacion
como en la represion de la expresion de los genes y esto representa una regulaciéon que va
mas alla de la regulacion contenida Unicamente en la secuencia de nucle6tidos de dichos
genes. Estos mecanismos de regulacibn se conocen como mecanismos regulacion

epigenética®.

La regulacién epigenética comprende a todos aquellos mecanismos que influyen en la
expresion heredable de los genes sin que existan cambios en la secuencia del DNA%,
Existen al menos seis procesos asociados con este tipo de regulacion: modificaciones
postraduccionales de las histonas, metilacion del DNA, complejos remodeladores de la
cromatina dependientes de ATP, complejos Polycomb y Trithorax, RNAs no codificantes y
la organizacién tridimensional de la cromatina, asi como la dindmica nuclear. Estos

procesos regulan la expresion génica y se encuentran intimamente correlacionados.?®

Muchas de las modificaciones postraduccionales de las histonas ocurren en aquellos
aminoacidos que se encuentran en las regiones amino terminales de las histonas. Estos
incluyen residuos de lisinas, que pueden ser acetilados, metilados o acoplados a ubiquitina;
argininas, residuos que pueden estar metilados; y serinas, residuos que pueden estar
fosforilados. Todas las modificaciones pueden afectarse unas a otras, y muchas estan
positiva o negativamente correlacionadas entre si. Colectivamente, este conjunto de
marcadores ha sido denominado como el cddigo de las histonas.?” La modificaciéon de las
histonas es un proceso dinamico. La cromatina asociada con genes transcripcionalmente
activos se enriquece en histonas acetiladas y las enzimas responsables de la acetilacion o
desacetilacion de histonas se reclutan a sitios donde la expresién génica se activard o
reprimird, respectivamente. La metilacion en ciertos residuos de aminoacidos de histonas
es importante para la activacion, mientras que en otros sitios es una sefial de inactivacion

transcripcional.?? Por ejemplo, la trimetilacion de la lisina 4 de la region amino-terminal de
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la histona H3 (H3K4me3) es una marca epigenética que esta generalmente asociada con
elementos promotores de genes transcripcionalmente activos, mientras que las
trimetilaciones en las lisinas 9 y 27 de la histona H3 (H3K9me3 y H3K27me3) son
modificaciones tipicas de regiones heterocromaticas donde no se espera actividad

transcripcional.

En la cromatina se presentan dos estructuraciones principales, por un lado, la forma
llamada eucromatina, esta poco condensada y puede transcribirse. Este tipo de cromatina
esta constituida por regiones ricas en genes, pobres en secuencias repetidas, susceptibles
a la digestion por enzimas como la DNasa |, presenta abundancia de la RNA Pol Il y se

replica tempranamente durante la fase S del ciclo celular.

La segunda forma, llamada heterocromatina, esta altamente condensada y generalmente
no se transcribe. Este tipo de cromatina se caracteriza por contener regiones con una baja
densidad génica, es abundante en elementos repetidos, se encuentra altamente
compactada y presenta abundancia de la proteina de la heterocromatina 1 (HP1) asi como

una replicacion tardia durante la fase S del ciclo celular. 28

Existen dos tipos de heterocromatina: constitutiva y facultativa. Aunque ambos tipos se
pueden heredar de manera estable a través numerosas divisiones celulares, cada tipo tiene
una composicion y una funcién distintos. La heterocromatina constitutiva comprende
principalmente elementos genéticos repetitivos, como los telémeros y centromeros, que se
localizan en la periferia nuclear. Por el contrario, la heterocromatina facultativa es inducible
y puede formarse en cualquier lugar del nlcleo?®. Su formacién es necesaria para el
silenciamiento génico de los loci que regulan el apareamiento en levaduras, la inactivacion

del cromosoma X y la progresion del desarrollo en células de mamiferos?®.

Se cree que la heterocromatina constitutiva actda principalmente como un estabilizador del
genoma que previene los reordenamientos genéticos entre secuencias genéticas muy
similares, asi como un mecanismo de defensa en contra de DNA invasor y asegura una
segregacion cromosoémica eficiente. Los genes adyacentes a secuencias repetidas pueden
silenciarse mediante la propagacion de este tipo de heterocromatina: este fenémeno se
conoce como variegacion por efecto de posicién (PEV) que ha sido ampliamente estudiado
en Drosophila, levaduras y en humanos, aunque en estos Ultimos ha sido poco estudiado,
existe el efecto de posicion telomérico (TPE).*® El efecto de posiciéon telomérico (TPE)

provoca el silenciamiento reversible de un gen cerca de un telomero. La fuerza de este
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silenciamiento depende tanto de la longitud de los telémeros como de la distancia al gen a

los mismos.3!

Los telomeros son estructuras especiales de heterocromatina que se encuentran en los
extremos de los cromosomas y que son esenciales para proteger estas regiones de la
recombinacién y de la degradacion del DNA®2. En los vertebrados, los telémeros estan
compuestos por repetidos en tdndem de la secuencia TTAGGG junto con proteinas
especificas que se unen a estas secuencias. Son el sustrato de la enzima telomerasa, una
DNA polimerasa que tiene la capacidad de alargar estas secuencias.®? La mayoria de los
tejidos sométicos no poseen actividad telomerasa y se presenta acortamiento telomérico
con cada division consecutiva. Sin embargo, ciertamente se ha observado la actividad
regulada de la telomerasa en células basales de tejidos altamente regenerativos, como los
del sistema inmune, piel, mucosas e intestino®. La actividad de la telomerasa puede ser
detectada in vitro desde la fase G1, pero los telomeros se replican in vitro hasta la fase S
tardia del ciclo celular. Durante la mayor parte del ciclo celular, la telomerasa se acumula
en los cuerpos de Cajal, y en la fase S se traslada y se une a los telomeros en la célula.
Esto significa que existe una regulacién a nivel de la localizacién espacial de telomerasa

activa y el telémero (sustrato)3.

Los teldbmeros de los mamiferos, ademas de ser sustratos para la telomerasa y para

factores de unién a secuencias repetidas, también estan unidos por nucleosomas.

Estos nucleosomas contienen variantes de histonas con modificaciones caracteristicas de
la heterocromatina constitutiva. La variante de histonas H3.3 se expresa en todas las etapas
del ciclo celular y puede ser incorporada a la cromatina independientemente de la
replicacion del DNA. Ademas de ser una marca de genes activos, la histona H3.3 es
depositada por el complejo de chaperonas ATRX/DAXX en regiones heterocromaticas, que
incluye telémeros y heterocromatina pericéntrica®®. La deposicién de la histona H3.3 es
esencial para la colocaciéon de la marca epigenética H3K9me3 requerida para mantener

reprimida a la cromatina en los telémeros®®.

Los telémeros también se encuentran enriquecidos en la proteina de la heterocromatina 1
(HP1), poseen altos niveles de histona H3.3 trimetilada en la lisina 9 (H3K9me3), histona
H3.3 trimetilada en la lisina 27 (H3K27me3) y la histona H4 trimetilada en la lisina 20
(H4K20me3).%¢ (Figura 5.)
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Figura 5. Regulacion epigenética de los telémeros. Los telémeros estan unidos por
nucleosomas que contienen histonas que llevan a cabo modificaciones que son
caracteristicas de la heterocromatina constitutiva. El supresor de variegacion (SUV39H) es
una metiltransferasa de histonas que juega un papel importante en la trimetilacion de la
histona H3 en el residuo de lisina 9 (H3K9me3). Esta marca a su vez recluta eficazmente a las
isoformas de la proteina 1 de la heterocromatina (HP1) (HP1a, HP1 y HP1y) a estas regiones.
HP1 recluta al supresor de variegacion (SUV4-20H), que a su vez trimetila a la histona H4 en
el residuo de lisina 20 (H4K20me3). (Modificado de: Blasco., 2005.)

3.6. Integracién del genoma del Virus del Papiloma humano al genoma

celular

La infeccion persistente por un subconjunto de virus de papiloma humano (HPV)
denominado de "alto riesgo" puede promover el desarrollo del cancer. En estos canceres,
el genoma viral extra cromosémico se encuentra integrado en el genoma del huésped.®
Mientras que la oncogenicidad de los HPVs es consecuencia de las estrategias replicativas
de estos virus, los canceres asociados a HPVs generalmente representan a infecciones no
productivas donde algunas proteinas virales se expresan, pero no se produce ninguna
progenie viral infecciosa. Todos los carcinomas positivos para HPVs de alto riesgo
contienen secuencias integradas de HPV en el genoma celular®’. Los papilomavirus tienen
un ciclo de vida que aprovecha el proceso natural de renovacion del tejido en epitelios
estratificados. Los virus del papiloma explotan este proceso; acceden e infectan las células
basales a través de micro abrasiones y establecen una infeccion a largo plazo en estas
células en division. Los HPVs se encuentran integrados en lesiones premalignas y en una

gran variedad de canceres anogenitales y orofaringeos®=°, pero esto no forma parte del
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ciclo de vida viral. A diferencia de la integracién sitio especifica de los retrovirus, que es
catalizada por una integrasa viral y es un paso obligatorio en su proceso de replicacién, la
integracién del DNA del HPV en los cromosomas del huésped es un punto muerto del ciclo
de vida viral y es considerado un evento aleatorio inespecifico, aunque se han propuesto
como blancos de integracion a los sitios fragiles del DNA del huésped, regiones intergénicas
y sitios activos transcripcionales®. Al ser integrado, se pierde parte del genoma viral y éste
a su vez pierde la capacidad de producir genomas virales circulares, formar viriones y
transmitirse a un nuevo huésped?®’. La integracion parcial del HPV resulta en una expresion
desregulada de los oncogenes virales E6 y E7, lo que promueve la proliferacién celular,
anula los puntos de control del ciclo celular y promueve la inestabilidad genémica®’. Esto le

confiere a las células una ventaja de crecimiento y promueve la progresion oncogénica®’.

Casi todos los eventos de integracion del HPV que se han estudiado con detalle hasta la
fecha estan relacionados con la oncogénesis provocada por este virus. Los eventos de
integracién del HPV se pueden detectar en lesiones premalignas, pero el porcentaje de
células que contienen HPV integrado aumenta a medida que las células progresan hacia el
cancer*, La integracion parcial del genoma del HPV generalmente da como resultado una
desregulacion de la expresion de los oncogenes virales E6 y E7, que promueve la
proliferacién celular, anula los puntos de control del ciclo celular y provoca inestabilidad
gendmica. Esto le da a las células una ventaja de crecimiento y promueve la progresion

oncogénica®?.

A pesar de que se han realizado numerosos esfuerzos por encontrar sitios especificos de
integracion del HPV, solamente se han logrado identificar algunos loci recurrentes. Lo que
si es claro, es que estos "hotspots" genémicos estan altamente correlacionados con sitios
fragiles*® y regiones transcripcionalmente activas del genoma*. El 50% de los canceres
cervicales positivos para el HPV16 y el 65% de los positivos para el HPV18 contienen al
genoma de HPV integrado en alguno de estos sitios fragiles.*® Los sitios fragiles son loci
cromosémicos especificos altamente inestables que, bajo condiciones especificas de
cultivo o exposicion a ciertos agentes quimicos, tienden a formar rupturas cromosomicas y
otras anomalias cromosémicas en respuesta a estrés en el proceso de replicacion del
DNA?,

Los sitios fragiles comunes son regiones cromosomicas particularmente sensibles a la
formacion de rupturas en los cromosomas metafasicos después de la inhibicién parcial de

la sintesis de DNA?. Existen aproximadamente 90 sitios fragiles comunes (CFS) descritos
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en todo el genoma humano*®. Estas lesiones se observaron por primera vez en células
cultivadas en condiciones de estrés inducido por la ausencia de folato para inducir la
expresion citogenética del sitio X fragil (FRAXA) en individuos con retraso mental ligado al
cromosoma X fragil*’. Mas tarde se descubri6 que estos sitios fragiles también eran
inducidos especificamente por la afidicolina, un inhibidor de las DNA polimerasas a, d y &%’
y fueron posteriormente caracterizados a través de técnicas citogenéticas en cromosomas

en metafase”®.

Los sitios fragiles comunes normalmente son estables en cultivos de células humanas?’.
Sin embargo, cuando las células se cultivan en condiciones de estrés de folato o con dosis
bajas de afidicolina que solo inhiben parcialmente la sintesis de DNA, estos sitios fragiles
se vuelven evidentes y forman rupturas cromosémicas®*’. Otros inhibidores de la replicacion,
como la hidroxiurea, son menos especificos para inducir lesiones principalmente en sitios

fragiles, probablemente debido a diferencias en los mecanismos de inhibicion*’.

En el cancer, mas del 50% de las integraciones de HPV ocurren dentro de algun sitio fragil®.
Se ha demostrado que el genoma del HPV, la proteina viral E2 y la proteina celular BRD4
interactian, forman un complejo y se asocian preferentemente en regiones fragiles del
genoma humano®. Las rupturas del DNA que ocurren en los sitios fragiles activan la
respuesta celular de dafio al DNA (DDR)®2. El genoma de HPV recluta a los factores (DDR)
celulares y estos a su vez cargan a la DNA polimerasa celular en el genoma de HPV y se
sintetizan los genomas de la progenie viral®?. Esta asociacion le permite al virus amplificar
su genoma y favorece la formacién de focos de replicaciéon viral en estos sitios?. Sin
embargo, esto también puede resultar en una mayor integracion accidental del DNA viral,
que en el caso de los HPVs de alto riesgo promueve la carcinogénesis®. Esto podria
explicar el porqué de la integraciéon preferencial en estas regiones*. De forma muy
interesante para los objetivos de este trabajo, en el 2009, el grupo de De Lange y
colaboradores, descubri6 que los teldmeros de los cromosomas poseian muchas
similitudes con estos llamados sitios fragiles. Los telomeros son series muy largas de
repetidos de tipo TTAGGG que se repiten muchas veces en los extremos de los
cromosomas de los mamiferos. Estos repetidos se mantienen mediante la replicacion
semiconservativa del DNA gracias a la telomerasa. De Lange y colaboradores revelaron
que las repeticiones teloméricas representan un desafio para la maquinaria de replicacion
del DNA, dando lugar a rupturas cromosémicas que se asemejan a las de los sitios fragiles

comunes inducidos por Afidicolina.>®
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Con respecto a la integracién de DNA exdgeno en sitios fragiles comunes, es importante
mencionar que los telomeros frecuentemente se encuentran enriquecidos en elementos
genéticos moéviles. Por ejemplo, recientemente se demostro que el virus del herpes humano
(HHV-6) se integra preferentemente en los teldmeros de los cromosomas y que elementos
LINE-1 pueden transponerse hacia los teldmeros en algunas lineas celulares derivadas de
hamster®*. Lo mismo parece ser cierto para el HPV debido a que existen mltiples reportes
gue demuestran la existencia de genomas integrados de HPV tipo 18 en multiples sitios
fragiles. Basados en la ubicacién gendémica de estos sitios, existe la probabilidad de que

existan copias de HPV integradas en los telémeros de los cromosomas humanos.>>>’

El estrés en la replicacion celular de las regiones teloméricas podria tener un valor
adaptativo ya que proporcionaria un lugar aparentemente seguro para la integracion y
posterior inactivacion de elementos moviles y DNA exdgeno que de otro modo podrian
invadir partes mas valiosas del genoma®®. Este efecto de posicion quedé demostrado
mediante la integracion dirigida de transgenes hacia estas regiones. En 2007, Rincdn-Arano
y cols. demostraron que al dirigir la integracion de transgenes hacia los telémeros de los
cromosomas estos eran permanentemente inactivados. Unicamente aquellos transgenes
con secuencias de tipo “insulator”, es decir, secuencias que separan o aislan dominios
funcional y estructuralmente distintos y que son capaces de reclutar a remodeladores
epigenéticos, eran capaces de contender en contra de la heterocromatina asociada a este

tipo de regiones y permanecer activas.®®

La integracion viral del HPV al genoma de la célula resulta siempre en la pérdida de genes
virales de tal forma que al integrarse casi siempre se interrumpen los genes E1 y L1/L2
perdiéndose asi los genes virales E1, E2, E4, E5 pero conservando la regién larga de
control (LCR), regién que contiene al promotor viral, asi como la region que codifica para
las oncoproteinas virales E6 y E7°°. Actualmente no se sabe de alguna endonucleasa
celular que corte el genoma de HPV en estos sitios preferentes y se piensa que estos
eventos de integracién del virus estan conducidos por eventos de reparacion del DNA
mediados por micro homologia®®. De manera importante, mencionar que E2 es un represor
transcripcional que regula negativamente la expresion de los oncogenes E6 y E7,
ocasionando asi una expresion desregulada de estos oncogenes y promoviendo la
oncogénesis.*. Esto es de especial importancia dado que la LCR es una regién no

codificante del genoma del HPV que regula la transcripcion de los genes virales y a la que
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pueden unirse una gran variedad de factores de transcripcion celulares que finalmente

deciden el destino de la célula hospedera infectada.

3.7. Elementos de regulacion transcripcionales del Virus del Papiloma

Humano.

Los elementos de regulaciéon del HPV modulan la transcripcién de todos los genes de los
papilomavirus. Estos elementos son de enorme importancia para la biologia del virus,
puesto que estos determinan el rango de tipos celulares que pueden infectar, acoplan la
expresion de los genes tempranos (E, del inglés: early) y tardios (L, del inglés: late) al
estado de diferenciacion de los epitelios, modulan la respuesta viral a hormonas y factores

de crecimiento e integran y acoplan la expresiéon y replicacién viral.

La LCR (o region larga de control) de los papilomavirus es una region genémica que no
contiene ningln marco de lectura abierto y abarca aproximadamente el 10% del genoma
de todos los papilomavirus. Esta regién se encuentra localizada generalmente entre los

genes virales E6 y L1.%°

La LCR se divide en 3 regiones: la regién 37, la region central y la regiéon 5° (Figura 6.). La
region 3’ de la LCR contiene al promotor del gen temprano “E6”, asi como una caja TATA
rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion de este gen. En el caso de HPV16, su LCR
también posee secuencias de unién para la proteina SP1, rio arriba de la caja TATA.® La
region 3" contiene al origen de la replicacion del genoma viral asi como mdltiples sitios de
union para las proteinas tempranas E1 y E2 que regulan y estimulan la replicacién viral de
forma sinérgica.®® La regiéon central de la LCR de HPV 16 y HPV 18 contiene una regién
tipo enhancer que fue descubierta al ser clonada en vectores con genes reporteros bajo el
control de promotores homologos y heterélogos. La actividad de esta region tipo enhancer
es del tipo célula especifica y es muy intensa en células epiteliales pero débil en otros tipos
celulares, como por ejemplo, fibroblastos.®3% En efecto, los HPVs son estrictamente
epiteliotropicos y esta selectividad esta en gran parte definida por la region tipo enhancer
de la LCR de HPV®, Esta region posee sitios de unién a factores transcripcionales tanto
ubicuos (por ejemplo, Oct-1, NF1, AP-1) como especificos de queratinocitos (KRF-1)%. Esta
especificidad esta dada por las concentraciones especificas de los factores
transcripcionales ubicuos en células epiteliales pero al mismo tiempo también debe existir

la union de factores transcripcionales especificos de células epiteliales (como por ejemplo,
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KRF1) para que el enhancer pueda potenciar la actividad transcripcional del genoma de
HPV®, Estos factores celulares especificos podrian representar nuevos blancos
terapéuticos y ser un mecanismo interesante a desactivar para evitar el desarrollo del

cancer®’.

Contigua a la region tipo enhancer, la LCR posee una region con una actividad
transcripcional mucho menor, de tipo silencer. Esta region se encuentra entre la region tipo
enhancer y el promotor de la proteina E6. Como ya se mencioné anteriormente, muchos
factores celulares y virales, interaccionan con esta region: por ejemplo, las proteinas virales
Ely E2, modulan la actividad transcripcional y la replicacién del virus; componentes de la
maquinaria basal de transcripcion como SP1 y TBP; receptores de glucocorticoides que
modulan positivamente la transcripcion, asi como otros factores que parecen intervenir en
la especificidad por el tejido como KRF, Skn — 1a/i, TEF y AP1%, es decir, que todos los
virus pueden utilizar factores transcripcionales propios, pero también celulares para
completar con éxito su ciclo de vida. El control transcripcional de los virus de DNA por
factores transcripcionales celulares es muy importante en la regulacién espacial y temporal
de la expresiéon génica de los virus. Muchos de estos factores son reclutados para mejorar
la expresion génica de los virus y, por lo tanto, aumentan la produccion de la progenie viral,
pero los factores de la célula huésped también pueden restringir la expresion génica del

virus y la productividad de la infeccion®®.
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Figura 6. La LCR contiene numerosos elementos cis que controlan la expresidon génicay la

replicacion del virus del papiloma humano (Tomado de: Burley y Parish, 2020).
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3.8. Elementos genéticos que regulan la transcripciéon del genoma

celular

La transcripcion es un proceso complejo que depende de la accion coordinada de factores
de unién especificos, la maquinaria basal de la transcripcion, factores remodeladores de la
cromatina y enzimas responsables de modificaciones covalentes de las histonas, entre

otras.”

En eucariontes, existen miles de genes codificantes y para cada uno se requiere un fino
programa de control transcripcional. Mucho de este control especifico depende o se ve
afectado por proteinas que son capaces de unirse a secuencias especificas del DNA y que
se unen aregiones reguladoras proximales y distales. A estas proteinas se les conoce como

factores transcripcionales.™

Los elementos genéticos que regulan la transcripcion en eucariontes a nivel de su
secuencia son: promotores, enhancers, silencers e insulators. Estos elementos se clasifican
de acuerdo con la localizacion de su secuencia con respecto al sitio de inicio de la

transcripcion en elementos proximales o distales.”

Los promotores son aquellos loci que estan sobrelapados con los sitios de inicio de la
transcripciéon (TSS) de los genes y es en donde toda la regulacién ejercida sobre un gen es
integrada para obtener una tasa transcripcional. La funcién inmediata de un promotor es la
de unir y posicionar correctamente al complejo de inicio de la transcripcion, cuya actividad
catalitica depende principalmente de la actividad de la RNA polimerasa dependiente de
DNA.”2 La arquitectura de los promotores comprende a los elementos proximales asi como
a los elementos del “core” del promotor. (Figura 7.) Estos elementos comprenden a los
sitios de unién para factores transcripcionales, el sitio de unién a TBP, elementos tipo BRE,

DRE, elementos iniciadores, entre otros.”
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Figura 7. Elementos de regulacion genéticos que regulan la transcripcion de los genes.
(Tomada de: Sandelin et al., 2012).

Los elementos tipo enhancer son aquellos elementos genéticos tejido y tiempo especificos
gue quedan definidos de acuerdo con su capacidad de activar la transcripcion
independientemente de su localizacion, posicién u orientacién con respecto a un promotor
dentro de una construccion plasmidica. Esta flexibilidad es caracteristica de los elementos
tipo enhancer y sigue siendo parte de su definicion funcional. Se encuentran
frecuentemente dentro de los intrones de los genes que regulan o dentro de los intrones de
los genes vecinos y, a menudo, a grandes distancias del promotor en regiones

intergénicas.”™

Los elementos tipo silencer son funcionalmente opuestos a los elementos tipo enhancer.
Estos elementos previenen la expresion génica durante la diferenciacion y la progresion a

través del ciclo celular.”™

Los elementos de tipo barrera o “insulators” son elementos muy interesantes que se
encargan de aislar dominios funcionalmente autbnomos que necesitan estar protegidos de
la influencia de dominios vecinos y que son capaces detener la propagacion de la

heterocromatina. Estas propiedades particulares son de especial interés para este trabajo.

Este tipo de elementos se pueden clasificar de acuerdo con la funcién que tienen como

bloqueadores de enhancer (cuando el insulator se encuentra entre un promotor y un
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potenciador) y barreras (cuando se ubican entre un promotor y un silenciador). La mutacion
o eliminacion de insulators altera el patron de la expresidn génica y conduce a defectos de

desarrollo.”™

La proteina mas abundante asociada con la actividad de insulator es el factor nuclear CTCF.
El ejemplo mejor estudiado es el del locus Igf2-H19 donde CTCF previene la activacion del
alelo materno Igf2 a través del bloqueo de la actividad un enhancer distal. Cuando CTCF
se pierde, el gen se reactiva’®. Este es un ejemplo clasico, sin embargo, ahora se conocen
muchas otras funciones de este factor’’. Por ejemplo, se sabe que CTCF regula los eventos
de splicing de RNA mensajero, al promover la pausa de la RNA Pol 11", Ademas de su unién
al DNA, también se ha demostrado que CTCF interactla directamente con el RNA”’. Un
estudio basado en ensayos de CLIP-seq identificaron aproximadamente 15000 RNAs que

interactian con CTCF en mESCs”".

3.9. El factor nuclear CTCF

El factor de unién a CCCTC (CTCF) es una proteina de union al DNA expresada de manera
ubicua y que esta altamente conservada en metazoarios’®. Inicialmente descrito como un
represor transcripcional del gen Myc’, este factor contiene 11 dedos de zinc, 4 de los cuales
(dedos de zinc 4-7) se unen fuertemente a su secuencia consenso de aproximadamente
12 pares de bases y que es comUin en la mayoria de los sitios de unién a CTCF®. Los dedos
de zinc restantes pueden unirse diferencialmente a otras secuencias, lo que permite un alto
grado de flexibilidad y extension del sitio de unién canénico®. El nimero exacto de sitios
de unién a CTCF dentro del genoma humano no esta claro, pero los estudios sugieren que
existen hasta 26,000 sitios de unién en células humanas®. Estudios mas recientes han
destacado el potencial para muchos mas sitios de unién a CTCF dentro del genoma humano
(de aproximadamente 300,000 sitios) cuya ocupacion depende del tipo celular y del estado
de diferenciacion. La union de CTCF esta enriquecida dentro de regiones intergénicas o en
regiones intrénicas de los genes. Aproximadamente el 12% de la union de CTCF se
encuentra dentro de elementos proximales®® y su asociacion con regiones especificas del
genoma esté relacionada con la formacion de asas de cromatina, la organizacion de los
nucleosomas y el control de la RNA polimerasa Il (RNA Pol Il) para coordinar eventos de

splicing de genes®.
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Los cromosomas de los mamiferos estan organizados en dominios topolégicos (TAD) del
orden de megabases®. Tal organizacién espacial es una propiedad general del genoma,
es estable en diferentes tipos de células y esta altamente conservado entre ratones y
humanos®. Se han identificado multiples factores que estan asociados con las regiones
gue limitan a los dominios topolégicos, entre ellos destaca el factor nuclear CTCF, la
proteina arquitecténica mejor caracterizada y la principal proteina de tipo insulator en
mamiferos®®, El abatimiento de CTCF provoca una pérdida dramatica del aislamiento de
los TADs ademas de promover amplios contactos ectépicos®’. Una propiedad muy
interesante de los dominios topoldgicos es que el par de motivos CTCF presentes en las
fronteras de estos dominios se produce en una orientacion convergente en mas del 90% de
los casos®. La importancia de la orientacion de estos motivos entre loci separados es
sorprendente y debe influir en el mecanismo por el cual CTCF y la cohesina forman asas,
lo que parece implicar la dimerizacion de CTCF®. Experimentos en los que se altera la
presencia u orientacion de los sitios de unién a CTCF posibilitan la ingenieria de asas,

dominios y otras estructuras de la cromatina®.

El modelo de extrusién sugiere que las proteinas encargadas del mantenimiento estructural
de los cromosomas (SMC), como la cohesina o0 condensina, pueden extruir
progresivamente a la cromatina hasta ser bloqueadas por CTCF unido a un sitio orientado
adecuadamente®. Este modelo sugiere que los anillos de cohesina y condensina pueden
atrapar topol6gicamente el DNA y moverse a lo largo él hasta encontrar un obstaculo que
bloguea este movimiento®. Experimentos in vitro han demostrado que la cohesina puede
difundir a lo largo de DNA anclado y que este proceso eso puede ser bloqueado por CTCF®,
Simulaciones de este modelo han sugerido que la cohesina comienza al azar en el genoma
y que el proceso de extrusiéon es continuo hasta ser bloqueado por desde adentro del loop
y se ha demostrado que la cohesina esta enriquecida en el extremo 3' de los motivos de
CTCF®2. Ademas, la eliminacién de cohesinas da como resultado la pérdida de todas las
asas y dominios®. Esto sugiere un mecanismo de formacién de asas de cromatina, de modo
gue el tamafio de los dominios corresponde a la cantidad de tiempo que la cohesina es

capaz de extruir cromatina antes de encontrar un obstaculo que detiene la extrusion®.
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3.9.1 CTCFY Virus de DNA

Varios virus de DNA, incluido el virus del herpes asociado al sarcoma de Kaposi (KSHV), el
virus de Epstein-Barr (VEB) y el virus del papiloma humano (HPV) son capaces de utilizar
al factor nuclear CTCF para controlar su expresién génica. Muchos estudios han descrito
un papel importante para CTCF en la persistencia de diversos virus oncogénicos. CTCF
puede aumentar o reprimir la expresion génica de los virus y en algunos casos, CTCF puede
también aumentar la complejidad de los transcritos virales obtenidos por eventos de
procesamiento alternativo.®* La infeccion por HPV se establece en las células basales
indiferenciadas, en las que se inicia un programa estrictamente controlado por la expresion
génica viral. En el contexto episomal del genoma del HPV18, Joanna Parish y sus colegas
demostraron que la expresion de genes virales tempranos (E6 y E7) es atenuada en estas
células indiferenciadas debido a la formacién de un asa de cromatina dependiente de las
proteinas CTCF y YY1% y no entre dos sitios convergentes de CTCF®. A medida que las
células comienzan su programa de diferenciacién, se requiere de la expresion de las
oncoproteinas E6 y E7 para mantener a las células en un estado proliferativo®. Esto esta
coordinado por una reduccién en la expresion de la proteina YY1 en tejidos con un mayor
grado de diferenciacion, que libera el asa de cromatina represiva y, debido a que esta
proteina tiene la capacidad de reclutar a la maquinaria del complejo represivo Polycomb
(PRC), ocasiona una pérdida de la marca epigenética represiva H3K27me3%. También
reduce la abundancia del factor nuclear CTCF en el ORF del gen viral E2 necesario para la
formacion del asa®. El aumento en la accesibilidad y la reduccién de H3K27me3 en el
enhancer viral resultan en la activaciéon del promotor temprano de E6, un aumento en el
reclutamiento de la RNA Pol Il y en la deposicion de la marca epigenética activadora
H3K4me3, lo que resulta en un aumento de la expresion de los oncogenes E6 y E7 %4,
(Figura 8.)

La mutacion del Unico sitio de union E2-CTCF en HPV18 no tiene un efecto en la replicacion
o en el mantenimiento de los episomas de HPV18, pero resulta en la produccién temprana
de transcritos virales y en un aumento en la expresion de las oncoproteinas E6 y E7, asi
como hiperproliferacion celular®®. De manera interesante, los datos de ChIP-seq disponibles
en ENCODE para las células HelLa indica que si bien el sitio de union a CTCF dentro del
ORF E2 se mantiene en el DNA integrado de HPV18, el factor nuclear CTCF no se detecta
en este sitio®®. Esto puede indicar que la represion de la transcripcion viral a través de la

organizacion de la cromatina CTCF-YY1 se anula en las células cancerosas®. Debido a
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gue los sitios de unién a CTCF se encuentran frecuentemente mutados en céncer, la
pérdida de unién de CTCF en el DNA viral integrado en los tumores puede representar un

evento de progresion en el desarrollo del cancer®’.

Differentiated

H3K4Me3

Undifferentiated

~
H3K27Me3 o
&

Figura 8. Modelo del control epigenético de la transcripcién de los oncogenes de HPV

dependiente de diferenciacion. (Tomada de: Parish et al., 2018).

Finalmente es importante mencionar gue poco o hada se sabe acerca de las funciones que
pudieran tener los sitios de union a CTCF dentro de la LCR una vez que el genoma del HPV
ha sido integrado al genoma de la célula. Episomalmente, al perder el ORF del gen viral
E2, CTCF no puede unirse a la LCR del virus. Este trabajo busca entender si una vez
integrado existe o0 se recupera esta interaccién y de ser asi, si ésta pudiera proteger al
genoma viral en contra del silenciamiento inducido por la maquinaria celular dependiendo

de la posicién genémica donde ha sido integrado el virus.
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4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Aunqgue se ha reportado que los HPVs pueden integrarse en regiones teloméricas, poco se
sabe acerca de los mecanismos epigenéticos responsables del mantenimiento de la
actividad promotora de la LCR de los HPVs después de su integracion en estas regiones.
Estudiar los mecanismos epigenéticos de proteccion de transgenes virales y su relacion
con el mantenimiento de su actividad transcripcional contribuira al entendimiento molecular
de los mecanismos protectores de los virus en contra del silenciamiento epigenético
inducido por la maquinaria celular. Esto conllevaria repercusiones clinicas importantes
debido a que la integracién del HPV en el genoma de la célula es un paso clave en el
desarrollo del cancer que resulta en la sobre expresion de los oncogenes virales E6 y E7 lo
que brindaria la posibilidad de proponer nuevas estrategias terapéuticas contra la

carcinogénesis inducida por la infeccion con HPV.
5. PREGUNTA DE INVESTIGACION

Investigar si la LCR del HPV 18 conserva su actividad transcripcional después de ser
integrada en una region de heterocromatina constitutiva. Y de ser asi, caracterizar la

participacién de CTCF en el mantenimiento de su actividad en estas regiones.
6. HIPOTESIS

Existen mecanismos mediados por factores epigenéticos independientes de CTCF que
participan para prevenir el silenciamiento de la region larga de control (LCR) del virus del
papiloma humano (HPV) tipo 18 después de ser integrada en regiones de heterocromatina

telomérica en células Hela.
7. OBJETIVO GENERAL

Caracterizar si existen mecanismos epigenéticos mediados por CTCF implicados en la
regulacion transcripcional de la LCR de HPV tipo 18, cuando se integra en una region de

heterocromatina telomérica.
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7.1. OBJETIVOS PARTICULARES

Evaluar in silico los posibles sitios de unién de CTCF en la regién de la LCR del HPV18.
Comprobar que CTCF se une in vitro a la LCR de HPV tipo 18 en lineas celulares
derivadas de céancer cervicouterino.

Generar las construcciones plasmidicas que permitan insertar a la LCR del HPV 18y al
gen reportero EGFP en regiones de heterocromatina telomérica en la linea celular HeLa
derivada de un adenocarcinoma positivo a HPV tipo 18.

Obtener y caracterizar clonas transfectadas establemente con estas construcciones en

células Hela.
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8. RESULTADOS

8.1. Evaluacion in silico de laregion larga de control (LCR) del HPV tipo
18 parala presencia de probables sitios de unién del factor nuclear
CTCF

Como primer paso, se realiz6 un estudio in silico empleando el programa (CTCFBSDB 2.0)
que es una herramienta disefiada para facilitar los estudios sobre elementos tipo silencer y
sus funciones gendmicas. Este programa contiene una coleccién de aproximadamente 15
millones de sitios de unién a CTCF (CTCFBS) determinados experimentalmente®. Para
este propésito se analizaron las secuencias de la regién 57, la regién central, asi como la
region 3'de la LCR de HPV tipo 18 respectivamente. De acuerdo con las predicciones
sugeridas por este programa, la region larga de control del HPV tipo 18 contiene 2 sitios de
unién para CTCF con los scores mas altos dentro de la regiéon 5 de la LCR, asi como en la
region promotora proximal respectivamente (Figura 9). Estos sitios son similares en
secuencia a aquellos reportados por (Schmidt et al., 2012) y que constituyen a dos de los
sitios de unién a CTCF mas conservados en mamiferos.®® (Figura 9. Esta figura fue
realizada con los datos del andlisis in silico indicando las regiones de la LCR de
HPV18.)

Regidn Larga de Control del HPV tipo 18
(7136...7857) (1...104) -
TATGTGTGTGTGTATATATATATACATCTATTGTTGTGTTTGTATGTCCTGT
GTTTGTGTTTGTTGTATGAT TGCATTGTATGGTATGTATGGTTGTTGTTG
TATGTTGTATGTTACTATATTTGTTGGTATGTGGCATTAAATAAAATATGT
TTTGTGGTTCTGTGTGTTATGTGGTIGCGCCCTAGTGAGTAACAACTGT =  Regidn 57 (7136...7508)

Amemyamﬁeaecmmmmmmm
ATTTCAAGTTATAAAACTGCACACCTTACAGCATCCATTTTATCCTACAAT

CCTCCATTTTGCTGTGCAACCGATTTCGGTTGCCTTTGGCTTATGTCTGT _|
GGTTTTCTG \T/ ATTGCAAACTTTAATCTT
TTGGGCACTGCTCCTACATATTTTGAACAATTGGCGCGCCTCTTTGGCG

CATATAAGGCGCACCTGGTATTAGTCATTTTCCTGTCCAGGTGCGCTAC =  Regidn Central (7509...7739)
AACAATTGCTTGCATAACTATATCCACTCCCTAAGTAATAAAACTGCTTT
TAGGCACATATTTTAGTTTGTTTTTACTTAAGCTAATTGCATACTTGGCTT _|
GTACAACTACTTTCATGTCCAACATTCTGTCTACCCTTAACATGAACTATA
ATATGACTAAGCTGTGCATACATAGTTTATGCAACCGAAATAGGTTGGG
CAGCACATACTATACTTTTCATTAATACTTTTAACAATTGTAGTATATAAA =  Regidn 3° (7740...105)
AAAGGGAGTAACCGAAAACGGTCGGGACCGAAAACGGTGTATATAAA
AGATGTGAGAAACACACCACAATACT

(Schmidt et al., 2012) (Schmidt et al., 2012)
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Figura 9. Representacion graficade laregién larga de control (LCR) del HPV tipo 18 mostrando
los posibles sitios de union para el factor nuclear CTCF dentro de laregion 5" y laregion 3'de

la LCR. En rojo se muestran los sitios identificados por el programa CTCFBSDB 2.0 que
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guardan similitud con los reportados por Schmidt et al., 2012. Las flechas indican los

oligonucle6tidos empleados para la evaluacion de la LCR enddgena por gPCR.

8.2. Evaluacion de la presencia del factor nuclear CTCF en la LCR

enddgena de la linea celular HelLa.

Para determinar la presencia del factor nuclear CTCF en la regién larga de control (LCR)
enddgena del HPV tipo 18 se realizaron ensayos de ChIP-gPCR en la linea celular HelLa,
que es una linea celular derivada de adenocarcinoma de cérvix positiva a la infeccion por
HPV tipo 18 y mantiene la expresion de los oncogenes E6 y E7 100101 Estos ensayos
revelaron que en la linea celular HeLa, CTCF se encuentra presente en al menos una LCR
de todas las copias integradas del virus HPV tipo 18. Se observé un enriquecimiento de dos
veces por encima del control negativo para el anticuerpo anti-CTCF, el exon 27 del gen Rb,

y por encima del anticuerpo irrelevante IgG.

Para este ensayo se empled un par de oligonucleétidos situados entre los dos sitios de
unién probables para la unién de CTCF en las regiones 5y 3'de la LCR de HPV tipo 18. En
las (Figuras 9 y 10) se observé un valor de enriquecimiento del factor nuclear CTCF dos
veces mayor en la LCR enddgena de HPV tipo 18 de la linea celular HeLa que en el exén
27 del gen Rb (control negativo de la técnica de ChIP) y que en el anticuerpo irrelevante
lgG, mientras que el control positivo (gen WRAP 53) obtuvo un valor de mas de 500 veces
por encima del control negativo y del anticuerpo irrelevante 1gG. Realmente el valor
obtenido en la LCR no es suficiente para decir que CTCF se esta uniendo en esta region ni
tampoco quiere decir que se esté uniendo en todas las 50 copias de la LCR en esta linea
celular. Ademas, no se sabe cuantas de estas LCR se encuentran en regiones teloméricas
ni si la unién de CTCF ocurre en estas LCR particulares. A pesar de que la diferencia entre
la LCR y el control negativo (Ex6n 27 Rb) es significativa, las limitaciones de la técnica y de
los oligonucleétidos disefiados no permiten diferenciar las integraciones de las LCR y
realmente son un promedio de las mas de 50 copias de esta secuencia integradas en todo
el genoma de esta linea celular por lo que fue necesario disefiar un modelo que permitiera
integrar esta secuencia en regiones teloméricas para poder medir su actividad sin la
contribucion de las LCR enddgenas sin perder los factores transcripcionales necesarios que

permitan su correcta actividad.
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Analisis de la ocupacion de CTCF en la LCR de HPV18 en la linea celular HeLa

%k % %k %k

600 =

500 =

400
10

Veces de enriquecimiento

;| m— —

| |
I9G CTCF (LCR HPV18) Exon27Rb(C-)  WRAP53 (C+)

Figura 10. CTCF se une débilmente en las mas de 50 copias LCR enddgena del HPV 18 in vitro
en células HeLa. Ensayo de ChIP-gPCR para determinar la presencia de CTCF evaluando la
LCR HPV tipo 18 endégena de la linea celular HelLa. Se presenta el enriquecimiento contra
IgG. Las diferencias estadisticas significativas se calcularon utilizando una prueba t. Se
muestra la media con su respectiva desviacion estandar de las mediciones de qPCR por
triplicado técnico. Valor de P: 0.1234 (ns), 0.033 (*), 0.0021 (**), 0.0002 (***), <0.0001 (****). El
anticuerpo inespecifico IgG se empleé como control negativo de latécnica de ChlP. El andlisis
de PCR cuantitativa (qPCR) se realiz6 con DNA obtenido de la técnica de ChIP que evalla la
region comprendida entre los dos sitios probables de unién a CTCF de la LCR de HPV 18
(CTCF LCR HPV18) y dos regiones control para el enriquecimiento de CTCF. Como control
negativo se empled al exén 27 del gen Rb (C-) y como control positivo al gen WRAP 53 (C+).
(Guerra-Calderas, 2018).

De esta manera, se observo el enriquecimiento promedio de CTCF en las copias
endodgenas de la LCR en la linea celular HeLa. Esto hizo necesario el disefio de un modelo
celular que permitiera el estudio de copias de la LCR integradas Unicamente en regiones

teloméricas.
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8.3. Construcciones plasmidicas que permiten insertar al gen reportero
EGFP bajo el control de la LCR de HPV tipo 18 en la linea celular
HelLa.

Con la finalidad de crear un sistema que permitiera la evaluacion de la LCR de HPV tipo 18
integrada en regiones teloméricas en la linea celular HelLa sin la influencia de las méas de
50 copias de HPV que posee esta linea celular, se construyeron plasmidos que contuvieran
ala LCR de HPV tipo 18 dirigiendo la expresion del gen reportero EGFP. Este gen reportero
se vuelve muy util para ser estudiado por ensayos de citometria de flujo a través del tiempo.
Para este fin, se procedié a clonar la LCR de HPV tipo 18 mediante PCR empleando como
templado al plasmido PGL2-LCR18 (que es un plasmido que contiene a la LCR de HPV tipo
18 acoplado al gen reportero de la Luciferasa)*®? y un par de oligonucleétidos sintéticos que
alinean en los extremos de la LCR junto con dos extremos de corte para la endonucleasa
BamHI. Una vez que se obtuvo el producto amplificado de la LCR de HPV tipo 18, se
procedié a clonar este fragmento en el vector pJET (Thermo, K1231) para su posterior
verificacién y digestién con la enzima de restriccion BamHI. Se observé que las clonas 12,
15, 16, 20, 01, 05y 10 contenian al inserto LCR de HPV tipo 18 (Figura 11.). El inserto LCR
fue posteriormente purificado y ligado al plasmido pEGFP1. Esta nueva construccion fue
analizada mediante PCR con un par de oligonucleétidos que alinean en la LCR y en el gen
reportero EGFP para verificar la orientacién de la LCR. Solamente las clonas 2, 6, 8, 9y 10
contenian a la LCR en la orientacidon deseada y permisiva a la transcripcion del gen
reportero EGFP (Figura 12.). Este plasmido fue posteriormente verificado por
secuenciacién Sanger. Para la posterior introduccién del fragmento telomérico se digirio el
plasmido pSTY11 (donado por la Dra. De Lange del Instituto Rockefeller)!®, que es un
plasmido que contiene 800 pb del repetido telomérico TTAGGG, con las enzimas de
restriccion Pstl y Bglll para su posterior ligacion en el plasmido pEGFP1-LCR18
anteriormente construido. Como se muestra en la (Figura 12 y 13), al digerir con la enzima
BamHI, todas las construcciones liberan un fragmento de aproximadamente 800 bp que
corresponde con el tamafio esperado para la LCR de HPV tipo 18. Unicamente el plasmido
gue contiene al repetido telomérico (P EGFP1-LCR18-Telo) libera un fragmento de 800 bp

al ser digerido con las endonucleasas Bglll y Pstl.
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Figura 11. Digestién del plasmido vector pJET con la endonucleasa de restriccién BamHlI. Se
observa un fragmento liberado de aproximadamente 800 pb que corresponde con el tamafo

esperado parala LCR.

pEGFP1-LCR18
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Figura 12. PCR de Clonas que poseen al plasmido pEGFP1-LCR18 en la orientaciéon correcta
de la LCR de HPV tipo 18 que permite la transcripcion del transgén EGFP. Unicamente las

clonas 2, 6, 8, 9y 10 muestran el fragmento esperado de 825 bp.
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Figura 13. Corrimiento electroforético de los plasmidos pEGFP1-LCR18 y pEGFP1-LCR18-
Telo digeridos con las endonucleasas de restriccién Bglll y Pstl. Se libera un fragmento de
800 pb cuando se digiere con la enzima BamHI que corresponde con el tamafio esperado para
la LCR Yy otro fragmento de 800 pb al digerir con las enzimas Bglll y Pstl que corresponde con
el tamafio esperado para el fragmento telomérico.
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Figura 14. Representacion grafica de los plasmidos pEGFP1-LCR18 y pEGFP1-LCR18-Telo.
Los plasmidos pEGFP1-LCR18 y pEGFP1-LCR18-Telo, de tamafio 4983 y 5762 pb
respectivamente, contienen a la LCR de HPV tipo 18 controlando la expresion del gen EGFP.
Particularmente el plasmido pEGFP1-LCR18-Telo contiene un fragmento telomérico que
favorecera la integracion en los telémeros de células HeLa, ademas de contar con los genes
gue confieren la resistencia a los antibiéticos ampicilina, kanamicina y neomicina

respectivamente.

De esta manera se logro construir plasmidos que contienen a la region larga de control
(LCR) del HPV tipo 18 controlando la expresion del gen EGFP y un fragmento telomérico
que permitird favorecer la integracion de los transgenes hacia las regiones teloméricas en
células Hela para poder evaluar la actividad transcripcional de la LCR integrada en estas
regiones. Ademads, la construccién contiene los genes que confieren a las células
transfectadas la resistencia al antibiético neomicina y esto nos permitira seleccionar clonas
transfectadas establemente con estas construcciones para poder seguir la actividad de

EGFP alo largo de 100 dias postransfeccion.
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Debido a que ya se ha visto que la actividad de la LCR del HPV depende del tipo celular
gue infecta, era importante emplear una linea celular donde se supiera que el virus posee
actividad transcripcional. Este es el caso de la linea celular HeLa, una linea derivada de
adenocarcinoma de cérvix e infectada especificamente por el HPV tipo 18. Esta linea celular
contiene aproximadamente de 20 a 50 copias del HPV tipo 18. Este alto nimero de copias
podria afectar el estudio de aquellas copias que se integran en regiones de
heterocromatina. Por esta razén se realizé la construccién de plasmidos que expresaran al

gen reportero EGFP bajo el control de la LCR de HPV tipo 18.

Estos plasmidos, pEGFP1-LCR18 y pEGFP1-LCR18-Telo, fueron transfectados en la linea
celular HeLa con el reactivo Xfect (de acuerdo con las especificaciones del fabricante,
Takara #631317) y posteriormente estas células fueron seleccionadas con el antibi6tico
G418 (Geneticina) a una concentracion de 3 mg/mL. Se ha reportado que la presencia de
800 bp del repetido telomérico TTAGGG en el plasmido pSTY11 es suficiente para dirigir al
transgén hacia regiones teloméricas, permitiendo su insercién en los telomeros de los

cromosomas®®.

Después de 48 h de la transfeccion con estos plasmidos, las células fueron observadas en
el microscopio de fluorescencia (Figura 14) y después de un mes de estar bajo la seleccién
del antibiotico G418, las células fueron analizadas mediante citometria de flujo. Como se
muestra en la (Figura 15.), en ambos casos existen dos poblaciones, una positiva a EGFP
y una negativa. En aquellas células transfectadas con el pldsmido sin el fragmento
telomérico, existe una subpoblacién del 44% que es positiva a la actividad de EGFP. Esto
contrasta con las células transfectadas con el plasmido que contiene al repetido telomérico
puesto que la poblacion positiva a la actividad de EGFP es menor y es del 16.9 %. Este
resultado se realizé por triplicado en dichas poblaciones celulares, sin embargo, esto

también podria ser resultado de la variabilidad entre las lineas seleccionadas.

Con la finalidad de obtener poblaciones homogéneas y poder medir la actividad del
transgén EGFP a través del tiempo, se procedié a obtener clonas de las poblaciones
positivas y negativas transfectadas con pPEGFP1-LCR18 o con pEGFP1-LCR18-Telo. Las
clonas fueron obtenidas por medio del método de dilucion seriada y una vez obtenidas las
clonas se verifico por PCR que el transgén se encontrara integrado en el genoma celular.
Para este propdsito se emplearon oligonucleétidos que alinearan en el origen de la
replicacion del plasmido transfectado, asi como en la secuencia codificante de EGFP para

no amplificar copias endégenas de HPV tipo 18. Como se observa en las (Figuras 17 y 18),
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al emplear como templado al genoma de las clonas seleccionadas, aquellas transfectadas
con el plasmido pEGFP1-LCR18 amplifican una banda de aproximadamente 800 pb y
aquellas que poseen el fragmento telomérico de 800 pb, amplifican una banda de

aproximadamente 1500 pb.

Al mismo tiempo, se realizaron ensayos de citometria de flujo en las clonas obtenidas y se
analiz6 su actividad durante 100 dias. Como se observa en la (Figura 19), de las clonas
que fueron transfectadas con el plasmido pEGFP1-LCR18 (sin fragmento telomérico), la
clona 001 y 006 mantuvieron la expresion de EGFP al dia 100 mientras que las clonas 002
y 005 comenzaron a perder la actividad de EGFP al dia 28.

De las clonas transfectadas con el fragmento telomérico, las clonas 001 y 004 pierden la
expresion de EGFP al dia 100, mientras que las clonas 008 y 011 mantienen parcialmente
la expresién de EGFP y se observan dos poblaciones una positiva y otra negativa a la
expresion de EGFP. Debido a que existe una poblacion positiva a EGFP dentro de clona
008, se obtuvieron subclonas de esta poblacién mediante una segunda ronda de diluciones
seriadas. Como se muestra en la (Figura 20) se obtuvieron clonas con 3 comportamientos
distintos. La subclona 8.1 es completamente positiva a la expresiéon de EGFP; la subclona
8.2 se divide en una poblacién positiva y otra negativa a la expresion de EGFP y la subclona
8.3 es completamente negativa a la expresién de este transgén con respecto a la

fluorescencia obtenida con células HelLa sin transfectar.

pEGFP1-LCR18 pEGFP1-LCR18-Telo

Figura. 15. Microscopia de fluorescencia de los plasmidos pEGFP1-LCR18 y pEGFP1-LCR18-Telo
(Aumento 40X) que muestra células HelLa positivas a la actividad de EGFP 48 h después de ser
seleccionadas con el antibidtico G418. Se observan células al 80% de confluenciay a la proteina EGFP

en el interior de las células, asi como en células en division.
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Figura. 16. Ensayos de citometria de flujo en la poblacion total de células transfectadas con los
plasmidos pEGFP1-LCR18 y pEGFP1-LCR18-Telo respectivamente. Los ensayos de citometria fueron
realizados por triplicado 30 dias después de la seleccion con el antibi6tico geneticina (G418) (incluida
en los plasmidos) a una concentracién de 3 (mg/mL). En el caso de las células transfectadas con el
plasmido pEGFP1-LCR18 se observd una poblacidon positiva a la expresion de EGFP (44%) y una
negativa (56%) mientras que en las células transfectadas con el plasmido pEGFP1-LCR18-Telo la
poblacion positiva a la expresion de EGFP fue (17%) y la negativa de (83%).

pEGFP1-
LCR18 1 2 5

Figura 17. Ensayo de PCR punto final en clonas de la linea celular HeLa transfectadas establemente con
el plasmido pEGFP1-LCR18 utilizando un par de oligonucleétidos que alinean en el origen de la
replicacién del plasmido y sobre el gen de la proteina verde fluorescente (EGFP). Se observé una banda
de 985 pb que corresponde con el tamafio esperado para la LCR en el genoma de las clonas
transfectadas con el plasmido pEGFP1-LCR18 y seleccionadas con el antibiético G418 al dia 0 y al dia

28 de la evaluacion de la actividad de EGFP mediante citometria de flujo.
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Figura 18. Ensayo de PCR punto final en clonas de la linea celular HeLa transfectadas establemente con
el plasmido pEGFP1-LCR18-Telo utilizando oligonucleétidos que alinean en el origen de la replicacion
del plasmido y sobre el gen de la proteina verde fluorescente (EGFP). Se observé una banda de 1791 pb
gue corresponde con el tamafio esperado de la LCR y el fragmento telomérico en el genoma de las
clonas transfectadas con el plasmido pEGFP1-LCR18-Telo y seleccionadas con el antibiético G418 al
dia Oy al dia 28 de la evaluacién de la actividad de EGFP mediante citometria de flujo.

Estos resultados indican que se logro la transfeccion estable de la linea celular HeLa con
los pldsmidos pEGFP1-LCR18 y pEGFP1-LCR18-Telo y sugieren que las células
transfectadas con el plasmido que contiene al fragmento telomérico (PEGFP1-LCR18-Telo)
tienden a silenciarse mas que aquellas transfectadas con el plasmido sin el fragmento
telomérico (pEGFP1-LCR18) y esto se traduce en un enriquecimiento en la poblacién
negativa a la expresion de EGFP. Esto puede deberse a que el transgén que contiene el
repetido telomérico esta siendo dirigido hacia los telémeros de los cromosomas o bien
pudiera tratarse de un silenciamiento mediado por efecto de posicién cromosomal inducido
por el fragmento telomérico de 800 pb introducido en el transgén. Estos resultados también
indican que en este sistema solamente es posible evaluar la actividad de la LCR en aquellas
células positivas a la actividad de EGFP. Por esta razén fue necesario obtener clonas de
las poblaciones positivas y negativas a la expresion de EGFP (transfectadas con pEGFP1-
LCR18 o pEGFP1-LCR18-Telo) para poder evaluar su actividad a lo largo de 100 dias.
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Figura 19. Ensayos de citometria de flujo en clonas obtenidas de las poblaciones transfectadas con los

plasmidos pEGFP1-LCR18y pEGFP1-LCR18-Telo respectivamente. En gris se muestraalafluorescencia

obtenida con células Hela, sin transfectar y en verde la fluorescencia de las clonas transfectadas. Con

base en que los resultados de la fluorescencia obtenida con la linea celular HeLa y la transfectada con

pEGFP1 (sin LCR) eran los mismos, se decidi6é usar HelLa sin transfectar como control para los ensayos

de citometria de flujo. En el caso del transgén LCR-EGFP, a los 28 dias existen clonas negativas (002 y

005), mientras que a los 100 dias postransfeccion existen clonas positivas (001 y 006). En el caso del

transgén Telo-LCR-EGFP, alos 100 dias existen clonas negativas (001, 004y 011) y laclona 008 presenta

alos 100 dias una poblacién negativa y otra positiva a la actividad de EGFP.
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Figura 20. Debido a que la clona 008 mostré poblaciones diferenciales a la actividad de EGFP, se
procedid a obtener subclonas de la clona 008 transfectada con el pldsmido pEGFP1-LCR18-Telo. Se
observaron 3 comportamientos diferentes. Una clona totalmente positiva a la expresion de EGFP (8.1),
una clona que recapitula las dos poblaciones positivay negativa a la expresion de EGFP de la clona 008
(8.2), respectivamente, y una clona totalmente negativa a la expresion del transgén EGFP (8.3). En gris
se representa a la fluorescencia obtenida con la linea celular HelLa, sin transfectar y en verde la

fluorescencia de las clonas transfectadas.

Estos resultados indican que la clona 001, transfectada con el plasmido sin el fragmento
telomérico, y las clonas transfectadas con el plasmido que contiene al fragmento telomérico
(subclonas 8.1y 8.2) son capaces de mantener la actividad de EGFP durante al menos 100
dias con la excepcion de la subclona 8.3. Por esta razon fue necesario realizar ensayos de
ChIP-gPCR para evaluar la presencia del factor nuclear CTCF en la region LCR del
transgén LCR-EGFP, asi como la marca epigenética H3K9me3 relacionada con
silenciamiento telomérico y con silenciamiento por efecto de posicién cromosomal en estas
clonas.
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8.4. Evaluacion de la presencia de CTCF en el transgén estable en
clonas obtenidas de la linea celular HelLa.

Con el objetivo de determinar la presencia del factor nuclear CTCF en la LCR de HPV tipo
18 en el transgén de las clonas obtenidas de la linea celular HelLa, se realizaron ensayos
de ChIP-gPCR en aquellos casos particulares de las clonas que mantuvieron la actividad
del transgén LCR-EGFP durante mas de 100 dias. Esto sugiere que no existe una
proteccion generalizada de la LCR en el genoma de las células. Para estos ensayos se
utilizo la clona HeLa EGFP 001 (que contiene integrado al transgén LCR18-EGFP) y a las
clonas HelLa Telo 8.1, 8.2 y 8.3 (que contienen integrado al transgén LCR18-EGFP-Telo).
Para estos ensayos se emplearon un par de oligonucleétidos que alinean en el transgén
EGFP, asi como en la union de las secuencias de la LCR y el extremo 5°del transgén EGFP
para no obtener productos amplificados provenientes de las copias enddgenas de HPV tipo
18 de la linea celular HeLa. Como se muestra en las (Figuras 20-24) se observo que en
las clonas CTCF no se encuentra enriquecido en el transgén y que existe una relacion
directa entre el silenciamiento del transgén y el enriguecimiento de la modificacion
postraduccional H3K9me3, relacionada a silenciamiento telomérico o bien puede tratarse
de un efecto de posicion cromosomal debido al inserto telomérico de la construccion
plasmidica en regiones no teloméricas del genoma. Como control positivo para el ChIP del
factor nuclear CTCF, se utilizé6 al gen WRAP53 y como control negativo de la técnica se

empled al exdén 27 del gen RB11%4,
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Analisis de la ocupacién de CTCF y de la marca epigenética H3K9me3 en el
transgén LCR-EGFP en la clona HeLa EGFP
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Figura 21. Asociacion de CTCF y la marca epigenética H3K9me3 en el transgén LCR-EGFP en la clona
HelLa EGFP. Ensayo de ChIP-qPCR para determinar la presencia de CTCF evaluando el transgén LCR18-
EGFP en la clona 001 obtenida de la linea celular HeLa. Se presenta el enriquecimiento contra IgG. Las
diferencias estadisticas significativas se calcularon utilizando una prueba t. Se muestra la media con su
respectiva desviacion estandar de las mediciones de gPCR por triplicado técnico. Valor de P: 0.1234
(ns), 0.033 (*), 0.0021 (**), 0.0002 (***), <0.0001 (****). El anticuerpo inespecifico IgG se emple6 como
control negativo de la técnica de ChlIP. El analisis de PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 utilizando DNA
obtenido del ensayo de ChIP que evalla la presencia del factor nuclear CTCF y de la marca epigenética
H3K9me3 en laregién comprendida entre la LCR de HPV 18y el gen EGFP del transgén integrado (LCR-
EGFP) en esta clona, asi como dos regiones gendémicas control para el enriquecimiento de CTCF y
H3K9me3. Se observa que en esta clona (HeLa EGFP 001) no se detect6 la presencia ni de CTCF ni de
la modificacion postraduccional H3K9me3 en la LCR del transgén y esto se refleja en que no existe
diferencia estadistica significativa entre CTCF y su control negativo (WRAP 53) y en un enriquecimiento
por debajo del control negativo (WRAP 53) para el caso de H3K9me3. Para CTCF se emplearon como
controles negativo y positivo al exdn 27 del gen Rb (C-) y al gen WRAP 53 (C+) respectivamente. (Guerra-
Calderas, 2018), mientras que para la marca epigenética H3K9me3 se emple6 al gen WRAP 53 (C-) como
control negativo y como control positivo se empled la region telomérica del brazo p del cromosoma X
(C+).
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Andlisis de la ocupacion de CTCF y de la marca epigenética H3K9me3 en el
transgén LCR-EGFP en la clona HeLa Telo 8.1
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Figura 22. Asociacion de CTCF en el transgén LCR-EGFP en la clona HeLa Telo (Clona 8.1). Ensayo de
ChIP-gPCR para determinar la presencia de CTCF evaluando el transgén LCR18-EGFP en la clona HeLa
Telo 8.1 obtenida de la linea celular HeLa. Se presenta el enriguecimiento contra IgG. Las diferencias
estadisticas significativas se calcularon utilizando una pruebat. Se muestra la media con su respectiva
desviacion estandar de las mediciones de qPCR por triplicado técnico. Valor de P: 0.1234 (ns), 0.033 (*),
0.0021 (**), 0.0002 (***), <0.0001 (****). El anticuerpo inespecifico IgG se empled como control negativo
de la técnica de ChIP. El andlisis de PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 utilizando DNA obtenido del
ensayo de ChlIP que evalla la presencia del factor nuclear CTCF y de la marca epigenética H3K9me3 en
la region comprendida entre la LCR de HPV 18 y el gen EGFP del transgén integrado (LCR-EGFP) en
esta clona, asi como dos regiones gendmicas control para el enriquecimiento de CTCF y H3K9me3. Se
observa que en esta clona (HeLa Telo 8.1) no se detect6 la presencia ni de CTCF ni de la modificacion
postraduccional H3K9me3 en la LCR del transgén y esto se refleja en que no existe diferencia estadistica
significativa entre CTCF y H3K9me3 con su control negativo (WRAP 53). Para CTCF se emplearon como
controles negativo y positivo al exdn 27 del gen Rb (C-) y al gen WRAP 53 (C+) respectivamente. (Guerra-
Calderas, 2018), mientras que para la marca epigenética H3K9me3 se emple6 al gen WRAP 53 (C-) como
control negativo y como control positivo se empleé la regién telomérica del brazo p del cromosoma X
(C+).
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Andlisis de la ocupacion de CTCF y de la marca epigenética H3K9me3 en el
transgén LCR-EGFP en la clona HelLa Telo 8.2
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Figura 23. Asociacion de CTCF en el transgén LCR-EGFP en la clona HelLa Telo (Clona 8.2). Ensayo de
ChIP-gPCR para determinar la presencia de CTCF evaluando el transgén LCR18-EGFP en la clona HeLa
Telo 8.2 obtenida de la linea celular HeLa. Se presenta el enriquecimiento contra IgG. Las diferencias
estadisticas significativas se calcularon utilizando una prueba t. Se muestra la media con su respectiva
desviacion estandar de las mediciones de qPCR por triplicado técnico. Valor de P: 0.1234 (ns), 0.033 (*),
0.0021 (**), 0.0002 (***), <0.0001 (****). El anticuerpo inespecifico IgG se empledé como control negativo
de la técnica de ChIP. El andlisis de PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 utilizando DNA obtenido del
ensayo de ChlIP que evalla la presencia del factor nuclear CTCF y de la marca epigenética H3K9me3 en
la region comprendida entre la LCR de HPV 18 y el gen EGFP del transgén integrado (LCR-EGFP) en
esta clona, asi como dos regiones gendmicas control para el enriquecimiento de CTCF y H3K9me3. Se
observa que en esta clona (HeLa Telo 8.2) no se detect6 la presencia de CTCF en la LCR del transgén y
esto se refleja en que no existe diferencia estadistica significativa entre CTCF y su control negativo
(WRAP 53). Lo que si se observa es el enriquecimiento de la marca postraduccional H3K9me3 en el
transgén LCR-EGFP en esta clona 5 veces por encima del enriquecimiento del control negativo (WRAP
53). Este enriqguecimiento es incluso mayor que el obtenido con el control positivo (Tel6mero Xp). Para
CTCF se emplearon como controles negativo y positivo al exén 27 del gen Rb (C-) y al gen WRAP 53
(C+) respectivamente. (Guerra-Calderas, 2018), mientras que para la marca epigenética H3K9me3 se
empled al gen WRAP 53 (C-) como control negativo y como control positivo se empled la region

telomérica del brazo p del cromosoma X (C+).
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Anélisis de la ocupacion de CTCF y de la marca epigenética H3K9me3 en el
transgén LCR-EGFP en la clona HeLa Telo 8.3
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Figura 24. Asociacion de CTCF en el transgén LCR-EGFP en la clona HeLa Telo (Clona 8.3). Ensayo de
ChIP-gPCR para determinar la presencia de CTCF evaluando el transgén LCR18-EGFP en la clona HeLa
Telo 8.3 obtenida de la linea celular HeLa. Se presenta el enriquecimiento contra IgG. Las diferencias
estadisticas significativas se calcularon utilizando una prueba t. Se muestra la media con su respectiva
desviacion estandar de las mediciones de qPCR por triplicado técnico. Valor de P: 0.1234 (ns), 0.033 (*),
0.0021 (**), 0.0002 (***), <0.0001 (****). El anticuerpo inespecifico IgG se empledé como control negativo
de la técnica de ChIP. El andlisis de PCR cuantitativa (QPCR) se realiz6 utilizando DNA obtenido del
ensayo de ChlIP que evalla la presencia del factor nuclear CTCF y de la marca epigenética H3K9me3 en
la region comprendida entre la LCR de HPV 18 y el gen EGFP del transgén integrado (LCR-EGFP) en
esta clona, asi como dos regiones gendmicas control para el enriquecimiento de CTCF y H3K9me3. Se
observa que en esta clona (HeLa Telo 8.3) no se detect6 la presencia de CTCF en la LCR del transgén y
esto se refleja en que no existe diferencia estadistica significativa entre CTCF y su control negativo
(WRAP 53). Lo que si se observa es el enriquecimiento de la marca postraduccional H3K9me3 en el
transgén LCR-EGFP en esta clona 20 veces por encima del enriquecimiento del control negativo (WRAP
53). Este enriquecimiento es incluso 4 veces mayor que el obtenido con el control positivo (Telé6mero
Xp). Para CTCF se emplearon como controles negativo y positivo al exén 27 del gen Rb (C-) y al gen
WRAP 53 (C+) respectivamente. (Guerra-Calderas, 2018), mientras que para la marca epigenética
H3K9me3 se empled al gen WRAP 53 (C-) como control negativo y como control positivo se empleé la

region telomérica del brazo p del cromosoma X (C+).
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Andlisis de la ocupacién de H3K9me3 en el transgén LCR-EGFP

250 = | Kok |
| 1
— 1

200 -
8
.E : * %k k :
£ 150+
(&)
(]
>
g
c
(]
)
T 100+
(%]
4]
]} %k %k
>

50
HelLa EGFP HelLa Telo 8.1 HelLa Telo 8.2 HelLa Telo 8.3

Clona

Figura 25. Andlisis de la asociacion de la marca epigenética H3K9me3 en la LCR del transgén de las
clonas HeLa EGFP, HelLa Telo 8.1, HeLa Telo 8.2 y HeLa Telo 8.3. Las diferencias estadisticas
significativas se calcularon utilizando una prueba t. Se muestra la media con su respectiva desviacion
estandar de las mediciones de gPCR por triplicado técnico. Valor de P: 0.1234 (ns), 0.033 (*), 0.0021 (**),
0.0002 (***), <0.0001 (****). Se observa el enriquecimiento de la marca postraduccional H3K9me3 en cada
unade las clonas obtenidas. La clona HeLa Telo 8.1 tiene el enriquecimiento mas bajo de todas seguida
por la clona HeLa EGFP (ambas clonas son 100% positivas a la actividad de EGFP). La clona 8.2 posee
un enriguecimiento de aproximadamente 120 por encima del anticuerpo irrelevante IgG y posee
poblaciones positivas y negativas a la actividad de EGFP evaluadas mediante citometria de flujo.
Finalmente laclona HelLa Telo 8.3 es lamas enriquecida en esta marca con un enriquecimiento promedio
de 200 por encima del anticuerpo irrelevante IgG y contiene una poblacidon totalmente negativa a la

expresion de EGFP.
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Anélisis de la ocupacion de H3K27me3 en el transgéen LCR-EGFP
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Figura 26. Andlisis de la asociacion de la marca epigenética H3K27me3 en la LCR del transgén de las
clonas HeLa EGFP, HeLa Telo 8.1, HeLa Telo 8.2 y HelLa Telo 8.3. Las diferencias estadisticas
significativas se calcularon utilizando una pruebat. Se muestra la media con su respectiva desviacion
estandar de las mediciones de gPCR por triplicado técnico. Valor de P: 0.1234 (ns), 0.033 (*), 0.0021 (**),
0.0002 (***), <0.0001 (****). Se observa el enriqguecimiento de la marca postraduccional H3K27me3 en
cada una de las clonas obtenidas. La clona HeLa EGFP tiene el enriquecimiento mas bajo de todas
seguida por la clona HeLa Telo 8.1 de aproximadamente 50 veces por encima del anticuerpo irrelevante
IgG (ambas clonas son 100% positivas a la actividad de EGFP). La clona HeLa Telo 8.2 y 8.3 poseen un
enriquecimiento de aproximadamente 120 por encima del anticuerpo irrelevante IgG y mientras que la
clonaHelLa Telo 8.2 posee poblaciones positivas y negativas a la actividad de EGFP evaluadas mediante
citometria de flujo, la clona HeLa Telo 8.3 es. Finalmente la clona HeLa Telo 8.3 contiene una poblacion

totalmente negativa a la expresion de EGFP.
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Estos resultados indican que CTCF no se une ala region LCR y no participa en la proteccion
del transgén integrado en ninguna de las clonas y que las clonas que tienen poblaciones
sin actividad de EGFP existe un enriquecimiento neto de la marca H3K9me3 y un
enriguecimiento aparente de la marca H3K27me3 en el transgén, relacionada fuertemente
con represion transcripcional, que evita la expresién del gen EGFP. Es muy importante
terminar los ensayos de gPCR con los oligonucledétidos controles para la marca H3K27me3.
Ademas, la clona HelLa Telo 8.2 que tiene dos poblaciones una negativa y otra positiva a la
actividad de EGFP tiene un menor enriquecimiento de la marca H3K9me3 que la clona
HelLa Telo 8.3, que se encuentra completamente apagada pero que mantiene integrado en
su genoma al transgén. Curiosamente, los niveles de H3K27me3 son iguales para estas
dos clonas (Figuras 25 y 26). Las clonas que tienen actividad EGFP no mostraron
enriquecimiento de la marca H3K9me3 por encima de su control negativo de gPCR. El
mecanismo por el cual permanecen activas debe ser independiente de la participacion de
CTCF a la LCR en este sistema por lo que deben existir otros factores transcripcionales
celulares que se unen a esta region y que la protegen del silenciamiento epigenético y que
este silenciamiento esta relacionado con la ganancia de las marcas H3K9me3 y H3K27me3

en el transgén.
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9. DISCUSION

Este trabajo buscé estudiar la importancia que pudieran tener los sitios de unién para el
factor nuclear CTCF dentro de la region larga de control (LCR) de HPV tipo 18. La region
LCR, es la region promotora del virus del papiloma humano tipo 18 y es fundamental para
el mantenimiento de la actividad transcripcional de este virus, después de su insercion en
las distintas regiones de del genoma, incluyendo las regiones de heterocromatina
telomérica®. Nuestro sistema permitid obtener clonas transfectadas establemente con el
transgén LCR con una actividad de EGFP que permanece a lo largo de 100 dias. Las
limitaciones més importantes de nuestro sistema fueron que muchas de las células
transfectadas y seleccionadas establemente resultaron negativas a la actividad de EGFP
por lo que en estas células el sistema no permitié la evaluaciéon de la LCR del transgén.
Este resultado sugiere que la actividad de la LCR depende del sitio y del nimero de copias
que se integran y del lugar donde se integran y que no existe una proteccion generalizada,
ni por parte de CTCF ni por ningun otro factor transcripcional, de la LCR en la linea celular
HelLa, ademas que de momento no se han hecho los estudios que permitan saber la
localizacién ni el nimero de copias integradas en las células transfectadas establemente ni
tampoco si al integrarse en regiones repetidas el fragmento recombina o se amplifica en

células derivadas de cancer con gran inestabilidad genémica como lo es HeLa®.

Asi como los organismos eucariontes han evolucionado para organizar su genoma con
distintas estructuras de su cromatina, los virus del papiloma humano (especialmente los de
alto riesgo) también lo han hecho para asegurar su expresion y lograr un control fino de la
regulacion de su genoma después de infectar a los queratinocitos de las capas basales de
epitelios estratificados y para poder sincronizarse con el programa de diferenciacion de la
célula hospedera®. En efecto, el genoma de HPV tipo 18 posee nucleosomas bien
posicionados que permiten la expresion controlada de los oncogenes E6 y E7, asi como
una marcada susceptibilidad al corte por DNasa | en la region larga de control (LCR). En
estado episomal, se han demostrado varios sitios de unién para el factor nuclear CTCF en
el genoma de HPV tipo 18, siendo el més importante el que se encuentra dentro del ORF
del gen E2%%7, Asi mismo, se ha demostrado que al eliminar este sitio, episomalmente se

pierden las interacciones de CTCF con el genoma episomal de HPV tipo 1808,
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Este trabajo permitié evaluar y demostrar en un modelo de cultivo celular in vitro la union
del factor nuclear CTCF a la LCR endbgena de HPV tipo 18 en células HelLa. Lo cual
sugeria que el factor nuclear CTCF pudiera tener funciones importantes en este tipo de
elementos reguladores virales. Sin embargo, es importante mencionar que la unién de
CTCF en la LCR de HPV 18 endbdgeno, es decir, una vez integrado parece no ser un caso
general para las mas de 50 copias de esta secuencia integradas en el genoma de la linea
celular HeLa. Ahora se conoce que CTCF se une al ORF del gen E2 de HPV en su forma
episomal, es decir no integrada, y que la unién de CTCF en el ORF del gen E2 viral es
fundamental para que CTCF pueda unirse a otras regiones del genoma del virus,
particularmente en la LCR%, Mutar el sitio de unién a CTCF en el gen E2 no tiene efectos
en la replicacion del HPV, pero si en la produccion de transcritos virales'®®. También se
sabe que, al integrarse, el gen E2 queda interrumpido de tal forma que el HPV no se integra
completo, pero existen casos donde una parte de la secuencia del gen E2 se integra,
particularmente la parte que contiene el sitio de union a CTCF, y a pesar de la integracion
de esta secuencia con el sitio de unién, no es posible detectar a CTCF en este sitio®.
Debido a que existen mas de 50 copias de esta secuencia en las células Hela, este
resultado también pudiera ser explicado a través de eventos de integracion cercanos a
regiones gendmicas a las que si pueda unirse CTCF!°, Otro fenémeno que discutir es el
hecho de que los controles utilizados no se encuentran en la misma dosis que el numero
de copias que la LCR, como es el caso de los controles WRAP53 y RB1 que se encuentran
8 copias en el genoma versus las 50 copias de la LCR de HPV endégeno, y que a pesar de
tener un enriquecimiento de CTCF en la LCR enddgena, seria valido pensar que muy
seguramente CTCF no se encuentra presente en la LCR de la mayoria o de todas las copias
de HPV. Otra serie de experimentos disefiados para saber si realmente CTCF se une en
esta regibn gendmica serian experimentos de ChIP-seq, resonancia de plasmones

superficiales y ensayos de captura de conformacion de cromosomas (3C).

Dado que una de las mdltiples funciones de CTCF es precisamente la de evitar la
propagacion de la heterocromatina en transgenes integrados en los telémeros de los
cromosmas®®, este trabajo inicialmente buscé identificar esta funcién protectora de CTCF
como la responsable del mantenimiento de la actividad promotora de la LCR!!!, Esta
propiedad de CTCF era de gran interés para este proyecto debido a que existen reportes
que localizan copias del genoma de HPV en los telomeros de los cromosomas de
carcinomas cervicales!'? mediante RNA-seq lo que indicaba que estas copias son copias

activas de HPV que se localizan en estas regiones y que siguen expresando a los
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oncogenes E6 y E7%. Esto sugiere la existencia de mecanismos que protegen a la LCR del
silenciamiento inducido por las secuencias repetidas de estas regiones teloméricas. Dado
que estas regiones se encuentran fuertemente reprimidas, este hallazgo toma mucha
importancia porque, una vez elucidado, este mecanismo podria emplearse para inducir el
silenciamiento de copias activas de HPV integradas en este tipo de regiones y pudiera

emplearse como tratamiento de pacientes con carcinoma cervical.

De nuestra evaluacion in silico de la regién larga de control (LCR) del HPV tipo 18, se
pudieron identificar 2 posibles sitios de unién para CTCF con los scores mas altos del
programa dentro de la region 5 de la LCR, asi como en la regién proximal. Esto quiere decir
que el HPV, asi como otros muchos virus de DNA, ha evolucionado para utilizar a CTCF
con la finalidad de cumplir eficientemente su ciclo de vida® y que los HPVs, en particular
los de alto riesgo, han evolucionado para reclutar a CTCF a su genoma para regular la

expresion de los oncogenes virales E6 y E7 en el contexto de una infecciéon productiva®’.

La integracién no es parte del ciclo de vida de los HPVs y la integracion del genoma del
HPV tipo 18 en el genoma de las células propone un mecanismo alternativo relevante para
la carcinogenicidad producida por la integracién del HPV que estaria relacionada con la
integracion de un enhancer (ensayos de ChIP-seq en la linea celular HeLa reportan la
presencia de marcas epigenéticas relacionadas con elementos tipo enhancer*'3, H3K4mel
y H3K27ac, en la LCR de HPV tipo 18 integradas en el genoma de estas células!®) que
tendria la capacidad de contactar con otros sitios del genoma a través de su sitio CTCF y
esto podria resultar en la activacién de oncogenes!®. En efecto, se ha demostrado que en
la linea celular HeLa una de las integraciones de HPV tipo 18 se localiza a 500 kb del
protooncogén MYC y por medio de ensayos de 3C se observO que estas regiones
interactlan y gracias a esta interaccion, MYC se sobreexpresa gracias al HPV4
Actualmente se piensa que este fue el evento inicial de la tumorigenesis en estas células!4.
Interesantemente, al eliminar el fragmento de HPV integrado cerca del gen MYC por el

sistema CRISPR / Cas9, la expresién de MYC se reduce drasticamente en células HeLa*®.
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Para corroborar que nuestras observaciones in silico de la LCR de HPV 18 pudieran
reproducirse en ensayos in vitro y utilizando los ensayos de ChIP-gPCR en la linea celular
HelLa, observamos que el factor nuclear CTCF se encuentra unido en la LCR de las copias
integradas del virus HPV tipo 18, presente en esta linea celular. Esto parecia indicar que la
asociacion del CTCF al LCR se lleva a cabo de manera natural. Ciertamente esta asociacion
ocurre de forma natural en el contexto de la infeccién productiva de HPV donde el virus
nunca se integra en el genoma de las células y es capaz de avanzar a través de los epitelios
estratificados desde la capa basal hasta los estratos mas queratinizados y produce viriones
gue pueden infectar a otras células'®®. Ciertamente, los resultados del ChIP sugieren que
existe esta union en estas células, sin embargo, como ya se mencioné anteriormente, este
resultado debe interpretarse cuidadosamente debido a la diferencia de la dosis de la LCR
con respecto a la de los controles y esto podria generar un falso positivo. De existir esta
union, esto tendria repercusiones bioldgicas y patolégicas importantes en la infeccién con
HPV debido a que la modulacion del reclutamiento de CTCF en la LCR podria tener
resultados muy distintos dependiendo del momento de la infeccion con HPV%, Esto es
porque en las primeras etapas de la infecciébn con HPV, en queratinocitos basales y en la
que no existe integracion del genoma viral, CTCF se encarga de reprimir la expresion de
los oncogenes virales E6 y E7 debido a que estas células se siguen dividiendo y no se
necesita de estas oncoproteinas para favorecer este proceso!®. Esto significa que
interrumpir la uniéon de CTCF en la forma episomal de HPV en las primeras etapas de la
infeccién podria incluso favorecer la aparicion del cancer. Esto quiere decir que en las
primeras etapas de la infeccion deberia mas bien buscarse la manera de que CTCF
permanezca unido a la LCR para impedir la expresion de los oncogenes en los estratos
superiores de los epitelios. Una vez integrado, se pierde parte del genoma viral y CTCF ya
no se puede unir al genoma viral integrado. Efectivamente, datos de ChlP-seq en células
HeLa indican que esta union se pierde definitivamente incluso cuando la secuencia del HPV
gue se integro contiene la parte del ORF del gen E2 que contiene al sitio de unién a CTCF®,
La integracién del HPV finalmente favorece la expresion de los oncogenes E6 y E7 y se
considera como un evento necesario para la aparicién del cancer!!®. Estrategias distintas
gue podrian proponerse para saber si realmente esta union ocurre de manera natural seria

realizar ensayos de ChlP-seq, DamID, CLIP o CLIP-seq.
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Para comprobar si el reclutamiento de CTCF por la LCR de HPV18 era capaz de afectar la
expresion génica de un transgén, se disefiaron diferentes construcciones plasmidicas que
permiten insertar al gen reportero EGFP bajo el control de la LCR de HPV tipo 18 en la linea
celular HeLa. Se eligio esta linea celular debido a que se sabe que la actividad de la LCR
del HPV depende del tipo celular que infecta®®. La secuencia del fragmento telomérico
consisti6 de 800 pb del repetido TTAGGG, y esta estrategia ha sido empleada
anteriormente para dirigir la integracibn de transgenes hacia los telobmeros de los
cromosomas!®’ Los resultados de las transfecciones fueron muy interesantes, ya que
las células transfectadas con el plasmido sin el fragmento telomérico, mostraron una
subpoblacion del 44% positiva para la expresion de la EGFP, mientras que las células
transfectadas con el plasmido que contiene al repetido telomérico sélo mostraron una
poblacion positiva a EGFP del 16.9 %. Esto puede deberse a que el transgén que contiene
el repetido telomérico estd siendo dirigido hacia los telomeros de los cromosomas otra
alternativa es que la secuencia por si sola al ser un repetido telomérico tiene en efecto sobre
el transgén y este fendbmeno bien pudiera tratarse de un silenciamiento mediado por efecto
de posicion cromosomal inducido por el fragmento telomérico!'®. Como se menciond en los
resultados, se obtuvieron poblaciones homogéneas para poder medir la actividad del LCR-
EGFP a lo largo de 100 dias, mediante el método de clonacion por dilucion seriada. Se
realizaron ensayos de citometria de flujo en las clonas obtenidas a lo largo de 100 dias, con
el fin de evaluar a la LCR del transgén a través del seguimiento de la actividad de EGFP.
Los resultados fueron variados: mientras que las clonas 001 y 006, que no contenian el
fragmento telomérico, mantuvieron la expresion de la EGFP, a lo largo de 100 dias, las
clonas 002 y 005, que tampoco contenian clonado al fragmento telomérico, comenzaron a
perder la actividad de expresién de la EGFP dentro de los primeros 28 dias, mostrando una
expresion menor al final de este periodo. Esto dejo claro algunas de las limitaciones mas
importantes de nuestro modelo siendo que el 56% de las células transfectadas con el
plasmido sin fragmento telomérico se encontraban apagadas después de 48h y las que
tenian actividad EGFP comenzaban a perderla en los primeros 28 dias postransfeccion.
Ademas, no era posible evaluar a la LCR a través de la actividad de EGFP en aquellas
clonas que tuvieran silenciado el transgén. Esto es importante porque incluso sin fragmento
telomérico que favorezca la integracion de la LCR hacia estas regiones, las células parecen
tener la capacidad de silenciar a la mayoria de los transgenes integrados por lo que vuelve
muy interesante conocer donde se integraron las copias activas del transgén y que

mecanismo utilizaron para evitar el silenciamiento inducido por la maquinaria celular. Por
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otro lado, con respecto a las clonas que si contenian al fragmento telomérico, las clonas
001 y 004 perdieron la expresion de la EGFP al dia 100, mientras que las clonas 008 y 011
mantuvieron parcialmente la expresion de la EGFP y al final de este tiempo se pudieron
observar dos poblaciones bien definidas, una positiva y otra negativa a la expresion de
EGFP. Con el fin de entender este comportamiento se subcloné a clona 008 para la
obtencion de clonas por el método de dilucion seriada. La subclona 8.1 resulté ser
completamente positiva a la expresion de EGFP; mientras que la subclona 8.2 volvio a
comportarse como la primera clona 008. Es decir, se generd una subpoblacion positiva y
otra negativa a la expresion de EGFP. Por otro lado, encontramos a la subclona 8.3, la cual
resultd ser completamente negativa a la expresién del transgén. Estos resultados nos
podrian indicar que en la clona 008 se estuvieron generando modificaciones epigenéticas
y genéticas que dieron como resultado estas distintas subpoblaciones celulares. Lo cual,
podria estar hablando de la dindmica que puede generarse en las distintas subpoblaciones
celulares in vitro. Desde el punto de vista genético, pueden haber varias copias del transgén
en todo el genoma de las clonas, lo que explicaria porque algunas conservan la actividad
de EGFP, también se sabe que la LCR tiende a integrarse en tandem y esto puede
favorecer la expresion de EGFP o bien, pudieran estarse dando eventos de recombinacion
del fragmento telomérico del transgén con los telémeros de los cromosomas que ocasione
gue se transloqguen estas secuencias y se pierda la actividad de EGFP y una vez retirada
la seleccién con G418 la presion selectiva que mantiene encendido el gen de resistencia a
G418 desaparece y el transgén se silencia. Desde el punto de vista epigenético, se sabe
gue metilacion del DNA en la LCR de HPV es importante para su actividad transcripcional
por lo que en algunas subpoblaciones de la clona 008 pudo haberse metilado el transgén y
perder la actividad de EGFP!'®, Al obtener las subclonas, este fenémeno recapitula y
observamos clonas sin actividad de EGFP. Otro evento epigenético importante seria el de
efecto de posicion cromosomal, donde los transgenes que se hayan integrado en regiones
de heterocromatina quedaron silenciados por este efecto. Se ha observado también que la
LCR puede contactar con otras regiones del genoma para favorecer la expresion de
oncogenes, por lo que hipotéticamente solo aquellos transgenes que se encuentran
contactando otras regiones del genoma son las que pudieran conservar su actividad de
EGFP. Para poder comprobar estas hipétesis es fundamental conocer la localizacién de la
o las copias del transgén en estas clonas mediante secuenciacion completa de su genoma.
También seria muy importante investigar el estado epigenético del genoma de HPV en

células HelLa mediante ensayos de ChIP-seq disponibles para saber que marcas
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epigenéticas se encuentran enriquecidas en los genomas integrados de HPV en estas

células.

En la clona EGFP 001 y en las subclonas Telo 8.1, 8.2 y 8.3 no se observo la presencia del
factor nuclear CTCF en el transgén LCR-EGFP, lo cual es consistente con el hecho de que
CTCF solamente se une a la LCR en el contexto episomal del HPV y que una vez integrado
CTCF ya no puede unirse a esta regién y esto forma parte del mecanismo por el cual se
desregula la expresion génica del HPV y favorece la aparicion del cancer'®. Lo que si se
observé fue la presencia de las marcas epigenéticas H3K9me3 y H3K27me3 en aquellas
clonas en las que existia una poblacion negativa a la expresion del transgén EGFP y estas
marcas estan asociadas fuertemente al silenciamiento epigenético de heterocromatina
constitutiva y facultativa respectivamente'?®®. Como se mencioné anteriormente, se ha
demostrado que en estado episomal, la unién del factor nuclear CTCF en la secuencia del
gen viral E2 es fundamental para que CTCF pueda unirse a la LCR de HPV tipo 18 y para
poder formar un asa cromatinica junto con el factor YY1 para evitar la expresion de los
oncogenes E6 y E7 en las primeras etapas de la infeccién con este virus!®®. Cuando se
forma esta estructura, el genoma de HPV se ve enriquecido en la marca H3K27me3 y esta
parece ser la forma en la cual se regula la transcripcién viral en estado episomal durante la
infeccion productiva con HPV18,

La importancia y novedad de estos resultados radica en que, una vez integrado en el
genoma de la célula, el mecanismo por el cual se puede estar regulando la transcripcion
viral es a través del enriquecimiento de la marca H3K9me3 ademas del enriguecimiento de

la marca H3K27me3 que regula la transcripcién en el estado episomal del virus?°e,

¢A quién pudiéramos proponer como el factor protector de la actividad de la LCR? A YY1.
YY1 es una proteina arquitecténica que se une a enhancers, promotores y puede formar
dimeros para promover interacciones entre estos elementos!®. En efecto, se sabe que la
LCR de HPV18 posee multiples sitios de unién caracterizados para el factor YY1 que junto
con CTCF se encarga de regular la transcripcion de los oncogenes virales en estado
episomal. YY1 disminuye a medida que los queratinocitos basales se diferencian y migran
hacia las capas superiores de los tejidos estratificados, pero se ha encontrado a YY1 sobre
expresado en una gran cantidad de canceres, incluyendo al cancer cervicouterino!??, YY1
es un factor que también tiene la capacidad de reclutar a la maquinaria (PRC2) que deposita
la marca epigenética H3K27me3 y resulta interesante pensar que este factor pudiera ser el

responsable de este comportamiento dual en la LCR de HPV tipo 18 donde los YY1 que
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reclutan a PRC2 silencian a los transgenes mientras que los YY1 que forman asas de
cromatina los mantienen encendidos!?2. Por esta razén seria importante realizar ensayos

de ChIP-gPCR para el factor YY1 para comprobar esta hipétesis.

Finalmente, debido a que Hela tiene aproximadamente 50 copias de HPV en su genoma
esto representa una limitante del sistema que compite por los mismos factores
transcripcionales que el transgén LCR-EGFP. También es probable que un elevado niumero
de copias ocasione el silenciamiento del transgén como sucede en la linea celular CasKi,
que posee mas de 600 copias de HPV 16 en su genoma, pero en esta linea celular solo
una copia es activa''®. Un sistema mas adecuado para el estudio de la actividad promotora
de la LCR seria mediante la transfeccion de queratinocitos con un plasmido que contenga
a la LCR controlando la expresion de los oncogenes E6 y E7. Se podria emplear el sistema
CRISPR-Cas para dirigir al transgén LCR/E6/E7 a regiones especificas del genoma y asi
evitar multiples integraciones del transgén. De esta manera, Unicamente se seleccionarian
los queratinocitos que expresen estos oncogenes y se inmortalicen. De esta forma las
clonas que se obtengan serian todas positivas a la expresién de los oncogenes y mediante
ensayos de secuenciacion del genoma completo podria saberse la localizacién de estos
transgenes en el genoma de las células. Para conocer que copias de HPV son activas se

podrian realizar ensayos de RNA FISH.
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10. CONCLUSIONES

1. CTCF se une en un modelo in vitro a la regién larga de control (LCR)

enddgena del HPV tipo 18 en la linea celular Hela.

2. En nuestro sistema disefiado para poder estudiar a la LCR de HPV18
mediante el seguimiento de la actividad de la proteina verde fluorescente
(EGFP) no fue posible detectar la presencia del factor nuclear CTCF en la
LCR de HPV tipo 18 y por lo tanto CTCF no participé en prevenir el
silenciamiento epigenético de la LCR de HPV tipo 18 mediado por la
maquinaria de represion relacionada con silenciamiento telomérico y con

silenciamiento por efecto de posicion cromosomal.

3. Se obtuvieron clonas de la linea celular HeLa que mantuvieron la expresion
del transgén EGFP a pesar de tener un fragmento telomérico vecino lo que
indica la existencia de mecanismos independientes de CTCF que protegen

a la LCR del silenciamiento epigenético inducido por esta secuencia.

a. Laintegracién estable del transgén LCR18-EGFP y LCR18-EGFP-Telo
dentro del genoma celular conserva su actividad transcripcional durante un
periodo de al menos 100 dias lo que deja abierta lo posibilidad de que

existan otros mecanismos que estén participando en este fenémeno.
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11. PERSPECTIVAS

1.

Realizar los ensayos de ChlIP-gPCR para el factor nuclear CTCF y para las
marcas postraduccionales de histonas H3K9me3 y H3K27me3 en las clonas
HeLa EGFP 001, HelLa Telo 8.1, 8.2 y 8.3 para asi obtener replicas

biolégicas de estas clonas.

Realizar los ensayos de gPCR con oligonucle6tidos control para la marca
epigenética H3K27me3.

Con la finalidad de conocer la ubicacién precisa de la integracion del
transgén LCR18-EGFP, comprobar mediante la secuenciacién del genoma
completo de cada clona y ensayos de DNA FISH, la localizacién del transgén

en los cromosomas de las células transfectadas.

Realizar ensayos de abatimiento de la marca epigenética H3K9me3 y
analizar la expresion del gen reportero EGFP a través del tiempo en las
clonas transfectadas establemente (clona Telo 8.2 y Telo 8.3).

Comprobar mediante ensayos de ChIP el abatimiento de la marca
epigenética H3K9me3 mediante inhibidores especificos en las clonas

transfectadas establemente y descritas en el punto 2.
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12. METODOLOGIA
Soluciones:

Buffer de

entrecruzamiento

Formaldehido al 11 %.
NaCl 100 mM.
EGTA 0.5 mM.

HEPES 50 mM con pH 8.0
Glicina2.5M
Pesar 9.38 g de glicina
Aforar a 50 mL con agua
bidestilada.

Anticuerpos:

Buffer de lisis

SDS al 1 %.
EDTA 10 mM con pH 8.0
Tris-HCI 50 mM con pH 8.0
Inhibidores de proteasas.
PBS 1x
8 g NaCl.

0.2 g KCI.

1.44 g NazHPOsa.
0.24 g KH2PPOa..
pH=7.4.
Aforara 1 L.

Anticuerpo Numero de Catalogo Compaiiia
a-CTCF 07-449 Millipore
a-H3K9me3 C15200146 Diagenode
a-H3K27me3 Ab6002 Abcam
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Obtencién y evaluacion de la cromatina: Las clonas obtenidas de la linea celular HeLa
fueron cultivadas en cajas de 150 mm a una confluencia del 80%. Para realizar el
entrecruzamiento, a 18 mL de medio DMEM se le agregaron 2mL de buffer de
entrecruzamiento para obtener una concentracion final de formaldehido al 1%. Las células
fueron agitadas durante 10 min con este buffer. Para detener el entrecruzamiento, se
agregdé 1 mL de glicina 2.5 M para obtener una concentracion final de glicina de 125 mM
durante 5 min. Las células fueron lavadas 3 veces con PBS frio (4°C). Una vez retirado el
PBS, se adicioné 1 mL de buffer de lisis con inhibidores de proteasas a todas las cajas y se
incubaron a 4°C durante 10 minutos. Después de este tiempo, las células fueron
cosechadas y la cromatina fue transferida a un tubo falcon de 15 mL. Para realizar la
sonicacién de la cromatina, se colocé el tubo que contiene la cromatina en un vaso con
hielo para que se mantenga frio, evitando generar mucha espuma. El programa de
sonicacion fue de 30 segundos, pulso 2.0 - 0.5, amplitud de 35% en un sonicador Ultrasonic
Processor (marca GENEQ, modelo GEX500, SOVC505-00). Para determinar el grado de
fragmentacion de la cromatina, el tamafio adecuado para las Inmunoprecipitaciones es de
500-700 pb, se tomo una alicuota de 10 uL y se agregaron 5 uL de RNasa A a 37°C durante
una hora. Posteriormente se agregaron 5 uL de proteinasa K se incub6 a una temperatura
de 55°C, por lo menos 2 horas y después a 65°C durante por lo menos 6 h.
Subsecuentemente se realizé una extraccion con fenol y cloroformo y se precipité el DNA
en una solucion de isopropanol y 0.66 volumenes de acetato de amonio al 12.5 M y se
incubd a -20°C durante toda la noche Finalmente, se realizé una electroforésis en un gel de

agarosa al 1 % para evaluar el tamafio de la cromatina.

Cuantificacion de la cromatina: Para el uso del One Day ChIP Kit se requiere usar la misma
cantidad de cromatina para cada IP, para esta cuantificacion se procede a determinar la

concentracion de las cromatinas mediante el método de Lowry.

a. Preparacion de los reactivos: Agregar 20 pL de la solucion S por cada mL de la solucion
A.

b. Curva estandar de albamina: Partir de un stock de 1 mg/mL, realizar la curva estandar
con las siguientes cantidades de albumina, 0 mg, 1 mg, 5 mg, 10 mg, 15 mg, 20 mg,
con buffer de lisis.

c. Cargar la placa de ELISA: Con el fin de anular el ruido causado por los detergentes del
buffer de lisis, se utiliza la solucion S, se agrega 20uL de solucion S por cada 1 mL de

reactivo A. Por cada muestra agregar 160 pL del reactivo B de Lowry, 20uL del reactivo
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A, de 2 pyL a 5 pL de la muestra, ajustar el volumen final con agua a 200uL. Para los

volumenes de la curva estandar se pueden adicionar de 1 yL a 15 pL.

ChIP (Inmunoprecipitacién de la Cromatina): La técnica de la inmunoprecipitacion de la
cromatina consiste basicamente en 3 pasos importantes: Inmunoseleccion,

Inmunoprecipitacion, Aislamiento y Purificacion.
Inmunoseleccion:

Una vez obtenida la cromatina del tamafio adecuado para las inmunoprecipitaciones
correspondientes, se procedié a realizar la inmunoseleccién. Esta inmunoseleccion
consiste en preparar el Buffer ChIP 1X (a partir de Buffer ChIP 5X One Day ChlP-
Diagenode) y agregar los inhibidores de proteasas (200X). Para 20 inmunoprecipitaciones
(IPs) se afiaden 25 uL a 5 mL de ChlIP Buffer 1X. Ajustar el volumen de manera tal que, 60
uL de cromatina (correspondiente a 2,000,000 de células) sean diluidos en 220 uL de Buffer
ChIP 1X (con inhibidores de proteasas). El volumen de cromatina no debe ser mayor al 28%
de la mezcla total. Una vez diluida, la mezcla se deposita en tubos de 1.5 mL. A cada tubo
se le agrega el anticuerpo correspondiente y se incuban toda la noche a 4C en movimiento.
Para el INPUT, se toma el mismo volumen de cromatina empleado para las

inmunoprecipitaciones y se procesa mas adelante.
Inmunoprecipitacion:

Una vez terminado el tiempo de incubacion de la inmunoseleccion, los tubos que contienen
a las cromatinas con sus respectivos anticuerpos son centrifugadas durante 10 min a una
velocidad de 14,000 x g a 4C. Este paso elimina agregados inespecificos que se depositan
en el fondo del tubo. Con cuidado se transfiere el sobrenadante que contiene a los
complejos cromatina-anticuerpo y estos son depositados en un tubo nuevo que contiene
perlas magnéticas previamente lavadas para poder asi aislar estos complejos. Este proceso
se realiza incubando los tubos que contienen a los complejos perlas-anticuerpo-cromatina
durante 1h a 4C en movimiento. Brevemente, las perlas magnéticas son sometidas a 3
lavados por inmersion en 1 mL de Buffer ChIP 1X con inhibidores de proteasas, aisladas
mediante un rack magnético, resuspendidas en Buffer ChIP 1X con inhibidores de
proteasas y finalmente depositadas en tubos de 1.5 mL por cada inmunoprecipitacion

realizada.
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Aislamiento:
En este paso se procesan las inmunoprecipitaciones, asi como el INPUT.

INPUT: Se agrega 1 mL de EtOH (100%) a la alicuota tomada anteriormente y se incuba
durante 10 minutos en frio. Después se centrifuga durante 10 min a una velocidad de 10,000
X g. Se retira el sobrenadante y se realiza un lavado con EtOH (75%). Se realiza una
segunda centrifugacion de 10 min a una velocidad de 10,000 x g, se retira el sobrenadante

y se deja secar el pellet a temperatura ambiente.

Una vez terminada la incubacién de las inmunoprecipitaciones con las perlas magnéticas,
se utiliza un rack magnético para recuperar las perlas magnéticas y se descarta el
sobrenadante sin perturbar el pellet unido al rack magnético. Se realizan 3 lavados con
Buffer ChIP 1X y en cada lavado se emplea el rack magnético para recuperar el pellet de

perlas magnéticas.
Purificacion:

Se agregan 100 uL de la solucién purificadora (Slurry) a los tubos que contienen las
imunoprecipitaciones asi como al INPUT (a este Ultimo previamente se le agregaron 100
uL de agua para PCR y se resuspendio el pellet). Se incuban estos tubos durante 1 min y
después se colocan en agua hirviendo durante 10 min. Una vez transcurrido este tiempo,
se agregan a todos los tubos 1uL de RNAsa A (37C, 1h), 1 uL de proteinasa K (65C, 1h)y
se incuban a 65C (2h). Después se realiza una segunda incubacién en agua hirviendo
durante 10 min y una vez completada esta incubacién se centrifugan los tubos durante 1
min a 14,000 x g. Se transfieren cuidadosamente, sin perturbar el pellet, 70 uL del
sobrenadante a tubos nuevos y se agregan 130 uL de agua grado PCR al pellet para
resuspenderlo y volver a centrifugarlo durante 1 min a 14,000 x g. De nuevo se transfieren
130 uL del sobrenadante a los tubos donde fueron depositados los 70 uL anteriores. El
volumen final para cada una de las muestras es de 200 uL y estas pueden ser preservadas
a -20C. A partir de este momento las muestras pueden ser evaluadas y analizadas mediante

la técnica de PCR en tiempo real.
PCR tiempo real (QPCR) utilizando el reactivo SYBR Green

Para esta técnica se emplearon los reactivos Maxima SYBR-Green/ ROX qPCR MasterMix
(2X) (Thermo Scientific, #K0222)
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Primers:

Oligonucledtido

Secuencia 5'-->3'

LCR-EGFP-1-FWD

GGGACCGAAAACGGTGTAT

LCR-EGFP-1-3-RVS

TGGTGCAGATGAACTTCAGG

EGFP-N

CGTCGCCGTCCAGCTCGACCAG

ORI FWD1

TAGCGCTACCGGACTCAGAT

LCR18-BamHI-FWD

CGGGATCCCGTATGTGTGTGTGTATATATA

LCR18-BamHI-RVS

CGGGATCCCGAGTATTGTGGTGTGTTTC

LCR18 qPCR FWD

TGTTTGTGGTATGGGTGTTGC

LCR18-gPCR-RVS

GTGCCAGCGTACTGTATTGTG
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1. Descongelar los reactivos y muestras en hielo.

2. Preparar Master Mix.

Componente Volumen (uL)/ Reaccion
Maxima SYBR GREEN/ ROX qPCR 10.0
Master Mix (2X)
Primer FWD 0.5
Primer RVS 0.5
DNA 5.0
NFW (Nuclease Free Water) 4.0
Volumen Final 20.0 uL

3. Colocar los tubos en el equipo termociclador para tiempo real (RotorGene Q,

Qiagen) y programar el equipo.

45 ciclos
Desnaturalizacion | Desnaturalizacién | Alineamiento (Tm)
Temperatura (°C) 95 95 60
Tiempo 5 min 30s 30 s (Lectura)

4. Analizar los datos empleando el método AACt.

Transfecciones: Los plasmidos LCR18-EGFP y LCR18-TELO-EGFP fueron transfectados
en la linea celular HeLa de acuerdo con el protocolo sugerido por el fabricante (Xfect,
Takara #631318).

Plasmidos para transfeccion en células HelLa: Se construyeron los pladsmidos LCR18-
EGFP y LCR18-TELO-EGFP a partir de los plasmidos pEGFP-1 (Clonejet), que es un
plasmido de expresién en mamiferos que funciona como un reportero EGFP y es util para
monitorear la transcripcion de elementos regulatorios. La secuencia de la LCR tipo 18 fue
obtenida por PCR a partir del plasmido LCR18-pGL3 basic y posteriormente clonada en el
plasmido vector pJET1.2/blunt Cloning vector (Thermo, #1232) de acuerdo a procesos de
ligacion establecidos por el fabricante. Una vez ligado el inserto, el plasmido pJET1.2/blunt
Cloning vector y pEGFP-1 fueron digeridos con la enzima de restriccion BamHI y se ligo el

inserto LCR tipo 18 con el plasmido pEGFP1 digerido de acuerdo con reacciones de ligacion
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estandar. Brevemente el inserto y el vector fueron ligados a una relaciéon de (3:1) en un
volumen de reaccion de 20uL a 22 C toda la noche. Posteriormente se transformaron 5uL
de esta reaccion en células DH5alpha y con las colonias positivas se realizé PCR punto
final para comprobar la orientacion del inserto utilizando un primer forward dentro de la LCR

y un primer reverse que alineara en la secuencia del gen reportero EGFP.

Cultivo celular: La linea celular HeLa, que corresponde a una linea celular derivada de un
adenocarcinoma positivo a infeccion por HPV tipo 18, se mantuvo en medio DMEM
suplementado al 10% con suero fetal bovino (Gibco) en una atmdsfera de 5% de CO2, 95%
Aire a 37° C.

Tratamiento y seleccién con antibidtico G418: Se obtuvieron clonas estables de la linea
celular HelLa posterior a la transfeccion con los plasmidos LCR18-EGFP y LCR18-EGFP-
Telo mediante la adicién del antibidtico G418 (Geneticin, Gibco #11811031) a una
concentracion de 3 mg/mL, concentracién a la cual todas las células mueren al tercer dia
obtenida mediante la estanadrizacién de una curva de concentraciones desde 0.5 mg/mL
hasta 4 mg/mL, en medio DMEM suplementado al 10% con SFB (Gibco).

Obtencién de clonas estables: Con el fin de obtener clonas de las células transfectadas
con los plasmidos anteriormente mencionados, se resuspendieron 50 células en un
volumen de 10 mL de medio DMEM suplementado con SFB (10%). Una vez resuspendidas,
se depositaron 100 uL de esta suspension en una caja de 96 pozos. Con ayuda del
microscopio, se verificO cuales pozos contenian una sola célula. Estas clonas fueron

posteriormente cultivadas para su posterior analisis.

Ensayos de Citometria de Flujo:

La linea celular HeLa sera sembrada en placas de 6 pozos a una confluencia del 70% en
medio DMEM (SFB 10%, 5% CO2). Una vez alcanzada esta confluencia, sera transfectada
con las construcciones que contengan a la LCR unida al gen reportero EGFP y a una
secuencia telomérica de acuerdo con las especificaciones del fabricante (Xfect, Takara).
Después de 48h, estas células seran seleccionadas con el antibiotico G418 durante 4
semanas. Una vez transcurrido dicho tiempo, se obtendran clonas de estas poblaciones
mediante dilucién limitante en placas de 96 pozos. Luego, estas clonas seran crecidas en

medio DMEM (SFB 10%, CO2 5%) y seran evaluadas mediante ensayos de citometria de
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flujo para observar la actividad del transgén EGFP durante un mes. Finalmente, las células
seran cultivadas hasta alcanzar un 70% de confluencia y después seran levantadas con

verseno, centrifugadas y resuspendidas en PBS (con paraformaldehido al 1%) para ser
procesadas ese mismo dia en el citometro de flujo.
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