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RESUMEN

El control preciso de la expresion génica es esencial para mantener la homeostasis
celular en respuesta a estimulos. La transcripcion, que inicia sobre el promotor, depende de
elementos reguladores adicionales, como los enhancers, que pueden estar ubicados a
distancias considerables en el genoma de sus promotores blanco. Estos elementos ejercen su
efecto regulatorio mediante contactos fisicos de cromatina. Avances recientes en el estudio
de la conformacion de la cromatina, como la técnica de Hi-C y su derivado de alta resolucion,
Capture Hi-C, han subrayado la importancia de la organizacién tridimensional del genoma
dentro del nticleo en el control transcripcional.

Un ejemplo de un sistema que requiere cambios en la expresion génica para responder
a estimulos recurrentes es el sistema circadiano. Presente en cada célula en mamiferos, el
reloj circadiano orquesta cambios ciclicos en la expresion génica sin alterar la identidad
celular, ofreciendo un modelo para explorar el impacto de la organizacién tridimensional de
la cromatina en la regulacién transcripcional. Dada la actual falta de certeza completa sobre
la influencia de la organizacién del genoma en la regulacién génica circadiana, este trabajo
explora la conexién entre la transcripcién circadiana y los contactos genémicos.

Aprovechando datos de un experimento de Capture Hi-C realizado en el higado de
raton, se exploraron los contactos de la cromatina entre los promotores de genes circadianos
y los enhancers, con el objetivo de comprender la relacién entre estos elementos reguladores
distales y su interaccién con los promotores circadianos para impulsar la expresiéon génica
ritmica. Centrado en un conjunto de 21 genes, se realizaron ensayos de estandarizacién para
experimentos de Capture Hi-C en tejido murino, se aplicaron anélisis bioinforméticos para
identificar interacciones significativas y se midieron los niveles de transcripcion en cuatro
momentos distintos del ciclo circadiano para explorar la relaciéon con los contactos de la
cromatina de genes circadianos. También se analizaron contactos en células troncales
embrionarias de ratéon (mESCs) y se determinaron las interacciones en esta etapa de
desarrollo temprano con enhancers anotados en el genoma del higado de ratom.

Los resultados indicaron que, en higado de ratéon, los genes que no pertenecen al reloj
central circadiano tienden a establecer méas contactos con una menor variabilidad a lo largo
del dia en comparacién con los genes del reloj central, que muestran menos interacciones,
pero con una dindmica mayor. Los genes circadianos, en general, también muestran una
preferencia temporal en la que sus contactos coinciden con su maxima transcripcion. Ademas,
de manera interesante, algunas interacciones entre los promotores de genes circadianos y
elementos enhancer presentes en el higado de raton parecen estar preestablecidas en las
mESCs.

Estos hallazgos sientan las bases para experimentos de perturbacién, en los que se
puede estudiar como las variaciones genomicas y alteraciones ambientales afectarian las
interacciones de la cromatina circadiana. La utilizacion de modelos de knockout o knockdown
y exponer las células a condiciones diversas ofreceria perspectivas sobre su papel en la

modulacién de la dindmica de la cromatina en la regulacién transcripcional circadiana.



ABSTRACT

Precise control of gene expression is vital for maintaining cellular homeostasis in
response stimuli. Transcription, initiated at the core promoter relies on additional regulatory
elements, such as enhancers. These elements which may be located considerable distances
away from their target promoters in the genome transmit their regulatory effect to target
promoters by forming physical contacts through chromatin looping. Recent advancements,
such as high-throughput Hi-C and its high-resolution derivative, Capture Hi-C, highlight the
critical connections between enhancers and promoters throughout the genome, emphasizing
the importance of chromosomal organization in transcriptional control.

One example of a system requiring changes in gene expression in response to recurring
stimuli is the circadian system in mammals. Present in every cell, the circadian clock
orchestrates cyclical changes in gene expression without altering cellular identity, providing
a unique model to explore the impact of three-dimensional chromatin organization on
transcriptional regulation. Given the current lack of complete certainty regarding the
influence of genome organization on circadian gene regulation, this work explores the
connection between circadian transcription and genomic contacts.

Leveraging data from a Capture Hi-C experiment conducted in mouse liver,
chromatin contacts between circadian gene promoters and enhancer elements were explored,
aiming to understand the relationship between distal regulatory elements and their
interaction with circadian promoters to drive rhythmic gene expression. Focusing on a set of
21 circadian genes, our approach involves standardizing assays for Capture Hi-C experiments
in mouse tissue, using bioinformatic workflows to identify significant interactions, and
measuring transcription levels at four distinct time points in relation to the chromatin
contacts. Additionally, we analyze contacts in mouse embryonic stem cells (mESCs) and
determine interactions in this earlier developmental stage with enhancer regions annotated
in the mouse liver genome.

The results indicated that, in mouse liver, non-core clock circadian genes tend to
establish more contacts with reduced variability compared to central clock genes, which
exhibit fewer interactions but with greater dynamics. Furthermore, circadian genes, in
general, preferentially time their contacts with peak transcription. Interestingly, some
interactions between circadian gene promoters and enhancer elements in the mouse liver
appear pre-established in mESCs.

These findings provide a foundation for perturbation experiments, paving the way to
examining how genomic variations and environmental disruptions could impact circadian
chromatin interactions. Future implementation of knockout or knockdown models as well as
exposure to diverse conditions would offer insights into their role in modulating chromatin

dynamics.
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1 INTRODUCCION

Dentro del niicleo de cada célula eucariota reside el conjunto completo de instrucciones para
dirigir el desarrollo, crecimiento y funcién celular. A pesar de ello, cada célula individual
sigue un programa que le confiere sus caracteristicas distintivas y funciones individuales.
Estas instrucciones estéan codificadas en los genes en las moléculas de ADN. La asociaciéon
del ADN con el ARN, y diversas proteinas nucleares conforman la cromatina; que es la
plataforma esencial sobre la cual se desencadenan procesos vitales. El primer paso en la
conversion del codigo genético a un producto funcional es la transcripcion (D’Oliveira
Albanus et al., 2021). Una pregunta de investigacion de gran interés es, comprender los
mecanismos que regulan la expresion de los genes especificos al tiempo preciso para producir
todos los distintos tipos celulares y las funciones biologicas que conforman a un ser vivo.
Un nivel de regulaciéon ampliamente estudiado es el efecto de los elementos regulatorios
gendmicos, los cuales pueden estar cerca o lejos de los genes. Estos elementos, junto con
proteinas como factores de transcripcion, desempeiian un papel crucial en la activacion de la
expresion génica en diferentes condiciones celulares.

Avances recientes en la tecnologia de secuenciaciéon gendémica, han permitido revelar la
conformacion espacial de cromatina y su importancia en la activacion de la transcripcion
génica. En las ultimas décadas, se ha profundizado en la comprension del efecto del estado
de condensaciéon de la cromatina dictado por marcas epigenéticas y su posicionamiento
espacio-temporal dentro del nicleo. Se ha demostrado que la posicion del genoma y sus
interacciones fisicas de la cromatina desempeifian un papel importante en la regulacion de
genes. Sin embargo, todavia no se comprende completamente el alcance de su impacto ni si
los contactos entre regiones de ADN son constantes o transitorios en diferentes contextos
celulares. Asi mismo, para que se lleven a cabo correctamente los procesos biologicos en la
célula, se debe reconocer y responder a estimulos internos y sefiales ambientales mediante la
coordinacién de la expresiéon transcripcional. Los ritmos circadianos son ejemplo de ritmos
biolégicos orquestados por un reloj molecular que coordinan la expresiéon de genes en
respuesta al ciclo de dia y noche.

En esta tesis, se estudia el modelo de la interrelaciéon entre la organizacion espacial dindmica
de la cromatina dentro del ntucleo y la expresion ciclica de genes asociados a elementos
regulatorios del genoma, como la transcripcién de genes circadianos durante un ciclo
circadiano. Se investiga la organizacion espacio-temporal de la cromatina a nivel de contactos
de ADN que aproximan a promotores con genes circadianos y su relacién con la expresion

génica oscilatoria.



1.1 EL CONCEPTO DE RITMO CIRCADIANO

La vida en este planeta esta sujeta a la sucesion continua entre luz y oscuridad por la rotaciéon
de la tierra alrededor del sol. En anticipaciéon a la repeticiéon del ciclo luz-oscuridad,
practicamente la totalidad de los seres vivos han desarrollado una ritmicidad circadiana (del
latin circa diem, que quiere decir “aproximadamente un dia”) para la mayoria de las funciones
fisiol6gicas y metabolicas vitales. Estos procesos con periodicidad de aproximadamente 24
horas, llamados ciclos circadianos, permiten a un organismo coordinar en sincronia interna
y externa actividades endégenas y conductuales a una hora determinada del dia. Por ejemplo,
en los mamiferos, el proceso conductual con oscilacion circadiana mas aparente es el ciclo de
suefio-vigilia, asi como el rendimiento fisico y cognitivo, y la ingesta de alimentos. Asi mismo,
la mayoria de los mamiferos muestran fluctuaciones con niveles maximos cada 24 horas en
diversos pardmetros fisiol6gicos como la temperatura corporal, presion arterial, secrecion de
hormonas y metabolismo (Schibler and Sassone-Corsi, 2002). En las especies nocturnas, como
los ratones, se observan las mismas variaciones, pero en fase inversa de luz y oscuridad.

Los sistemas circadianos se distinguen por cumplir tres caracteristicas: 1. Tienen una entrada
o estimulo ambiental 2. Tienen un oscilador endbgeno auto regulado y 3. Producen un efecto
ciclico auto sostenible. Es decir, los relojes circadianos se pueden sincronizar o “entrenar” por
sefiales externas y una vez iniciados producen un efecto que se mantiene atin en ausencia del
estimulo inicial. A una sefial capaz de sincronizar el reloj circadiano, se le conoce como un
zeitgeber que tiene la capacidad de provocar el reinicio del reloj circadiano; lo que se traduce
en una sincronizaciéon su fase. Aunque la luz es el zeitgeber predominante en la mayoria de
los organismos, otros estimulos como la ingesta de alimentos, la temperatura y el ejercicio,

también pueden influir en el comportamiento de los ritmos circadianos (Tahara et al., 2016).

1.1.1 La organizacion jerarquica del reloj circadiano: el reloj central y
los relojes periféricos

Una vez establecida la presencia de una ritmicidad endégena de 24 h en el organismo, queda
por comprender como se establece, se mantiene y se organiza temporalmente este proceso.
Los relojes circadianos en mamiferos tienen una estructuracion jerarquica. Aunque existen
relojes especificos en 6rganos, tejidos, y células; un reloj central, situado en el hipotalamo,
desemperfia el papel de marcapasos maestro. Este reloj central percibe los estimulos luminosos
del entorno a través de vias de sefializacion y coordina a los demas relojes periféricos (Yoo
et al., 2004). La luz se detecta por fotorreceptores en la retina y desencadena sefiales
sinapticas que se transmiten a un grupo de neuronas especializadas en el hipotalamo anterior

a través del tracto retino-hipotalamico. A este grupo de neuronas especializadas —unas 20



mil en ratones, y 50 mil en humanos— se les conoce como el niicleo supraquiasmatico (Ralph
et al. 1990). El nucleo supraquiasmatico es el regulador fisiologico maestro de las oscilaciones
circadianas en mamiferos; es el punto de partida a partir del cual emanan las sefiales
sistémicas a los demés sistemas de o6rganos mediante una combinacién de senales
neuroendocrinas y sinapsis eléctricas (Bollinger y Schibler, 2014). Su precision y constancia
involucran mecanismos moleculares dentro de cada célula.

Periodo luz/oscuridad

Reloj Maestro

Relojes periféricos

Figura 1. Jerarquia de los relojes circadianos. En mamiferos existe un reloj central que se conoce como el nicleo
supraquiasmaético. Este grupo de neuronas es responsable de integrar las sefiales originadas por la luz del ambiente
v detectadas por la retina para coordinar a los demas relojes periféricos del organismo.

1.1.2 Componentes moleculares del reloj central

El hallazgo de los mecanismos moleculares que rigen los ritmos circadianos representa un
hito fundamental en el campo de la biologia molecular. En el 2017, los cientificos Jeffrey C.
Hall, Michael Rosbash y Michael W. Young recibieron el Premio Nobel de Fisiologia o
Medicina por sus investigaciones sobre los ritmos circadianos y la identificacion de los genes
que controlan el reloj biolégico interno. Este reconocimiento demuestra la importancia y
complejidad del estudio de los ritmos circadianos y sus implicaciones en la salud y la
enfermedad. El circuito de retroalimentacion transcripcional-traduccional autorregulado
descubierto por estos cientificos en el ntucleo supraquiasmatico, y en particular la
identificacion de genes especificos involucrados en la regulacion de los ritmos circadianos, ha
sido crucial para nuestra comprension actual del reloj biologico y su funcion en la salud
humana.

A nivel molecular, el reloj circadiano se compone de circuitos interconectados de

retroalimentacion positiva y negativa transcripcionales y traduccionales (Ueda et al., 2005).



Estos circuitos regulan la expresién ritmica de los componentes del reloj tanto en el niicleo
supraquiasmatico como en los érganos periféricos. El mecanismo central del reloj circadiano
en mamiferos, se establece a través de elementos positivos que activan la expresion de los
genes de elementos negativos, cuyos productos proteicos eventualmente inhiben la accién de
los mismos elementos positivos, estableciendo un ciclo de retroalimentaciéon auto-reguladora
(Figura 2) (Revisado en Takahashi et al., 2008). Los componentes esenciales del reloj
circadiano son aquellos genes cuyos productos proteicos son indispensables para la generacion
y regulacion de ritmos circadianos dentro de las células del organismo (Takahashi, 2004).
Ademés, estos elementos representan factores transcripcionales que desempeiian un papel
crucial en la regulacion de la transcripcion ritmica de miles de otros genes en mamiferos (Zhu
et al., 2020).

En mamiferos, el circuito positivo principal inicia con los factores de transcripcion BMALIL
y CLOCK que forman heterodimeros y se translocan al ntcleo para activar la transcripcion
de los genes Per (Perl, Per2, Y Per3)y Cry (Cryl, Cry2, Cry3) al unirse a los motivos de
E-box en su region promotora (Zhang y Kay, 2010). La regulacién negativa de la
transcripcion ocurre cuando los elementos resultantes, PER y CRY, se unen y provocan la
inhibicién del heterodimero CLOCK/BMALIL. Asi mismo, un circuito de regulacion
circadiana secundario involucra al complejo CLOCK/BMALI cuando activa la transcripcion
de los receptores nucleares Rev-erbay Rora, cuyos productos proteicos a su vez reprimen y
activan, respectivamente, la expresion de Bmall, produciendo el comportamiento oscilatorio
de BMAL1 (Figura 2). El ciclo se completa y se vuelve a iniciar aproximadamente cada 24

horas (Zhao et al., 2014).

PER(CRY

1
BMAL1 CLOCK

E-box
Bmall/Clock

RORE

Per/Cry
Rev-Erb/Ror

Figura 2: Mecanismo molecular del reloj central. El circuito comienza con la formacion de heterodimeros entre
los factores de transcripcion BMAL1 y CLOCK, que promueven la transcripcion de los genes Pery Cry. La
regulacion negativa ocurre cuando los elementos PER y CRY inhiben el heterodimero CLOCK/BMALIL. Un asa
de regulacion secundario involucra a Rev-erba'y Rora, que reprimen y activan, respectivamente, la expresiéon de
Bmall, generando oscilaciones en BMAL1 (Mendoza et al., 2023).



1.1.3 Transcripcion circadiana

Se ha invertido gran esfuerzo en comprender la naturaleza del ciclo circadiano a nivel de
transcriptoma de diversos tejidos en mamiferos. Gracias a los avances en las tecnologias de
secuenciacion de alto rendimiento y herramientas bioinformaticas, en los ultimos afios ha
habido un progreso significativo en la comprension de la regulacion transcripcional circadiana
del genoma completo (Panda, et al. 2002; Storch et al., 2002, Zhang et al. 2004 Vollmers et
al. 2009; Fang et al 2014). Una gran parte del genoma esté bajo regulacion circadiana. El
andlisis del transcriptoma en varios tejidos y tipos de células ha revelado que miles de genes
muestran patrones de expresion ritmicos, lo que sugiere que hay una influencia generalizada
de los relojes circadianos en la expresion génica. Lo que se sabe a partir de estos estudios, es
que hasta el 20% de los transcritos son sujetos a una expresion oscilante; sin embargo, el
porcentaje exacto del genoma que es circadiano sigue siendo incierto, ya que puede variar

dependiendo del tejido u organismo que se estudie (Zhang et al., 2014).

1.2 REGULACION DE LA TRANSCRIPCION EN MAMIiFEROS

Un ser vivo esta conformado por cientos de tipos celulares especificos que comparten el mismo
genoma. Como resultado del empefio que se ha puesto en comprender lo que conlleva a esta
variedad, se ha determinado que el fundamento de la diversidad durante la diferenciacién
celular y el desarrollo radica en los intrincados mecanismos de la expresion génica diferencial.
Entre los 15 a 30 mil genes que puede englobar el genoma de un organismo eucarionte, las
células diferenciadas expresan un conjunto especifico de genes para generar las proteinas que
le confieren su identidad celular y en ultima instancia las propiedades caracteristicas de los
diferentes tejidos (Lis, 2019). La regulacion de la expresion de genes a partir de un mismo
genoma es vital para asegurar la funcién celular de un organismo.

El primer paso critico en la cual se transfiere la informacion genética desde el ADN a otros
productos funcionales es la transcripciéon. Si bien la secuencia de ADN contiene la
informacion utilizada en la ejecucion de un programa transcripcional, la accesibilidad de la
maquinaria transcripcional y factores transcripcionales a la cromatina desempefia un papel
crucial en la regulacion de este proceso (Vaquerizas et al., 2009). Se ha descubierto que la
accesibilidad a la cromatina es modulada por modificaciones directas en la secuencia de ADN
o por modificaciones postraduccionales sobre las histonas de los nucleosomas (Ong and
Corces, 2011). Por ejemplo, se sabe que modificaciones quimicas de histonas como la

acetilacion (ac), metilacion (me), fosforilacion (P) y ubiquitinacion (ub), asi como la



modificaciéon de las bases nucleotidicas del ADN como la metilaciéon, influyen en la
accesibilidad de la cromatina.

Ademas, se ha observado que la organizacién espacial de los cromosomas desempefia un
papel importante en la regulacién a nivel global. Los cromosomas se organizan en territorios
especificos dentro del ntucleo celular, y las interacciones intercromosémicas y a larga distancia
entre regiones gendmicas son comunes. Se ha demostrado que la posicién de los territorios
cromosémicos se correlaciona con la actividad transcripcional, y las regiones con actividad
transcripcional similar tienden a colocalizarse en el espacio nuclear, formando "fabricas de
transcripcion" donde es probable que compartan la maquinaria de transcripcion (Jackson et
al., 1993; Mitchell y Fraser, 2008).

Durante las dltimas décadas, se ha avanzado de manera exponencial el conocimiento sobre
mecanismos que confieren cambios a la expresion de genes pero que no son debido a cambios
directos a la secuencia del ADN. Estos diversos niveles de regulaciéon ocurren en conjunto
para coordinar la expresiéon génica para dar identidad a un tipo celular y asegurar el

funcionamiento adecuado de las células.

1.2.1 Elementos genémicos de regulacion transcripcional

Por lo general, un gen esta regulado por una regién con una secuencia especifica de ADN,
que se encuentra rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion (aproximadamente -500 pb
a -1000 pb), conocida como promotor. Es un sitio de acoplamiento para varias proteinas de
la maquinaria transcripcional.

Mientras el promotor de un gen define dénde inicia la transcripciéon, las secuencias
reguladoras pueden aumentar o disminuir la eficiencia de la transcripcion. Estos elementos
del genoma se conocen como reguladores en cis y actian de una manera independiente de

posicion y orientacién con respecto al promotor.

1.2.2 Enhancers

Una clase de elementos de regulacion gendémicos determinantes en la expresion génica
espaciotemporal se conocen como enhancers que tienen la habilidad de alterar positivamente
la expresion, independientemente de su orientacion o distancia linear con respecto a sus genes
blanco. Técnicas desarrolladas mas recientemente han permitido caracterizar a dichos
elementos en funcion de la sensibilidad a la DNAsa I (lo que sugiere cromatina accesible), la
presencia de secuencias consenso para uniéon a factores de transcripcion, asi como
modificaciones sobre histonas (Bulger and Groudine, 2011; Levine 2010; Blackwood et al.,

1998). En la actualidad, se ha integrado el uso de técnicas gendémicas como el acoplamiento



de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) para ciertas modificaciones de histonas, con
secuenciaciéon masiva; lo que ha permitido la prediccién de enhancers. Por ejemplo, la
deteccion de una relaciéon alta de monometilacion sobre la lisina 4 de la histona H3
(H3K4mel) en comparacion con la trimetilacion (H2K4me3) al mismo tiempo de la presencia
de la acetilacion de la lisina 27 sobre la histona H3 (H3K27ac) sobre una region genémica se
atribuye a enhancers (revisado en Li et al., 2016). Con base en estas caracteristicas, modelos
computacionales han permitido la prediccién desde cientos de miles hasta millones de

enhancers en el genoma de mamiferos (Qin et al., 2022).

1.2.2.1 Transcritos de enhancers: eRNAs

Cada vez més investigaciones respaldan que los enhancers funcionales son elementos
transcripcionales que dan origen a transcritos no codificantes conocidos como enhancer-RNAs
(eRNAs). Estos eRNAs son ARNs generados a partir de enhancers y han sido implicados en
la regulacion de la expresion génica, lo que sugiere que desempefian un papel en la red de
regulacién transcripcional.

Se ha demostrado que la presencia de eRNAs esta asociada a la actividad de enhancers, lo
que refuerza su potencial importancia como mediadores de la regulaciéon génica en diversos
contextos biologicos. (revisado en Li et al., 2016). Varios grupos de investigacion han
comprobado que enhancers previamente anotados por sus marcas epigenéticas generan
transcritos de ARN (De Santa eta al., Kim et al., 2010). A partir del establecimiento de este
descubrimiento, técnicas de secuenciacién para detectar transcritos primarios se han
desarrollado para estudiar la transcripciéon de eRNAs.

Algunos grupos han observado que, en comparacion con los enhancers que no generan
transcritos de manera robusta, aquellos que lo hacen muestran con mayor frecuencia la unién
de co-activadores transcripcionales y una mayor accesibilidad de la cromatina en las regiones
gendmicas asociadas a estos elementos de regulaciéon distal. Estos mecanismos pueden
contribuir a la actividad del enhancer y a la expresion del gen cercano en cis (revisado en Li
et al., 2016).

En el mismo sentido, un concepto actualmente en debate es la definicion de un enhancer
activo. Como se menciond antes, la anotacion genémica de los enhancers es principalmente
una predicciéon basada en marcas epigenéticas. Se ha sugerido que la presencia de una mayor
cantidad de factores de transcripcion en las regiones marcadas como enhancers podria ser
una sefial de que se trata de enhancers funcionales. De manera intrigante, los enhancers
definidos bajo este criterio a menudo muestran niveles significativos de transcripcion de

eRNA (Hah et al., 2015).



1.2.3 Insulators

Se les conoce como insulators a los elementos de regulacion en cis que tienen la capacidad de
prevenir la activacién o represion de expresion transcripcional por factores en cis o en trans
(Wallce and Felsenfeld, 2007). Su caracterizacion permite dividir a los insulators de acuerdo
con su funcién: los que tienen la habilidad de bloquear la acciéon de un enhancer sobre un
promotor, de manera dependiente de posicién y orientaciéon; asi como los que tienen la
capacidad de silenciar genes mediante la propagaciéon de la heterocromatina por la formaciéon
de una “barrera” (Geyer et al., 1986, Recillas-Targa et al., 2002). Un ejemplo clasico de un
insulator que bloquea a enhancers es el motivo de CTCF al cual se une el factor CTCF; una
proteina con 11 dedos de zinc, expresada ubicuamente, y altamente conservada (Moon, 2005).
Se ha demostrado que la capacidad para bloquear interacciones promotor-enhancer por

regiones insulator en vertebrados es mediada por CTCF (Burgess-Beusse et al. 2002).

1.3 ORGANIZACION TRIDIMENSIONAL DEL GENOMA A GRAN ESCALA

El arreglo espacial del genoma en el interior del niicleo no se produce de manera aleatoria.
Por el contrario, a través de una variedad de estrategias experimentales, se ha evidenciado
que la organizacion espacial de los cromosomas es altamente ordenada y regulada (Cremer
y Cremer, 2001). La organizaciéon tridimensional del genoma, también conocida como la
arquitectura del genoma en el nicleo, acumula cada vez més evidencia de tener un papel
fundamental en la regulaciéon de la expresion génica y en la funcién celular en general.
Investigaciones han revelado que los cromosomas no se encuentran dispersos al azar dentro
del ntucleo, sino que adoptan posiciones especificas y se organizan en compartimentos que

pueden influir en la interacciéon entre regiones gendmicas distantes.

1.3.1 Territorios cromosomicos

Dentro del nicleo, el genoma se encuentra organizado en regiones espaciales discretas
conocidas como territorios cromosémicos (Figura 3). El arreglo de los territorios
cromosémicos dentro del nucleo ha sido estudiado mediante ensayos de hibridacion in situ
de fluorescencia (FISH) con sondas especificas acopladas a fluoroforos diversos para
distinguir entre cada uno (Bolzer et al., 2005; Cremer et al., 2010, Lichter et al., 1988, Pinkel
et al., 1988). La arquitectura de los territorios cromosémicos también ha sido estudiada a
detalle con la ayuda de técnicas de microscopia de alta resolucion (Baddeley et al., 2010;
Markaki et al., 2010). Ademaés, la implementacion de nuevas técnicas (ver seccion de Captura

Conformacional de Cromosomas) para estudiar la organizacion tri-dimensional del genoma



corroboran las observaciones basadas en microscopia (Lieberman Aiden et al., 2009, Zhang
et al., 2012).

Se ha observado que el arreglo espacial de estos territorios no sigue un patrén aleatorio y
parece coincidir con rasgos cromosémicos como el tamano, la actividad de replicaciéon, el
contenido GC, y la densidad génica (Croft 1999, Tanabe 2002). Los cromosomas de menor
tamafio y con mayor densidad génica interaccionan preferentemente entre si y se agrupan
hacia el centro del niicleo, mientras que aquellos més grandes y con menor densidad de genes
tienden a localizarse hacia la periferia nuclear (Lieberman-Aiden, 2009; Zhang 2012).
Ademas, se observa con frecuencia interacciones entre cromosomas especificos, lo que

favorece las interacciones a larga distancia entre regiones gendmicas.

Territorios Cromosomicos Organizacién en Dominios Contacto Cromosémico

Figura 3. Niveles de organizacion del genoma. A un nivel global existe la compartimentacion de los cromosomas
que ocupan un lugar discreto dentro del ntcleo; a un nivel intermedio, cada cromosoma se organiza en
compartimento; a un nivel mas local, la cromatina forma asas mediadas por proteina que permiten acercar
espacialmente a elementos de regulacion transcripcional como enhancers con promotores, (adaptado de Fu et al.,

2018)
1.3.2 Formacion de asas de cromatina y regulacion a distancia

El estudio de las interacciones existentes permite idear modelos que involucran la formacion
de asas intracromosémicas. Estos modelos no sélo proporcionan informacion valiosa sobre la
estructura tridimensional del genoma, sino que también proveen datos para realizar estudios
sobre su relevancia funcional. Como se ha mencionado, los elementos de regulacién como
promotores, enhancers, e insulators ocupan ubicaciones distantes en la secuencia lineal del
genoma, pero influyen sobre sus blancos para regular la expresiéon mediante proximidad
espacial.

El modelo ampliamente aceptado para explicar como estos elementos de regulacion pueden
estar situados a larga distancia en el genoma lineal, pero operar en proximidad espacial, es

la formacion de asas en la fibra de cromatina dentro del nicleo (Fraser and Bickmore, 2007).



1.4 ESTUDIO DE INTERACCIONES A LARGA DISTANCIA DE LA
CROMATINA

En tiempos recientes, el notable aumento en la disponibilidad de recursos de secuenciaciéon y
capacidad computacional para analizar datos ha permitido un profundo avance en el
conocimiento de procesos biologicos complejos, como la organizacién cromosémica a nivel
gen6émico. En los tltimos afios se han presenciado avances impresionantes en el
entendimiento de la estructura inter-nuclear. A continuacion, se describen algunos de los

métodos mas relevantes utilizados para desentraiar la organizaciéon del genoma.

1.4.1 Captura conformacional del cromosoma (3C) y derivados

El método 3C (Chromatin Conformation Capture) fue desarrollado con el propodsito de
detectar interacciones entre dos segmentos de cromatina y sent6 las bases para el desarrollo
de métodos de captura de la conformacion para estudiar la organizacion tridimensional del
genoma (Dekker et al., 2002). El fundamento central del 3C y todas sus técnicas derivadas
se basa en el proceso de entrecruzamiento quimico del contenido nuclear que fija la cromatina
en su ubicaciéon espacial dentro del ntucleo, seguido por la fragmentacion del ADN con
enzimas de restriccion y la posterior ligacion de estos fragmentos (Figura 4). Una vez que se
revierte el entrecruzamiento, se obtienen moléculas hibridas que contienen dos regiones del
genoma que pueden estar separadas en la secuencia lineal del ADN, pero que fisicamente se
encuentran cercanas en el espacio tridimensional del ntcleo celular. Las interacciones de un
3C se detectan por PCR, lo que requiere el disefio de oligonucleotidso especificos para cada
region de interés (uno contra uno). La técnica de captura de conformacion cromosomica
circular (4C) se desarroll6 después para estudiar interacciones de un locus seleccionado con
el resto del genoma (uno contra todos), combinando los principios de la técnica 3C con

secuenciacion de alto rendimiento.

Reversion del A
® R entrecruzamiento

Entrecruzamiento Digestion Ligacion

Figura 4. Ilustraciéon del fundamento de 3C. Dos regiones linealmente distales en el genoma, pero espacialmente
proximas (representadas por lineas de cromatina azul y roja) quedan entrecruzadas quimicamente, tras la
digestion y reversion de entrecruzamiento es posible identificar a la interaccién de ambas regiones si se cuenta
con los oligonucleotidos de PCR.
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1.4.1.1 Hi-C

Para obtener un panorama de las interacciones que existen entre las distintas regiones del
genoma completo, se desarrollo Hi-C (Lieberman-Aiden et al., 2009). Este método enriquece
los eventos de ligacion mediante el uso de biotina después de la digestion (Figura 5). Tras la
ligacion de sitios romo, los complejos se enriquecen con una purificacion utilizando
estreptavidina para obtener solo a los fragmentos ligados. La secuenciaciéon masiva de los
fragmentos recuperados es posible con el uso de adaptadores utilizados tras la creacion de
una biblioteca. Después de la secuenciacion el mapeo de las secuencias permite identificar
interacciones entre dos loci distintos.

Para analizar la configuracion de la cromatina a nivel del genoma completo, se emplea la
técnica Hi-C. No obstante, cuando se busca explorar las interacciones entre elementos
especificos a escala global, surge la necesidad de secuenciar el genoma en su totalidad y con
gran profundidad. Por ejemplo, la resoluciéon del experimento original fue de 1 Mb
(Lieberman-Aiden et al., 2009) y para obtener un incremento a una resolucion de 100 Kb se
necesitarfa un incremento en la profundidad de secuenciacién de 100 veces. Dicho de otra
manera, el incremento unitario en la resolucién requiere de un incremento cuadrético de la
profundidad de la secuenciacién, volviéndolo poco practico y costoso.

Sin embargo, se ha desarrollado recientemente una alternativa para explorar las interacciones
de regiones especificas distribuidas en todo el genoma: la técnica conocida como Capture Hi-
C. Esta metodologia se utiliza para obtener los resultados analizados en este trabajo y se
describe a continuacion.

Capture Hi-C es una version modificada de la técnica Hi-C que permite investigar de manera
dirigida las interacciones entre regiones gendmicas especificas. Involucra la seleccion y
enriquecimiento de regiones de interés mediante sondas de captura disefiadas a medida,
seguido de la fijacion cruzada, digestion, ligacion y secuenciacion (Figura 5). Al centrarse en
regiones especificas, el Capture Hi-C proporciona una vision de mayor resolucién de las
interacciones que involucran esas regiones, lo que permite una investigaciéon mas detallada
de sus interacciones regulatorias. Esta técnica ha demostrado ser valiosa para estudiar el
panorama regulatorio del genoma y comprender las implicaciones funcionales de interacciones
gendmicas especificas.

Para enriquecer zonas especificas, se genera un conjunto de sondas biotiniladas que se utilizan
como “carnadas” o “baits”, para capturar por ejemplo los promotores del genoma, a partir de

la biblioteca de Hi-C. Estos baits enriquecen la seleccion, permitiendo la identificacion de
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todas las interacciones con las regiones seleccionadas, permitiendo el estudio detallado de las

interacciones gendmicas en esas areas especificas (Figura 5 y Figura 6).

1.4.1.2 Capture Hi-C

—
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Figura 5. Esquema general del procedimiento de un experimento de Capture Hi-C. Hasta el punto 4 se sigue el
mismo procedimiento que para un Hi-C convencional. El disefio y uso de sondas biotiniladas permite enriquecer,
en una segunda fase de seleccion, los fragmentos que contengan el elemento de interés (por ejemplo, los
promotores) (modificado de Furlan-Magaril, et al., 2015).

Chr.8 91,310,000 91,390,000 91,470,000 91,550,000 91,630,000 91,710,000 91,790,000 91,870,000

i Sall1 @

Interacciones del promotora partir de un Capture Hi-C

Figura 6. Comparacion de perfil de interacciones de un Hi-C con el de un Capture Hi-C para el mismo promotor.
Con la misma profundad de secuenciacién, se observan distintos perfiles de interacciéon a partir de un mismo
promotor. En el panel superior se observan todas las interacciones del genoma determinadas por Hi-C, en el
medio se observan las interacciones observables tinicamente con el promotor de Sa/// del mismo experimento, y
en el panel inferior un experimento de Capture Hi-C en el cual se utiliza una sonda para el promotor Salll. Este
resultado demuestra como la adaptacion de la técnica permite observar una cantidad considerablemente superior
de interacciones con la misma profundidad de secuenciacion (Schoenfelder et al 2015).

12



2 ANTECEDENTES

2.1 EVIDENCIA EN FAVOR Y EN CONTRA DE LA DINAMICA DE LOS
CONTACTOS PARA ESTABLECER ACTIVACION TRANSCRIPCIONAL

Los estudios que investigan los contactos de la cromatina en relacién con la expresiéon
transcripcional han revelado una naturaleza dindmica con distintos grados de estabilidad
dependiendo del contexto. Algunos contactos se originan y se vuelven estables en ciertas
situaciones, indicando una relacion regulatoria persistente. Sin embargo, otros estudios han
encontrado que los contactos cromatinicos pueden exhibir caracteristicas dindmicas, lo que
sugiere que la interaccion entre elementos reguladores puede variar en su estabilidad y
duracion en diferentes circunstancias.

En algunos contextos de diferenciaciéon celular y desarrollo, se han observado etapas en las
que se forman asas dinamicas de cromatina que acercan elementos reguladores distantes a
promotores de genes. Estas asas desempeiian un papel fundamental al aproximar fisicamente
a los enhancers con sus genes objetivo, y estan involucradas en la regulaciéon de la expresiéon
de genes especificos de tejidos. En estos estudios, se ha notado que las interacciones entre
enhancers y promotores se producen en tipos celulares donde los enhancers estan activos,
pero no se encuentran en tipos celulares donde los enhancers estan inactivos. Este
comportamiento dindmico de las interacciones entre enhancers y promotores esta
estrechamente relacionado con la actividad especifica de los elementos reguladores asociados
en cada tipo celular. (Schoenfelder et al 2015; Javierre et al 2016; Hnisz et al 2017; y Dowen
et al 2014). También existe evidencia que demuestra que la interaccion enhancer-promotor
es restringida de manera espaciotemporal en células dénde el gen estudiado es activo
(Williamson et al., 2012; Williamson et al., 2016; Buntig et al., 2016).

Por otro lado, hay cierta evidencia que demuestra como las interacciones enhancer-promotor
tienden a ser estables sin importar la actividad del enhancer (Montavon et al., 2011; Ghavi-
Helm et al., 2014). En estas investigaciones se identifico que una vez que se forman, los
contactos entre elementos reguladores distales y promotores génicos, estos tienden a ser
altamente estables a lo largo del tiempo, contribuyendo a la regulacién precisa de la expresiéon
génica.

Por lo tanto, el conjunto de evidencias respalda una perspectiva dual: mientras que ciertos
contactos cromatinicos pueden ser estables y persistir en el tiempo, facilitando una regulacién
génica sostenida, otros contactos pueden llevar a cabo remodelaciones y reorganizaciones en

respuesta a diferentes sefiales celulares y estimulos ambientales. Estos hallazgos subrayan
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colectivamente la importancia de investigar la dindmica de la formacion de contactos en
diversos contextos biolégicos, mejorando asi la comprensiéon de los mecanismos de regulaciéon
transcripcional y la participaciéon de los elementos reguladores distales en la activacién de

los genes objetivo

2.2 CONFORMACION DE LA CROMATINA Y REGULACION DE LA
TRANSCRIPCION DE GENES CIRCADIANOS

Se sabe menos sobre la dindmica del plegamiento de la cromatina y su relaciéon con la
transcripciéon en el contexto de la expresiéon de genes circadianos. Para empezar a abordar
esta pregunta algunos grupos de investigadores han explorado los cambios en las
interacciones desde loci circadianos discretos. Por ejemplo, un estudio utilizando la técnica
4C (que permite observar las interacciones desde un solo locus) sobre el promotor del gen
circadiano Dbp en cultivos de fibroblastos de raton, describe la red de interacciones ritmicas
que ocurren durante un curso temporal. Se determiné que algunos de los contactos en trans
que flucttian se atentan en células mutantes para el impulsor clave de la retroalimentacién
positiva en el reloj circadiano central Bmall (Aguilar-Arnal et al., 2013). En otro estudio, se
exploré un mecanismo de represion de la transcripcion de ciertos genes circadianos en el que
podria estar vinculada a la asociacion de sus loci con dominios asociados a la lamina (LADs).
En particular, detallan sobre la expresiéon circadiana del gen Pard3 que depende de su
asociacion ritmica a un LAD en un mecanismo que involucra en conjunto a la proteina
estructural de la cromatina CTCF y la enzima PARP1 (poli(ADP-ribosa)polimerasa) (Zhao
et al., 2015).

Simultaneamente al desarrollo de esta tesis, dos grupos publicaron estudios muy relevantes
para nuestra pregunta de investigacion inicial. El primero investigé la dindmica de contactos
entre promotores de ciertos genes circadianos en higado de ratén durante un ciclo completo
(Mermet, et al., 2018, Yeung, et al., 2018). El segundo explor6é a nivel global sobre el
mecanismo y relevancia del plegamiento de la cromatina entorno a la transcripcion circadiana
(Kim et al., 2018). Al observar los cambios que ocurren en la organizacion tri-dimensional,
reportan que, en concordancia con la literatura, los contactos permanecen estables dentro de
sus TADs correspondientes, habiendo una cantidad considerable de cambios en contactos
entre enhancers y promotores. El estudio se enfoca en los cambios que ocurren sobre el locus
del gen circadiano Cryl, determinando que la unién de un elemento del reloj central negativo,
Rev-erba, sobre la cromatina ocurre en un momento opuesto del dia (en anti-fase) a la

expresion del gen Cryl. Por lo tanto, determinan que a nivel de cromatina un componente
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represivo del reloj molecular opera mediante la modulacién ritmica de asas de cromatina
para controlar la transcripciéon génica circadiana

A pesar de los avances realizados, aun persiste la falta de una clasificaciéon contundente sobre
como los contactos de cromatina y organizacién espacial de la cromatina se relacionan con
la fluctuaciéon en los niveles de la expresion génica de los genes circadianos Se destacan dos
escenarios: uno donde la estabilidad se correlaciona con la actividad del enhancer, y otro
donde las interacciones permanecen estables independientemente del contacto entre
promotor-enhancer, contribuyendo a la regulacién de la expresion génica

Con el objetivo de abordar esta incognita, con este trabajo analizamos detalladamente el
interactoma de un conjunto de genes circadianos. Nuestro objetivo principal fue identificar
una relaciéon entre la dindmica de la organizacién espacial de estos genes y su estado
epigenético en las regiones con las que establecen contacto, asi como su estado de
transcripcion.

Para lograr dicho anélisis, se parte de datos obtenidos por un experimento que utilizé la
técnica Capture Hi-C en higado de ratones adultos los cuales revelan las interacciones que
existen con todos los promotores del genoma de raton (Furlan-Magaril et al., 2021). Datos
de particular interés generados a partir de tal estudio, que fueron explorados en esta tesis,
son las interacciones entre los promotores con elementos tipo enhancer que se transcriben de

manera circadiana.
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3 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

3.1 EL CICLO CIRCADIANO COMO MODELO PARA ESTUDIAR EL PAPEL
DE LAS PROPIEDADES DINAMICAS DE LA CROMATINA EN LA
REGULACION TRANSCRIPCIONAL

Ante la incertidumbre actual sobre el papel de la organizaciéon del genoma en la regulacion
de la expresiéon génica, es crucial abordar la cuestidén utilizando un modelo que permita
investigar si las variaciones en la expresion oscilante en tejidos especificos se relacionan con
las fluctuaciones periddicas en las interacciones entre promotores circadianos y elementos
enhancer, como ocurre durante un ciclo circadiano. El sistema circadiano se presenta como
un modelo ideal, ya que exhibe cambios transitorios y recurrentes en la expresion génica sin
alterar la identidad celular. Esto nos proporciona la oportunidad de estudiar el impacto del

arreglo tridimensional de la cromatina en la regulaciéon transcripcional.

Expresion

Tiempo

Figura 7 Dos escenarios clave relacionados con la regulacion de la expresion génica circadiana. En la parte
superior, se muestra como la presencia de contacto cromatina se correlaciona con la expresion génica. En la parte
inferior, se observa la persistencia de la expresion génica en ausencia de contacto cromatina. Estos hallazgos
plantean preguntas sobre la necesidad del contacto cromatina en la regulacién precisa de la expresién génica
circadiana.
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4 HIPOTESIS

Los promotores de genes circadianos estableceran contactos ritmicos con elementos de

regulaciéon durante el ciclo circadiano y estos seran mas abundantes en el punto temporal de

mayor expresion del gen en cuestion.

5 OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GENERAL

Estudiar las interacciones dindmicas de promotores para un conjunto de genes circadianos

en cuatro puntos temporales durante un ciclo circadiano en células de higado de raton

5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.

Generar una lista de genes candidatos para estudiar el interactoma circadiano en
raton

Realizar una comparacién entre las interacciones determinadas partir de un
experimento Capture Hi-C y los niveles transcripcion de genes circadianos en higado
de ratén entre 4 puntos del dia

Determinar las interacciones entre los promotores del conjunto de genes seleccionados
en células troncales embrionarias de raton (mESCs) con regiones de enhancers
anotado en tejido hepético

Sincronizar ratones con un ciclo LD 12:12 y validar la transcripcion ritmica de los
genes circadianos a partir de muestras de células de higado y rinién

Estandarizar un protocolo de Capture Hi-C utilizando tejidos de ratones bajo un ciclo
LD 12:12

Disefiar sondas de captura de promotores de genes circadianos para un experimento

de Capture-Hi C
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6 METODOS Y MATERIALES

6.1 SELECCION DE GENES PARA ESTUDIO DEL INTERACTOMA
DURANTE UN CICLO CIRCADIANO

Se eligieron los genes para el estudio del interactoma en el higado de ratén adultos en funcién
de las interacciones de los promotores determinadas por el experimento de Capture Hi-C
realizado por el equipo de la Dra. Mayra Furlan-Magaril (Furlan-Magaril et al., 2021).
Mediante un flujo de trabajo que a continuacion se describe, se seleccionaron 21 genes
candidato considerando que dichos promotores tuvieran interacciones significativas con
enhancers, con expresion en higado, bazo, corazén, y rifiéon, y que muestran transcripcion
circadiana.

Para acotar la lista de genes, se determinaron las interacciones a distancia significativas
empleando la herramienta bioinformética CHICAGO (Cairns et al., 2015). Este paquete
estadistico depura a las interacciones significativas y les asigna un valor o “score” a cada
interacciéon. Con CHiCAGO se obtuvo una lista de los promotores de genes con interacciones
significativas. A partir de esta lista, se seleccioné un sub-conjunto cruzando la informacién
de las posiciones genémicas de las interacciones de dichos promotores con datos piiblicamente
disponibles de las posiciones genémicas de elementos enhancer que se transcriben de manera
circadica (Vollmers et al., 2013, Fang et al., 2014).

Una vez generada una lista precursora, fue necesario realizar un anélisis manual del
panorama de interaccién de cada gen particular para asegurar que el gen prospectivo
cumpliera con los requisitos previamente mencionado, utilizando la herramienta SeqMonk.
También se buscoé a cada gen en la base de datos Circa DB que recopila los perfiles de
expresion de genes circadianos para verificar su transcripcion circddica. Asi mismo, se
confirmé en la literatura que la expresion de dichos genes fuera reportada en bazo, corazon,

higado, y rifién.

6.2 SINCRONIZACION CIRCADIANA DE RATONES Y EXTRACCION DE
TEJIDO

Se utilizaron 18 ratones macho C57BL/6J de 8 semanas de edad. Los ratones se alojaron en
condiciones estandar con temperatura controlada en un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas
(LD 12:12) durante 3 semanas. Se proporcioné alimento y agua ad libitum durante todo el

estudio.
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Adaptacion al ciclo luz-oscuridad:

Para sincronizar los ratones, inicialmente se expusieron a un ciclo de luz-oscuridad de 12
horas durante tres semanas. Durante este periodo de adaptacién, las luces se encendieron a

las 7:00 a. m. y se apagaron a las 7:00 p. m.

Ajuste de fase:

Después del periodo de adaptacion, los ratones se sometieron a un procedimiento de ajuste
de fase para garantizar la alineacién con los puntos de tiempo experimentales deseados. Para
este proposito, se sometié a los ratones a un ciclo de luz-oscuridad de 12 horas, pero con un
avance de fase de 6 horas. Esto se logro retrasando el apagado de las luces en 6 horas, lo que
result6 en un tiempo de encendido de las 1:00 p. m. y un tiempo de apagado de las 1:00 a.m.

El ajuste de fase se realiz6 durante tres dias consecutivos.

Extraccion de tejidos:

Inicialmente planeado para realizar experimentos en momentos especificos (a las 0, 6, 12 y
18 horas), las muestras se tomaron en los puntos de tiempo (ZT 0, 3, 6, 9, 12, 15, 18, 21, y
24). Esto gener6 un excedente de muestras para futuros experimentos o réplicas. Se minimizo
el tiempo entre la eutanasia y la recoleccion de tejidos para garantizar representacion precisa
de la expresion génica y la conformacion de la cromatina en cada punto de tiempo (tiempo
de recorrido 5 min).

Con la finalidad de generar material para experimentos de Capture Hi-C, medir niveles de
ARN y proteinas, los bazos, corazones, rifiones, e higados de cada ratén se cortaron en
pedazos cubicos con lados de aproximadamente 2 mm. Se separ6 en partes equivalentes el
tejido; una parte se congeldé inmediatamente sobre N2 para extraccion de ARN y proteina, y
la otra parte se fijo inmediatamente con formaldehido al 2% o 1% para los experimentos
posteriores de captura o inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP) (detallado en seccion
6.4.1 Fijacion de cromatina) y posteriormente se congeld sobre N2 para almacenar a -80 °C

hasta la continuacién del protocolo de Hi-C.

6.3 RT-QPCR PARA DETERMINAR NIVELES DE TRANSCRITOS A
PARTIR DE TEJIDO Y CONFIRMACION DE OSCILACION
CIRCADIANA

6.3.1 Diseno de oligonucleétidos (primers)

Se disefiaron oligonucledtidos para medir la expresion génica circadiana con comparadores

de expresion constitutiva (Tabla 1). Se identificaron las regiones genémicas relevantes en la
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anotacion del genoma murino mmY 'y se disefiaron tres por gen, incluyendo uno en sentido y
dos en anti-sentido que abarcaran exén-exén y exén-intrén. Esto permitié evaluar tanto los
ARN procesados como los nacientes. Los primers se disefiaron utilizando Benchling y Primer3
y se estandarizaron condiciones y validaron experimentalmente mediante reacciéon de
polimerasa en cadena de punto final (PCR) para garantizar su especificidad y eficiencia en
la amplificacion de las regiones de interés, facilitando la medicién precisa de la expresion

génica en el estudio.

Tabla 1. Lista de oligonucledtidos para medir expresion de transcritos maduros y primarios de genes circadianos.

Nombre Secuencia 5°-3°

mNrldl_mRNA_Fwd TGACGACCCTGGACTCCAATAA
mNrildl_premRNA_Rev AGCACAGTAACAAACACCAGCC
mNridl_mRNA_Rev TGTGGGACAACCTTGAGTCAGG
mBmall_mRNA_Fwd TGGACACAGACAAAGATGACCC
mBmall_premRNA_Rev TCAGGGGATAGAGGGACAGTCT
mBmall_mRNA_Rev GCATTCTTGATCCTTCCTTGGT
mDbp_mRNA_Fwd GAGGAGCCTTCTGCAGGGAAA
mDbp_premRNA_Rev CACCCCAACAGTTGAGTCCCTA
mDbp_mRNA_Rev GAGTTGCCTTGCGCTCCTTTTC
mlirf2bp2_mRNA_Fwd GGCTTCCTTTTCCTTGCTGTCC
mirf2bp2_premRNA _iRev | TGAAGCTGCGTGCAGAACTATG
mirf2bp2_mRNA_Rev GAGCAAGTTCAAGAAGGAGCCG
mElovl5_premRNA_Rev CACCCGCCAAGTTCCTGAAG
mElovl5_mRNA_Fwd CTGCAGCTTGCTTCTGTTCCC
mElovl5_mRNA_Rev CCAGGAAGGCCTTGAAATAGGT
mPer2 mRNA Rev CTTCAGCTCCTTCAGGGTCCTT
mPer2_premRNA_Rev CCTTCTAAAAAGAGCGGTGGGG
mPerZ_mRNA_Fwd CCCTGATGATGCCTTCAGACTC
mPpib_Fwd GGAGATGGCACAGGAGGAA
mPpib_Rev GCCCGTAGTGCTTCAGCTT
mRps9_Fwd GACCAGGAGCTAAAGTTGATTGGA
mRps9_Rev TCTTGGCCAGGGTAAACTTGA

6.3.2 Controles de Calidad y Verificacion en el Protocolo de Hi-C

Control de Interaccion:

Para realizar las reacciones de control positivo de interaccién a larga distancia, se selecciond
la region de los genes de Histonas y Albumina, que son genes constitutivos y distales entre
si. Se disefiaron oligonucledtidos cercanos a los sitios de restriccion de la enzima Mbol para
detectar una sefial de amplificacion mediante PCR cuando se llevara a cabo la digestion,

rellenado y ligacion de acuerdo con el protocolo de Hi-C.
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Control de Digestion:

Para verificar la correcta digestion y religacion de la fibra de ADN en el experimento de Hi-
C, se disefiaron primers que abarcaran dos sitios de restricciéon contiguos de la enzima Mbol.
La teoria detris de este diseno es que, durante la digestion y religacion, existe la posibilidad
de que el segundo fragmento gire y se ligue frente al primero, permitiendo la amplificacién
por PCR de una zona que no seria accesible en el genoma no digerido.

Estos controles de interacciéon y digestiéon no solo aseguraron la calidad del procedimiento,
sino que también permitieron evaluar la eficiencia de la ligaciéon y detectar posibles errores
en el proceso. La estrategia de disefio de primers y su aplicacion en estos controles de calidad
resultaron fundamentales para garantizar la integridad de los datos obtenidos en el estudio

de Hi-C.

Tabla 2. Lista de oligonucledtidos para medir expresion de transcritos maduros y primarios de genes circadianos.

Nombre Secuencia 5'-3’

Alb_int_Rev_1 GCAGCCGAGAATTAAAGTGC
Alb_int_For_2 AGGAACCAATGAAATGCGAGGT
Alb_int For_1 ATCAAGACCCACACCAGGAC
Alb_int Rev_2 ATTAAGCCAAAACCCCATCC
Alb_mid_50kb_For_1 AGGAAGCAGCAGGACTTCTCTG
Alb_mid_50kb_Rev_2 GGCAGCCCAAATGGTGATTGAA
Hist1h4i_bt_Fwd_1 TTTGTGGTGGCCCTAAAAAG
Hist1h4i_bt_Rev_2 ATCATGTCTGGTCGTGGCAAAG

Hist1h4i_300kb_Fwd 1 | CACTGGTAAATTTTTAAAGGGATTTT
Hist1h4i_300kb_Rev_2 GCGGGGTGATTTAACACAGT
Hist1h2be_LR_Fwd_1 TACCCAGCAGTTCAGGAAAGGG

Histlh2be_LR_Rev_2 TCAGCTCCCTGAAAGCGAAAGT
Alb_noMbol_Fwd_2 TGGGGACACAAGACTTCTGAAAGT
Alb_noMbol_Rev_2 GGGGTGGGTCTCATTATAGGGC

6.3.3 Extraccion de ARN

El ARN de las muestras de tejido (bazo e higado) se extrajo con Trizol siguiendo las
especificaciones del fabricante. Se utiliz6 una muestra de aproximadamente 50 mg que fue
homogenizada en una caja Petri de 35mm utilizando el embolo de una jeringa para pasar a
través de una maya de disgregacion celular. La mezcla de Trizol y el tejido homogenizado

fue congelada hasta su posterior procesamiento.
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6.3.4 RT-qPCR

A partir del ARN total de las muestras de interés, se sintetizdé el ADN complementario
(cDNA) utilizando la enzima transcriptasa reversa y oligos especificos para el gen de interés.
Luego, se realiz6 la amplificacion del cDNA mediante PCR en tiempo real utilizando el Kit
KAP SYBR Fast v9.13. La cuantificaciéon de la expresion génica se llevd a cabo utilizando
una curva estandar de referencia y se normalizé mediante la expresion de un gen de referencia

interno constitutivo.

6.4 PREPARACION DE BIBLIOTECAS DE HI-C A PARTIR DE TEJIDO

6.4.1 Fijacion de cromatina

El bazo, corazon, rifiones e higado de los ratones se extrajo mediante diseccién y se cortd en
trozos pequefios. Se tomaron aproximadamente 10 trozos de tejido de aproximadamente
8mm? (2x2x2)mm se pasaron a un tubo Falcon de 15mL con 4.4 mL de medio DMEM
previamente anadido a los cuales se les agregé 0.6 mL de Formaldehido 16% (concentracion
final. La fijacién se llevo a cabo durante 10 minutos a temperatura ambiente con agitacion
constante, y luego se detuvo la reaccién agregando una cantidad excedente de glicina 1M
enfriada sobre hielo.

Se realiz6 centrifugacion a 1500 rpm durante 10 minutos a una temperatura de 4°C. Luego,
se eliminé el sobrenadante y los pellets resultantes se congelaron en nitrégeno liquido para
su posterior almacenamiento a -80°C, con el propoésito de ser utilizados en experimentos

futuros.

6.4.2 Permeabilizacion de nucleos

Para permeabilizar los nticleos, se afiadieron SDS al 10% (0.3% final) y se incubaron a 37°C
durante 45 minutos a 950 rpm. Luego, se agregaron 75 pl de Triton X-100 al 10% (1.6%

final) y se incubaron bajo las mismas condiciones que en el paso anterior con SDS.

6.4.3 Digestion

Para llevar a cabo la digestion de la cromatina, se empled la enzima Dpnll o Mbol. Se
anadieron 250 U de esta enzima en dos etapas. Inicialmente, se agregaron 200 U al lisado
celular y, tras una suave mezcla con una pipeta, se incubaron durante toda la noche a 37°C.
A la mafiana siguiente, se afiadieron 50 U adicionales de Mbol y se volvié a incubar bajo las
mismas condiciones durante una hora més.

Transcurrido el tiempo de digestion de dos horas, se inactivaron las enzimas manteniendo

los tubos a 65°C durante 20 min.
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6.4.4 Rellenado con biotina

Trabajando sobre hielo, se prepar6 una mezcla de dinucleétidos compuesta por 1.5 pl de
dGTP 10 mM, 1.5 pnl de dCTP 10 mM, 1.5 nl de dTTP 10 mM y 37.5 nl de dATP-biotina-
14 0.4 mM (Invitrogen 19524-016).

Adicionalmente, se afiadieron 50 U del fragmento Klenow grande de la ADN polimerasa [
(NEB MO0210L) a cada tubo, junto con la mezcla previamente preparada. La combinacion se
homogeneizé mediante pipeteo y se incubd durante 75 minutos a 37°C, con un programa de
agitacion que consistié en 700 rpm durante 30 segundos, seguidos de 10 segundos de reposo,

repitiendo este ciclo.

6.4.5 Ligacion y reversion de entrecruzamiento

Se prepard una mezcla de ligacion que contenia 100 pl de buffer de ligacion 10X, 10 pl de
BSA 10 mg/ml, 15 U de ligasa de ADN T4 (1 U/nl) y 425 pl de agua. Esta mezcla se afiadié
a cada uno de los tubos y se incubaron a 16°C durante toda la noche para asegurar una
eficiencia maxima de ligacion.

Al dia siguiente, se agregaron 50 pl de Proteinasa K (10 mg/ml) a las muestras, y se
incubaron a 37°C durante dos horas. Luego, las muestras se mantuvieron en incubaciéon a
65°C durante toda la noche para permitir la degradacién completa.

Después de completar la reversion del entrecruzamiento, se procedié a la purificacion del
ADN. Sin embargo, antes de llevar a cabo esta etapa, las muestras se trataron con 10 pl de

RNAsa A (10 mg/ml) y se incubaron a 37°C durante una hora.

6.4.6 Extraccion y Purificacion del ADN

La extraccién del ADN se realizé6 mediante el método fenol-cloroformo. Se afiadieron 2 pl de
glucogeno a cada muestra, seguido de la adicién de 1 volumen de fenol-cloroformo a pH 8.
La mezcla se homogeneiz6 utilizando agitador Vortex y posteriormente se centrifugd a
méxima velocidad a 4°C durante 15 minutos. La fase acuosa resultante se transfirié a un
nuevo tubo, y se llevd a cabo una segunda extraccion utilizando 100 ul de TLE con el objetivo
de recuperar la mayor cantidad posible de ADN de cada muestra.

El ADN se precipitdo mediante la adicién de 2 volumenes de etanol al 100% y 0.1 volumen
de acetato de sodio 3M, y se dejaron las muestras a -20°C durante toda la noche.
Transcurrido este tiempo, se centrifugaron a maxima velocidad (14000 rpm) a 4°C durante
30 minutos. Los pellets resultantes se sometieron a dos lavados con etanol al 70% y

finalmente se resuspendieron en TLE.
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La cuantificacién del ADN se llevo a cabo utilizando el sistema Qubit, utilizando diluciones

de 1:50 para garantizar una medicién precisa.

6.5 ESTRATEGIA ALTERNA PARA OBTENCION DE SONDAS DE CAPTURA
DE ARN MARCADO CON BIOTINA PARA CAPTURE HI-C

Diseno de Oligonucleétidos: Se disefian oligonucledtidos que amplifican un fragmento de 120
pares de bases a partir del sitio de corte de Mbol en el fragmento genémico de interés.
Amplificacion del Fragmento: Se realiza la amplificacion del fragmento de 120 pb mediante
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando los oligonucleotidos disefiados.
Purificacion del Producto: El producto de PCR se purifica para eliminar impurezas y
oligonucleétidos sobrantes.

Generacion del Sustrato: Se lleva a cabo una reaccion de ligacion entre el fragmento de ADN
amplificado y el adaptador de ARN que codifica para la T7 ARN polimerasa. Esto produce
el sustrato necesario para la sintesis in vitro.

Sintesis in vitro de RNA: Se utiliza la T7 ARN polimerasa para sintetizar fragmentos de
ARN marcados con biotina a partir del sustrato generado en el paso anterior.

Purificacion de Sondas de Captura: Se purifican las sondas de captura de ARN marcado con

biotina para eliminar cualquier contaminante.

6.6 CONTROLES Y RESOLUCION DE PROBLEMAS EXPERIMENTALES
PARA ESTANDARIZACION DE HI-C EN TEJIDO

Se realizaron ensayos para optimizar el protocolo Hi-C en tejidos de higado, rifién, corazon
y bazo como se describen a continuacién. Sin embargo, se enfrentaron dificultades
experimentales, especialmente debido a la naturaleza de los tejidos en comparaciéon con
culturas celulares. Se ajusté la cantidad de tejido utilizado para el proceso, aproximadamente
8 millones de células, y se realizaron ajustes para garantizar la eficiencia del protocolo.

Con el objetivo de validar el protocolo Hi-C, se llevaron a cabo controles utilizando
oligonucledtidos especificos para evaluar la eficacia de las reacciones enzimaticas. Estos
oligonucledtidos fueron disefiados para constatar la reproducibilidad de las interacciones
distales previamente conocidas.

Para realizar este control, se eligieron oligonucledtidos disefiados individualmente en
direcciones opuestas, que abarcaban regiones genémicas linealmente distantes entre si. Estas
regiones se encontraban a distancias de 50Kb, 300Kb y 1Mb. Estos ensayos se realizaron en
una regién especifica del mismo gen. Puesto que la amplificacién exitosa de muestras de
material genético con estos oligonucledtidos indicaria una reproducciéon exitosa de las

interacciones, confirmando la validacion de las etapas de entrecruzamiento, digestion y
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ligacion del proceso Hi-C. La Tabla 1 contiene una lista de estos oligonucleétidos disefiados
para medir la expresion de transcritos maduros y primarios de genes circadianos.

Ademaéas de amplificar dos regiones clave como parte de los controles esenciales en el
experimento Capture Hi-C, se confirmé la formacion de los nuevos sitios de restriccion
generados en las reacciones enziméticas del protocolo. Se llevaron a cabo pruebas en las
muestras de tejido utilizando oligonucledtidos de control interno y otro conjunto de
oligonucledtidos a 1Mb de distancia para verificar la especificidad de las interacciones.

Los resultados de la amplificacion por PCR mostraron inespecificidades para ambos
conjuntos de oligonucledtidos. Sin embargo, en el caso del control de la albumina interna, se
obtuvo un amplicon con el peso esperado de 124 pb (Figura 8). Notablemente, solo la
muestra proveniente del rifion produjo un amplicén cercano al peso esperado de 240 pb para

el conjunto de oligonucle6tidos de interaccion a 1Mb de distancia.
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Figura 8. Control de ligacion del procedimiento de restriccion-ligacion de Capture Hi-C. Se utilizaron los oligos
para verificar la reaccion eficiente de restriccion seguida por ligaciéon en los cuatro tejidos. El peso esperado del
amplicon del control de albumina es de 124 pb, y para el de histonas es de 1 Mb, de 277 pb.

Se procedi6é a amplificar nuevamente la banda de aproximadamente 240 pb que se obtuvo
de la reaccion con el material del rifién utilizando oligonucledtidos de interaccion a 1 Mb.
Luego de generar la cantidad necesaria de material, se llevaron a cabo ensayos de restricciéon
utilizando enzimas de restricciéon para confirmar la correcta ejecucion del proceso de
restriccion-ligacion del material fijado. Sorprendentemente, no se observaron diferencias en
el tamafio de la banda en comparacién con el control sin enzimas.

Una posible explicacion de este resultado es que la reacciéon de relleno pudo no haberse
llevado a cabo en condiciones 6ptimas, y la actividad del fragmento Klenow pudo haber

eliminado excesivos nucleotidos, suprimiendo los sitios de restriccion Mbol y Clal. En ambos
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casos, el amplicon del tamafio esperado no fue susceptible a la digestion por Mbol ni Clal.
Sin embargo, cuando se utiliz6 una enzima de restriccién con un sitio de corte tinico dentro
del amplicon, se logrd la digestion. Se realizé6 una prueba adicional que respalda la idea de
que la actividad hiperactiva del fragmento Klenow pudo causar una escision excesiva del

material, lo que contribuy¢6 al resultado negativo observado (Figura 9).

Figura 9 Ensayo de restriccion. Se utilizaron enzimas de restricciéon méas cercanas a los extremos para corroborar
la hipotesis de un acortamiento excesivo por el fragmento Klenow. El amplicon generado puede ser digerido con
Dral que se ubica méas cercano al extremo 5” del fragmento.

Se llevd a cabo una electroforesis en gel de agarosa para comparar el material del Capture
Hi-C con el ADN genomico (Figura 10). Se esperaba que el material reconstituido del
Capture Hi-C se presentara como una sola banda en el gel de agarosa, con un peso molecular
similar al control de ADN gen6mico. Esto habria indicado una eficiente ligacién entre las
regiones genémicas y la correcta reconstitucién de las interacciones deseadas.

Sin embargo, el resultado fue contrario a lo esperado. En lugar de una sola banda en el peso
molecular previsto, se observé un patron de "barrido" en el gel de agarosa. Este patron
sugiere que la ligacion entre las regiones gendmicas fue ineficiente o que las interacciones
deseadas no se formaron consistentemente.

La presencia del barrido indica la posibilidad de diversos tamafios de fragmentos de ADN o
interacciones no especificas que se formaron durante el proceso, lo que sugiere una falta de
eficiencia en el proceso de ligaciéon en el experimento Capture Hi-C y la ausencia de formacion

consistente de las interacciones genémicas deseadas en el material analizado.
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Figura 10 Electroforesis de DNA genémico y material de Capture Hi-C. Se compara el material genémico sin
digerir con el material resultante del experimento Capture Hi-C.

Se realiz6 un ensayo complementario al experimento en el que se llevaron a cabo digestiones
con, Dpnll y Mbol, ambas con el mismo sitio de corte, para comparar la eficiencia de ambas
enzimas en la digestiéon del material.

El resultado mostré que la digestiéon con la enzima de restriccion Dpnll fue mas eficiente que
la realizada con la enzima Mbol. Con la enzima Dpnll, se observd un patron de "barrido" a
un menor peso molecular en comparacién con la reacciéon llevada a cabo con la enzima Mbol
(Figura 11).

A Ctrl- Mbol M™bol Dpnll Dpnll  100pb
Hindlll +lig +lig

23130pb
2322pb
1000pb
564pb
500pb
100pb

Figura 11. Gel de ensayo 3C utilizando dos enzimas de restriccion distintas. En el gel se observa el material
gendémico no digerido (Ctrl-), el material digerido y ligado con Mbol (Mbol + lig), el material digerido con Mbol
(Mbol); el material digerido y ligado con Dpnll (Dpnll + lig), el material digerido con DpnlIl (DpnlI).

Estas sondas de captura generadas seran empleadas en el proyecto para la captura especifica

de los promotores de los genes circadianos de interés.
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Para llevar a cabo el protocolo, se requiere una cantidad inicial adecuada de material para
las reacciones enzimaticas involucradas en el proceso. Dado que se parte directamente del
tejido, lograr un control preciso sobre el nimero de células resulta dificil en comparacion con
preparaciones provenientes de cultivos celulares. En los ensayos iniciales, se utiliz6 una
cantidad constante de tejido, segtin lo estipulado por la estandarizaciéon original del protocolo
(aproximadamente 8 millones de células). Debido a la persistencia de dificultades
experimentales consistentes, se optd por confirmar la cantidad de células de higado de manera
indirecta mediante una estimacion del numero de células.

Esta estimacion indirecta implicé extraer ADN de una alicuota de la muestra a procesar. Al
cuantificar esta alicuota y considerar el volumen total de la muestra, junto con la cantidad
de ADN tipica por célula segin la literatura, se extrapolé el valor para determinar el niimero
de células en la muestra. Utilizando esta cuantificacion, se llevo a cabo un tltimo experimento
de Hi-C, cuyos resultados se presentan a continuacion.

Para llevar a cabo el protocolo, se requiere una cantidad inicial adecuada de material para
las reacciones enzimaticas involucradas en el proceso. Dado que se parte directamente del
tejido, lograr un control preciso sobre el numero de células resulta dificil en comparacién con
preparaciones provenientes de cultivos celulares. En los ensayos iniciales, se utilizé una
cantidad constante de tejido, segtn lo estipulado por la estandarizacion original del protocolo
(aproximadamente 8 millones de células). Debido a la persistencia de dificultades
experimentales consistentes, se optd por confirmar la cantidad de células de higado de manera
indirecta mediante una estimaciéon del nimero de células.

Esta estimacion indirecta implicé extraer ADN de una alicuota de la muestra a procesar. Al
cuantificar esta alicuota y considerar el volumen total de la muestra, junto con la cantidad
de ADN tipica por célula segun la literatura, se extrapolo el valor para determinar el niimero
de células en la muestra. Utilizando esta cuantificacion, se llevo a cabo un tltimo experimento

de Hi-C, cuyos resultados se presentan a continuacion.

6.7 ANALISIS DE INTERACTOMA DE PROMOTORES CIRCADIANOS
MEDIANTE 4C-VIRTUAL EN SEQ-MONK Y VISUALIZACION EN
WASHU BROWSER

El analisis del interactoma de los promotores circadianos se realiz6 utilizando la plataforma
SeqMonk, que ofrece herramientas poderosas para el andlisis de datos de interaccion
cromosomica. Una caracteristica particularmente ttil de SeqMonk es su capacidad para
generar el interactoma a partir de un solo fragmento de restriccién como sonda de punto de

vista. Aqui se describe la metodologia utilizada:
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Se comenzd por cargar los datos previamente procesados por CHiCAGO en el proyecto de
SeqMonk. CHiCAGO es una herramienta que evaliia la confiabilidad de las interacciones
cromosdémicas y asigna puntajes a las interacciones basados en su calidad.

A continuacioén, se definieron las regiones de interés en el genoma para el conjunto de datos
de interés. En este caso, el enfoque se centré en los promotores circadianos. Estas regiones
se utilizaron como puntos de vista para analizar las interacciones cromosémicas.

Una vez definidas las regiones de interés, se cuantificaron las interacciones que ocurren a
partir de un solo fragmento de restriccion. Para lograr esto, se utilizaron los fragmentos que
contenian las sondas de captura previamente generadas. Estas sondas de captura se disenaron
especificamente para capturar las interacciones de los promotores circadianos.

Para visualizar las interacciones cromosémicas de manera mas detallada y contextual, se
utilizaron los datos generados en SeqMonk para crear arcos de interaccién en el WashU
Browser. Esta plataforma de visualizacion permite una representacion grafica de las
interacciones en el contexto del genoma completo.

Con los arcos de interaccion generados en el WashU Browser, se llevd a cabo un anélisis
visual de las interacciones cromosémicas. Se exploraron las regiones gendmicas que
interactuaban con los promotores circadianos y se examinaron las caracteristicas de estas

interacciones.
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7 RESULTADOS

7.1 PARTE 1: ANALISIS COMPARATIVO ENTRE CUATRO DIFERENTES
PUNTOS TEMPORALES DE LAS INTERACCIONES OBSERVADAS A
PARTIR DE CAPTURE HI-C EN HIGADO

Los resultados de esta parte de la tesis presentan un andlisis comparativo entre el
interactoma y transcripciéon de genes circadianos en el higado de ratén utilizando datos de
los experimentos de Capture Hi-C y RNA-seq realizados por el grupo de la Dra. Furlan-
Magaril (Furlan-Magaril et al., 2021). El analisis se enfoca en 21 genes circadianos para

comprender las interacciones cromatinicas a lo largo del dia.

7.1.1 Seleccion de genes para el estudio del interactoma circadiano en
higado de ratéon

Con el objetivo de focalizar el analisis del interactoma circadiano a una muestra
representativa y manejable, se generd una lista conformada por 21 destacando los siguientes
criterios aplicados:

Valor CHiCAGO:

En primer lugar, se consideré el “valor CHICAGO” de los genes, una métrica estadistica que
evalua la significancia de las interacciones detectadas mediante Capture Hi-C (Cairns et al.,
2016). Este puntaje, que integra lecturas, ruido de fondo y caracteristicas genoémicas locales,
identifica interacciones confiables como en este caso entre promotores y enhancers.
Patrones de Expresion Circadiana:

El higado y el rién experimentan una regulacién circadiana estricta asociada a las demandas
metabdlicas del ratéon a lo largo del dia. Por lo tanto, como segundo criterio, se seleccionaron
genes que tuvieran patrones de expresién circadiana previamente reportados en estos dos
Organos en raton.

Interacciones con eRNAs:

Adicionalmente, el tercer criterio contemplé la presencia de interacciones con regiones que
transcriben eRNAs. Dado que la presencia de eRNAs se ha vinculado con enhancers activos,
este criterio resulté relevante para nuestro enfoque en la regulacion de la transcripciéon
mediante la formacion de asas que aproximan elementos activadores a promotores como
mecanismo de activaciéon transcripcional circadiana.

Genes Centrales vs. No Centrales:

Por 1ultimo, se incluyeron genes del reloj central, incluso si no interacttian con regiones
generadoras de eRNA, con el proposito de comparar el perfil de interacciones entre ambos

grupos.
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La lista resultante comprende los 8 genes circadianos con el valor CHICAGO mas alto, 6

genes con interacciones en regiones de eRNAs, y 7 genes centrales (Tabla 3).

Tabla 3. Lista de genes candidato. Los 21 genes se eligieron mediante los criterios de seleccion: 1) Los genes con
valor CHICAGO més alto, 2) Patrones de expresion circadiana en higado y rifién, y 3) Interaccion con regiones
generadoras de eRNA y la inclusion adicional de genes del mecanismo central del reloj circadiano para
comparacion.

GEN CRITERIOS PARTICULARES
Dhrs3
Ppplr3c

Flovls Son genes circadianos que

Sos2 interaccionan con eRNA y con valor
2310044g1 7rik/cipc CHICAGO mas alto

Irf2bp2
N{il3
Per2

Dbp

Npas2 Son genes circadianos que

Perl interaccionan con eRNA
Cirbp
Csnklal
Tef

Bmall
Cryl

Nrldl Son genes con pocas interacciones

Clock pero son genes del mecanismo

FbxI3 central “core clock”
Usp2
Csnkld

7.1.2 Caracteristicas de las interacciones de los promotores
circadianos

Continuando con el analisis, se plante6 evaluar las interacciones cromatinicas a lo largo del
ciclo circadiano, por lo que se determiné el nimero de interacciones asociadas a cada
promotor en los cuatro puntos temporales evaluados por el experimento de Capture Hi-C
(Tabla 4). Estos valores representan las interacciones individuales que realiza cada promotor
circadiano con alguna otra regién del genoma en los tiempos ZT0, ZT6, ZT12, y ZT18. Se
aprecian oscilaciones a lo largo del ciclo circadiano, como se detalla en la Tabla 4 y Figura

14.
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Tabla 4. Interacciones totales a ZTO0, ZT6, ZT12, ZT18 a partir del promotor hacia el resto del
genoma. Se listan las interacciones detectadas para cada gen durante el ciclo circadiano.

GEN ZTO0 7ZT6 ZT12 ZT18
Dhrs3 113.0 113.0 111.0 109.0
Ppplr3c 60.0 53.0 50.0 58.0
FElovls 86.0 105.0 80.0 86.0
Sos2 53.0 59.0 53.0 47.0
2310044g17rik/cipc 14.0 17.0 15.0 14.0
Usp2 0.0 1.0 1.0 1.0
Irf2bp2 98.0 89.0 103.0 97.0
Csnklal 25.0 32.0 28.0 28.0
Cirbp 14.0 16.0 18.0 26.0
Fbxl3 1.0 1.0 1.0 1.0
Csnkld 1.0 1.0 1.0 2.0
NTLil3 35.0 38.0 42.0 31.0
Per2 9.0 10.0 19.0 13.0
Dbp 11.0 25.0 24.0 18.0
Npas2 14.0 8.0 8.0 12.0
Perl 5.0 7.0 19.0 12.0
Tef 9.0 18.0 17.0 18.0
Bmall 3.0 0.0 0.0 2.0
Cryl 1.0 2.0 0.0 0.0
Nridl 6.0 10.0 9.0 8.0
Clock 0.0 0.0 0.0 1.0

Se destaco una notable diferencia en el ntimero de interacciones realizadas por los promotores
de genes circadianos pertenecientes al reloj central y los promotores de genes no
pertenecientes al reloj central en el conjunto seleccionado de 11 y 10 genes, respectivamente

(Figura 12).
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Figura 12. Comparacion del nimero de interacciones entre promotores de genes del reloj central (n=10) y
promotores de genes no pertenecientes al reloj central (n=11), barras de error estandar.

Adicionalmente, se calcularon los promedios del valor CHICAGO de cada gen en los distintos

puntos del ciclo. Se destacé que durante el transcurso de ciclo se observa poca variaciéon en

el valor de CHICAGO en general (Tabla Suplementaria 1). Esto es relevante ya que el valor

CHiCAGO describe la calidad de los contactos y su constancia a lo largo del ciclo sugiere

32



que los cambios observados en las interacciones podrian investigarse con confianza estadistica
para indagar su significado biologico. En otras palabras, los contactos que aparecen o

desaparecen son significativos y no producto de variaciones en las condiciones experimentales.
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Figura 13 Promedio del valor CHICAGO para todos los genes a lo largo de cada punto del ciclo: Analisis de
promedio con error estandar de los valores CHICAGO de genes en cuatro puntos temporales, distinguiendo entre
componentes del reloj circadiano y no circadiano., barras de error estandar.

7.1.3 Confirmacion y comparacion de actividad oscilatoria de genes
circadianos

La expresion de los genes se midi6 en los puntos ZT0, ZT6, ZT12 y ZT18, mediante la
secuenciacion de ARN total (RNA-seq) en higado de ratones sincronizados, confirmando la
presencia de fluctuaciones oscilatorias caracteristicamente circadianas (Figura 14) (Furlan-
Magaril et al., 2021). Estos hallazgos fueron respaldados al compararlos con datos de
secuenciacion de ARN-naciente registrados para el mismo tejido a lo largo de un ciclo
completo (Fang et al., 2014).

Los genes se agruparon segtin sus puntos de maxima transcripcion “ZT0, ZT6, ZT12, ZT18”
(Panel A Figura 14)). Agrupando de esta manera, se observo una correlacion positiva entre
los puntos de méxima expresion transcripcional, (barras rojas ARN total; barras azules ARN
naciente) y el perfil del interactoma (linea). Esta tendencia se observé en la mayoria de los
genes estudiados (90% n=21) lo que sugiere una fuerte conexion entre los niveles de expresion
y las interacciones cromatinicas (Figura 14). Por ejemplo, se observo que los genes Bmall,
Ppplr3c, Npas2, Sos2, Nrldl, Tet, Per2, Perl, coincidieron en su punto de maxima expresion
con el maximo ntmero de interacciones realizadas por sus promotores. De manera
interesante, para el gen central Clock, en ZT18 se observa su tnica interaccion, la cual se
adelanta por 6 horas a su pico de expresion (Figura 14 y Tabla 4). Asi mismo, mientras
el maximo de la transcripciéon incrementa hacia el final del dia, en concordancia con lo
reportado, para Cryl las interacciones que realiza se dan hacia el inicio del dia, y no como
fue demostrado a las ZT22 (Kim et al 2018).
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Figura 14. Perfil de interacciones en relacion con la distribucion de ARN cuantificado en cada punto de maxima expresion. A) Los genes se agruparon segin su tendencia de maxima
expresion en cuatro puntos temporales. Las lineas representan el nimero de interacciones observadas en ZT0, ZT6, ZT12 y ZT18. Las barras reflejan los datos de RNA-seq naciente,
con datos en azul publicados por Fang et al. 2014 y en rojo el ARNm total determinado por Furlan et al. 2021 No se obtuvieron datos de transcripcion para CsnKlal o Csnkld. B) La
tabla resalta en azul los genes que muestran la mayor coincidencia en términos de interacciones y expresion maxima segun los resultados de A, organizados en intervalos de tiempo de
0,6, 12y 18.
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7.1.4 Dinamica de las interacciones en relacién a la transcripcion entre
puntos temporales

Con el objetivo de identificar el cambio en las interacciones en el transcurso del ciclo y su
relacion con la transcripcion de los genes circadianos, se calculé el promedio de interacciones
en cada punto temporal para determinar si la distribucion en porcentaje podria estar
relacionada con el pico de transcripcion (Figura 15). Se agruparon los genes segiin su periodo
de méaxima transcripcién, y se observd que los genes con un pico transcripcional en ZTO
tenfan mas contactos alrededor del amanecer, mientras que aquellos con maxima expresiéon
en ZT6 y ZT12 presentaban una proporciéon mayor de interacciones durante ese intervalo
temporal (entre ZT6 y ZT12). Los genes cuyo méaximo perfil transcripcional tenia pico en
7ZT18 no mostraron una preferencia temporal en el establecimiento de contactos. Estas
variabilidades en las proporciones de contactos entre grupos de genes podrian tener
implicaciones en los mecanismos de regulacién circadiana, incluso podria investigar los genes
que coinciden entre pico transcripcional y méximo de contactos comparten algiin mecanismo

de regulacion.
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Figura 15. Distribucion de interacciones en cuatro puntos de maxima expresion (ZT0, ZT6, ZT12 Y ZT18)
como proporcion del total de interacciones en cada periodo. Las barras agrupan a los genes en sus fases de maxima
expresion (ZT0, ZT6, ZT12 y ZT18) y los segmentos de cada barrar muestran la distribucion de interacciones en
cada punto temporal.

Razonando que la correlacion entre la fase de transcripcion méaxima y el maximo ntmero de
contactos marcada para la mayoria de los genes podria ser influenciada por el ambiente
gendmico o elementos especificos en los sitios contacto, se decidié enfocar la investigaciéon en

la exploracién de estas regiones distales.
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7.1.5 Exploracion de elementos de regulacion en el interactoma de genes
del reloj central y genes de salida

Después de investigar las caracteristicas generales de las interacciones, se busco encontrar
posibles patrones en un posible contexto regulatorio en las regiones con las que establecen
contactos los promotores de los genes circadianos. Para llevar a cabo un analisis de las
interacciones promotor-regién reguladora y explorar las caracteristicas de estas regiones, se
aplicaron varios filtros para seleccionar las interacciones de cada gen en los diferentes puntos
del ciclo circadiano (270, ZT6, ZT12 y ZT18).

Primero, seleccionaron las interacciones con regiones generadoras de transcritos eRNA (segtin
Fang et al., 2014). Este filtro se aplico con el proposito de explorar el papel de los elementos
de regulacion a distancia, ya que se ha observado que la presencia de eRNAs esta asociada
con la actividad de enhancers (revisado en Li et al., 2016).

Tabla 5 Interacciones realizadas por promotores de genes circadianos con regiones que generan eRNA. Se

seleccionaron las interacciones que se realizan con regiones generadores de eRNA en higado de ratéon durante
cada punto temporal. Para cada gen reducen notablemente del total de interacciones.

GEN ZTO0 7T6 7ZT12 7ZT18
Dhrs3 10.0 10.0 10.0 10.0
Ppplr3c 10.0 8.0 7.0 11.0
Flovis 13.0 0.0 9.0 13.0
Sos2 8.0 9.0 9.0 6.0
Cipc 2.0 2.0 1.0 1.0
Usp2 0.0 1.0 0.0 0.0
Irf2bp2 2.0 2.0 4.0 4.0
Csnklal 5.0 6.0 6.0 7.0
Cirbp 4.0 3.0 4.0 6.0
FbxI3 0.0 0.0 0.0 0.0
Csnkld 0.0 0.0 0.0 1.0
Nfil3 4.0 6.0 5.0 4.0
Per2 2.0 3.0 4.0 3.0
Dbp 5.0 7.0 8.0 7.0
Npas2 2.0 1.0 1.0 3.0
Perl 1.0 2.0 5.0 6.0
Tef 3.0 4.0 4.0 4.0
Bmall 1.0 0.0 0.0 0.0
Cryl 0.0 0.0 0.0 0.0
Nridl 0.0 1.0 0.0 0.0
Clock 0.0 0.0 0.0 0.0

Aplicando este filtro, se observé una marcada diferencia en la cantidad de interacciones
realizadas por los promotores (Tabla 4 vs Tabla 5). Para algunos la diferencia fue mucho
mayor, por ejemplo, para Dhrs3 disminuyeron alrededor de 90% de las interacciones

establecidas, en un rango de 113 interacciones a tan solo 10. Mientras que la mayoria de los
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genes establece contactos con pocas regiones que transcriben eRNA, algunos genes no realizan
interacciones con regiones de dicha anotacion, por ejemplo: Irf2bp2, Fbxil3 Cryl, Clock.
Debido a que en general se realizan pocas interacciones con elementos que transcriben eRNA,
se reduce la complejidad para distinguir cuéles interacciones oscilan o cambian durante el
ciclo. Por ejemplo, Usp2, CsnklD, Bmall, Nridl, s6lo realizan una interacciéon con regiones
generadoras de estos elementos durante un punto del dia.

Fl siguiente filtro aplicado seleccioné las interacciones realizadas con regiones ocupadas por
factores transcripcionales de la maquinaria central; especificamente, BMAL1, NPAS2,
CLOCK, CRY1, CRY2, PER1, PER2, y REV-ERBa, que tienen un papel activador o
represor del ciclo circadiano. Los datos de unién provienen de una serie de experimentos de
CHiP-seq realizados durante un ciclo circadiano completo (Koike et al., 2012). A pesar de la
restriccion a un subconjunto de factores transcripcionales, se enfrenta una complejidad
considerable en las posibles combinaciones de factores transcripcionales de la maquinaria
central por analizar en cada punto temporal. Por esta razén, se cre6 un agregado de estos
datos de uniéon que sirvidé como el criterio para el filtro. De tal manera, las interacciones de
la Tabla 6 representan contactos de promotores con regiones a las que al menos uno de los

factores mencionados se une durante el ciclo circadiano.

Tabla 6 Interacciones realizadas por promotores circadianos con 1 o mas factor transcripcional de la maquinaria
central del reloj circadiano (BMALI, NPAS2, CLOCK, CRY1, CRY2, PER1, PER2, y REV-ERBa). A partir de
las interacciones realizadas con regiones generadoras de eRNA, se seleccionaron las que también se efectuaban
con al menos 1 factor transcripcional de la maquinara central del reloj.

GEN ZT0 7’16 7T12 ZT18

Dhrs3 10 7.0 7.0 7.0
Ppplr3c 9.0 8.0 7.0 10.0
FElovls 9.0 7.0 9.0
Sos2 4.0 4.0 4.0 3.0
Cipc 1.0 2.0 1.0 1.0
Usp2 0.0 1.0 0.0 0.0
Irf2bp2 2.0 2.0 4.0 4.0
Csnklal 4.0 5.0 5.0 6.0
Cirbp 3.0 2.0 3.0 3.0
FbxI3 0.0 0.0 0.0 0.0
Csnkld 0.0 0.0 0.0 1.0
Nfil3 3.0 5.0 3.0 2.0
Per2 2.0 2.0 3.0 2.0
Dbp 5.0 7.0 8.0 7.0
Npas2 0.0 0.0 0.0 1.0
Perl 1.0 1.0 2.0 4.0
Tef 2.0 3.0 2.0 2.0
Bmall 1.0 0.0 0.0 0.0
Cryl 0.0 0.0 0.0 0.0
Nridl 0.0 1.0 0.0 0.0
Clock 0.0 0.0 0.0 0.0
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Al seleccionar las interacciones con regiones de Sitio de Unién de Factor Transcripcional
Circadiano, se observa una reduccion en todos los puntos (Tabla 6). Resultaria un anéalisis
interesante explorar con mayor profundidad el tipo de combinaciones que se observan y su
relacién con respecto a la expresiéon o la interacciéon de las regiones de genes circadianos.
Identificar algin patron en la combinacién de factores transcripcionales del mecanismo
central podria revelar sobre algin mecanismo que ocurre para conferir la transcripcion

circadiana mediada por contactos.

7.1.6 Exploracion del panorama genémico y visualizacion de
interacciones de genes circadianos

Estudios previos han explorado el estado de la cromatina y la actividad transcripcional a
través de marcas de histonas, accesibilidad a la DNAsa I y ocupacion de ARN polimerasa II,
mediante experimentos de Chip-seq, analizados a lo largo del tiempo para evaluar marcadores
como H3K27ac, H3K4mel, H3K4me3, and H3K27me y la ARN Polimerasa II fosforilada en
serina 5 (Koike et al., 2012).

Para apreciar visualmente las interacciones con los elementos de interés en el genoma, se
generaron ventanas en el navegador de visualizacion Integrated Genome Viewer,
complementadas con arcos que representan las interacciones, resueltas por el navegador
epigenomico WashU Epigenome Browser (Figura 16 - Figura 19, Figuras Suplementarias 1-
8) (Robinson JT et al., 2011; Daofeng et al., 2022).

Se destaca la disparidad entre los genes circadianos no componentes del reloj central, como
Dhrs3 y Elovl5, que presentan un mayor ntimero de interacciones en comparaciéon con los
genes componentes del reloj central (Figura 16 y Figura 17). Ademas, estos genes no
muestran una variacién notable en el ntumero de interacciones a lo largo del dia. Por otro
lado, los genes componentes del reloj central, a pesar de tener un interactoma mas limitado,
experimentan cambios marcados en sus pocas interacciones a lo largo del ciclo circadiano.
Por ejemplo, Nrldl gana y pierde un contacto con las mismas regiones cada 6 y 12 horas, y
Cryl que solo realiza interacciones de ZT0 a ZT6, las pierde en ZT12 y ZT18 (Figura 18 y
Figura 19). En resumen, los genes circadianos que no forman parte del nucleo central del
reloj muestran una mayor cantidad de interacciones y una menor variabilidad en contraste
con los genes que son componentes del nucleo central del reloj, los cuales experimentan

cambios notables en sus interacciones a lo largo del ciclo circadiano.
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maquinaria central que realiza pocas interacciones y estas parecen alternar en el transcurso del ciclo.
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7.1.7 Interacciones con elementos de regulacion de genes circadianos
en mESCs

FEl experimento de Capture HiC también se llevdo a cabo utilizando células troncales
embrionarias de raton (mESC) (Schoenfelder et al 2015). El origen y la importancia del ritmo
circadiano en las células troncales embrionarias (ESCs) sigue siendo en gran parte
desconocida, y hay mucho que aiin no se comprende de su papel en este estadio; sin embargo,
se ha encontrado evidencia que su aparecimiento puede estar vinculado a desencadenar
ciertos procesos celulares incluso en esta etapa temprana del desarrollo (Weger et al, 2017).
El establecimiento del ritmo circadiano en las ESCs podria conducir al inicio de la
coordinaciéon temporal de ciertos eventos de desarrollo, la regulacién de genes relacionados
con la pluripotencia y la diferenciacion, y la sincronizacion de la division celular (Pethe et
al., 2020). Para comparar entre un estadio celular temprano con una etapa de diferenciacion
completa, se determinaron las interacciones de los promotores de los mismos 21 genes en
mESC (Tabla 7). Se anticipaba que estas interacciones serfan limitadas y los resultados
refuerzan esta expectativa al revelar una baja cantidad de interacciones significativas en este
estadio celular temprano.

Tabla 7 Cantidad de interacciones totales realizadas por promotores circadianos en mESC. Las

interacciones de cada gen detectadas por CHICAGO detectadas a partir del experimento de Capture
HiC que se llevo a cabo utilizando células troncales embrionarias de raton (mESC)

Gen Numero de interacciones totales en mESC
Dhrs3 1.0
Ppplr3c 3.0
FElovls 7.0
Sos2 6.0
2310044g17rik/cipc | 4.0
Usp2 9.0
Irf2bp2 5.0
Csnklal 6.0
Cirbp 11.0
FbxI3

Csnkld 2.0
Nfil3 1.0
Per2 1.0
Dbp 17.0
Npas2 2.0
Perl 1.0
Tef 2.0
Bmall 1.0
Cryl 1.0
Nridl 3.0
Clock 1.0
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Dado que atn no se ha realizado un experimento de ARN naciente para identificar transcritos
de eRNA en mESCs, se utilizd el conjunto de datos del experimento de ARN naciente en
higado de ratén para establecer las determinar las interacciones de los promotores circadianos
con las regiones anotadas que producen el transcrito (Tabla 8) (Fang et al. 2014). Esto se
hizo con el propésito de obtener una idea de las posibles variaciones en las interacciones en
una etapa celular diferenciada en las que ya existe un programa transcripcional definido y
regulado por distintos mecanismos incluyendo el de elementos enhancer.

Tabla 8 Interacciones con regiones generadoras eRNA naciente en mESC. Contactos en un estadio temprano

(mESC) entre promotores circadianos con regiones que generan eRNA identificadas en un tejido hepatico de
raton (higado, de Fang et al, 2014).

Gen Interacciones con regiones
generadoras de eRN A

Dhrs3 1.0

Ppplr3c

FElovl5 1.0

Sos2 1.0

2310044g17rik/cipc 3.0

Usp2

Irf2bp2 5.0

Csnklal 2.0

Cirbp 2.0

FbxI3

Csnkld

Nfil3 1.0

Per?2 1.0

Dbp

Npas2

Perl 6.0

Tef 1.0

Bmall

Cryl

Nridi

Clock

Aunque los datos provienen de tejidos diferentes, es notable que se encontraron interacciones
entre ciertos promotores y regiones activadoras de la transcripcién preservadas en ambos
tipos celulares, lo cual podria sugerir que existen interacciones preensambladas desde las
mESCs que posteriormente podrian ser funcionales en el tejido hepético. Es notable que, en
este conjunto de genes, algunos asociados a procesos metabolicos, como FElovis, Irf2bp2, y
Dhrs3 (elongacion de acidos grasos, regulacion de respuestas inmunologicas, y conversion de
retinoides, respectivamente), exhiben interacciones desde etapas tempranas de desarrollo
celular. Esta observacion respalda la nocién de que algunos procesos metabdlicos preceden
al establecimiento de la actividad coordinada de los componentes centrales en el ritmo

circadianos (Sato et al., 2023; Alvarez-Dominguez et al., 2020).
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7.2 PARTE 2: ENSAYOS PARA ESTANDARIZAR UN PROTOCOLO DE
CAPTURE HI-C DE TEJIDO

7.2.1 Determinacion de la expresion génica circadiana en rinén de

raton

El estudio del ciclo circadiano requiere una sincronizacién adecuada de los ratones. Para
verificar la sincronizacién correcta de los ratones a momentos especificos del ciclo circadiano,
se midieron niveles de transcripcion de Bmall, Dbp, Nridl, y Per2 del reloj central con
expresion oscilatoria mediante RT-qPCR utilizando los genes constitutivos Rps9y Ppib para
normalizar. Se cuantificaron los niveles de expresién en los puntos de tiempo ZT 0, 6, 12, y
18 en higado y rifion. Se empledé el método de cuantificaciéon por curva estandar para
determinar la expresion relativa de los genes circadianos.

A pesar de contar muestras de 9 puntos temporales, solo 4 puntos temporales (ZT 0, 6, 12 y
18) se seleccionaron para cubrir todo el ciclo circadiano. Las cuantificaciones se realizaron
por triplicado para evaluar 2 réplicas biolégicas en higado y rifién.

Los resultados confirmaron la sincronizacién de los ratones, siguiendo el mismo perfil general
de transcripcion circadiana reportada en la literatura para higado y rinén (Figura 20 Figuras

Suplementarias 9-14) (segin Hughes et al., 2009).
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Figura 20. Validacion de transcripcion oscilatoria mediante RT-qPCR. La cuantificacion en rifién de los genes
circadianos (Bmall, Dbp, Nrldl y Per2) se normaliz6 con Rps9y Ppib. Se realizaron 3 réplicas técnicas (n=3,
barras de desviacion estandar), en cada ZT (ZT 0, 6, 12 y 18) para abarcar un ciclo circadiano completo
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7.2.2 Estandarizacion de protocolo de Hi-C en tejido de ratéon

Con los ajustes derivados de la resoluciéon de problemas en los ensayos de Hi-C en corazon,
bazo, higado, y rifién, descritos en la seccion de Resolucion de Problemas en Métodos y
Materiales se repitié el experimento, duplicando la cantidad inicial de material genémico

para mejorar las posibilidades de éxito, a partir de higado y rifiéon de ratones muestreados
en ZT 0.

7.2.2.1 Controles experimentales de Hi-C para verificacion de reaccion de
entrecruzamiento y reacciones enzimaticas

Se corrobor6 la digestion, reparacion y ligacion de fragmentos romo a partir de una

amplificaciéon de 100 ng del material de reacciéon con los oligonucleotidos de Albumina e

Histonas (Figura 21).

Albumina R1-R2 300 Kb R2-R2 1Mb R2-R2
Hi-C  3C Hi-C  3C Hi-C  3C
$s8s28s8s28s8s¢
D E DE § DE DE 5§ DE DE §
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Figura 21. Reacciones de PCR de controles de interacciéon. Se realizé la reacciéon para los experimentos de Hi-
C y 3C en ambos tejidos con tres regiones con interaccion comprobada previamente a 1 Kb, 300Kb, y 1Mb de
distancia. El recuadro rojo indica el amplicén esperado que sera analizado por ensayos de restriccion.

A pesar de enfrentar un problema de aparente contaminacion en la reaccién del control de
Albtmina (detectado en las bandas de menor peso molecular), se logré la purificacion del
amplicon por separacion y purificacion en gel de agarosa (Figura 21).

Se continu6 el control con la digestion del material recuperado con Mbol y Clal. Esta prueba
reveld si la digestion con la enzima Mbol gener6 fragmentos cohesivos capaces de ser
rellenados por el fragmento Klenow y si la posterior ligacién de los nuevos extremos romo

generaron un nuevo sitio de corte de Clal (Figura 22).
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Figura 22 La digestion del ADN con Mbol, que reconoce dATC y genera un extremo-GATC. Luego, el relleno
del extremo con dNTPs y biotina-14-dATP. La ligacion de los extremos romo crea un nuevo sitio de restriccion
(Clal) para evaluar la eficiencia del relleno.

Al separar las digestiones en agarosa se observaron fragmentos de menor peso, por lo que se
confirmé la reaccion de relleno con el fragmento Klenow fue exitosa y que los extremos romos
del ADN se unieron. Se observo una tenue banda de material no digerido por Clal, indicando
que, aun se podria mejorar la eficiencia de las reacciones (Figura 23).Sin embargo, en el
procedimiento de Hi-C se realiza el aislamiento selectivo (pull-down) del material biotinilado;

las trazas de material que no se unié de manera 6ptima se eliminaria.

Hi-C Higado Hi-C Rifién
<\bo \Q &\bo \Q
S O NN,
P EF P PNE T

Figura 23. Ensayo de restriccion para el control de Albumina. Se digiri6 el amplicon purificado con Mbol, Clal,
y ambas enzimas juntas. La digestion con Clal indica la formacion del nuevo sitio de restriccion por el paso de
relleno-ligacion del protocolo de Hi-C.
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Después de confirmar la eficiencia de los controles de ligacion, se avanzo con la etapa de
sonicaciéon de las bibliotecas, cuyos resultados mostraron una distribucién predominante de
fragmentos en el rango de marcador molecular esperado, cerca de 500 pb (Figura 24). Esta
uniformidad en el tamaifio de los fragmentos es esencial para garantizar la captura precisa de

las interacciones gendmicas en las etapas posteriores del protocolo del Hi-C.

ZT0 ZT12

Figura 24. Sonicaciéon de la muestra en COVARIS. Se realizé la sonicacion de las muestras de Hi C y se
separaron por electroforesis en agarosa para determinar que se generaran fragmentos del tamafio deseado.

Luego de verificar el tamafio deseado de las moléculas sonicadas, se realizé6 un ensayo para
encontrar el niimero 6ptimo de ciclos de amplificacién necesarios para incorporar adaptadores
de secuenciacion. Este ensayo involucrdé multiples ciclos de PCR, donde los adaptadores se
unieron a los fragmentos de ADN para su preparacion en la secuenciacion (Figura 25). La
eleccion del nimero adecuado de ciclos fue crucial, ya que demasiados ciclos podrian causar
una amplificacion excesiva y artefactos no deseados, mientras que muy pocos ciclos podrian
resultar en una cantidad insuficiente de material para la secuenciacion. Después de probar
con 7 y 10 ciclos de amplificacion, se decidio elegir la reaccion de 10 ciclos utilizando todo el
material del proceso de Hi-C para asegurar la cantidad 6ptima de material adecuadamente

preparado para la secuenciacion (Figura 25).
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Figura 25. Ensayo de ciclos de PCR para incorporaciéon de adaptadores de secuenciacion a biblioteca de Hi C.
Se realizaron pruebas para determinar el nimero de ciclos suficientes para incorporar los adaptadores de
secuenciacion y minimizar los duplicados de PCR.

Con esta etapa de amplificacion, se complet6 el protocolo experimental de Hi-C, habiendo
pasado por un proceso de optimizacion en todas las fases, desde la digestion y ligaciéon hasta
la seleccion del tamaiio de moléculas, los ciclos de amplificacion y la incorporaciéon de

adaptadores de secuenciacion.

Antes de proceder con la secuenciacion del Hi-C, se realizé un ultimo ensayo de confirmacion.
En este ensayo, una parte de la biblioteca de secuenciacién se sometié a una digestion Mbol
y Clal.

En una separacién por agarosa, normalmente se anticiparia observar una dispersiéon de
migraciéon de fragmentos de menor peso molecular en la muestra digerida en comparacion
con la muestra no digerida. La ausencia de esta caracteristica distribucién en la separaciéon
por agarosa sugiere que los fragmentos presentes en la biblioteca no pasaron eficientemente
por la fase de reaccion de rellenado y ligaciéon con biotina, un proceso esencial en el método

Hi-C (Figura 26).
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Figura 26. Digestion de las bibliotecas de secuenciaciéon de Hi C de células de rifién, con Clal y Mbol. Se
digirieron las bibliotecas con la enzima Clal para confirmar la existencia del nuevo sitio de restriccion formado
tras la correcta ejecucion del protocolo.

Si bien no se muestra un control positivo en este ensayo, en el laboratorio se desarrollaron
ensayos con otros tipos celulares en los que el mismo lote de enzima y condiciones de digestiéon
si lograron comprobar el buen funcionamiento de Clal.

El dltimo resultado conlleva la sugerencia de que, al ser susceptible a la digestiéon por la
enzima Mbol, la biblioteca en cuestién podria ser usada para analizar mediante un 3C-seq
en lugar del proceso Hi-C. En el 3C-seq, se generan fragmentos que reflejan interacciones
gendmicas, pero a diferencia del Hi-C, no se realizan selecciones especificas utilizando biotina.
Debido a limitaciones de tiempo y recursos financieros, se opté por no llevar a cabo la
secuenciacion. En su lugar, se decidi6 utilizar datos de un experimento previamente realizado
la Dra. Furlan para analizar las interacciones en higado de raton, tal como se detall6 en la

Parte 1 de los Resultados.

7.2.3 Generacion de sondas de captura para el experimento de Capture Hi-C

A partir del analisis de diferentes redes de interacciones génicas asociadas al sistema
circadiano, se identificaron genes de interés para un estudio mas profundo utilizando la
técnica de Capture Hi-C. Utilizando datos previamente disponibles en el visualizador IGV
(Integrative Genomics Viewer), se realiz6 una comparacion visual detallada entre los perfiles
de marcas epigenéticas y los patrones de interacciéon de los promotores de estos genes. Por
ejemplo, como se ilustra en la Figura 27, se seleccion6 el gen Dhrs3en el programa Seqmonk
y se examind la misma region gendmica en IGV. A partir de esta comparacion, se eligieron

cuatro regiones que presentaban interacciones con el promotor del gen y que también
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exhibian un aumento en la sefial de ChIP-seq (inmunoprecipitacion de cromatina seguida de
secuenciaciéon) para marcas epigenéticas asociadas con la activacion génica, elementos
estructurales importantes, o la union de factores de transcripcién pertenecientes al reloj
circadiano central.

En este proceso, se busca una correlaciéon entre las interacciones espaciales de los genes de
interés y las marcas epigenéticas relevantes en su entorno genémico. La coincidencia de
interacciones y seflales epigenéticas sugiere una posible regulaciéon conjunta de los genes
circadianos y proporciona pistas sobre los mecanismos moleculares que regulan la
coordinacion de los ritmos biolégicos.

Un aspecto central de varios proyectos de nuestro grupo de investigacion es reducir los costos
de los experimentos sin sacrificar la robustez de los mismos. Asi mismo, como parte
importante de este proyecto, se llevarda a cabo la implementacién de un método para la

generacion de sondas de captura no reportado previamente.
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Figura 27. Captura de pantalla de analisis para las regiones de interés. Se utilizé informacién disponible sobre
elementos epigenéticos y estructurales del genoma.

Con el uso de un adaptador de la ARN polimerasa de T7 se pretende sintetizar in vitro
fragmentos de ARN marcados con biotina. El adaptador codifica para la T7 ARN polimerasa
y por un extremo incluye un sitio de restricciéon que por medio de una reacciéon de ligacion

con un fragmento de ADN de doble cadena con un sitio cohesivo de Mbol, produce el sustrato
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en la reaccién de sintesis in vitro. Se pretende generar las sondas de captura con
caracteristicas especificas por este método. Para esto, se generaron oligonucledtidos que
amplifican un fragmento de 120 pares de bases a partir del sitio de corte de Mbol del
fragmento gendémico. Esto ya se realizé para el conjunto de promotores de todos los genes a
estudiar, de tal manera que se generaran dos sondas de captura de ARN biotinilado para los
promotores de los genes circadianos.

Mool Mool

MboI_mmS_promoter_Per2_promoter_

}Ibo]
GTGCTCAGTCTGGTGTCG FATCACTFAATGTCTCTGTGTCCTFGF-‘ CA STTCCATCTACATTCT
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AATCCGAAGGACCGAGAATGCTCTCTGCTGACACCTTTCGCTCATCCAGCCCAGTTCATTCATTTCCCCTCTCATTCATTCATGGCGAGACGCTTGAGGGCAAATAGGACGGCCCCTCTHEATETGCTGCTGA
TTAGGCTTCCTGGCTCTTACGAGAGACGACTGTGGAAAGCGAGTAGGTCGGGTCAAGTAAGT AAAGGGGAGAGTAAGTAAGTACCGCTCTGCGAACTCCCGTTTATCCTGCCGGGGAGACETAGACGACGACT

¢
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Figura 28. Esquema experimental para el disefio de sondas de captura.
La aplicaciéon de esta metodologia innovadora en la generaciéon de sondas de captura podria
llevar a una reduccién sustancial de los costos, sin comprometer la necesaria especificidad y
eficacia requeridas para la captura de las regiones de interés en nuestros experimentos. Esta
iniciativa refleja nuestro enfoque en buscar soluciones practicas y efectivas para impulsar la
investigacion cientifica, al tiempo que aseguramos mantener altos estdndares en la calidad

de los resultados obtenidos.
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8 DISCUSION

En esta tesis, se investigd la relacion entre la dindmica del interactoma de los promotores
circadianos y su actividad transcripcional oscilatoria a lo largo del dia en higado de ratoén.
Se encontré que los genes del reloj central realizan pocas interacciones con una dinamica
muy notable, mientras que los genes de salida realizan mas, pero en su mayoria permanecen
estaticas durante el dia.

Coordinacion Temporal de Expresion Génica e Interacciones Distales

La confirmaciéon de la actividad oscilatoria de los genes, mediante la determinacién de los
niveles de ARNm total y la clasificacién de los genes segtin sus fases transcripcionales, revelo
una correlaciéon positiva entre el punto de méxima expresion y el maximo ntmero de
interacciones en la mayorfa de los genes estudiados. Esta tendencia sugiere una posible
coordinacién entre la expresiéon génica y las interacciones distales con elementos regulatorios
en el ciclo circadiano. Este hallazgo es consistente con estudios recientes que encuentran caso
en los que la expresién génica circadiana estid asociada a cambios en la estructura de la
cromatina y en las interacciones entre regiones genémicas (Mermet et al., 2018). En estos
experimentos puntuales en higado de raton se demostré como el promotor de Bmall establece
contactos ritmicos durante el dfa, mientras que el promotor del gen de salida Nampt
mantiene contacto constante con enhancers distales. A pesar de esto, la actividad de ambos
elementos sigue un patron ritmico (Mermet et al., 2018).

Estos casos subrayan la complejidad de la regulacion circadiana y la necesidad de seguir
estudiando detalladamente las interacciones genomicas globales en diferentes condiciones
experimentales y tipos celulares.

Factores de transcripcion del nucleo central del reloj en la dinamica de
contactos

La marcada disparidad en la cantidad de interacciones llevadas a cabo por los promotores
de genes del reloj central en comparacién con los promotores de genes no pertenecientes al
reloj central en el conjunto seleccionado destaca la cuestiéon de si existe un mecanismo
especifico para cada caso.

Aunque se ha avanzado significativamente en la comprension de los factores de transcripcion
de la maquinaria central del reloj, aun persiste una exploracién incompleta de sus funciones
y caracteristicas. Estos factores, reconocidos principalmente por su papel central en la
regulacion del ritmo circadiano, han revelado funciones adicionales mas alla de su influencia

en el reloj bioldgico.
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Se ha observado una relaciéon entre la cantidad de interacciones con enhancers en genes
especificos para un programa transcripcional tejido especifico y aquellos relacionados con
funciones de mantenimiento celular basico (housekeeping). Se ha notado que multiples
enhancers pueden coordinar o ser redundantes, mientras que otros son mas especificos en su
funcion dependiendo de esta clasificacion funcional (Zabidi et al., 2015, Peng et al, 2020).
Reconociendo que los genes del reloj central se expresan practicamente en todas las células,
se consideran housekeeping (Takahashi, 2016). Por ende, surge la posibilidad de que los
mecanismos reguladores de estos genes no dependan tanto de contactos con elementos
distales como los genes de salida que frecuentemente son tejido-especificos. KEste
planteamiento se alinea con la comprensiéon de que dichos contactos no contribuyen de
manera comin a la regulacion de genes housekeeping, como se evidencia por la baja
frecuencia de contactos identificados para genes del reloj central en los datos experimentales
del anéalisis de Capture Hi-C realizado en esta tesis. Sin embargo, es posible que los productos
de estos genes, expresados en casi todas las células, desempenen un papel en la regulacién de
las interacciones de asas de ADN entre potenciadores y promotores especificos de cada tejido.
La investigacion detallada sobre la union de los factores de transcripcion del nucleo central
del reloj podria aportar valiosas contribuciones para evaluar su impacto en el ntmero de
contactos y su relacién con la ritmicidad génica. Al examinar posibles correlaciones en el
orden o combinaciones de unién, se podrian obtener perspicacias fundamentales sobre los
mecanismos regulatorios presentes en el nucleo central del reloj biologico, presente en todos
los tejidos.

Hallazgos recientes revelan que las regiones de unién a BMAL1 pueden prescindir de
contactos con enhancers distantes, especificamente en ciertos tejidos. Esto sugiere la
posibilidad de que otros factores transcripcionales de la maquinaria central del reloj
desempefien un papel en la creacién de conexiones entre promotores génicos (Beytebiere et
al., 2019). Explorar las proteinas que interacttian de manera especifica en un tejido podria
ofrecer un mejor entendimiento de la regulaciéon circadiana.

Por ejemplo, se ha iniciado la investigacion de ciertos factores transcripcionales clave de la
maquinaria central, como BMALIL, que presenta una preferencia especifica de tejido en
términos de fuerza de union a enhancers de genes circadianos (Beytebiere et al., 2019). Esta
preferencia se correlaciona con las interacciones realizadas con potenciadores distales y la
actividad transcripcional. Ademas, se ha explorado la relacion entre la union de REV-ERBa
en una region especifica que interactta con Cryl, generando contactos oscilantes que resultan
en la represion alternante de la transcripcion y, como consecuencia, en la expresion ritmica

de Cryl (Kim et al., 2018).
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La uniéon de estos factores, ya sea de manera individual o en diversas combinaciones
secuenciales, podria facilitar las interacciones con el ADN. Aunque el anélisis de esta tesis se
limité al higado murino, las combinaciones de actividades de factores de transcripciéon
ritmicos y especificos del tejido podrian explicar la expresiéon génica circadiana diferencial
especifica de cada organo.

Persistencia de interacciones génicas desde de la pluripotencia

Las limitadas investigaciones sobre el origen de los ritmos circadianos han sugerido que las
células no diferenciadas carecen de oscilaciones ritmicas en los componentes del reloj central
(Kowalska et al., 2010; Yagita et al., 2010). La observacion de que ciertas interacciones
génicas podrian estar preensambladas en las células troncales embrionarias, respaldada por
los resultados del andlisis en esta tesis, sugiere que estas interacciones aparentemente se
conservan hasta los tejidos diferenciados, indicando un papel funcional de los contactos en
la anticipacién a la eventual sincronizaciéon y establecimiento de la ritmicidad.

Ademés, la observaciéon de interacciones tempranas en genes asociados con procesos
metabodlicos respalda la idea de que algunos aspectos metabdlicos preceden a la actividad
coordinada en el ritmo circadiano durante el desarrollo celular. La falta de oscilacion ritmica
durante la pluripotencia y su impacto en la funcién celular y el desarrollo son areas que
requieren una exploracion mas profunda. Comprender cémo se ve afectado el reloj circadiano
durante la reprogramacion celular podria tener aplicaciones précticas en la medicina
regenerativa y mejorar las técnicas de reprogramacion celular para terapias regenerativas.
Papel de eRNAs en la regulacion transcripcional y la organizacion del genoma
En los dltimos afios, la investigacion sobre los eRNAs ha destacado su papel potencial en la
regulacion transcripcional y la organizacion genémica. Aunque se ha revelado la presencia
de sitios de union de ARN en factores de transcripciéon a nivel transcriptomico, ain no se
comprende completamente como los eRNAs participan en la organizacién genémica.
Recientemente, se ha revelado la presencia de sitios de unién de ARN en factores de
transcripcion (TF-ARN) a escala transcriptomica, lo que amplia nuestra comprension de las
posibles implicaciones en la regulacion génica (Oksuz et al, 2023). La notable frecuencia de
transcritos de eRNA en las regiones de interacciones enhancer-promotor plantea la
interrogante de si podrian desempeiiar un papel en la organizacién de la cromatina,
contribuyendo asi a la regulacién transcripcional.

Adicionalmente, se ha observado recientemente que el componente del reloj circadiano,
CRY1, desempeiia un papel crucial en la pluripotencia celular, especialmente en células

troncales pluripotentes. La falta de oscilaciéon en los genes del reloj circadiano en ciertas
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etapas y tipos celulares sugiere una conexién entre la oscilacién ritmica y la maduracién
celular (Sato et al., 2023, Alvarez-Dominguez et al., 2020). La pérdida de ritmos circadianos
durante la reprogramacion celular plantea preguntas sobre como se regula y modula el reloj
circadiano durante este proceso, y como puede afectar la expresion génica y la funcion celular.
Este conocimiento podria ser crucial para la medicina regenerativa y la mejora de las técnicas
de reprogramacioén celular.

Considerando estos hallazgos, investigar el dominio de uniéon al ARN de CRY1, un
componente del reloj circadiano. Explorar su participacién en el establecimiento del ritmo
circadiano, posiblemente a través de la interaccion con ARN, podria arrojar luz sobre su
influencia en la organizacién de la cromatina y la identidad celular. Un experimento para
investigar la interaccion de CRY1 con moléculas de ARN en células troncales podria
proporcionar informacién valiosa sobre la importancia funcional de este dominio y sus
contribuciones a la biologia celular y la regulacién circadiana.

En resumen, esta tesis presenta un anélisis detallado de las interacciones cromatinicas en
genes circadianos, resaltando la complejidad y dinamica de estas interacciones a lo largo del
ciclo circadiano. Los estudios recientes en la investigaciéon genémica de la biologfa circadiana
han proporcionado ejemplos especificos de como la organizacion estructural de la cromatina
regula los programas de transcripcion en diversos tejidos. Sin embargo, aun falta descubrir
un principio general que explique por qué la transcripcion dindmica de algunos genes estéa
vinculada a un plegamiento cromatinico dindmico, mientras que otros genes exhiben un
plegamiento estatico. Los resultados esfuerzos para comprender este tema ofreceran una base
para potenciales aplicaciones en la comprension de la sincronizacién de procesos biolégicos y

su papel en trastornos circadianos.

9 CONCLUSIONES

o  Los genes circadianos de salida del reloj central tienden a establecer mas contactos,
pero con una variaciéon més reducida en comparacién con los genes del reloj central,
que presentan un menor niumero de interacciones, pero con una dindmica muy
marcada.

o Los genes para los que su transcripciéon alcanza su punto méximo en ZT0 muestran
més contactos al inicio del ciclo, los genes con mayor expresion en ZT6 y ZT12 tienen
mas interacciones entre ZT6 y ZT12, y los de pico en ZT18 no muestran una

preferencia clara en cuanto a la temporalidad de los contactos.
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e Algunas de las interacciones entre promotores circadianos y elementos enhancer en

el higado murino aparecen también en mESCs.

10PERSPECTIVAS

Establecer loci para realizar estudios funcionales con base en el analisis de las
interacciones

A partir del anélisis realizado, se tiene idea de algunos loci candidatos para realizar estudios
funcionales. Son de particular interés aquellos genes cuyos interactomas revelaron contactos
preferenciales con elementos regulatorios, sitios de unién de factores transcripcionales, de los
distintos perfiles de interaccién.

Por lo tanto, mediante técnicas de perturbacién se podria examinar céomo las variaciones
genéticas en los genes circadianos y las perturbaciones ambientales afectan las interacciones
cromatinicas circadianas. Emplear modelos de knockout o knockdown de expresion de genes
del reloj especificos y exponer células a diferentes condiciones ambientales para analizar su
papel en la modulacién de la dindmica de la cromatina.

Estudios Comparativos entre Tejidos

Realizar estudios comparativos entre diferentes tejidos para revelar diferencias en las redes
de interacciones cromatinicas circadianas y especificas de cada tejido. Explorar las regiones
de contacto con el fin de identificar los factores transcripcionales presentes en estas areas es
crucial para determinar posibles diferencias entre tejidos. Estas divergencias podrian ser
responsables de distintos programas de interacciéon y transcripcion, ofreciendo asi una
comprension mas detallada de la regulacion génica en contextos tisulares especificos.

Estudios mecanisticos de interacciones de ARN

Realizar anélisis del interactoma de ARN-factores transcripcionales para identificar y validar
moléculas de ARN especificas, como los eARNs, involucradas en la mediacién de las
interacciones cromatinicas circadianas. Perturbar o abatir la expresion de estas moléculas de

ARN para evaluar su impacto en la organizacion de la cromatina y la expresion génica.
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11 FIGURAS SUPLEMENTARIAS

FbxI3

eRNA

CTCF
Polll Ser5p ZT0
Polll Ser5p 2T12

H3K27ac ZTO
H3K27ac 2T12
H3K4me1 ZTO

H3Kdme1 2T12

Bmall ZT0
Bmall ZT12
Clock ZT0

Clock 2ZT12
Cry1 ZT0
Cry12T12
Per1 ZTO
Per1 ZT12
Rev-erb ZT10
Rev-erb 2T22

Npas2 ZT0

Npas2 ZT12

ZT0

ZT06

Acodi Cin§ Foxl3 Mycbp2

I I
LA

FPETPIRURY IR WP PRTTAN lui.‘j- u._.ll [ T VRPPPI JGRUIOE TP | I T T IR VT VPR PRI

.08

I | L 1 IIM1l 11 111 1 Ll

L
atibbasena, Louaddld i . .I.Li uﬁ.hL.‘ml.l. Ldllll T T W Y WS TRR BTTR Ty B T Y AW
I

-0

SR TR A .ia.uﬂha.uhllud.lmx.m...s S T U AR I PO R B

B-0m

P T R SRR TRIN B TRSY U YT Y PRTTE A T ) (ST AN R T (TS

B-0ag
e ol ] lﬁJll ‘uﬁu““ in llld Lllli'l“l -l Il w l'l vombnollid bk e wn al ol Rhokd veed un CERIR T l

P
S Y PR P T TN PO 1 POy I YR ' TP [P S T B AT P AT G T WY

3w

CEC

hmara x an o i ome PR . T . e P T —

B.om

1 11 ] 1 1 1 1 L1 1

ter - re r 1
L.

PP A A ' TN AP B S

W TR FPRPTON [TV JPPI ST R SR B O U 0 PO DY (N SR ARV (PR SRR TYRPR 1

n_m 1 1 ik (I I T ) woa n b 1 ukb | (I T |

B2
(EINIE B RS Bl R}

Illlk [} Lo o rrnm L i (BN L 1

Figura Suplementaria 1 Panorama genémico y de interacciones distales
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Tabla Suplementaria 1. Promedios de valor CHICAGO para cada gen en los puntos ZT0 ZT6 ZT12 y ZT18

PROMEDIO DE VALOR

CHICAGO
Gen 7ZT0 ZT6 7ZT12 ZT18
Dhrs3 15.5 14.6 14.5 14.1
Ppplr3c 11.6 11.5 10.7 11.9
Flovis 12.3 11.4 12.3 12.8
Sos2 8.6 7.9 8.4 8.8
2310044g17rik/ci 10.8 10.1 10.4 9.7
pc
Nfil3 8.7 9.5 8.4 8.0
Irf2bp2 - - 13.2 14.8
Csnklal 8.4 8.4 8.3 9.3
Cirbp 6.9 6.4 6.1 6.4
FbxI3 5.9 5.5 - 5.5
Csnkld 7.0 5.4 6.9 5.6
Usp2 - 5.6 5.4 5.5
Per2 17.8 12.5 8.4 8.7
Dbp 7.4 7.7 6.5 6.7
Npas2 9.4 6.6 8.2 8.6
Perl 7.1 8.0 7.2 7.5
Tef 11.6 9.5 9.2 7.7
Bmall 6.5 - - 9.9
Cryl 5.0 6.1 - -
Nridl 8.5 8.6 7.1 8.9
Clock - - 6.4 5.1
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