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Resumen

Durante los procesos de diferenciacion terminal y maduracion eritroide en aves, el nucleo
del eritrocito se compacta progresivamente y el genoma es sujeto a mecanismos
moleculares que resultan en su silenciamiento. La reciente caracterizacion del panorama
transcripcional y de arquitectura gendmica de eritrocitos de pollo reveld que, aunque
existe una caida robusta en la transcripcion, algunos genes mantienen su expresion. A
medida que estos procesos progresan, los dominios cromatinicos conocidos como
dominios topolégicamente asociados (TADs), que dan estructura al genoma, se pierden.
No obstante, se identificaron estructuras tipo TAD de menor tamafio denominadas como
minidominios, las cuales organizan a promotores pausados en los eritrocitos. La pérdida
de expresion y niveles proteicos de las principales proteinas arquitectonicas en
vertebrados, como el factor de union a CCCTC (CTCF) y subunidades del complejo
cohesina a lo largo de la diferenciacién y maduracion eritroide, correlacionan con la

pérdida global de estructura en el genoma y la hipercompactacién su nucleo.

En el presente trabajo nos preguntamos si la proteina estructural Yin Yang 1 (YY1), cuyos
niveles de expresion se mantienen a lo largo de la diferenciacion terminal y maduracion
eritroide en Gallus gallus, podria ser responsable de estructurar a los minidominios de
una forma analoga a la de CTCF. Los resultados muestran que los niveles proteicos de
YY1 disminuyen significativamente a lo largo de la diferenciacion terminal y maduracion,
pero aun son detectables en eritrocitos maduros. Ademas, describimos que YY1 esta
ampliamente distribuido por todo el nucleo eritroide y presente en regiones nucleares
previamente identificadas como regiones accesibles y heterocromatinizadas en
eritrocitos maduro, abriendo un panorama importante de una posible participacion
bivalente de activacion y represion en el control global transcripcional durante la

compactacion del nucleo.

Adicionalmente, experimentos de ChlP-seq realizados en los en los diferentes estadios
de diferenciacion revelaron que, en eritrocitos maduros, YY1 no se enriquece en fronteras
de minidominios, como lo hace CTCF en fronteras de TADs, pero si en su interior. Dentro
de los minidominios en eritrocitos, YY1 se enriquece en regiones promotoras de genes
inactivos y, ademas, colocaliza mayoritariamente con regiones accesibles del genoma,

reforzando la naturaleza bivalente de YY1. Especificamente, en el contexto de la
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diferenciacion terminal y maduracidon eritroide, YY1 podria desempefiar un papel
importante en el pausado o represor transcripcional de loci especificos que permanecen
estructurados. Complementariamente, YY1 podria ser responsable de mantener
accesibles y promover estructura local de la cromatina de las regiones del genoma que
conforman a los minidominios. Dicha accesibilidad y estructuraciéon permitirian promover
una configuracion espacial necesaria para la reactivacién de aquellos genes pausados y

estructurados en respuesta a diversos estimulos.

Este trabajo representa un avance en el estudio de los elementos proteicos que regulan
la estructuracion del genoma durante el proceso de diferenciacién terminal eritroide.
También, permite la integracién de nuevas hipotesis sobre los mecanismos ejecutados
por otros factores nucleares que podrian permitir el mantenimiento de minidominios en
eritrocitos terminalmente diferenciados. La uniéon de YY1 a regiones que se inactivan en
el genoma a lo largo del proceso de diferenciacion abre nuevas perspectivas para
entender los mecanismos moleculares que gobiernan el silenciamiento global del genoma
y aquellos mecanismos que gobiernan el pausado y manutencion de accesibilidad de
regiones gendémicas importantes, ante la generacion de un ambiente nuclear altamente

represivo.
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1. Introduccioén

1.1. Organizacién genémica

El nucleo es un organelo que resguarda la mayoria del material genético de una célula
eucariota. El primer eslabdn en la compleja organizacion nuclear comienza con la unidad
basica estructural y funcional del genoma, conocida como nucleosoma. Un nucleosoma
esta comprendido por la interaccion entre, aproximadamente, 150 pares de bases (bp)
de DNA envueltas en un octamero proteico de dimeros de las histonas H2A, H2B, H3 y
H4. La repeticion del nucleosoma en todo el DNA gendmico conforma a una estructura
altamente dinamica conocida como cromatina'. Gracias a las caracteristicas fisicas y
bioquimicas resultantes de la asociacion entre DNA y proteinas, el estado de
compactacion de la cromatina depende en parte de las modificaciones postraduccionales
(PTM) en sus histonas. En cromosomas interfasicos, se denota como eucromatina a
regiones que presentan un menor grado de compactacion y son ricas en genes activos'-2.
Por otro lado, como heterocromatina a regiones altamente compactadas y con zonas

transcripcionalmente inactivas’'2.

Histéricamente, la microscopia de campo claro en combinacién con tinciones del nucleo
sento las bases del estudio de la topologia gendmica. La idea de que el material genético
dentro del nucleo es un ambiente dinamico y bien estructurado ha tomado fuerza en las
ultimas décadas?. En los 80s, el desarrollo de la técnica de microscopia conocida como
hibridacién in situ de fluorescencia (FISH), permitié confirmar la hipétesis de los territorios
cromosomicos formulada a finales del siglo XIX e inicios del XX2. La técnica de FISH,
ademas, permitio realizar observaciones sobre el posicionamiento de los cromosomas en
el nucleo. De forma general, se observdé que regiones de cromosomas ricas en genes
activos presentaban un posicionamiento preferencial hacia el centro nuclear, mientras
que regiones ricas en genes inactivos estaban posicionadas a hacia la periferia nuclear?3.
La integracion de estas observaciones con su grado de compactacion evidencio la

existencia de una conformacién espacial “especial”’ de la cromatina en el nucleo.

1.2. Métodos y técnicas para el estudio de la topologia genémica
Actualmente, la organizacion 3D del genoma representa un mecanismo emergente cuya
desregulacion subyace en la aparicion de enfermedades y la desregulacion de procesos

moleculares. Previamente, se creia que los cromosomas interfasicos no tenian
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organizacion aparente definida. Sin embargo, el establecimiento y refinamiento de las
tecnologias de captura conformacional de cromosomas (3C), de la mano con avances
realizados mediante microscopia, ha permitido elucidar que la cromatina en interfase

presenta organizacién particular en funcion a su escala genémica, la cual no es aleatoria.

La técnica 3C fue la primera en ser desarrollada, la cual utiliza el principio del ensayo de
ligaciéon de cromatina utilizando al formaldehido como agente entrecruzador para fijar
todas las interacciones de la cromatina ocurriendo en el momento de realizar el ensayo®.
De esta forma, es posible conservar las interacciones entre diferentes loci gendmicos
dando paso a un estudio sistematico de la topologia del genoma. La técnica 3C, “uno
contra uno”, permite estudiar y cuantificar mediante la técnica de reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR) los contactos entre dos pares de secuencias previamente
determinadas®. A pesar de la innovacion de la técnica, esta presenta retos metodologicos
cuando se requiere cuantificar productos de contactos raros e infrecuentes, haciendo que
técnicas de cuantificacion por PCR sean dificiles y mayormente viables para productos
de contactos de largo alcance mas representados en la poblacion celular®. No obstante,
modificaciones al protocolo de la técnica 3C dieron paso al desarrollo de métodos mas

robustos como la técnica de captura conformacional de cromosomas circular (4C).

La técnica 4C amplioé el panorama de 3C al permitir estudiar interacciones “uno contra
todos”. Es decir, dio paso a la identificacion de regiones a nivel de genoma completo que
contactan a una region de interés, mejor conocida como “viewpoint™. La principal ventaja
de esta técnica recae en que no se necesita de un conocimiento previo de candidatos
que realicen contactos, a diferencia del 3C. El 4C hace uso de la PCR reversa,
microarreglos y secuenciacion de Sanger para analizar las secuencias de los contactos.
El desarrollo y refinamiento de tecnologias de secuenciacion de siguiente generacion,
permitié acoplar el 4C convirtiéndose en 4C-seq permitiendo generar perfiles robustos de

interacciones realizadas por el “viewpoint” y explorar sus implicaciones regulatorias*.

La técnica de captura conformacional de cromosomas en base de copia de carbono (5C),
“‘muchos contra muchos”, permite explorar los contactos que existen entre multiples
secuencias amplias*. Su desarrollo parte de una biblioteca convencional de 3C que se
somete a amplificacion mediada por un conjunto diverso de oligonucledtidos, generando

una biblioteca 5C. La secuenciacién de esta biblioteca permite obtener una matriz de
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frecuencias de interaccion de las regiones gendmicas estudiadas. La técnica de 5C
permitié estudiar la conformacion de la cromatina sobre los locus de a-, B- globinas
revelando su posicionamiento y configuracidn espacial dentro del nucleo?. Actualmente,
una de las aproximaciones mas ampliamente utilizadas para estudiar la topologia
gendmica, derivadas del protocolo 3C modificado, es la captura conformacional de la
cromatina de alto rendimiento, también conocida como captura conformacional de
cromosomas del genoma completo (Hi-C). A diferencia de las técnicas 3-,4-,5-C, Hi-C es
una aproximacion de tipo “todo contra todo”, es decir, nos permite investigar los contactos

e interacciones entre todos los loci comprendidos en todo el genoma*.

El campo actual de la topologia gendmica hace uso de las técnicas previamente descritas
acopladas a secuenciacion masiva que permiten la integracion de la distribuciéon
ocupacional de proteinas que interactuan con el DNA. Una de las técnicas mas utilizadas
para elucidar la ocupacion de una proteina en la hebra de cromatina a nivel de genoma
es la inmunoprecipitacion de cromatina acoplada a secuenciacion (ChlP-seq)®. El ChIP-
seq utiliza un anticuerpo especifico contra la proteina de interés que presenta
interacciones con el DNA. Una vez que la célula se fija y la cromatina es fragmentada
mediante sonicacion, se realiza una inmunoprecipitacion que permite enriquecer los
complejos DNA-proteina de interés. Luego, el DNA es purificado de los complejos y con
el material recuperado se construyen bibliotecas de secuenciacion. En los ultimos afos
han sido desarrolladas tecnologias de escisién bajo objetivos y liberacion mediante
nucleasa (CUT&RUN) o tagmentaciéon (CUT&Tag). Al igual que ChIP-seq, ambas
tecnologias permiten elucidar la ocupacion gendmica de proteinas, ya sean marcas de
histonas o factores de transcripcion. Sin embargo, CUT&RUN y CUT&Tag han

demostrado mayor robustes y ventajas importantes sobre la técnica de ChlP-seq®’.

Para poder obtener un panorama completo de como la topologia gendmica y dinamica
nuclear influye en la funcionalidad y regulacién de un contexto celular dado, se requiere
evaluar la accesibilidad gendmica presente y el transcriptoma celular. Para ello, se utilizan
las metodologias de ensayo de accesibilidad de la transposasa acoplada a secuenciacion
(ATAC-seq) y la técnica de analisis del transcriptoma (RNA-seq). Los procesos como
diferenciacion y maduracion celular son el reflejo de los cambios en los mecanismos
epigenéticos y genéticos, que impactan de forma directa en cambios en la estructura de

la cromatina®. De forma general, la cromatina tiende a mostrar cambios en su nivel de
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compactacion dependiente al fenémeno celular que lleve a cabo®. La técnica ATAC-seq
nos permite estudiar el dinamismo de la cromatina respecto a su accesibilidad en
diferentes fenomenos celulares®. Por su parte, la técnica de RNA-seq nos permite evaluar
las secuencias de todos los RNAs presentes en una muestra y cuantificar su

abundancia.

1.3. Niveles de organizaciéon del genoma

El nucleo de las células eucariotas se encuentra altamente compactado en un espacio
tan pequefio que requiere ser organizado y regulado a diferentes escalas para poder
permitir la correcta respuesta transcripcional. Las tecnologias de captura de
conformacién de la cromatina acopladas a secuenciacién en combinacién con los ultimos
avances en microscopia de super resolucion, han permitido resolver las multiples capas

de organizacion nuclear.

El nivel de organizacién topolégica mas grande, estudiado mediante microscopia y 3D
FISH, comprende en tamafio a los cromosomas enteros. Los cromosomas interfasicos
se acomodan en regiones discretas del nucleo conocidas como territorios cromosomicos
(CTs, Figura 1)>". El posicionamiento de los cromosomas dentro del nucleo esta
directamente relacionado con la densidad génica comprendida en un cromosoma. De
esta forma, los cromosomas que contienen baja densidad génica se posicionan
preferencialmente en la periferia nuclear y la region perinuclear, mientras que los que son
ricos en genes se posicionan hacia el centro del nucleo'. Ademas, se ha observado que
el posicionamiento de los genes dentro de un territorio cromosoémico correlaciona con su
estado transcripcional y es altamente dinamico en funcién a necesidades de activacion y

represion’!.

A escala de cientos de megabases (Mb), experimentos de Hi-C y FISH acoplado a
superresolucion relevaron que la cromatina se segrega en dos compartimentos
principales conocidos como A y B (Figura 1)>'2. El compartimento A esta asociado a
regiones del genoma abiertas y las secuencias contenidas en general estan enriquecidas
de genes que se estan transcribiendo y contienen marcas de histonas asociadas a
activacioén transcripcional. Por el contrario, el compartimento B contiene genes inactivos

y marcas de histonas asociadas a represion transcripcional’. En las matrices de Hi-C

pag. 18



podemos observar a los compartimentos de un cromosoma entero como tableros de

ajedrez.

A una escala menor que comprende regiones de entre 100 kilobases (Kb) a ~1 Mb
podemos encontrar a los dominios topoldgicamente asociados (TADs) y asas de
cromatina (Figura 1). Los TADs son estructuras descritas a partir de experimentos de
Hi-C, las cuales representan regiones del genoma, especificamente asas de cromatina
de gran longitud, que se pliegan y asocian en el espacio nuclear y presentan una alta
frecuencia de interacciones entre las secuencias que comprenden®'3,
Experimentalmente podemos observar a los TADs en matrices de interaccion obtenidas
mediante Hi-C como triangulos contiguos. Funcionalmente, los TADs facilitan la formacion
de asas de cromatina de menor tamafio, mejor conocidas como asas funcionales, que
contienen elementos reguladores como enhancers y promotores, ayudando a propiciar
sus interacciones (Figura 1)>'213, Ademas, CTCF tiene la capacidad de delimitar a los
TADs formando fronteras de CTCEF, aislando a las regiones gendmicas que comprenden

de posibles contactos con elementos externos al TAD 4.
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Figura 1. Niveles de organizacion de genoma. El genoma posee una estructura jerarquica. Se ilustran los niveles
de esta jerarquia, ordenados de mayor a menor tamafio: territorios cromosomales, compartimentos, dominios
topolégicamente asociados (TADs), asas de cromatina y nucleosomas. Ademas, se muestran sus visualizaciones
en mapas de interaccién de Hi-C (derecha). Factor de unién a CCCTC (CTCF). Figura modificada de: Jerkovic’, I.
(2021)? y L Ayala-Guerrero (2023)%2.
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1.4. Elementos que regulan la organizaciéon 3D del genoma

La topologia jerarquica 3D del genoma es estructurada mediante proteinas
arquitectonicas y algunas especies de RNAs nucleares no codificantes. En vertebrados,
las proteinas arquitectonicas mas estudiadas son CTCF y el complejo de cohesina

(Figura 1).

1.4.1 CTCF

CTCF es una proteina que posee 11 dedos de zinc, ubicuamente expresada en la
mayoria de los tejidos, y altamente conservada en vertebrados. CTCF presenta alta
afinidad por secuencias especificas de DNA y resulta esencial en diversos procesos
celulares, como el desarrollo™'5. Originalmente, CTCF fue descrita como un factor
transcripcional con la capacidad de regular de forma negativa al gen c-myc 'y MYC en
pollo y humano, respectivamente. Sin embargo, experimentos de ChlP-seq han revelado
una extensa distribucion de CTCF a lo largo del genoma, que ademas se encuentran
altamente conservados entre vertebrados y tipos celulares' 6, En combinacion con Hi-
C, se observo que CTCF muestra un enriquecimiento preferencial en sitios de fronteras
de TADs y en las anclas de las asas de cromatina. Sistemas de degradacién de proteinas
(degron) inducidos por auxina, que permiten evaluar el efecto funcional de una proteina
in vivo, han demostrado que la deplecion de CTCF resulta en la pérdida de asas de
cromatina en los dominios y la pérdida del aislamiento de los TADs en células troncales

embrionarias de raton'’.

Aunado a esta evidencia, se ha detectado que CTCF se encuentra enriquecido en los
bordes de dominios topoldgicos que interactuan frecuentemente con elementos de la
lamina nuclear, los cuales se han denominado dominios asociados a la lamina (LADs)'8.
Los LADs correlacionan con regiones del genoma con baja o nula actividad
transcripcional y tiempos tardios de replicacion®. Por tanto, CTFC es un factor que
cumple una funcién organizadora del genoma formando asas de cromatina y fronteras de

TADs, asi como permitir el confinamiento de los LADs a la periferia nuclear.

1.4.2. Cohesina
Cohesina es un complejo multiproteico anular con cuatro subunidades conservadas en
vertebrados: SMC1A, SMC3, SA1/2 y RAD21"51°, Su funcién mas conocida es durante

la fase S del ciclo celular, en donde se une a las cromatidas hermanas y permite la
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correcta segregacion de cromosomas durante la division celular’. No obstante, el
complejo cohesina ha demostrado tener un papel relevante en el establecimiento de la
arquitectura genémica de la mano de CTCF, pues muchos sitios de cohesina en la
cromatina coinciden con este factor de transcripcional'®. Estudios funcionales han
demostrado que la degradaciéon aguda de la subunidad RAD21 provoca la pérdida
generalizada de asas de cromatina y dominios cromatinicos, mientras que el rescate de
la subunidad resulta en el restablecimiento de estos??2!. Adicionalmente, experimentos
en ovocitos fertilizados de raton sometidos a knockout condicional de RAD21 mostraron
una ausencia generalizada de TADs y asas de cromatina®?. En conjunto, multiples
evidencias demuestran que el complejo cohesina desempena un papel fundamental en

el establecimiento y formacion de asas de cromatina y TADs.

1.4.3. Mecanismo de extrusion

La colocalizacion de cohesina y CTCF, ademas de la influencia de CTCF sobre la
distribucion de cohesina en la cromatina, evidencian la mutua influencia y cooperacién
entre ambos elementos para regular la topologia gendmica. El mecanismo de extrusion
de cromatina explica el mecanismo por el cual CTCF y cohesina cooperan para el
establecimiento de asas de cromatina y TADs. En este modelo, una pequeina asa de DNA
pasa a través del anillo del complejo cohesina, el cual funciona como factor de extrusion,
que se desliza en la fibra de cromatina permitiendo la formacion total del asa. La extrusiéon
de la cromatina continua hasta que la cohesina se encuentra con un factor CTCF unido
a la cromatina y correctamente orientado. El asa de cromatina es estabilizada con la
formacion de un ancla cuando dos moléculas de CTCF orientadas de forma convergente

forman un dimero™®.

1.4.4. Reguladores emergentes de la topologia genémica

Si bien CTCF y cohesina son las principales proteinas arquitectonicas en vertebrados, en
los ultimos afios ha surgido evidencia relacionada a proteinas arquitecténicas
emergentes y otros mecanismos relevantes en la organizacion 3D del genoma. En
particular, las proteinas que conforman la matriz nuclear han demostrado tener un papel
relevante como proteinas de andamiaje para la cromatina y su organizacién en diversos
procesos celulares'®. Podemos clasificar a los elementos de la matriz nuclear como
internos y periféricos. Ejemplos de componentes periféricos abarcan a las proteinas que
forman parte del complejo del poro y la lamina nuclear, las cuales permiten secuestrar y
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mantener a regiones heterocromatinizadas del genoma adosadas a la periferia nuclear®.
Por otro lado, estudios funcionales de componentes internos de la matriz, como Matrin3,
SAFB y HNRNPK, han revelado su importancia en la estructuraciéon del genoma pues su
deplecion conlleva a fendbmenos como la reorganizacion de asas de cromatina,
incremento en las interacciones de DNA con la lamina nuclear e incluso cambios en la

fuerza de aislamiento de las fronteras de los compartimentos'6:23.

Es bien sabido que los factores transcripcionales (TFs) permiten regular diferentes
programas transcripcionales dado un estimulo o como parte constitutiva en diversos
procesos bioldgicos. Al interactuar con el DNA, muchos TFs tienen la capacidad de alterar
la organizacion de regiones de la cromatina en el espacio nuclear al establecer y
promover interacciones de corto o largo alcance’®. Los receptores olfatorios, por ejemplo,
necesitan ser exclusivamente expresados uno a la vez en cada neurona olfatoria adulta;
sin embargo, existen mas de mil genes en la familia de receptores olfatorios?*. La manera
en la que se selecciona que gen debe expresarse en una neurona esta dictaminada en
funcion a los contactos inter-cromosomales que se presenten?*. En este contexto, se ha
observado que el TF conocido como LHX2 tiene la capacidad de establecer un ambiente
en el que un gen particular para un receptor olfatorio es acercado espacialmente a un
cluster de enhancers, permitiendo su expresion. Por otro lado, tenemos a TFs que median
interacciones dentro del mismo cromosoma al establecer contactos mas pequenos
mediante asas de cromatina entre elementos regulares como promotores y enhancers?>.
Dentro de esta funcidon contamos con TFs ubicuamente expresados en diferentes tejidos
y tipos celulares, como Yin Yang (YY1)%%; y también a TFs especificos para un tipo celular
que participan en la identidad celular, como FOXP32%7, GATA1 o MyoD'6:23,

Adicionalmente, los RNAs no codificantes han ganado relevancia significativa en la
topologia gendmica. Se ha observado que RNAs no codificantes pueden regular la
expresion de genes al mediar la remodelacion de la cromatina entre promotores vy
enhancers. Por ejemplo, cuando se activa el receptor alfa de estrégenos, inmediatamente
se comienza a transcribir el RNA de su enhancer (eRNA). Este eRNA media la formacion
de un asa de DNA a través de la asociacion con el complejo mediador provocando la
interaccién entre enhancer-promotores de sus genes blanco??. Por otro parte, un ejemplo
clasico de regulacion topoldgica esta dado por Xist, un RNA largo no codificante (IncRNA)

que tiene la capacidad de silenciar a uno de los dos cromosomas X en hembras. Xist
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recubre al cromosoma X para silenciarlo al reclutar diversas proteinas remodeladoras,
como el complejo represor de Polycomb y DNA metiltransferasas (DNMTs), con el
proposito de establecer el estado heterocromatico del cromosoma X-inactivo. Finalmente,
el cromosoma X inactivo es relocalizado a la periferia nuclear y Xist permite anclarlo a la

lamina nuclear?s,

Otro escenario que ha cobrado gran relevancia es el fendmeno de separacion de fases
dentro del nucleo como un potencial organizador del genoma. Muchas proteinas
nucleares, factores de transcripcion y especies de RNAs tienen propiedades
fisicoquimicas que propician la formacion de agregados, concentracion-dependientes, a
través de interacciones multivalentes?®. Los agregados nucleares forman estructuras no
membranosas en forma de gotas, por lo que a este fendmeno se le ha denominado
separacion de fases liquido-liquido (LLPS)?°. La LLPS participa en la formacion de
organelos sin membrana con funcién especifica dentro del nucleo como el nucleolo y
granulos P30, Ademas, se han relacionado directamente con enfermedades como el
cancer®'. Uno de los fendmenos mas representativos en el campo de la organizacion 3D
del genoma y la LLPS es la formacion de la heterocromatina, mediante la proteina
heterocromatina 1 (HP1), y la compartimentalizacién de la cromatina?®. Esto se debe a
que, en la separacion de fases se favorece el agregamiento de componentes similares y
se excluyen moléculas no relacionadas, propiciando un ambiente favorable para ciertas
reacciones fisicoquimicas. Dicho ambiente creado tiene la capacidad de acercar
espacialmente elementos reguladores y promover su interaccibn mediante asas de

cromatina propiciando una respuesta transcripcional®.

1.5. Influencia de la topologia genémica en la diferenciaciéon

Durante la diferenciacion celular y el desarrollo, se ha observado que la topologia del
genoma exhibe cambios drasticos consecuencia del dinamismo epigenético respecto a
la expresion diferencial de variantes de histonas y sus PTMs®2. Esto concede la
capacidad de una regulacion espacio-temporal concisa de regiones gendmicas que
resguardan programas genéticos pluripotenciales o linaje-especificos®32.

Durante el desarrollo embrionario, la reprogramacién epigenética y los cambios en los
niveles de organizacion topologica del genoma se encuentran intrinsecamente ligados y

su dinamismo es evidente desde la fertilizacion y a través de todos los estadios del
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desarrollo®2. Por su parte, a medida que las células troncales se diferencian a células
especializadas de un linaje especifico, se requiere que la cromatina sea remodelada de
forma global®32. Dicha remodelacion orquestada por una reprogramacion epigenética que
permite la ganancia de marcas de histonas de represién como la trimetilacion de la lisina
27 de la histona 3 (H3K27me3), y la pérdida de marcas de activacion como la trimetilacion
de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3)2. Esto da paso a que las células troncales pierdan
la configuracién de cromatina abierta, a una compacta y represiva, con el objetivo de

silenciar genes de pluripotencia y activar aquellos linaje-especificos®.

De forma reciente, un modelo de diferenciacion terminal de musculo esquelético en
células C2C12 demostré que la proteina Matrin3, componente principal de la matriz
nuclear interna, participa en la regulacion de la estructura 3D del genoma?3. A través de
sistemas de degradacion aguda de proteinas dirigido a Matrin3, fue posible evidenciar
que esta proteina tiene la capacidad de mediar el proceso de diferenciacion estabilizando
sitios de accesibilidad e interacciones de asas de cromatina en dominios23. Ademas, se
observd que tiene la capacidad de mediar la formacion de asas de cromatina de tipo
promotor-enhancer formadas por YY123. Un fendmeno interesante pues previamente se
habia reportado la capacidad de Matrin3 de asociarse a la cromatina a través de

interacciones con las proteinas arquitecténicas CTCF y Rad213,

Otro ejemplo que ilustra el impacto de la reconfiguraciéon de la topologia genémica en la
diferenciacion ocurre en el establecimiento del linaje de las células T y su maduracion.
Experimentos de Hi-C de estadios de diferenciacion del linaje T, que abarcan desde
células troncales hematopoyéticas hasta timocitos dobles positivos CD4+CD8+,
evidenciaron cambios sustanciales a nivel de compartimentos y TADs?*. Por su parte, en
células troncales hematopoyéticas y progenitores linfoides comunes, los compartimentos
A que contienen genes de pluripotencia cambian al compartimento represivo B cuando
estas células se diferencian a timocitos dobles negativo estadio 3 (DN3 CD4-CD8-)34. En
contra parte, aquellos compartimentos B que contienen genes linaje-T especificos,
cambian al compartimento A al ocurrir la diferenciacion a células DN33*. El estadio DN3
marca el establecimiento definitivo al linaje T. En este estadio, la actividad intra-TAD
incrementa y estd asociado a una amplia reorganizacion de la arquitectura de la
cromatina que asegura y facilita la activacion del programa transcripcional asociado con

el linaje T, y restringiendo otros el acceso a programas correspondientes a otros linajes3*.
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2. Antecedentes

2.1. Diferenciaciéon y maduracion eritroide en aves

La eritropoyesis terminal es un proceso que involucra el establecimiento de células
troncales hematopoyéticas hacia unidades formadoras de colonias eritroides, y
subsecuentemente a glébulos rojos (RBCs) maduros®®. Durante la eritropoyesis terminal,
diversas cascadas de sefalizacion inducidas por eritropoyetina producen cambios en la
transcripcion de genes necesarios para la diferenciacion y regulacion de procesos como
la inhibicidn de la apoptosis®®. A medida que la diferenciacion avanza, la cromatina sufre
una condensacion gradual pero dramatica dando lugar a un silenciamiento progresivo de
genes®. Si bien muchos mecanismos que provocan la condensacién ain son
desconocidos, se conoce la influencia de ciertas deacetilasas de histonas (HDACSs),
variantes de histonas y PTMs asociadas363’. En mamiferos, la eritropoyesis terminal
culmina con la expulsién del nucleo (enucleacion) altamente condensado, otorgando a
los RBC la capacidad de almacenar mas hemoglobina y flexibilidad fisica®>3¢. A diferencia
de los mamiferos, la diferenciacion y maduracion de RBC en aves no involucra la
expulsion del nucleo, pero si un alto grado de compactacion de su nucleo3° (Figura
2a).

La eritropoyesis aviar puede dividirse en dos grandes etapas: primitiva y definitiva. La
eritropoyesis primitiva comienza en el saco vitelino durante el desarrollo embrionario, en
donde las células eritroides progenitoras y células endoteliales forman agregados
conocidos como “blood islands” en la etapa de desarrollo 6 de Hamburger—Hamilton
(HH6). Inmediatamente en el dia de incubacién 1 (E1; en estadio HH7) ocurre la sefial
mas temprana de diferenciacion eritroide dada por el inicio de la expresion de los genes
de hemoglobina @, p y €3°. La subsecuente formacion de vasculatura permite que, en
HH10-11, los RBC primitivos comiencen a segregarse unos de otros para iniciar
circulacién en E2 (HH12-13). Los RBC primitivos circulantes se caracterizan por su gran
tamario y morfologia circular, en comparacion con los RBC maduros®. En la etapa E5 de
desarrollo, aparecen en circulaciéon los primeros RBC de la etapa definitiva, y para E7
representan a la mayoria de RBC circulantes. A diferencia de los primitivos, los RBC
definitivos expresan principalmente a las hemoglobinas a-A, a-D y B-A; ademas tienen

forma oval y son mas pequefios®.
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Ambos linajes de células rojas primitivas y definitivas, producidas por el saco vitelino,
maduran a lo largo de los estadios de megaloblastos, proeritroblastos, eritroblastos,
reticulocitos, hasta llegar a RBC. Desde su establecimiento y hasta E10, el saco vitelino
es la fuente principal de produccion de RBC. En E12, la médula ésea comienza a
funcionar como fuente de produccién eritropoyética embrionaria, y se posiciona como el
nicho principal de produccion de RBC en E13-15%°. Como consecuencia, la produccion

del saco vitelino recae prominentemente para E15 y cesa en E19% (Figura 2b).
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#® HHB6: formacion de estruciuras “blood islands”.
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® E2: Inicia circulacion. ) , . o
® ES5: primeros RBG definitivos en circulacion.
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E15: la mayoria de los RBC son producidos por la médula 6sea. ®

E20-21: eclosion.®

Figura 2. Diferenciaciéon y maduracion eritroide en aves. a) El proceso de eritropoyesis involucra una pérdida
generalizada de eucromatina y aumento de heterocromatina, acompafiado de un silenciamiento generalizado de
genes. Durante este proceso, los eritrocitos sufren cambios morfolégicos importantes, de los que destaca la extensa
compactacion su nucleo. En aves, a diferencia de los mamiferos, los eritrocitos terminalmente diferenciados y
maduros circulantes conservan su nucleo. b) Eventos fundamentales de la eritropoyesis en aves durante el
desarrollo embrionario. E0-20 representan el dia de incubacion, mientras que HH el estadio Hamburger—Hamilton
de desarrollo. Figuras modificadas de: a) Campbell, Terry (2013)*°; y b) Guojun Sheng (2010)%.
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Aunque en aves la compactaciéon del nucleo es un proceso poco estudiado, el fenbmeno
en células sanguineas ha sido asociado a la histona H5 linker o la proteina MENT en
RBC y células blancas, respectivamente?’. La compactacion global provoca un cese total
de la produccion de DNA vy, presuntamente, los RBC se transforman en células

transcripcionalmente inertes®”.

En RBC terminalmente diferenciados maduros, hasta el 60% de las histonas H1 linker
son reemplazadas por H5, cuya deposicidn provee una mayor estabilidad a la cromatina
produciendo regiones genomicas altamente reprimidas. El dominio globular de H5
representa un factor indispensable para la compactacion debido a su tendencia a la
dimerizacion, facilitando la agregacién de nucleosomas y la subsecuente formacion de

estructuras de tallo permitiendo el plegamiento de la cromatina®’.

2.2. Arquitectura genémica durante la diferenciacién y maduracién eritroide
en Gallus gallus

La eritropoyesis terminal es un modelo ampliamente utilizado para estudiar mecanismos
que acompafan a la diferenciacion celular. En los ultimos afos, este proceso se ha
posicionado como una oportunidad de investigar cambios en la topologia gendémica.
Especialmente, los RBC circulantes y funcionales de las aves representan un modelo
interesante que, al retener su nucleo, permite estudiar los cambios de la topologia del
genoma durante la generacion de un ambiente altamente represivo. En los ultimos afos,
nuestro grupo de investigacion ha estudiado y caracterizado la organizacion 3D del

genoma en RBC de Gallus gallus a través de la diferenciacion y maduracion eritroide.

2.2.1. Reorientacién de la arquitectura nuclear en células eritroides
terminalmente diferenciadas

Para investigar los cambios que ocurren en la condensacion del nucleo durante los
procesos de diferenciaciéon terminal y maduracion eritroides, fueron empleados eritrocitos
embrionarios (eRBC) provenientes de embriones de pollo de 10 dias, y eritrocitos adultos
(aRBC) obtenidos de gallinas de 30 semanas. Ambas poblaciones pertenecen a células
en donde la cromatina ha sido extensamente compactada y, ademas, en donde la
transcripcion global ha disminuido. Ademas, la linea celular HD3 fue empleada como un

punto temporal correspondiente a un eritroblasto temprano en la eritropoyesis aviar*'.
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Mediante ATAC-see se elucid6 un reposicionamiento de la cromatina accesible hacia la
periferia nuclear en aRBC, siendo menos abundante en centro del nucleo. Este hallazgo
contrasta directamente con la organizacion convencional de la cromatina dentro del
nucleo, la cual se encuentra presente en eRBC y eritroblastos. La reorientacion de la
arquitectura nuclear fue validada mediante la inmunofluorescencia y analisis de distancia
nucleo-periferia contra la trimetilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3), una marca
correspondiente a heterocromatina constitutiva que se enriquece preferencialmente en la
periferia nuclear. En eRBC y aRBC, H3K9me3 se posiciona preferencialmente en focos
localizados hacia el centro nuclear en contraste con los eritroblastos, en donde H3K9me3
decrece gradualmente desde la periferia nuclear hacia el centro. Ademas, mediciones
restringidas al centro y la periferia nuclear revelaron que H3K9me3 exhibe un
enriquecimiento preferencial unicamente en el centro. Esta observacion era concordante
con el analisis de la distribucién de sefial de DAPI, que mostraba mayor enriquecimiento
al centro nuclear en RBCs, en comparacion del enriquecimiento periférico encontrado en

eritroblastos?!.

Ademas, fueron detectados cambios en la composicion de la membrana nuclear.
Especificamente, la lamina A/C se pierde en la envoltura nuclear de los aRBC. En este
trabajo discutio que su pérdida podria estar relacionada con la reorientaciéon de la
cromatina accesible hacia la periferia nuclear pues, en células fotorreceptoras de bastén
en mamiferos de vida nocturna se observa una reorganizacién similar de su arquitectura
nuclear consecuencia de la pérdida de la laminas A/C y B4'. Por otro lado, los cambios
en la composicidon de la membrana nuclear han sido relacionados en otros estudios con
alteraciones de la forma del nucleo. Un ejemplo interesante es lo que ocurre con Matrin3.
En células U20S fue descrito que la desregulacion de la lamina A/C afecta directamente

a la expresion de Matrin3, provocando una alteracion en la morfologia nuclear?.

2.2.2. Los RBC terminalmente diferenciados retienen actividad transcripcional

Los RBCs de pollo han sido referidos principalmente como células transcripcionalmente
inertes debido a la dramatica disminucion en la produccion de RNA*3. No obstante, a raiz
de la observacion de cromatina accesible mediante ATAC-see, se caracterizo el estado

transcripcional de RBC de pollo.
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Experimentos de cuantificacion de RNA total y perfiles electroforéticos confirmaron un
decremento drastico en la transcripcion en eRBC y aRBC, concordante con estudios
previos. Al realizar experimentos de Click-iT RNA para marcar el RNA naciente, mediante
la incorporacion de 5-etinil urudina a RNA naciente, se pudo confirmar la presencia de

transcripcion activa en estas células*'.

A través de RNA-seq se encontré una desregulacion a la baja de la expresion genética
en eRBC y aRBC, comparado con los eritroblastos. El pequefio subconjunto de genes
que mantenian su expresion en eRBC (1354) y aRBC (804) corresponde a genes
asociados a funciones eritroides, como el transporte de oxigeno, diferenciacion eritroide

y respuesta inmune*'.

2.2.3. El pausado de la RNA polimerasa Il mantiene accesibles promotores de
genes pausados

Derivado de estos experimentos, se concluyé que los focos transcripcionales observados
en RBCs que no presentan un enriquecimiento preferencial en la periferia nuclear, no
pueden explicar la presencia de cromatina accesible en la periferia nuclear de RBCs de
pollo. Sin embargo, se hipotetizé que el pausado proximal al promotor de la RNA
polimerasa Il podria mantener accesibles regiones del genoma y estructuracion local*'.
El andlisis de RNA-seq mostraba que genes como HEXIM1 y 7SK, involucrados en el
pausado proximal de la RNA pol I, retienen su expresion en eRBC y aRBC haciendo
plausible dicha hipotesis. Experimentos adicionales ChlP-seq de la RNA pol Il pausada
(Ser5-P), de la mano con ATAC-seq, confirmaron la presencia de RNA pol Il en su estado
de pausado proximal permitiendo mantener la accesibilidad de promotores de genes sin

expresion en eRBC y aRBC*'.

2.2.4. Pérdida generalizada de la estructura del genoma eritroide
Estudios de Hi-C en distintos estadios de la diferenciacién eritroide en pollo permitieron
evidenciar la reconfiguracién global de genoma e integrarlos con los cambios observados

en la arquitectura nuclear, accesibilidad de la cromatina y expresion genética.

Conforme la diferenciacién terminal y maduracion transcurren, ocurre un incremento en
la segregacién en los compartimentos Ay B visible en los mapas de contactos de Hi-C. A
diferencia de los eritroblastos, los eRBC y aRBC presentan un patrén de ajedrez mas

prominente, indicativo de la progresiva compactacion de su genoma. Ademas, las
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interacciones de largo alcance (>10 Mb) incrementan en los RBCs. Aunado a esto, la
identificacion de los compartimentos A y B mostré la formacion de nuevos
compartimentos Bs acompafiada de la disrupcion de As en RBC. Por tanto, se evidencié
una esperada hiper-compartimentalizacién del genoma en eRBC y aRBC, concordante

con la disminucion de su estado transcripcional (Figura 3a)*'.

Adicionalmente, la identificacion de TADs reveldé una reduccion generalizada en el
numero de dominios cromatinicos en eRBC (916) y aRBC (903), en contraste con los
eritroblastos (2,562) (Figura 3b)*'. La pérdida generalizada de TADs en eritrocitos
maduros coincide con reportes previos**. Los dominios identificados presentan un
tamaro promedio de 241 Kbs, haciéndolos mas pequefios al compararlos con los TADs
encontrados en eritroblastos. Por tal motivo, se han referido a estos dominios
cromatinicios tipo TAD de menor tamafio como “minidominios”. En general, se encontré
que, aunque la mayoria de estructura se pierde en RBC, alrededor de un 24.18% y 20.4%
del genoma de eRBC y aRBC, respectivamente, se mantiene estructurado en

minidominios (Figura 3c-d)*'.
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Figura 3. Reorganizacion global del genoma eritroide durante la diferenciacion terminal y maduracion. a)
Mapas de contactos de Hi-C del cromosoma seis donde es posible observar los TADs a simple vista en fibroblastos
y eritroblastos. En eRBC y aRBC los TADs son imperceptibles. Ademas, se observa el patron de ajedrez
correspondiente a compartimentos, lo que refleja la hiper-compartimentalizacién que los genomas eritroides sufre
en estadios terminalmente diferenciados. b) Numero de dominios. ¢) Porcentaje del genoma que permanece
estructurado. d) Ejemplos de TADs y los mini dominios. Figura modificada de: Penagos-Puig, A. (2023)*'.

De forma interesante, los promotores de genes pausados con accesibilidad involucrados
con procesos como el procesamiento de RNA, regulacién de la expresién genética y
transporte de RNA, se encuentran estructurados dentro de los minidominios en eRBC y
aRBC*'. La estructuracién en mini-dominos de loci pausados con la presencia de la RNA
polimerasa |l pausada podrian preparar a los eritrocitos de pollo para montar una

respuesta transcripcional rapida ante estimulo externos (Figura 4)*'.
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Figura 4. Modelo de los cambios en la organizacion del genoma durante la diferenciacion y maduracion
eritroide en Gallus gallus. La compactacion del nucleo a través de la diferenciacion terminal resulta en una
dramatica, pero no total, pérdida en la accesibilidad y la transcripciéon. A medida que el eritrocito madura, estos
fendmenos se exacerban. A nivel topoldgico, los genomas de eritrocitos embrionarios (eRBC) y eritrocitos adultos
(aRBC) pierden TADs de forma global y se hipercompartimentalizan. EI genoma que permanece estructurado en
minidominios se posiciona alrededor de promotores pausados y accesibles y con presencia de la RNA polimerasa
Il pausada. Ademas, la pérdida de la lamina A/C provoca una reorientaciéon de la arquitectura nuclear en aRBC.
Figura modificada de: Penagos-Puig, A. (2023)*'.

2.3. Pérdida de las principales proteinas arquitectéonicas durante la
diferenciaciéon y maduracion eritroide

Como se menciond previamente, experimentos funcionales han demostrado la relevancia
de CTCF y proteinas del complejo cohesina en el establecimiento de TADs 5172021 Por
tanto, la pérdida generalizada de TADs en eRBC y aRBC es concordante con la
disminucién en los niveles de expresion de los transcritos de proteinas arquitectonicas

como CTCF, la lamina nuclear y subunidades del complejo cohesina*'45,

A su vez, se propuso que la estructuracion remanente del genoma en eRBC y aRBC
podria relacionarse con la ocupaciéon residual de otras proteinas arquitectonicas. De
todos los niveles de expresion estudiados de proteinas estructurales en vertebrados, YY1
es la Unica proteina que conserva su expresion tanto en eRBC y aRBC (Figura 5a)*°. Al
evaluar los niveles proteicos mediante western blots se revelé que las proteinas CTCF,
SMC1 y lamina B1 disminuyen en estadios avanzados de la diferenciacién y maduracion

eritroide a niveles casi indetectables o indetectables (Figura 5b)*!45.
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Figura 5. Los eritrocitos terminalmente diferenciados y maduros pierden a las principales proteinas
estructurales. a) Niveles de expresidon obtenidos mediante RNA-seq de las proteinas arquitectonicas mas
importantes en vertebrados. Sélo YY1 presenta expresion en eRBC y aRBC. b) Westerns blots de CTCF y SMC1
(complejo cohesina) demuestran la disminucion o pérdida de proteinas arquitecténicas en eritrocitos. Figuras
tomadas de: Claudio Galeana, G. S. (2020)%S.

2.4. YY1 como proteina arquitectéonica emergente

YY1 es un factor transcripcional ubicuamente expresado en células de mamiferos con
capacidad contexto-dependiente de funcionar como activador o represor
transcripcional®®. Este TF esta implicado en la regulacion de multiples procesos
relacionados con el desarrollo, mecanismos de reparacion de DNA, proliferacién celular,
replicacion y transcripcion®®. Ademas, la alteracion en su funcionalidad ha sido ligada a

procesos carcinogénicos?6-46,

YY1 presenta distintos dominios que le confieren sus funciones duales activador-
represor. En humanos, YY1 esta compuesta de 414 aminoacidos, mientras que en pollo
presenta 420%7. Aunque la proteina YY1 del pollo no ha sido ampliamente estudiada, sus
dominios preservan alta similitud en la secuencia de ambos organismos (Figura
suplementaria 1)*. En el extremo C-terminal podemos encontrar a 4 dedos de zinc de
tipo C2H2 que le permiten la unién a DNA?%, En la region central se encuentran los
dominios REPO y GK, ambos asociados a su funcion de represion transcripcional al
interactuar con proteinas de la familia de Polycomb y HDACs, respectivamente?®. Por otro
lado, el extremo N-terminal de la proteina que media la activacion transcripcional, se

encuentra constituido principalmente por aminoacidos acidos y un cluster de histidinas?®.

De forma reciente, se caracterizé la capacidad de YY1 de regular la transcripcion a través

de la modulacién de la topologia genomica*®. Dado que CTCF no es el principal
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responsable de formar asas de cromatina que permiten la interaccion entre elementos
reguladores, se comenzd una busqueda de candidatos que mediaran la formacién de
asas funcionales. Se propuso que uno de los candidatos podria ser YY1 ya que, al igual
que CTCF, es indispensable para la supervivencia celular y se encuentra ubicuamente
expresado en muchos tejidos*®. Ademas, a nivel estructura, YY1 posee dedos de zinc

que le permiten unirse a secuencias de DNA hipometilado, analogamente a CTCF?26:49.50,

A través de experimentos de dimerizacion in vitro y ChlA-PET, se concluy6 que YY1
tienen la capacidad de promover interacciones entre promotores y enhancers al
homodimerizarse*®. El mecanismo encontrado es analogo al de CTCF. Ademas, la
perturbacion de sitios de union a YY1 resulta en la pérdida de contactos promotor-
enhancery alteraciones en la expresion génica. También, fue posible demostrar que YY1
se posiciona preferencialmente en regiones de enhancers y promotores, a diferencia de
CTCF, al comparar los perfiles de ocupacion gendmica de YY1 con marcas

correspondientes a elementos reguladores.

Como se mencion6é anteriormente, la separacion de LLPS es un fendmeno con
implicaciones emergentes en la estructuracion del genoma®'. En una investigacion
reciente, fue descrita la capacidad de YY1 de formar LLPS in vitro e in vivo, gracias a la
presencia del cluster de histidinas ubicado en la regién N-terminal*®. Ademas, las
predicciones de AlphaFold2 sobre la estructura terciaria de YY1 sugieren la presencia de
distintas regiones intrinsecamente desordenadas (IDRs) (Figura suplementaria 1),
indispensables para la LLPS?%°'%2, En general, se demostré6 que los condensados
formados por la LLPS de YY1 pueden reclutar a coactivadores transcripcionales como
EP300, BRD4, MED1 y la RNA polimerasa I1“6. En consecuencia, los condensados
provocan un acercamiento espacial de elementos reguladores que culminan en la

activacion de genes como FOXM146.

N
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3. Planteamiento

A pesar de la pérdida generalizada de estructura del genoma en eRBC y aRBC, parte de
este permanece estructurado en minidominios. Ademas, la estructuraciéon de promotores
accesibles de genes sin expresion con la RNA polimerasa |l en estado pausado sugieren
un papel funcional relevante, posiblemente permitiendo montar respuestas

transcripcionales ante estimulos externos.

Considerando que los niveles de expresion génica y proteica de las principales proteinas
arquitectonicas en vertebrados estan disminuidos en eRBC y aRBC, resulta
indispensable evaluar si YY1 pudiera contribuir en la estructuracién remanente del

genoma eritroide.

4. Pregunta de investigacion

;De qué forma contribuye YY1 en la estructuracion del genoma de eritrocitos

terminalmente diferenciados y maduros en Gallus gallus?
5. Hipotesis

La proteina arquitectonica YY1 se preserva en la cromatina y contribuye en la
estructuracion del genoma durante la diferenciacion terminal y maduracion eritroide en

Gallus gallus.
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6. Objetivos

6.1. Objetivo general
Estudiar la participacion de YY1 en la estructuracion del genoma en la diferenciacion y

maduracion eritroide en Gallus gallus.

6.2. Objetivos especificos
1. Analizar la abundancia de la proteina estructural YY1 en eritrocitos de Gallus
gallus.
2. Determinar la localizacion nuclear de la proteina YY1.
3. Elucidar la ocupacion gendmica de YY1 en la fibra de cromatina.
4. Analisis de datos de ChlP-seq de YY1 e integracion de los resultados con datos

genodmicos de ATAC-seq, RNA-seq y Hi-C mediante analisis bioinformaticos.
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7. Métodos

7.1. Obtencion de muestras y cultivo celular

7.1.1. Extraccién de sangre periférica de gallinas adultas (aRBC)

Para obtener muestras de aRBC se sacrificaron dos gallinas (replicados bioldgicos) de
38 semanas. Cada gallina fue inmovilizada y colocada en una guillotina. Una vez
decapitada, se recuperan aproximadamente 50 mL de sangre en 200 mL de buffer de
colecta (PBS 1X/EDTA 0.5M) manteniendo la muestra siempre en hielo. Posteriormente,
50 mL de sangre fueron centrifugados a 1000 rpm por 10 min a 4°C y se descarto el
sobrenadante. El pellet de eritrocitos fue resuspendido en 30 mL de buffer de colecta y
se contaron las células utilizando una camara de Neubauer. Al finalizar el conteo, se
realizaron pellets de 200 millones de células para extraccion de proteinas y se
almacenaron a -80°C. También se fijaron con formaldehido pellets de células y células
sembradas sobre cubreobjetos en cajas de 6 pozos de acuerdo con los protocolos de

ChIP-seq e inmunofluorescencia, respectivamente.

7.1.2. Extraccién de sangre periférica de embriones de pollo

Se obtuvieron muestras de eRBC de pollo de 10 dias de desarrollo mediante puncion
apical de venas superficiales. Para esto, el cascaron de un huevo se limpié con alcohol y
posteriormente, con ayuda de pinzas estériles, se retird el cascardn del lado de la camara
de aire y la membrana que separa la clara de la camara de aire. Esto permitié dejar al
descubierto los vasos sanguineos del saco vitelino y realizar una puncién con una aguija.
La sangre fue inmediatamente recolectada con una pipeta de 200 uL y depositada en 10
mL de buffer de colecta (PBS 1X/EDTA 0.5 M) mantenido en hielo. La sangre fue
centrifugada y lavada dos veces en buffer de colecta y se realiz6 el conteo en la camara
de Neubauer. Se realizaron pellets de 200 millones de células para la extraccion de
proteinas y se fijaron pellets de 150 millones de células con formaldehido para ChIP-seq.

También se sembraron y fijaron células en cubreobjetos para inmunofluorescencia.

7.1.3. Cultivo primario de fibroblastos de pollo

Se extrajo de su huevo a un embridn de pollo de 10 dias de desarrollo y con ayuda de
férceps y un estereoscopio, se obtuvo el tejido del torso y las extremidades. El tejido
muscular fue disgregado en pequenos fragmentos en una caja de petri con PBS 1X,
excluyendo todo el tejido 6seo y piel. Se colecto el tejido disgregado en un tubo falcon de
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50 mL, y se adicionaron 15-20 mL de tripsina/EDTA 1X para ser incubados a 37°C por 15
minutos o hasta que la mayoria de los agregados de tejido desaparecieron.
Seguidamente, el sobrenadante se transfirio a un nuevo tubo falcon y se inactivé la
tripsina/EDTA adicionando 1:1 de suero fetal bovino. El sobrenadante fue centrifugado a
1000 g por 5 minutos a temperatura ambiente (RT). El pellet de células fue resuspendido
en medio de cultivo HD3 (DMEM/10% FBS/2% suero de pollo/1%
penicilina/estreptavidina) y transferido a una caja de cultivo. Las células se mantuvieron
en la incubadora en 5% de CO2 a 37°C. Al dia siguiente se hizo cambio del medio de
cultivo para eliminar restos celulares muertos. Una vez que el cultivo alcanz6 la
confluencia, se obtuvieron pellets de células para extraccion de proteinas o cultivaron

sobre cubreobjetos para realizar inmunofluorescencia.

7.1.4. Cultivo celular de eritroblastos de pollo

Se empled la linea celular HD3 correspondiente a eritroblastos de pollo adulto. Las
células se cultivaron en suspension utilizando medio HD3 y se mantuvieron en incubacion
en 5% CO2 a 37°C. Una vez alcanzada la confluencia, las células fueron procedas para
obtener pellets para extraccion de proteinas, fijadas para ChlP-seq o sembradas en

cubreobjetos para inmunofluorescencias.

7.2. Western blot

7.2.1. Extraccion de proteinas

Para este fin, se utilizaron pellets de células HD3, eRBC y aRBC. La fraccion nuclear de
proteinas se obtuvo mediante un fraccionamiento nucleo-citoplasma. Primero, los
nucleos fueron aislados utilizando buffer A (HEPES 1M, KCL 1M, MgClI2 1M, sacarosa
1M, glicerol y H20 destilada), suplementado con un coctel de inhibidores de proteasas,
que permite lisar la membrana celular. Una vez aislados mediante centrifugacion, el pellet
de nucleos fue resuspendido en buffer RIPA (Tris-HCI 1M, EDTA 0.5M, EGTA 0.5M, Triton
X-100 10%, deoxicolato de sodio 10%, SDS 10%, NaCl 5M, y H20 destilada)
suplementado con inhibidores de proteasas, y se incubd en hielo por 15 min pasandolo
por vortex cada 3 min. Luego, las muestras fueron sonicadas por 1 min 30 seg ON y 30
seg OFF a 30% de amplitud. Finalmente, las muestras se centrifugaron a 14,000 g por
15 min a 4°C y se recolecto el sobrenadante; las proteinas fueron cuantificadas a través

del método de Bradford. Los extractos de proteinas fueron almacenados a -80°C.
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7.2.2. Inmunoblot

Con la finalidad de evaluar la abundancia de YY1 a nivel proteina se realizé WB. Se
cargaron 50 ug de los extractos de proteinas nucleares de los tipos celulares estudiados
en un gel de poliacrilamida para ser separados por tamafos mediante electroforesis.
Posteriormente, las proteinas en el gel fueron transferidas a una membrana de PVDF y
esta se incubd con buffer de bloqueo (TBST 1X/Leche 5% w/v) por 2 h en agitacion
constante. Terminado el tiempo de bloqueo, la membrana se lavé tres veces con TBST.
Consecutivamente, la incubacion se realizé con el anticuerpo primario anti-YY1 (D5D9Z,
Cell Signaling) a 1:1000 en buffer de dilucion (TBS 1X/Tween 20 0.1%/BSA 5% w/v) toda
la noche (ON) en agitacion suave a 4°C. Al dia siguiente, la membrana se lavo tres veces
con TBST y se incubd el anticuerpo secundario (HRP) en agitacion durante 1 h a RT.
Finalmente, la membrana se lavo tres veces con TBST y se revel6 utilizando luminol en

el equipo C-DiGit Blot Scanner.

7.3. Inmunofluorescencia

Las células aRBC, eRBC y HD3 fueron fijadas con formaldehido al 4% sobre cubreobjetos
tratados con poli-L-lisina. Por otro lado, los fibroblastos de pollo fueron sembrados y
cultivados sobre cubreobjetos sin tratar por 3 dias y después fueron fijados de la misma
manera. Las células se incubaron con buffer de bloqueo (BSA 5%/PBS 1X) por 1 h a RT.
Terminado el periodo de bloqueo, el sobrenadante se descartd y se agregoé el anticuerpo
primario anti-YY1 (D5D9Z, Cell Signaling) diluido 1:800 para incubarse a 4°C ON. Al dia
siguiente, el anticuerpo se retird6 y se lavo tres veces con buffer de lavado.
Inmediatamente, se agrego la dilucion del anticuerpo secundario acoplado al fluoroforo
FITC y se incubd por 1 h a RT. Al terminar, la dilucion del anticuerpo se retird y las células
se lavaron 3 veces mas para eliminar cualquier remanente del anticuerpo secundario no
unido. Se procedi6 a incubar a las células con DAPI por 20 min a RT. Transcurrido el
tiempo, el montaje de los cubreobjetos se realizd sobre portaobjetos utilizando
Fluoromount (Sigma) y permitiendo su secado por 30 min a RT. Las preparaciones fueron
analizadas mediante el uso del microscopio confocal Zeiss LSM800 a 60X. Las imagenes

obtenidas fueron analizadas utilizando el software Fiji.
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7.3.1. Analisis de imagenes

Todas las imagenes de inmunofluorescencia fueron procesadas utilizando el software de
Fiji. Para el analisis de intensidad de fluorescencia se realizé una proyeccion en Z
utilizando el método Sum Slices. Subsecuentemente, los bordes del nucleo se delimitaron
mediante una mascara binaria generada utilizando el canal DAPI y la aplicacién de filtro
gaussiano. Una vez delimitadas todas las regiones de interés (ROls; i.e. nucleos), la
intensidad de la sefial de cada uno de los nucleos se cuantificd. Por tipo celular fueron

considerados 90 nucleos.

Por otro lado, los analisis de colocalizacidn entre las regiones de mayor intensidad de
pixeles entre los canales de YY1 y DAPI se realizaron mediante el plugin JaCoP de Fiji.
Adicionalmente, las mascaras binarias de los mismos canales que fueron sobrepuestas
fueron generadas a través de un filtro para seleccionar aquellos pixeles que fueron mas

brillantes que el promedio.

Finalmente, se generaron mapas de distancia radial nucleo-periferia para evaluar la
distribucion preferencial de YY1. Estos mapas de distancia se basan en la segmentacién
del nucleo en coronas desde la periferia hacia el centro del nucleo. Para cada corona se
calculd la intensidad de fluorescencia promedio. De esta forma, fue posible graficar la
intensidad de fluorescencia en funcién a la distancia hacia la periferia nuclear. Para poder
integrar y comparar los resultados entre tipos celulares, se realizaron normalizaciones en
funcién al tamano celular y la intensidad maxima de cada fluoréforo estudiado. Por cada
tipo celular consideramos 90 nucleos. El analisis de estos datos y su procesamiento se
llevaron a cabo en RStudio. Las graficas muestran los trazos individuales de la

distribucion de senal de cada tipo celular y su respectivo trazo promedio.

7.4. ChiP-seq

7.4.1 Diseno de oligonucleoétidos control de regiones de unién de YY1 para ChlP-
seq

Se disenaron y sintetizaron oligonucleétidos de una regién ocupadas por YY1 y otra de
un sitio donde no se uniera, previamente reportadas en la literatura (Tabla 1).
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados como regiones control para ChiP-seq

Oligonucleétido Secuencia Descripcion Tamaio
YY1 control positivo | A120P_Forward: Sitio de union de YY1 en el 169 pb
(pollo) GACGTGGGCAGCAGATAGCCTCG enhancer de la region 3’- del
A120P_Reverse: GACCCGTGGTAACCCCAGGCC locus de a-globina.
YY1 control B*/*_Forward: CTGGGTGGGGGCAGGT Region de una porcion del | 303 pb
: enhancer B-globina.
negativo (pollo) B"/*_Reverse: CTGCTTTTGCTGCCCTGTG
IFN-a IFNA_Forward: CAACGACACCATCCTGGACA Primer de expresién contra 147 pb
IFNA_Reverse: ATCCGGTTGAGGAGGCTTTG IFN-a. Usado como control
interno de la qPCR.

7.4.2. Inmunoprecipitacion de la cromatina

Dos replicados de pellets HD3, eRBC, aRBC e higado de ratén (control externo) fueron
fijados con 1% de formaldehido durante 10 min para los experimentos de
inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP). Adicionalmente, se fijaron pellets de las
células S2R+ para controles del ChlP. Una prueba inicial del ChlP se realizé unicamente
en eRBC utilizando los anticuerpos grado ChIP anti-YY1 (D5D9Z, Cell Signaling) y anti-
YY1 (C15410345, Diagenode) con el objetivo de determinar cual era mejor para el
experimento a secuenciar. Las muestras fueron lisadas y sonicadas de 3-7 ciclos a 5 s
ON/9.9 s OFF a 30% de amplitud. Antes de iniciar cada ChIP se adicion6 1% de cromatina
de D. megalogaster, proveniente de la linea celular S2R+, como Spike-In. Cada ChIP fue
ejecutado utilizando 10 ul de anticuerpo anti-YY1 (D5D9Z, Cell Signaling) por cada
inmunoprecipitacion (IP), y perlas magnéticas Dynabeads Protein G (Invitrogen, 10003D).
Terminada el periodo de IP, se revirtio el entrecruzamiento incubando las muestras con 5
ul de RNAsa Ay 22 ul de PK, a 37°C por 2 hy 65°C ON, respectivamente. Finalmente, el
DNA se purificé utilizando el kit de purificacion ChlIP DNA Clean and Concentrator (Zymo

Research, D5205) y el material fue cuantificado mediante Qubit.

7.4.3. PCR punto final y gPCR

Los oligonucledtidos sintetizados (Tabla 1) fueron estandarizados mediante PCR punto
final y PCR cuantitativa (qQPCR). Se utilizaron 20 ng de DNA gendmico de pollo para cada
prueba. Subsecuentemente, estos oligonucledtidos se emplearon como control positivo
y negativo del experimento ChlP mediante gqPCR. Para ambos pares de oligonucleétidos,

las temperaturas de melting (Tm) determinadas fueron 60°C. Para estas pruebas fueron
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utilizados 20 ng de input de DNA gendmico y 4 ul de DNA purificado del experimento de
ChIP. Las gPCRs se realizaron utilizando el kit KAPA SYBR Fast qPCR. Cada
experimento fue sometido a 40 ciclos de PCR y los valores de Cts (del inglés threshold
cycle) fueron obtenidos. Finalmente, el enriquecimiento se determiné mediante el método

de porcentaje de input.

7.4.3. Preparacion de bibliotecas con material de ChIP para secuenciacion

Finalmente, las bibliotecas de ChlP-seq se prepararon utilizando el kit de NEBNext
UltraTM DNA Library Prep Kit (lllumina) utilizando los barcodes de la Tabla 2. La calidad
de cada biblioteca y el tamafio de los fragmentos a secuenciar se validaron mediante
electroforesis capilar utilizando el TapeStation System. Subsecuentemente, las

bibliotecas fueron enviadas a secuenciacion.

Tabla 2. Barcodes utilizandos en las bibliotecas para secuenciacion.

Muestra Barcodes i5-i7
eRBC réplica 1 i-501 i-701
eRBC réplica 2 i-502 i-701
aRBC réplica 1 i-501 i-705
eRBC réplica 2 i-502 i-705
HD3 réplica 1 i-501 i-704
HD3 réplica 2 i-502 i-704
Input pollo i-501 i-703
Higado ratén réplica 1 i-501 i-702
Higado ratén réplica 2 i-502 i-702
Input raton i-502 i-703

7.5. Analisis bioinformatico

7.5.1. Pipeline general de ChIP-seq y analisis subsecuentes

Una vez obtenidas las secuencias, los archivos FASTQ recibidos fueron sometidos a
analisis de calidad de secuenciacion usando el programa FASTQC. Los resultados fueron
compactados en un solo reporte mediante MultiQC. Adicionalmente, los replicados

biolégicos fueron sometidos a un analisis de correlacion usando la herramienta
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plotCorrelation de deepTools. También, las secuencias fueron sometidas a un proceso de

remocién de duplicas mediante el algoritmo de TrimGalore.

Subsecuente a los analisis de calidad, las lecturas fueron mapeadas mediante Bowtie2 a
su genoma de referencia correspondiente de pollo GRCg6a o ratobn GRCm39, obtenidos

de Ensembl. Las duplicas presentes en los archivos de alineamientos fueron removidas.

Los archivos sin duplicas fueron normalizadas a través del método Spike-In. Para esto,
las lecturas de los experimentos de pollo y raton fueron mapeadas contra el genoma de
Drosophila melanogaster BDGP6.46, para obtener el numero de lecturas unicas que
alinean a este genoma. Esto permite calcular un factor “downsampling” para cada una de
las muestras al dividir el numero de lecturas unicas encontradas contra el numero menor
encontrado en cada grupo. Finalmente, el archivo de alineamiento normalizado se obtuvo
para cada experimento al multiplicar el archivo sin duplicas por el factor

“downsampling™*.

El llamado de picos se realiz6 mediante los métodos BroadPeaks y NarrowPeaks
utilizando MACS2 con q = 0.05. Los picos identificados fueron filtrados para remover
falsos positivos mediante valores individuales de lecturas mayores a 5, mediante
SegMonk. Las listas de picos obtenidos fueron sometidas a anotacion y busqueda de
motivos mediante HOMER. Finalmente, los picos compartidos se buscaron mediante

InterVene.

7.5.2. Integracion de datos de topologia, expresiéon y accesibilidad

Se integraron los resultados del ChlIP seq de YY1 con los datos de topologia,
transcripcion y accesibilidad. Se generaron los archivos necesarios, principalmente
archivos bed, dependiendo del tipo de datos a integrar y se utilizaron las herramientas
InterVene o Intersect de bedtools. El objetivo primordial era conocer el posicionamiento
de YY1 respecto a la estructuracién del genoma, estado cromatinico y el estado

transcripcional de las regiones que ocupa.

Los comandos generales fueron los siguientes.

Intersect:
bedtools intersect —wa —a Al.bed -b A2.bed > AlxA2. bed

pag. 44



Intervene:
intervene venn —i Al.bed A2.bed ——type genomic ——names=Al, A2 -bedtools —-options wa ——output

Intersect ——save-overlaps

A1y A2 son los archivos bed de interés. Realizamos las siguientes intersecciones en

nuestros sets de datos:

o TADsxChIPseqYY1

o ChIPseqYY1xTADs

o FronterasxYY1ChlIPseq

o ChIPseqYY1xFronteras

o ATACseqxChlPseqYY1

o ChlIPseqYY1xATACseq

o CompartimentosxChIPseqYY1
o ChlIPseqYY1xCompartimentos
o ChIPseqYY1xRNAseq

o RNAseqgxChlIPseqYY1

o SetAleatorioxTADs/Compartimentos/Fronteras

Los datos de expresion fueron cruzados dividiendo a los genes en “features” como

promotores, intrones, exones y regiones intergénicas.

Para la visualizacién de los datos integrados utilizamos el software pyGenomeTracks®°.
Después de generar los archivos .ini que contenian los datos de Hi-C, RNA-seq, ChIP-
seq, ATAC-seq Y las listas de genes de interés utilizamos el siguiente comando para
generar el grafico:

pyGenomeTracks ——tracks archivo. ini —region chr#:00000000—00000000 —dpi 300

-0 region. pdf
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8. Resultados

8.1. Los niveles de proteina YY1 disminuyen a lo largo de la diferenciacion y
maduracion eritroide

Basados en observaciones previas de experimentos de RNA-seq y Western blot donde
se encontrd que la expresion o abundancia de las principales proteinas arquitecténicas
disminuian a lo largo de la diferenciacion o eran practicamente indetectables. Por ello, se
decidio investigar si otra proteina remanente en estadios terminalmente diferenciados y
maduros podria estar relacionada con la estructuracion del genoma en mini dominios. La
presencia de YY1 en la cromatina podria, ademas, estar relacionada con los sitios de
accesibilidad encontrados en el genoma. De acuerdo con los antecedentes conocidos de
YY1 como proteina estructural y que sus niveles de expresion no desaparecian como las
del resto de proteinas arquitectdnicas, se decidio investigar si, a nivel de proteina, YY1
estaba presente en los estadios de diferenciacion estudiados. Por tanto, realizamos
experimentos de Western blot contra YY1 utilizando extractos nucleares para determinar

su abundancia.

Se encontré que, conforme los procesos de diferenciacién terminal y la maduracion
eritroide avanzan, los niveles de la proteina YY1 disminuyen significativamente, pero aun
son detectables en todos los estadio. El estadio de eritroblasto representado por la linea
celular HD3 exhibio los niveles mas altos de proteina. En los estadios correspondientes
a eritrocitos terminalmente diferenciados, eRBC, y terminalmente diferenciados maduros,
aRBC, se observa una disminuciéon dramatica en los niveles de YY1 con respecto a los
eritroblastos (Figura 6a y Figura Suplementaria 2a). Observamos que los niveles de
proteina de YY1 en eRBC se reducen un 83.66%, y un 87.8% en aRBC, con respecto a
los eritroblastos (Figura 6b). Entre ambos tipos de eritrocitos, eRBC exhibe niveles
ligeramente mayores de proteina comparado con aRBC. En conjunto, los niveles de

proteina de YY1 aun son detectables en eRBC y aRBC.
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Figura 6. Los niveles de la proteina YY1 disminuyeron en aRBC y eRBC. a) Western blot de extractos nucleares
contra YY1 en eritroblastos (células HD3), eRBC y aRBC. Una disminucion notable de la proteina YY1 se observa
en los estadios de diferenciacion terminal y maduracion. Como control de carga se utilizé a la histona 3 (H3) b)
Cuantificacion de los niveles de proteina. Se encontré una disminucion estadisticamente significativa entre los
eritroblastos y las células eritroides. Se realizd una prueba ANOVA de un factor como estadistico seguido de una
prueba post-hoc de Dunnett’s partiendo de dos replicados experimentales.

8.2. Evaluacion de los niveles de YY1 mediante inmunofluorescencia y
localizacion nuclear

Dado el posible papel estructural de YY1 en el genoma eritroide, decidimos explorar
mediante inmunofluorescencia como se distribuye su sefial dentro del nucleo y corroborar
la abundancia de la proteina. La cuantificacion de los niveles de intensidad de
fluorescencia realizada en los diferentes tipos celulares muestra una tendencia de
disminucién en los niveles de YY1 en eRBC y aRBC, respecto a los eritroblastos. Este
resultado respalda los hallazgos encontrados por western blot. Para este experimento,
se emplearon fibroblastos de pollo como control no eritroide y se estudiaron 90 nucleos
provenientes de 3 réplicas para cada tipo celular (Figura 7a y Figura Suplementaria
2b).

Previas evaluaciones mediante inmunofluorescencia de la marca H3K9me3, asociada a
heterocromatina constitutiva, mostraron un posicionamiento preferencial al centro del
nucleo en focos en aRBC y eRBC, contrastante con el patrén convencional periférico
encontrado en eritroblastos. Ademas, la reorientacion de la cromatina accesible a la
periferia nuclear en aRBC evaluada por ATAC-see y el enriquecimiento de la sefal de
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DAPI al centro del nucleo, son observaciones que hacen relevante estudiar si YY1
mostraba algun patron de distribucion similar. Las imagenes obtenidas mediante
microscopia confocal mostraron que, en todos los tipos celulares estudiados, la sefal de
YY1 esta distribuida en todo el nucleo. Sin embargo, en eRBC y aRBC es posible
observar un patrén donde YY1 se encuentra concentrado en estructuras similares a foci
(focos) que se localizan principalmente en zonas donde la intensidad de la sefal de DAPI
es menor (ver merge). No obstante, este patron no se observa en los eritroblastos, los

cuales exhiben una distribucion mas similar a los fibroblastos (Figura 7b).

Si bien la sefial de YY1 esta por todo el nucleo, dado a que la acumulacion en focos de
este factor transcripcional parece ser excluyente de sitios donde la cromatina es mas
compacta, se decidid6 generar mascaras binarias de los canales de YY1 y DAPI. El
analisis de mascara binaria nos permite crear una caricatura del nucleo conservando
unicamente los pixeles mas brillantes de cada fluoréforo en cada uno de los canales. De
esta forma, podemos sobreponer las mascaras de ambos canales, y explorar una
potencial exclusidén de las zonas con mayor intensidad de cada tincion. Asi, fue posible
confirmar que tanto en eRBC y aRBC, los pixeles mas brillantes del canal YY1 (verde)
presentan un posicionamiento principalmente excluyente de aquellos lugares donde se

enriquecen los de DAPI (azul) (Figura 7c).

Adicionalmente, realizamos analisis de colocalizacion basado en el método de mascaras
binarias empleando el plug-in de Fiji, JaCoP%, permitiendo obtener perfiles de
colocalizacion mediante la interseccidon de las mascaras binarias de los canales DAPI y
YY1. Confirmamos que eRBC y aRBC presentan un menor grado de sobrelape entre los
canales. Ademas, al obtener la distribucion de pixeles dependientes (que se sobrelapan)
entre ambos canales mediante fluorogramas, es posible observar una mayor proporciéon
de pixeles dependientes en fibroblastos y eritroblastos, a diferencia de las células
eritroides (Figura 7d). El coeficiente de colocalizacién M1, basado en el coeficiente de
correlacion de Pearson, representa una medida del grado de colocalizacion entre los
canales de YY1 (verde) y DAPI (azul). Este coeficiente revelé que las aRBC tienen el
menor grado de colocalizacion entre ambos canales (M = 0.471) (Inferior Figura 7d). Es
importante aclarar que también fueron detectadas pequefas regiones en el nucleo donde
YY1 se encuentra en zonas donde la cromatina estd mas compacta (enriquecimiento

mayor de la sefial de DAPI).
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En conjunto, estos resultados indican que los niveles de YY1 en células eritroides son
menores respecto al eritroblasto. Ademas, aunque YY1 esta distribuido en todo el nucleo,

las zonas con mayor enriquecimiento dentro del nucleo parecen ser regiones de

eucromatina.
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Figura 7. Anadlisis de la distribucion de YY1 mediante inmunofluorescencia. a) Cuantificacion de los niveles
de intensidad de fluorescencia de YY1. En los eritrocitos se observa una tendencia a la disminucion de los niveles
de YY1, respecto a los eritroblastos o fibroblastos de pollo. n=90 nucleos por tipo celular. Se empled una prueba
ANOVA de un factor seguido de la prueba post-hoc Tukey. b) Inmunofluorescencia contra YY1 de los tres tipos
celulares estudiados vy fibroblastos (control no eritroide). La sefial de YY1 se encuentra en todo el nucleo; sin
embargo, en eRBC y aRBC, las regiones mas intensas se posicionan en focos. ¢) Mascara binaria de los pixeles
mas brillantes de YY1 (verde) o DAPI (azul). En eRBC y aRBC, la sefial de pixeles mas brillantes de cada canal se
segrega de forma independiente. d) Analisis de colocalizacion de sefiales. Los canales de DAPI y YY1 exhiben su
respectiva mascara binaria. En el canal merge, la mascara binaria esta constituida por los pixeles que se
sobrelapan en ambos canales unicamente. Al inferior, se muestra los fluorogramas de los pixeles dependientes en
cada tipo celular. M1 es un coeficiente de sobrelape basado en el coeficiente de Pearson, donde valores cercanos
a 0 representan nula colocalizacion y 1 colocalizacion total.

pag. 50



8.3. Analisis de distribucion nuclear de YY1 y comparacién con marcas de
activacién y represion

Para investigar posibles patrones no evidentes de distribucion de sefial de YY1, se
realizaron analisis de distancia centro-periferia del nucleo (Figura 8a). Noventa nucleos
fueron considerados para cada tipo celular. La intencidn de estos analisis era detectar si
existia alguna distribucion nuclear preferencial en el nucleo, tal como se detectaron en la

marca H3K9me3 o la senal de ATAC-see, especialmente en eRBC y aRBC.

En estos mapas, 0 denota a la periferia nuclear y 100 el centro. Se grafican los trazos
individuales de cada célula (lineas suaves) y el trazo promedio (linea fuerte). En
concordancia con resultados previos, la sefial de DAPI en fibroblastos y eritroblastos
muestra un posicionamiento evidente a la periferia nuclear. Mientras que en las células
eritroides terminalmente diferenciadas y maduras, la sefial de DAPI es menos intensa en
la periferia y mayor en el centro. Por otro lado, YY1 en fibroblastos y eritroblastos muestra
un posicionamiento mayor hacia zonas céntricas y menor en zonas periféricas. Esta
distribucion es concordante a la arquitectura nuclear convencional. Si bien, en las células
eRBC y aRBC no se observé un posicionamiento preferencial de YY1 a regiones
periféricas, podemos apreciar ligeras diferencias entre eRBC y aRBC. Las eRBC
presentan un patrén mas similar a los eritroblastos, donde el trazo promedio de la sefal
de intensidad se encuentra por debajo del trazo promedio de DAPI en la periferia nuclear,
e incrementa hacia el centro. Sin embargo, para aRBC la intensidad de la sefal de YY1
se incrementaba ligeramente por arriba de la de DAPI en la periferia nuclear (ver Figura
8a-aRBC). Los patrones en la distribucion nuclear de YY1 podrian estar relacionado con
marcas asociadas a silenciamiento o activacion transcripcional. Especialmente, podria
jugar un papel importante en la reorientacién de la arquitectura nuclear encontrada en
aRBC.

Dado que YY1 es un factor transcripcional con funciones de activador o represor
dependiendo de las proteinas con la que interactue, se decidid comparar su perfil de
distribucioén en eritroblastos y aRBC, contra las marcas de acetilacion de la lisina 27 de
la histona 3 (H3K27Ac) y H3K27me3 (Figura 8b-c). Para esto, se hizo uso de imagenes

previamente obtenidas en otros experimentos en el laboratorio, las cuales fueron
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procesadas para obtener sus respectivas mascaras binarias. De forma interesante,
encontramos que las marcas H3K27me3 y H3K27Ac presentan un patron de distribucion
similar al de YY1 en aRBC. Es decir, ambas marcas muestran un posicionamiento
principal hacia regiones de cromatina menos compactas y con pequefas regiones que
sobrelapan con sitios mas compactos. Por otro lado, H3K27me3 en eritroblastos muestra
un enriquecimiento en zonas cercanas a la periferia, l0 que es consistente con el
posicionamiento periférico de heterocromatina en este tipo celular. Ademas, la marca

H3K27Ac presenta un posicionamiento versatil entre regiones compactas y laxas.
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Figura 8. Andlisis de distancias y comparacién con marcas de histonas. a) Mapas de distancia periferia-centro
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binarias de los pixeles mas intensos que el promedio. Se muestra la distribucion de las marcas H3K27Ac (amarillo),
H3K27me3 (naranja) y YY1 (verde) en comparacion a la sefial de DAPI (azul). ¢) Imagenes representativas de las
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8.4. Inmunoprecipitacion de la cromatina acoplada a secuenciacién (ChiP-

seq)

Dada la necesidad de caracterizar la participacion de YY1 en la organizacion del genoma
durante los procesos de diferenciacion y maduracion eritroide, requerimos elucidar en
alta resolucién la ocupacion gendmica de YY1 en la fibra de cromatina. Para esto, se
establecio un protocolo de ChIP para YY1, con el objetivo de generar bibliotecas de ChIP

para secuenciacion.

8.4.1. Establecimiento del protocolo de YY1 ChIP en pollo

Debido a que el modelo de estudio es muy poco explorado en el campo de la topologia
gendmica, para realizar un experimento como ChlP-seq, primero debiamos establecer
los controles y condiciones apropiados. Decidimos replicar el unico trabajo en el cual se
ha realizado un experimento de ChIP contra YY1 en eritrocitos embrionarios de pollo®3,
con el propdsito de estandarizar las condiciones apropiadas para los anticuerpos con los
que contabamos (Figura Suplementaria 3). El anticuerpo de mayor eficiencia fue Cell
Signaling (D5D9Z), el cual estaba respaldado por buenos antecedentes en western blot
e inmunofluorescencias. Una vez determinados las condiciones apropiadas para YY1, se
realizaron los experimentos de ChIP para los tipos celulares eRBC, aRBC y HD3.
Ademas, como control adicional se afiadio el experimento ChIP de higado de ratén, pues
el anticuerpo originalmente se encontraba validado para humano, raton, rata y mono. De
esta manera podriamos tener un control mas robusto de la calidad del experimento dada
por el anticuerpo al obtener los resultados. Todos los experimentos fueron realizados
simultaneamente y con sus respectivos replicados. Una vez obtenido el material
resultante del ChlP, se prepararon las bibliotecas de DNA con el kit NEBNext de llumina
y se analizaron mediante electroforesis capilar para su subsecuente secuenciacion

(Figuras Suplementarias 4y 5).

8.4.2. YY1 se localiza en regiones promotoras e intergénicas en el genoma
eritroide

Una vez secuenciadas las muestras, las lecturas obtenidas fueron sometidas a un
analisis bioinformatico general para ChiP-seq (Figura 9a y métodos) iniciando por los
controles de calidad de secuenciacion, y su alineamiento a su respectivo genoma de

referencia (Figuras Suplementarias 6y 7).



Realizamos un analisis de correlacién de Spearman en nuestras muestras entre réplicas
para definir la similitud entre ellas (Figura 9b); se espera que los replicados muestren un
alto grado de correlacion. El analisis evidencid que el experimento menos eficiente
pertenecia a los eRBC. Se procedié a realizar un llamado de picos mediante los
algoritmos BroadPeaks y NarrowPeaks. El método NarrowPeaks se recomienda para la
busqueda de picos generados por factores de transcripcién. Al realizar una inspeccion
visual, decidimos realizar un filtrado de los picos (ver métodos) para eliminar falsos
positivos los cuales pueden aparecer por factores como el ensamblado del genoma. De
forma esperada, los picos de YY1 eran menos en eRBC y aRBC comparados con los
eritroblastos (Figura 9c y Tabla Suplementaria 3). Procedimos a visualizar la
distribucion de las lecturas obtenidas mediante el experimento de ChlP-seq YY1 para
cada una de las réplicas y el input gendmico procesados (Figura 9d). Las lecturas de los
experimentos, especialmente en la réplica 2, mostraron una distribucidén esperada para
un experimento de ChlP-seq, exhibiendo enriquecimiento de lecturas formando picos en
regiones discretas del genoma. Las lecturas obtenidas de las réplicas de eRBC exhibian
niveles de ruido parecidos a los encontrados en el input gendmico. En conjunto, se
determind que, para todos los tipos celulares, las réplicas 1 fueron la menos eficiente al

exhibir el menor numero de picos llamados y mayor ruido en la distribucién de lecturas.

Posteriormente, los picos encontrados fueron sometidos a un analisis de anotacion. Este
reveld que la mayoria de los picos caen en las regiones de promotores e intergénicas
(Figura 9e y Figura Suplementaria 8a). Dichos resultados estan en concordancia con
reportes previos que demostraron que YY1 se posiciona de forma preferencial en

promotores y enhancers*®.
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Mediante analisis de busqueda de motivos utilizando HOMER se encontré a YY1 como
el motivo mas enriquecido en los picos identificados (Figura 10a y Figura Suplementaria
8b). Al intersecar las listas de picos entre sus correspondientes réplicas para buscar picos
comunes, observamos que las listas de picos resultantes se reducian drasticamente; sin
embargo, aun encontramos a YY1 como motivo principal (Figura 10b-c y Figura
Suplementaria 8c). Detectamos que mas del 50% de los picos de R1 son un subconjunto
de R2 (Figura 10d). Dado que los experimentos de la réplica 2 fueron los que mostraron
mayor eficiencia, decimos investigar si los picos que no se compartian con la réplica 1
tenian el motivo de YY1. El analisis reveld que estos picos no compartidos en R2 también
contenian el motivo (Figura Suplementaria 8d). No obstante, los picos no compartidos
provenientes de R1 llamados por ambos métodos en eRBC y aRBC, no contenian a YY1
como motivo principal. Considerando estos resultados y una exhaustiva visualizacion de
los picos en SegMonk, determinamos que el método NarrowPeaks proporcionaba los
picos mas confiables y tomamos la decision de considerar y reportar los resultados de

los picos de la réplica 2 (R2) y los compartidos entre réplicas para analisis subsecuentes.

Aunado a esto, ya que el analisis de correlacién entre réplicas del ChlP-seq indicé que
eRBC fue la menos parecida entre réplicas, la mayoria de las observaciones seran
consideradas unicamente entre los eritroblastos y los aRBC. Con esto en mente,
buscamos a los picos comunes entre eritroblastos y aRBC. De forma esperada, la
mayoria de los picos de YY1 pertenecientes a aRBC también estan en eritroblastos

(Figura 10e).

En conjunto, se concluye que los sitios de unién de YY1 disminuyen a medida que la
diferenciacion y maduracion de los eritrocitos avanza, pasando de 8036 en eritroblastos
a solo 1921 en aRBC, pertenecientes a R2. Ademas, se demostré que YY1 se posiciona
mayoritariamente en regiones promotoras e intergénicas. Los experimentos de ChIP-seq
son confiables pues, en todos los estadios de la diferenciacién estudiados, logramos
recuperar al motivo de YY1 como el top numero uno en los analisis de busqueda de

motivos.
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Es importante mencionar que los experimentos de ChIP en los eritrocitos de pollo han
exhibido dificultades experimentales en el laboratorio posiblemente asociadas a su alto
grado de compactaciéon de su genoma. Sin embargo, una de las principales perspectivas

pag. 57



futuras del proyecto contempla la ejecucion de dos réplicas adicionales para cada tipo

celular con el objetivo de robustecer los resultados.

8.4.3. Los picos de YY1 de eritrocitos maduros se preservan dentro de
minidominios

Con la finalidad de contextualizar el paisaje gendmico de los picos de YY1 encontrados
en el proceso de diferenciacion eritroide, se utilizaron datos generados en el laboratorio
y previamente publicados de Hi-C, ATAC-seq y RNA-seq que comprenden los mismos

estadios estudiados de la diferenciacion y maduracion eritroide*".

En primera instancia se anotaron los picos de YY1 a los TADs descritos por medio de Hi-
C. De los TADs y minidominios previamente reportados (2,562 en eritroblastos, 916 en
eRBC, y 903 aRBC)*', encontramos que el 67% y 55% de los dominios cromatinicos
contienen picos de YY1 en eritroblastos y aRBC, respectivamente (Figura 11a). Al hacer
el analisis reciproco, observamos que alrededor de 80% de los picos de YY1 en
eritroblastos se ubican dentro de TADs. Por otro lado, el 38 y 47% de los picos de YY1
se ubican en minidominios en eRBC y aRBC, respectivamente (Figura 11b). Utilizando
un set de datos de regiones aleatorias en el genoma tomando un numero y longitudes
equivalentes a los picos de cada tipo celular, descartamos que el posicionamiento de YY1
dentro o fuera de dominios fuese un fendmeno aleatorio. Definimos a la distribucion de
las regiones del set aleatorio como “esperadas” y a la distribucion dada por YY1 como la
“observada” (Figura 11c). Ya que el genoma en eRBC y aRBC tiene menor numero de
dominios*!, si el posicionamiento de YY1 fuese aleatorio, entonces encontrariamos una
mayor proporcion de picos fuera de minidominios (Figura 11c; eRBC y aRBC: esperada).
No obstante, con YY1 observamos lo opuesto. Al realizar un analisis estadistico entre las
distribuciones de cada tipo celular, confirmamos que el posicionamiento de YY1 en

minidominios es un evento dado por el factor transcripcional per se y no por aleatoriedad.

8.4.4. YY1 no esta enriquecido en fronteras de minidominios

Considerando la pérdida generalizada de estructura en los genomas de eritrocitos
terminalmente diferenciados y maduros, acompanada de la pérdida de proteina de las
principales proteinas arquitecténicas, se considerd la posibilidad de que YY1 fuera la
responsable de promover la estructuracion en minidominios. Este escenario es plausible

considerando que YY1 ha sido reportado como estructurador del genoma,

pag. 58



especificamente de asas de cromatina de tipo enhancer-promotor*. Para ello, los picos
de YY1 deberian encontrarse posicionados en fronteras de minidominios de forma
analoga a CTCF. Con el fin de abordar este escenario, intersecamos las fronteras de los

dominios y los picos.

Encontramos que menos del 10% de las fronteras en aRBC contienen picos de YY1
comparado con 30% en los eritroblastos. Del total de las fronteras en aRBC, solo
alrededor del 10% de ellas tienen picos de YY1 (Figura 11d). Desde la perspectiva de
los picos de YY1, encontramos que alrededor del 20% de ellos se posicionan en fronteras
en eritroblastos, mientras que para aRBC, este porcentaje disminuye a solo 10% (Figura
11e). Realizamos un analisis analogo a la Figura 11c, pero considerando a las regiones
de fronteras de dominios. Con este analisis determinamos que el posicionamiento no

preferencial de YY1 en fronteras es independiente a fendmenos aleatorios (Figura 11f).

Dado que los archivos de fronteras consideran a una frontera como la ventana genémica
de +/- 20 Kb respecto a la coordenada de inicio o fin de un dominio cromatinico
determinada por el llamador de TADs, los picos de YY1 que caen en fronteras podrian
estar dentro o fuera de su respectivo dominio. Para refinar aun mas los hallazgos previos
a esta pregunta, consideramos unicamente los picos que residen dentro de los dominios,
y los intersecamos con las fronteras. De esta forma, encontramos que alrededor del 13%
de los picos contenidos en minidominios en aRBC se encuentran en fronteras (Figura
11g) o un 6% del total de picos en R2 (117 de 1921 picos totales de YY1). Considerando
estos resultados (Figura 11 y Figura Suplementaria 9), mostramos que YY1 no ejecuta

un papel de delimitar dominios en el genoma eritroide a lo largo de la diferenciacion.
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Figura 11. YY1 se preserva en minidominios, pero no esta enriquecido en sus en fronteras. a) Dominios
cromatinicos que contienen picos de YY1. b) Picos de YY1 que se encuentran dentro de dominios. Los picos dentro
de fronteras disminuyen en aRBC respecto a los eritroblastos. ¢) Proporciéon de picos esperados (set aleatorio) y
observados (picos de YY1) mapeados a dominios o fuera de dominios. (p < 0.05, prueba de binomial; **** indica p
< 0.0001). d) Porcentaje de las fronteras que contiene picos de YY1. e) Porcentaje de picos contenidos en las
fronteras. f) Proporcién de picos esperados (set aleatorio) y observados (picos de YY1) mapeados a fronteras de
dominios o fuera de fronteras de dominios. (p < 0.05, prueba de binomial; **** indica p < 0.0001 y ** indica p =
0.018) e) Picos que estan contenidos dentro de dominios y ademas estan en sus fronteras. Se encontraron
diferencias estadisticamente significativas entre los estadios de eritroblasto, eRBC y aRBC en a), b), d), e) y g) (p
< 0.0001, prueba de Chi-cuadrada).

8.4.5. Los picos de YY1 estan enriquecidos en el compartimento A

Ya que alrededor del 50% de los picos de YY1 no estan contenidos en los minidominios
aRBC y eRBC, decidimos investigar su posicionamiento a nivel de compartimentos. Para
iniciar este analisis, se consider6 al universo de picos de YY1 que estaban dentro de
TADs y minidominios. En los tres estadios de diferenciacion eritroide explorados
encontramos que los picos de YY1 estan enriquecidos (>70%) en el compartimento Ay,
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una menor proporcion se localizaban en B o zonas identificadas como A/B. De forma mas
detallada, en los eritroblastos el 74% de picos caen en compartimento A, el 17% en B y
el 9% en A/B. En eRBC, 72% estan en el compartimento A, 27% en B y el 1% no pudo
ser asignado a un compartimento (compartimento C). En el caso de aRBC, el 78% de los
picos residen en el compartimento A, y el 22% en B. De forma interesante observamos
que, en los eritroblastos, la proporcion de picos en el compartimento B es menor respecto
a los aRBC y hay picos que mapean el compartimento A/B. Considerando ambas
observaciones, es posible sugerir un posible posicionamiento de los picos de YY1 en
regiones de transicion de compartimento A a B. Asi, en el estadio de aRBC, la fraccion

del compartimento B aumenta (Figura 12a).

Al investigar el mismo panorama para aquellos picos de YY1 que caian fuera de dominios
cromatinicos, encontramos el mismo comportamiento. Es decir, la mayoria de los picos
de YY1 fuera de dominios se enriquecen en compartimentos identificados como A (Figura
12b). Sin embargo, notamos que la fraccidon de este subconjunto de picos que residian

dentro del compartimento B y C incrementa, especialmente en eRBC y aRBC.

Al considerar el total de los picos encontrados y mapearlos a compartimentos sin importar
si estaban estructurados o no, se evidencié que YY1 se posiciona preferencialmente en
el compartimento A en todo el genoma, en todos los estadios de diferenciacién estudiados
(Figura 12c). Para descartar estadisticamente que este enriquecimiento no fuese
meramente aleatorio, construimos un set de datos de regiones aleatorias en el genoma
tomando un numero y longitudes equivalentes a los picos de cada tipo celular. Los cruces
de estos sets aleatorios se realizaron con los compartimentos y la distribucion obtenida
fue considerada como el evento esperado, mientras que la distribucion de YY1 fue
considerada como la distribucién observada (Figura 12d). Dado que el genoma de aRBC
esta altamente compacto, sabemos que existe una mayor proporcion de compartimento
B41. Si el posicionamiento de YY1 fuese aleatorio, es mas probable que YY1 este en el
compartimento B que en el A (ver Figura 12d - aRBC: Esperada), pero YY1 esta
mayoritariamente en A. Al ejecutar la prueba estadistica de Chi-cuadrada para cada tipo
celular con su respetivo set aleatorio, encontramos diferencias estadisticamente
significativas entre la distribucidbn esperada y encontrada de cada tipo celular,
demostrando que YY1 se enriquece preferencialmente en el compartimento A del

genoma. Estos resultados contrastan con la versatilidad de YY1 observada en las
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inmunofluorescencias respecto a su localizacion a regiones del nucleo previamente
identificadas como activas y, en menor medida con regiones compactas en las células

eritroides (Figura 12 y Figura Suplementaria 10).
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Figura 12. YY1 esta enriquecido en el compartimento A. Los picos de YY1 dentro (a) y fuera (b) de dominios
cromatinicos exhiben un posicionamiento preferencial en el compartimento A en los tres estadios de
diferenciacion. c) Picos totales de R2 mapeados a compartimentos. Las diferencias entre los estadios de
eritroblasto, eRBC y aRBC en a), b) y c) son estadisticamente significativas (p < 0.0001, prueba de Chi-cuadrada).
d) Proporcion de picos esperados (set aleatorio) y observados (picos de YY1) mapeados a compartimentos A, B,
Ay B, yC. (p<0.05, prueba de Chi- cuadrada; **** indica p < 0.0001).

8.4.6. Los picos de YY1 preservan accesibilidad y se enriquecen en promotores
de genes no expresados en aRBC

Con el fin de inferir posibles papeles funcionales en la estructuracién del genoma eritroide
y su relacion con el estado cromatinico integramos picos de accesibilidad, obtenidos

mediante ATAC-seq, con los picos de YY1. Nuestros andlisis indican que alrededor del
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75% de los picos de YY1 encontrados en eRBC y aRBC comparten picos de accesibilidad
en la cromatina (Figura 13a y Figura Suplementaria 11a). En aRBC, mas de la mitad
de los picos de estos picos de YY1 accesibles estan posicionados dentro de
minidominios. De forma contrastante, el porcentaje de picos accesibles de YY1
encontrados en eritroblastos es de solo el 31%, donde la mayoria de ellos se encuentran

contenidos dentro de dominios topoldgicos.

Para caracterizar el estado transcripcional que acompanaba a los picos de YY1, los picos
se dividieron de acuerdo con su anotacion en regiones gendmicas (i.e. promotores,
exones, intrones y regiones intergénicas) y se cruzaron con los genes con y sin expresion

identificados por medio de RNA-seq en su respectivo estadios de diferenciacion eritroide.

En los eritroblastos encontramos que los picos de YY1 se posicionan preferencialmente
en promotores de genes con expresion. La segunda categoria mas enriquecida fue la de
intrones activos, lo que esta en congruencia con reportes que indican la importancia de
la union de YY1 a secuencias promotoras e intronicas para controlar la expresion génica
y procesos de splicing?®. De forma interesante, esta relacion se invierte en los eritrocitos
terminalmente diferenciados y maduros. Encontramos que los picos de YY1 estan
enriquecidos en promotores de genes inactivos en aRBC. En resumen, los picos de YY1
se enriquecen en promotores de genes que se estan transcribiendo en eritroblastos, y en
los inactivos en aRBC (Figura 13b y Figura Suplementaria 11b). Para refinar estos
resultados, realizamos el mismo analisis considerando unicamente los picos YY1
accesibles. Las mismas relaciones fueron encontradas, un resultado esperado
considerando que los picos de YY1 con accesibilidad son un subconjunto de los

generales.

Adicionalmente, se realizaron analisis de correlacién entre los picos de YY1 y los valores
de FPKM de los genes que tuvieran a YY1 en sus promotores (Figura 13c-e). De forma
congruente a los resultados previos, observamos que la mayoria de los picos de YY1 en
promotores se encuentran en genes con valores de FPKM cercanos a cero en eRBC y
aRBC. Por el contrario, en eritroblastos los picos de YY1 se posicionan preferencialmente
en promotores de genes con valores altos de FPKM. Para ambos estadios de eritrocitos
terminalmente diferenciados, ademas, pudimos observar que existen genes que

presentan alto enriquecimiento de YY1 en su promotor, pero tienen valores bajos de
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FPKM. Al mismo tiempo, encontramos a genes donde el enriquecimiento de YY1 es
menor pero los valores de FPKM mas altos. Ambos escenarios refuerzan la naturaleza
bivalente, previamente reportada, de YY1 como activador y represor transcripcional. En
el estadio de eritroblasto, observamos en menor medida ambos escenarios. Los analisis
de correlacion son negativos pero muy cercanos al cero, evidenciando una relacion no

directa entre el estado transcripcional y la presencia de YY1.
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Figura 13. YY1 preserva accesibilidad y se enriquece en promotores de genes inactivos. a) Porcentaje de
picos de YY1 que preservan accesibilidad. La mayoria de los picos en aRBC tienen accesibilidad (p < 0.0001,
prueba de Chi-cuadrada). b) Anotado de picos YY1 ChIP-seq de promotores, exones, intrones y regiones
intergénicas respecto a su estado transcripcional. YY1 se enriquece en promotores de genes inactivos en aRBC.
c-e) Analisis de correlacion entre los picos de YY1 y los valores de FPKM de genes con YY1 en sus promotores
para cada tipo celular. f) Picos de YY1 en promotores que se pierden expresion en eritrocitos maduros.

8.4.7. YY1 se posiciona en promotores de genes que pierden expresion durante
la diferenciacién terminal eritroide

Es posible que los promotores de genes inactivos en los que se posiciona YY1 en aRBC
sean un subconjunto de aquellos promotores con picos de YY1 de genes que se estaban
transcribiendo de forma activa en eritroblastos. Estos genes estarian perdiendo expresion
por mecanismos de silenciamiento o pausado génico que ocurren a lo largo de la
diferenciacién terminal eritroide. Para investigar esta posibilidad, decidimos intersecar a
las listas de promotores con picos de YY1 que estan activos en eritroblastos e inactivos

en aRBC. Podemos observar que mas del 80% de los picos que caen en promotores de
pag. 64



genes no expresados en aRBC eran promotores de genes expresados en eritroblastos
(Figura 13f y Figura Suplementaria 11c). Por tanto, se hace evidente que YY1 se
posiciona y preserva en promotores de genes que pierden su expresion en el estadio

maduro eritroide.

8.4.8. YY1 participa en procesos relacionados con control de la expresion
génica, metabolismo y procesamiento de RNAs

Los resultados previos revelaron la existencia de un conjunto considerable de picos de
YY1 accesibles y estructurados los cuales se enriquecen preferencialmente en regiones
promotoras. Especificamente, observamos que aquellos promotores de genes activos en

eritroblastos se inactivaban conservando a YY1 en su promotor.

En estudios previos, la categorizacion de minidominios dependiente del estado
transcripcional y cromatinico de sus sitios de inicio de la transcripcion (TSS) elucido que,
los minidominios de eRBC y aRBC contienen y organizan principalmente a promotores
de genes pausados y activos. Es decir, los minidominios contiene a TSS que presentan
a cromatina abierta y pueden tener o no tener transcripcion activa. Aquellos TSS sin
transcripcion y con cromatina abierta fueron referidos como promotores “pausados”, y
estan presentes en la mayoria de minidominios*'. Tomando en cuenta que aquellos
promotores de genes inactivos con YY1 en su promotor encontrados en aRBC eran
activos en el estadio de eritroblasto, decidimos comparar las listas de promotores de
genes pausados de ese estudio contra la lista de genes inactivos con YY1 en su promotor
y que conservan estructura. Observamos que muchos de los genes en ambas listas se
comparten. Por tal motivo, decidimos investigar las posibles funciones bioldgicas
asociadas de este subconjunto de picos a través de analisis de ontologias de genes (GO).
Mediante gProfiler®” obtuvimos las GOs de genes con picos de YY1 en su promotor que
estan dentro de dominios para eritroblastos y aRBC. Para los eritroblastos utilizamos la
lista de genes expresados dado que fue la categoria mas enriquecida, y para aRBC la

lista de genes no expresados (ver Figura 13b).

Los resultados de las GOs mostraron que el subconjunto de picos de YY1 en promotores
de genes activos-estructurados en eritroblastos enriquecen procesos relacionados con la
traduccién de proteinas, la expresion génica, metabolismo de RNAs y organizacion del
genoma (Figura 14a). Por otro lado, los promotores con picos de YY1 de genes inactivos-
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estructurados, ademas de enriquecerse en procesos bioldgicos similares, enriquecen
procesos involucrados con la modificacién postraduccional de proteinas (Figura 14b). El
enriquecimiento de procesos bioldgicos similares de este subconjunto de genes inactivos
en aRBC, comparados con el eritroblasto, refuerza la observacion previa respecto a su
presunta inactivacion acompafnada por YY1 a lo largo de la diferenciacién terminal

eritroide.

Ya que una cantidad considerable de genes con picos de YY1 en sus promotores no esta
dentro de minidominios, decidimos investigar cuales procesos biolégicos enriquecian
dichos genes en forma global respecto a su estado transcripcional. Tanto para los genes
con promotores activos de los eritroblastos como para los genes con promotores inactivos
en aRBC, fueron detectados los mismos procesos previamente encontrados y la adicién
de algunas otras funciones (Figura Suplementaria 12). Estos resultados son
congruentes pues el conjunto de genes globales evaluados contiene al conjunto de genes
estructurados. Respecto a las nuevas funciones biolégicas encontradas tenemos a la
biogénesis de ribosomas para los eritroblastos, mientras que en aRBC encontramos la
biogénesis de complejos ribonucleoproteicos, regulacion de dafio al DNA y la
transcripcion orquestada por la RNA polimerasa lll. No fue posible realizar las GOs en los

eRBC dado al bajo numero de picos previamente detectado.
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Figura 14. Ontologias de genes (GO) estructurados con YY1 en su promotor. a) GO en eritroblastos de genes
activos (R2). Los procesos bioldgicos mas enriquecidos estan relacionados con la traduccién, expresion génica y
procesos metabdlicos. b) GO en aRBC (R2) de genes inactivos. Los procesos bioldgicos mas enriquecidos se
relacion con procesos metabdlicos, modificacion postraduccional de proteinas y expresion génica. ¢) Numero de
picos en promotores génicos no expresados, accesibles y estructurados.

8.4.9. Integracion de escenarios genémicos
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Finalmente, ya que la integracion de los picos de YY1 con los datos de topologia,
expresion y accesibilidad de la cromatina permiti6 reconocer diferentes panoramas
gendémicos, decidimos realizar la visualizacion de estos utilizando el software
pyGenomeTracks®. Iniciamos refinando el set de picos de YY1 localizados en
promotores de genes estructurados obtenidos en los analisis de la seccion anterior.
Dependiendo de su perfil transcripcional, expresados para eritroblastos o no expresados
para aRBC, fueron filtrados y conservados solo los genes con picos en sus promotores
que compartieran picos de accesibilidad. De esta manera, obtuvimos listas de picos en
promotores de genes expresados (eritroblastos) o no expresados (aRBC), accesibles y
estructurados. Para la seleccidon de ejemplos a visualizar decidimos escoger genes que
se compartian entre las listas recién obtenidas y los procesos bioldgicos con los valores-

p mas significativos de las GOs realizadas (Figura 14c).

El locus de alfa globinas del pollo fue previamente identificado como una region del
genoma que se mantenia estructurada** a lo largo del proceso de diferenciacion y
maduracion eritroide*®. Este dominio comprende a tres genes que codifican para las
globinas , a® y a®, y ha sido ampliamente utilizado como modelo para estudiar
mecanismos de control transcripcional en eucariontes®®. Ademas, esta region representa
una zona de alta expresién en eritrocitos*>. Como se menciond previamente, en la region
3’ del locus de alfa globina en el pollo, aproximadamente 450 pb “rio abajo” del gen alfa
globina A, estan localizados elementos reguladores en donde fue descrita una region de
120 pb donde YY1 se une para regular la actividad de su enhancer a través de la
interaccion con GATA-1%3. Por estos motivos, decidimos seleccionar esta zona pues,
ademas de ser la unica reportada en el pollo donde se ha validado la unién de YY1,
permitia presentar una regidén con alta expresion, accesible y estructurada a lo largo de

toda la diferenciacion terminal eritroide (Figura 15).
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ChIP-seq y RNA-seq en eritroblastos y aRBC. Esta region gendmica representa una zona de alta expresion que
mantienen su estructura a través del todo el proceso de diferenciacion terminal y maduracion eritroide en el pollo.

YY1 se une rio abajo del HBA1.
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El siguiente panorama que visualizamos fue aquel donde existiera una reestructuracion
a nivel de dominios a lo largo de la diferenciacion terminal eritroide. Especificamente,
encontramos zonas donde los TADs en eritroblastos reducian su tamano,
reestructurandose en minidominios en aRBC. En este contexto, encontramos genes que
estan expresados en los eritroblastos y se inactivan en aRBC. Ademas, estos genes
poseen picos de accesibilidad y YY1 notables y que se reducen en el estadio de aRBC.
Algunos ejemplos de esto son los genes RPS19BP1, TAB1 y TOMM22 (Figura 16). El
gen RPS19BP1 codifica para una subunidad de precursor primario de la subunidad
pequefia del ribosoma eucarionte y necesario para su biogénesis, al que se le conoce
como complejo procesoma®®. TOMM22 codifica para una proteina integral de la
membrana mitocondrial externa con funcion de translocasa®. La inactivacion de estos
dos genes concuerda con el hecho que los eritrocitos adultos carecen casi su totalidad
de mitocondrias y ribosomas3®4°. Por su parte, TAB1 genera a una proteina adaptadora
que tiene el potencial de activar la via MAP3K7/TAK1 y contribuir en la activacién de NF-
kappa-B y promover la produccion de citocinas proinflamatorias en respuesta a estimulos
mediante los receptores tipo toll (TLRs)®'. Lo ultimo hace relevante la participacion de
YY1 en un posible pausado de este gen y su rapida reactivacién cuando estas células

estan sometidas a estimulos inmunoldgicos que activen a los TLRs.
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Figura 16. Posicionamiento de YY1 durante la reestructuracién de TADs a lo largo de la diferenciacion
terminal eritroide. Integracion de datos de Hi-C con los paneles de ATAC-seq, YY1 ChlIP-seq y RNA-seq en
eritroblastos y aRBC. En esta regidon genémica los TADs de eritroblastos se reestructuran a minidominios en aRBC.
Dicha reestructuracion estéd acompafada del silenciamiento de genes, como RPS19BP1, TAB1 y TOMM22, que
cuentan con picos de YY1 y contindan estructurados en minidominios.
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Subsecuentemente, exploramos ejemplos de genes que pertenecian a la categoria de
genes pausados estructurados como TAF1A (Figura 17) y POLR3H (Figura 18). En el
gen TAF1A, codificante para una subunidad de la RNA polimerasa 192, fue posible
observar que, en eritroblastos, este gen se encuentra estructurado en un TAD de mayor
tamarno. A través de la diferenciacion, observamos que TAF1A se mantienen dentro de
un minidominio, pierde expresion y conserva accesibilidad en aRBC. El caso del gen
POLR3H, que codifica para la subunidad H de la RNA polimerasa 1183, es analogo al de
TAF1A. De forma interesante, observamos que los patrones de senal del panel de ChIP-
seq YY1 de estos genes que pertenecen a promotores de genes pausados estructurados
de aRBC, comparados contra los perfiles de otros genes estructurados sin expresion (ver
Figura 16), son mas intensos posiblemente por la presencia otros factores como la RNA

polimerasa |l.
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Figura 17. Visualizacion de genes pausados estructurados: TAF1A. TAF1A es un gen que se inactiva en el
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Figura 18. Visualizaciéon de genes pausados estructurados: POLR3H. POLR3H es un gen que se inactiva en
el estadio aRBC y se mantiene estructurado. El analisis bioinformatico revelé que POLR3H cuenta con un pico
evidente de YY1.
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Finalmente, decidimos explorar el panorama donde los picos de YY1 cayeran fuera de
dominios. En este escenario, encontramos ambos panoramas transcripcionales, con
expresion y sin expresion. Un ejemplo de un gen con expresion fuera de dominios es
RPL18A, codificante para la proteina ribosomal L18a que forma parte de la subunidad
60s del ribosoma. En eritroblastos, este gen se encuentra dentro de un dominio que no
puede ser detectado en estadios maduros. Si bien es evidente que la sefal de RNA-seq
para este gen en aRBC es menor a la encontrada en eritroblastos, la presencia de
actividad transcripcional remanente es notoria en aRBC. Respecto a los paneles de
sefal de ChlP-seq y ATAC-seq, las sefiales para los picos de YY1 y accesibilidad son
consistentes en los tres estadios de diferenciacion estudiados (Figura 19). Por otro
lado, AVPR1 es un gen que codifica al receptor uno de vasopresina®. En el estadio de
eritroblasto, AVPR1 se encuentra inactivo pero estructurado. A lo largo de la
diferenciacién terminal permanece inactivo, la estructura se pierde quedando fuera de
su dominio, pero la union de YY1 a este sitio se conserva (Figura 20). Este panorama
podria indicar un posible papel represor de YY1 durante el establecimiento del linaje

eritroide y su importancia en el silenciamiento de genes no especificos del linaje.
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Figura 19. Visualizacion de picos de YY1 de genes activos fuera de dominios. RPL18A es un gen que presenta
elevada actividad transcripcional en el estadio de eritroblasto, el cual se inactiva subsecuentemente durante la
diferenciacion y maduracion eritroide. El enriquecimiento de sefial de YY1 se conserva en aRBC. Esta zona muestra
ademas una region donde un gen conserva su expresion incluso después de la pérdida de estructura del resultado
de la diferenciacion y maduracién eritroide.
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Figura 20. Visualizacion de picos de YY1 de genes inactivos fuera de dominios. AVPR1A es un gen que
presenta nula actividad transcripcional desde el estadio de eritroblasto y hasta el eritrocito maduro. No obstante,
es posible observar enriquecimiento de sefial de YY1 a lo largo de la diferenciacién. Esta zona corresponde a una

region donde un gen esta inactivo y estructurado, y continua de esta forma después de perderse la estructura
topoldgica en aRBC.

pag. 76



9. Discusidén y conclusiones

En el presente trabajo se estudié a YY1 como un potencial estructurador del genoma
eritroide en eritrocitos maduros de pollo. Debido a que previos estudios del laboratorio
detectaron que durante el proceso de diferenciacion y maduracion eritroide ocurria una
pérdida generalizada de TADs acompafnada de la disminucion en expresion de proteinas
estructurales, decidimos elucidar el posicionamiento de YY1 en el genoma eritroide para
interrogar si este factor pudiera ser responsable de la estructura gendémica remanente en
minidominios en eritrocitos terminalmente diferenciados. Los resultados muestran que
YY1, a nivel de proteina, disminuye significativamente a lo largo de la diferenciacion
terminal eritroide. No obstante, incluso en el estadio maduro, aRBC, YY1 aun es
detectable por western blot e inmunofluorescencia. A diferencia de la marca H3K9me3 o
la sefal de ATAC-see, YY1 no muestra una distribucion preferencial dentro del nucleo por
lo que YY1 parece encontrarse tanto en el centro nuclear como en la periferia. Al estudiar
este factor transcripcional mediante ChlP-seq, fue posible determinar que YY1 se
posiciona preferencialmente en regiones promotoras e intergénicas. Ademas, se
encontré que YY1 presenta un posicionamiento preferencial en promotores de genes
inactivos en aRBC y aun cuando YY1 no se localizan en fronteras de minidominios, mas
de la mitad de los picos se ubican dentro de los mismos en aRBC. Esto podria ser
indicativo de un presunto papel de pausador transcripcional o de una configuracion

espacial necesaria para reactivar loci en los que se posiciona dentro de minidominios.

9.1. La proteina YY1 se preserva en los eritrocitos terminalmente
diferenciados

Los experimentos de western blot e inmunofluorescencia evidenciaron la presencia de
YY1 en todos los diferentes estadios de diferenciacién y maduracion eritroide estudiados.
Aunque la abundancia de esta proteina disminuye conforme el estado de maduracién
avanza, la presencia en eritrocitos terminalmente diferenciados podria tener una
relevancia mayor dado que YY1 ha sido descrito como una proteina con capacidad
estructural para formar asas de cromatina de tipo promotor-enhancer. En el contexto de
nuestro modelo, donde el eritroblasto compacta su nucleo al diferenciarse y los niveles

de expresion de las principales proteinas estructurales disminuyen, la presencia de YY1
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cobra relevancia como potencial estructurador de la porciéon del genoma que permanece

estructurada en eRBC y aRBC.

No obstante, otro posible panorama de la presencia de esta proteina en nucleo que
considera su naturaleza dual de activador y represor transcripcional podria estar
relacionado con auxiliar a activar/reprimir la expresion de genes importantes durante la
diferenciacion. Modelos alternativos de diferenciacion terminal de musculo han
demostrado que YY1 actua como un mecanismo de rescate para permitir la expresion de
set de genes relacionados al desarrollo muscular cuando los complejos de CTCF-
cohesina son alterados. La alteracion de estos complejos esta dada por cambios en los
componentes de la matriz nuclear, como Matrin323. Trabajos previos del laboratorio
demostraron que las aRBC pierden a la lamina A/C, provocando el desprendimiento de
la heterocromatina de la periferia nuclear y la inversion de la eucromatina*'. Existen
reportes que hablan sobre la interaccién de Matrin3 con la lamina A/C, donde se describe
que el knockout de la lamina A/C en la envoltura nuclear resulta en la disminucién en los
niveles de Matrin342. Aunque no se ha estudiado la ausencia de la proteina de Matrin3 en
eritrocitos de pollo, su expresion se pierde en aRBC de acuerdo con datos de RNA-seq
obtenidos en el laboratorio (no publicados)*. De existir estas modificaciones en la
composicién de la matriz nuclear, los cambios observados en CTCF y cohesina en
eritrocitos terminalmente diferenciados podrian justificar un modelo de rescate facilitado
a través del reclutamiento de YY1 a minidominios para asegurar la expresion o participar

en reestablecer la expresion de genes pausados previamente reportados.

9.2. YY1 no presenta patrones de distribucién periférica nuclear en
eritrocitos terminalmente diferenciados

La reorientacion de la arquitectura nuclear dada por el posicionamiento de cromatina
accesible hacia la periferia nuclear y H3K9me3 hacia el centro, en aRBC, dieron pauta a
explorar si YY1 pudiera exhibir un patrén similar. Para eritroblastos y eRBC, la distribucion
de la sefal de YY1 es similar a los fibroblastos donde la seial de DAPI es mas fuerte en
la periferia y la de YY1 se incrementa hacia el centro. Congruente con una arquitectura
nuclear convencional. No obstante, en aRBC la sefial de YY1 es ligeramente mayor que
la de DAPI en la periferia, pero conserva una distribucion uniforme a lo largo del nucleo.

El ligero incremento de la sefial de YY1 en la periferia nuclear podria indicar algun papel
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relevante favoreciendo la accesibilidad de la cromatina. Sin embargo, no podria explicarla

en su totalidad ya que la mayoria de la sefal no esta posicionada ahi.

Sabemos que YY1 tiene la capacidad dual de fungir como activador o represor
transcripcional. Los dominios correspondientes al extremo N-terminal de GK y REPO
presentan la capacidad de asociarse a proteinas remodeladoras de la cromatina.
Especificamente, GK y REPO pueden asociarse a HDACs y proteinas del grupo
Polycomb?6:65-67 Mientras que el dominio N-terminal con acetiltransferasas de histonas
(HATs) como p300 o CBP. Esta dualidad respecto a su funcion justificaria su distribucién
generalizada dentro del nucleo al encontrarse en zonas de cromatina laxa y densa, segun
la sefial de DAPI. De hecho, algunos reportes han identificado mediante inmunoFISH y
microscopia electrénica la distribucion nuclear de YY1 a regiones pertenecientes a

heterocromatina, eucromatina y las fronteras entre ambos tipos de cromatina®®.

9.3. Las distribuciones nucleares de las marcas H3K27Ac y H3K27me3 son
similares a la de YY1 en eritrocitos maduros

En el contexto de la diferenciacion eritroide, sabemos que los eritrocitos terminalmente
diferenciados presentan estructuracion remanente de su genoma en minidominios.
Ademas, estas estructuras contienen regiones de cromatina con estado abierto y genes
pausados por el pausado proximal de la RNA polimerasa Il. De acuerdo con la naturaleza
bivalente de YY1 de modificar la transcripcion, exploramos las marcas de activacion y
represion H3K27Ac y H327me3. H3K27me3 es una marca asociada a heterocromatina
facultativa3’-?%, cromatina condensada y transcripcionalmente inactiva que tienen la
capacidad de descondensarse y permitir la transcripcion de genes en funcién de espacio
y tiempo®. Por el contrario, H3K27Ac es una marca antagonica y mutuamente excluyente
de H3K27me38. H3K27Ac ha sido establecida como un sello de enhancers activos. En el
estudio que describe a YY1 como estructurador de asas de tipo promotor-enhancer, se
resalta el posicionamiento preferencial de YY1 a sitios enhnacer*®. Los resultados de la
exploracion de distribucidon nuclear de la marca de activacion H3K27Ac y la de represion
H3K27me3 revelaron un patron similar al de YY1 en aRBC. Aunque por mucho tiempo se
consideraron a los eritrocitos de pollo como células transcripcionalmente inertes, hoy
sabemos que retienen niveles bajos de transcripcion y un set de genes pausados los
cuales podrian estar preparados para responder a estimulos. Por este motivo, hace
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sentido pensar que YY1 podria estar posicionandose en regiones que permiten reprimir

regiones del genoma o mantener activadas a otras.

H3K27me3 es una marca que el complejo represivo de Polycomb 2 (PRC2) coloca. El
interactoma de YY1 esta constituido por un vasto repertorio de proteinas entre las cuales
se encuentran aquellas que constituyen a PRC2. Algunos reportes han demostrado que
YY1 tiene la capacidad de reclutar a PRC2 a sitios del genoma que necesitan ser
silenciados. Por ejemplo, YY1 funciona como un puente interactuando con DNA y el RNA
Xist para reclutar a PRC2 al sitio de nucleacién de Xist facilitando la inactivaciéon de un
cromosoma X’*. Por otro lado, YY1 interactia con EZH2, una metiltransferasa de lisinas
contenida en PRC2, permitiendo su reclutamiento a sitios de modificacion H3K27me37%-
74 La relevancia de una posible interaccion entre YY1 y PRC2 en eritrocitos
terminalmente diferenciados radica en que YY1 podria fungir como enlace entre regiones
que necesitan ser silenciadas durante la diferenciacién terminal eritroide mediante la
marca H3K27me3.

También, YY1 podria representar un factor importante que, junto con la interaccion con
otras proteinas como las que componen a la maquinaria transcripcional o modificadores
de cromatina, eviten el silenciamiento total de locus importantes, mediante la
transcripcion per se o depositando la marca H3K27Ac. Evidencia proveniente de modelos
de células troncales pluripotentes extendidas muestran que la pérdida de YY1 provoca la
reduccion de las marcas H3K4me3 y H3K27Ac de promotores de genes de
pluripotencia’. Adicionalmente, durante el desarrollo embrionario del ratén también se
ha observado la importancia de YY1 en el enriquecimiento de la marca de activacion’®.
En los estadios de ocho células y la morula se ha visto que las zonas de union de YY1
ganan la marca de H3K27Ac, mientras que la delecion de YY1 de estos sitios evita la
transicion de modrula a blastocisto’®. Esto hace evidente que YY1 es un factor
indispensable en el remodelado de histonas permitiendo la activacién de programas
transcripcionales indispensables en procesos que involucran diferenciacion celular y

desarrollo.

Un posible dinamismo entre ambas marcas mediado por YY1 durante la diferenciacion y
maduracioén eritroide podria ser relevante en el establecimiento de un ambiente nuclear

que permita a la transcripcion remanente ejecutarse de forma adecuada y como un
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mecanismo de silenciamiento. En otros organismos como el arroz, Oryza sativa L. ssp.
indica, se ha estudiado como el dinamismo entre las marcas H3K27me3 y H3K27Ac
permiten a los cultivos de arroz adaptarse a cambios ambientales de temperatura’’. El
frio induce el enriquecimiento de la marca de acetilacion sobre H3K27 permitiendo un
rearreglo en los nucleosomas brindando mayor accesibilidad a la maquinaria
transcripcional en loci de respuesta a estrés favoreciendo la transcripcion. Por otro lado,
la respuesta al frio en el arroz también mostré efecto en la disminucién de
metiltransferasas impactando directamente a los niveles de H3K27me3. En conjunto,
ambas modificaciones establecen un entorno transcripcional favorable y dinamico para
responder a un estimulo externo al activar programas transcripcionales especificos’”.
Este panorama podria ocurrir en el nucleo de los eritrocitos terminalmente diferenciados.
Una importante primera aproximacion a este escenario seria explorar la distribucién de
las marcas H3K27me3 y H3K27Ac respecto a YY1 mediante inmunofluorescencias. Al
generar inmunofluorescencias dobles, H3K27me3-YY1 y H3K27Ac-YY1, podriamos
aproximar una posible colocalizacidon para cada una de las marcas con YY1 y establecer
experimentos que nos permitan conocer la dinamica de estas modificaciones en H3K27
que potencialmente podrian ayudar a regular panorama transcripcional en eritrocitos de

pollo.

9.4. YY1 se enriquece en promotores y regiones intergénicas, pero no en
fronteras de minidominios en eritrocitos maduros

Exploramos el posicionamiento de YY1 en la hebra de cromatina en alta resolucion
mediante ChlP-seq. Debido a la dificultad inherente de trabajar con células con un nucleo
altamente compacto, los experimentos de la réplica 1 de los diferentes estadios de
diferenciacion de interés fueron deficientes. Adicionalmente, las lecturas en eRBC
mostraban mucho ruido, lo que dificulto el llamado de picos. Por tal motivo, decidimos
excluir a eRBC de la mayor parte de la discusién. Los experimentos con eRBC seran

realizados nuevamente para integrar todos sus resultados.

Tanto en eritroblastos como en aRBC encontramos que YY1 se posiciona
preferencialmente en regiones promotoras e intergénicas. Estos resultados son
congruentes con el reporte inicial*® de YY1 como proteina arquitectdnica en células de
raton, donde se encontré que YY1 se enriquece con la marca de enhancers activos

H3K27Ac, permitiendo formar contactos con moléculas de YY1 posicionadas en
pag. 81



promotores a través de asas de cromatina. Esto evidencia que el posicionamiento de YY1
esta altamente conservado en vertebrados. El mecanismo de homodimerizacion es
analogo a la forma en la que CTCF forma fronteras de TADs. Ensayos in vitro revelaron
la capacidad de YY1 de promover la circularizacion de moléculas de DNA que contienen
los motivos de YY14°. Esta capacidad de potenciar interaccion de DNA podria fungir como
mecanismo organizador de los minidominios si YY1 se encontrara en las fronteras. Para
responder esto, analizamos el enriquecimiento de YY1 en fronteras en los tres estadios
de diferenciacion eritroide. Nuestros resultados evidenciaron que solo el 6% de picos de
YY1 se encuentran en fronteras de minidominios en aRBC. De esta manera, es evidente
que YY1 no tienen como funcién principal estructurar a los minidominios de una forma

analoga a CTCF en eritrocitos maduros.

Sin embargo, otros mecanismos indirectos controlados por YY1 podrian estar
involucrados en la estructuracion. Considerando que YY1 tiene la capacidad de
interactuar con RNAs y que la mayoria de los transcritos presentes en eritrocitos son de
RNA pequefios no codificantes*'4°, el mecanismo podria involucrar a estos RNAs con
YY1 como guia. Por tal, resulta relevante investigar a futuro que especies de RNAs
presentes en los eritrocitos pueden interactuar con YY1, pues se ha discutido que estos
RNAs podrian formar un papel importante en la formacién de heterocromatina®®, un
componente importante en la topologia genémica’®. Sera interesante analizar si YY1 se
encuentra enriquecido formando asas de cromatina entre promotores de genes activos y
enhancers en eritroblastos que posteriormente pierden estructuracion y expresion en

eritrocitos, pero preservan a YY1.

Al analizar a los picos de YY1 desde la perspectiva de compartimentos Ay B encontramos
que la mayoria de ellos se encuentran en el compartimento A, asociado a eucromatina.
También observamos que la proporcién de picos de YY1 en el compartimento B crece en
eritrocitos maduros. Es decir, en eritrocitos maduros existe un incremento de picos de
YY1 que se encuentran en regiones heterocromatinizadas del genoma. La ganancia de
esta proporcion es indicativa de que algunas regiones donde YY1 se une designadas
como A o A/B en eritroblastos, fueron silenciadas pasando a B en aRBC; un fenémeno
esperable para este modelo. Estas observaciones refuerzan la idea de que YY1 participa
en el silenciamiento de algunas regiones, como se discutio en la seccidn anterior. Algunos

reportes han descrito la influencia de YY1 en el silenciamiento mediante la formacion de
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heterocromatina al reclutar HDACs que favorecen una conformacién cerrada de la
cromatina®7’°, Por ejemplo, un reporte en cancer de mama triple negativo mostré que
YY1 recluta a HDACs a promotores de genes para controlar su expresion®, ademas de
ser capaz de regular la expresion per se de HDAC17°. Independiente a las deacetilasas,
YY1 ha sido descrito como un regulador positivo de HP1qa, una proteina indispensable en
el silenciamiento génico®'. A esta serie de candidatos debemos agregar al complejo

PRC2, por los motivos previamente descritos en el silenciamiento genémico.

Un ejemplo proveniente de este estudio que relaciona YY1 con el silenciamiento proviene
del gen AVPR1A. AVPR1 es uno de los tres receptores de vasopresina presentes en el
cerebro, higado, riidn y vasculatura®. La vasopresina es una hormona que tiene la
capacidad de estimular la proliferacién y diferenciacién de precursores hematopoyéticos
favoreciendo la produccion de eritrocitos®*. En células troncales hematopoyéticas y
progenitoras, todos los receptores de vasopresina estan expresados y disminuyen en
estadios tempranos de la diferenciacion terminal eritroide®*. En el pollo, es claro que
AVPR1A estan inactivo en el estadio de eritroblasto cuyo locus esta acompafiado por la
presencia de YY1 (ver Figura 20). Esta configuracion se mantiene hasta el eritrocito
maduro, lo que sugiere que YY1 podria ser responsable de mantener su silenciamiento
desde su establecimiento y a lo largo de la diferenciacion terminal eritroide. En conjunto,
todas las observaciones anteriores hacen evidente la posible relacion compleja entre el
posicionamiento de YY1 y el silenciamiento de las regiones mediante la formacién de

heterocromatina.

9.5. YY1 se posiciona dentro y fuera de minidominios

Continuando con la integracion de los datos topoldgicos y los picos de YY1 encontramos
que, tanto en eritroblastos como aRBC, mas del 50% de los dominios contiene picos de
YY1. Sin embargo, aunque el 80% de los picos de YY1 se encuentran en TADs en
eritroblastos, en aRBC esta proporciéon se reduce a solo el 47%. La observacion que el
53% de los picos de YY1 se encuentren fuera en minidominios en aRBC podria parecer
confusa, ya que las estructuras como los minidominios estan asociados a regiones donde
la transcripcion ocurre al mantener regiones eucromaticas estructuradas*’. No obstante,
la mayoria de los picos de YY1 se encuentran en el compartimento A. Al realizar una
inspeccion visual a regiones con picos de YY1 donde no hay de minidominios, es posible

identificar estructuras similares.
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Este panorama podria ser consecuencia directa de que los métodos bioinformaticos para
realizar la identificacion de TADs no son infalibles, y pueden omitir el lamado de algunos
minidominios o0 regiones que presentan estructuracion remanente pero que son
dependientes a otros mecanismos. Por ejemplo, de forma reciente fue descrita una nueva
estructura conocida como “fuente” que representa el sitio de inicio de la extrusién para el
plegado de la cromatina mediadas por la cohesina durante el desarrollo®. Las fuentes
estan altamente relacionadas con elementos enhancer y se encontré que su fuerza esta
relacionada con la marca H3K27Ac83. De hecho, algunos minidominios encontrados en
eRBC y aRBC, visualmente se asemejan a estructuras fuente. Por el momento, estas
estructuras han sido descritas durante el desarrollo temprano del pez cebra y la rana, por
lo que futuras investigaciones determinaran la presencia de estas estructuras en la
diferenciacion eritroide del pollo. Finalmente, la mera presencia de YY1 con factores,
como la maquinaria de transcripcion*'® o RNAs asociados a la cromatina?®, podrian
indirectamente proveer de estructura a regiones identificadas como compartimento A, que

estan fuera de minidominios en aRBC.

9.6. La union de YY1 a sus blancos estd acompanada por cambios en la
accesibilidad del genoma

Métodos como ATAC-seq han permitido mapear los cambios de accesibilidad a lo largo
del genoma. En el pollo, el numero de picos de accesibilidad detectados es similar en
todos los tres estadios de diferenciacién estudiados. Los eritrocitos exhiben dos clases
de picos de accesibilidad: picos de regiones constitutivamente abiertas o aquellas que se
comparten con eritroblastos y mantienen su accesibilidad a lo largo de la diferenciacién
terminal*'. Al intersecar los picos de YY1 con los picos de ATAC-seq descubrimos dos
categorias de picos principales. La primera corresponde a aquellos picos que colocalizan
con picos de accesibilidad. La segunda con los que no tienen accesibilidad. Los cambios
entre los eritroblastos y los eritrocitos son drasticos, pues la proporcion de picos sin

accesibilidad en eritroblastos es mucho mayor que los eRBC y aRBC.

En un inicio, esta nocion podria parecer contradictoria pues la uniéon de factores de
transcripcion esta generalmente asociada a cambios en la accesibilidad de la cromatina
y por ende a cambios en la expresion génica®®. No obstante, estos resultados podrian
explicarse por la sensibilidad de los métodos bioinformaticos de llamado de picos de

ATAC-seq. En eritroblastos pueden existir picos de ATAC-seq fuertes y otros mas débiles.
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Al realizar el llamado de picos, el umbral de deteccidén establecido puede provocar la
exclusion de picos débiles. Por tanto, algunos picos de YY1 en el genoma podrian
coincidir con regiones que fueron inicialmente excluidas por no ser picos fuertes en el

pipeline de analisis de ATAC-seq.

Por otro lado, otro escenario posible seria la discordancia entre la union del factor de
transcripcion y la generacion de picos de accesibilidad- Un ejemplo de este tipo en nuestro
estudio vuelve al gen AVPR1A en eritroblastos, donde observamos un pico evidente de
YY1 sin accesibilidad. Algunos estudios sugieren que el eje “unidon-accesibilidad-cambio
en la expresion” no siempre es concordante®-88, Se ha sugerido que pueden existir
grandes cambios en la expresion génica sin que existan cambios en la accesibilidad de
la cromatina®?®’. De la misma forma, la union de factores de transcripcion no

necesariamente implica accesibilidad detectable en interfase®8.

9.7. YY1 podria ser importante para el mantenimiento del pausado de genes
estructurados y la estructuracién local de la cromatina

Los resultados de integrar los datos de RNA-seq de genes expresados 0 no expresados
con los picos de YY1 revelaron que, en aRBC, YY1 se posiciona de forma preferencial
en promotores de genes inactivos. De forma interesante, en eritroblastos observamos un
enriquecimiento en la misma zona, pero de genes activos. Lo anterior es indicativo que
YY1 se conserva unido a regiones que perdieron expresion a lo largo de la diferenciacion

terminal y maduracién eritroide.

Ademas, una proporcion importante de los picos de YY1 que no tiene expresion se
encuentra accesible y estructurada en minidominios. Esta configuracion gendmica
corresponde a la previamente reportada donde los minidominios eran encontrados
alrededor de zonas con cromatina abierta y que no presentaban actividad
transcripcional*'. En este reporte, los minidominios fueron clasificados en funcion de su
estado transcripcional y estados cromatinicos. Se reporté que 80% de los minidominios
contienen promotores de genes con accesibilidad y sin expresiones referidas como
“promotores pausados”, o una combinacion de promotores pausados y activos*!. Esta
evidencia apunta a que los promotores no expresados, accesibles y estructurados con
YY1 representan un subconjunto de los promotores pausados inicialmente reportados.
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En el grupo de investigacidn se encontro evidencia que relaciona al pausado proximal de
la RNA polimerasa Il con el control transcripcional de genes pausados y su relevancia en
el mantenimiento de la organizacion local del genoma*'45. En ese trabajo se hipotetizd
que el mecanismo de pausado proximal podria preparar a los eritrocitos de pollo para
restaurar la transcripcion de elementos importantes de la maquinaria transcripcional y de
procesamientos de RNA con el objetivo de montar una respuesta ante un estimulo*'. La
existencia de los picos de YY1 en promotores accesibles, no expresados y estructurados
podria implicar que, dentro de minidominios, YY1 podria ser relevante en el pausado de
estos loci génicos. De hecho, al explorar nuestra lista de genes de promotores,
encontramos algunos como TAF1Ay POLR3H que corresponden a promotores pausados

(ver Figuras 17 y 18).

Por otro lado, la presencia de RNA polimerasa Il pausada y YY1 en algunos loci génicos
podria ser necesaria para la reactivacion de estos en respuesta a un estimulo. En este
escenario, ademas de actuar sinérgicamente con la RNA polimerasa Il promoviendo la
estructuracion local del genoma, YY1 potenciaria la expresién de un gen tan pronto como
la RNA polimerasa Il pausada se libera. Existen evidencias separadas que apoyan esta
nocion. Por ejemplo, YY1 potencia la expresion de HDAC1 al posicionarse directamente
en su promotor’® y se ha reportado que este factor transcripcional es un potente regulador
de la transcripcion dependiente de la RNA polimerasa 118°. Ademas, un estudio acerca de
las funciones de la eritropoyetina durante la diferenciacion eritroide de ratones encontro
que YY1 se redistribuye en el genoma a genes responsivos a eritropoyetina. Estos genes
contienen a la RNA polimerasa Il en estado pausado, posiblemente para montar una
respuesta transcripcional rapida ante el estimulo de eritropoyetina®. De esta manera, la
combinacion de ambos componentes permite la activacion genes ante el estimulo de
eritropoyetina. En el pollo, existen reportes de estimulaciéon inmunoldgica a eritrocitos que
resulta en la expresidn genes relacionados a respuesta inmune como interleucinas,
interferones y TLRs%-93. La configuracién YY1-RNA polimerasa Il pausada podria

contribuir en la activacion de genes pausados para responder a estimulo inmunes.

Los resultados de las GOs de genes accesibles, no expresados y estructurados estan
involucrados en el metabolismo de compuestos nitrogenados y RNAs, control de la
expresion génica, traduccién y organizacién o modificacién de complejos DNA-proteina.

Algunos ejemplos de genes interesantes dentro de estas categorias son TAF1A y
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POLR3H. TAF1A codifica para una subunidad de la RNA polimerasa | que permite la
formacidn del complejo de preiniciacion para la transcripcion de RNAs ribosomales®2. Por
otro lado, el producto del gen POLR3H es la subunidad H de la RNA polimerasa lll, la
cual esta involucrada en la transcripcion de RNAs pequefios no codificantes y RNAs
ribosomales como U6 y tRNAs®3. De forma interesante, uno de los RNAs pequefios no
codificantes encontrados con expresion elevada en eritrocitos es 7SK*, quien es
transcrito por la RNA polimerasa 111%. También, es importante destacar la deteccion
mediante GO del proceso biolégico de transcripcion por la RNA polimerasa lll en genes
inactivos con YY1 en su promotor. En conjunto, la reactivacion de este subconjunto de
genes pausados permitiria montar una respuesta al reactivar genes necesarios para la
transcripcion y traduccion, ademas de proveer de retroalimentacién negativa al pausado

de la polimerasa para mantener la organizacion de la topologia local.

En conclusion, la naturaleza dual de YY1 como activador y represor transcripcional se ve
reflejada en los escenarios gendmicos encontrados durante la diferenciacion terminal
eritroide del pollo. Estos efectos estarian mediados directamente por los complejos
proteicos con los que interactue dependiente del contexto gendmico. Los resultados
presentados sugieren que YY1 podria tener un papel importante al contribuir
indirectamente a la estructuracion local del genoma de la mano del pausado proximal de
la RNA polimerasa Il. De esta manera, YY1 podria contribuir a fomentar un entorno idéneo
para la reactivacion transcripcional ante estimulos externos, como desafios
inmunoldgicos. Ademas, la presencia de YY1 en regiones de heterocromatina y loci
silenciados a lo largo de la diferenciacion, tiene implicaciones importantes en el estudio

de los mecanismos de silenciamiento global en este modelo (Figura 21).
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Figura 21. Modelo de la participacion de YY1 en la diferenciacion y maduracion eritroide. A través del proceso
de diferenciacion terminal y maduracion, YY1 se posiciona dentro y fuera de minidominios principalmente en
regiones asociadas a eucromatina. Los sitios donde YY1 se posiciona en aRBC son principalmente regiones que
conservan accesibilidad, promotores sin expresion pero que permanecen estructurados dentro de minidominios.
Enumerados de 1-4 encontramos los escenarios gendmicos donde YY1 fue encontrado y se describen las
diferentes hipétesis de los mecanismos en los que YY1 podria estar involucrado. 1. Dentro de minidominios, YY1
permite mantener la expresién de algunos genes promoviendo la accesibilidad de la region probablemente
mediante el reclutamiento de proteinas remodeladoras, como HATs, a zonas cercanas a sus promotores. 2. YY1
participa en el silenciamiento génico al reclutar a remodeladores de la cromatina como HDACs o PRC2 durante la
pérdida de dominios y transicién de regiones A a regiones B, que acompanan la diferenciacién terminal eritroide. 3.
YY1 permite mantener reprimidos a genes no especificos del linaje eritroide que fueron silenciados previo al estadio
eritroide, como AVPR1A. 4. YY1 contribuye al pausado de genes estructurados, posiblemente cooperando con la
RNA polimerasa Il y otros factores para mantener la estructura local de la cromatina y permitir la reactivacion de
estos loci génicos en respuesta a estimulos especificos.
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10. Perspectivas

Este trabajo representa una pieza mas del rompecabezas sobre la caracterizacion de los
cambios en el escenario gendmico durante la diferenciacion terminal eritroide. La posible
participacion de YY1 con la RNA polimerasa Il en el pausado proximal y mantenimiento
en la estructuracion local del genoma abren un nuevo panorama de preguntas
interesantes. En un inicio, realizar réplicas adicionales de ChlP-seq YY1 en nuestras
células resulta necesario para robustecer nuestros resultados y poder integrar aquellos
relacionados con eRBC. Ademas, la integracion de los datos de ChlP-seq YY1 con ChIP-
seq de la RNA polimerasa |l pausada (fosforilada en la serina 5) permitiria conocer loci
donde ambas proteinas estén posicionadas. Subsecuentemente, explorar los cambios en
la distribucion de YY1 ante estimulos inmunes que posibiliten la activacion transcripcional

de genes pausados en los eritrocitos.

De la misma manera, explorar los mecanismos de silenciamiento mediados por YY1 en
eritrocitos maduros es un componente importante. La interaccion de YY1 con PRC2 y
HATs podria ser un mecanismo importante en el establecimiento de ambientes nucleares
especificos que repriman o activen genes. Por este motivo, resultaria interesante estudiar
la colocalizacion de las marcas de histonas H3K27Ac y H3K27me3 mediante

experimentos de inmunofluorescencia y ChIP-seq.

Finalmente, los RNAs codificantes estan cobrando relevancia en el campo de la topologia
gendmica. YY1 ha sido descrito como un factor de transcripcion capaz de interactuar con
RNA. Por tal motivo, estudiar las interacciones de este factor con RNAs no codificantes
podria iluminar el camino hacia mecanismos estructurales mediados por RNA aun no

descritos.
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11. Anexos

11.1. Comparacién de las proteinas homologas YY1 en humano y pollo

Debido a la falta de anticuerpos producidos especificamente para este modelo, se decidio
investigar cual anticuerpo podria ser un buen candidato para utilizarse en los
experimentos. Por tal motivo, decidimos comparar el grado de similitud de las proteinas
humana y de pollo. Nuestros anticuerpos candidato anti-YY1 (Cell Signaling (D5D9Z) y
Diagenode (C15410345)), reaccionaban contra epitopos mapeados a la region C-terminal
de YY1. Los alineamientos realizados demostraron que la proteina YY1 humana y de
pollo son exactamente iguales en dicha regién, y presentan mayor variabilidad en la
region N-terminal y central. Por tal motivo, decidimos utilizar ambos anticuerpos y probar
su especificidad mediante experimentos de western blot e inmunofluorescencia. Se
concluy6 que el mejor candidato, dada su especificidad, es el anticuerpo anti-YY1 de Cell

Signaling.

a) YY1 Gallus gallus c)

CLUSTAL 0(1.2.4) multiple sequence alignment

F1NHV6_CHICK MASGDTLYIATDGSEMPAEIVELHEIEVETIPVETIETTVVGGEEDEEEEDEDECCEDCG 60
TYY1_HUMAN MASGDTLVIATDGSEMPAEIVELHEIEVETIPVETIETT\.’VGEEEEEDDDDEDGGGGDHG 60

FINHVE_CHICK ~  --------- PHHPPHHYHHHQPMIALQPLVSDGDPSGAGGGAAGGGGGQLHLHHHHQEVI 111
TYY1_HUMAN GGGGHGHAGHHHHHHHHHHHPPMIALQPLVTDDPT - - - -~ == === === === QVHHHQEVI 104

FA1NHVE_CHICK LVQTREEVVGGDDSDGLRADDGFEDQIL IPVPAPAG - EDEYIEQTLVTVAAAGSKSGGGG

YY1_HUMAN LVQTREEVVGGDDSDGLRAEDGFEDQILIPVPAPAGGDDDYIEQTLVTVAAAGKSGGGG-
F1NHV6_CHICK S55AGGGGRVKKGGSGKKSSKKSYLSGGGGE - - -GAEGGGGRKWEQKQVQIKTLEGEFSY 227
Confianza del modelo YY1_HUMAN SS SSGGGRVKKG-GGKKSGKK: SVLSGGAGAAGGGGADPGNI\KNEQKQVQIKTLEGEFSV 221

W Muy alta (pLDDT > 90) ' '

Alta (90 > pLDDT > 70) FINHV6E_CHICK TMWASDDKKDIDHETVVEEQIIGENSPPDYSEYMTGKKLPPGGIPGIDLSDPKQLAEFAR 287
TYY1_HUMAN TMWSSDEKKDIDHETVVEEQIIGENSPPDYSEYMTGKKLPPGGIPGIDLSDPKQLAEFAR 281

Baja(T0>pLODT>80) o ememreemeeeereeseerereTrEOrOrEIEETECISIETIEICTEIETCRT
Muy baja (pLDDT < 50) F1NHVE_CHICK MKPRKIKEDDAPRTIACPHKGCTKMFRDNSAMRKHLHTHGPRVHVCAECGKAFVESSKLK 347
TYY1_HUMAN MKPRKIKEDDAPRTIACPHKGCTKMFRDNSAMRKHLHTHGPRVHVCAECGKAFVESSKLK 341

..................................................
b) 1 humano F1NHVE_CHICK RHQLVHTGEKPFQCTFEGCGKRFSLDFNLRTHVRIHTGDRPYVCPFDGCNKKFAQSTNLK 4087
Represion TYY1_HUMAN ?HQL\,HTGEI\PFQCTFEGCGKRFSLDF\IL THV IHTGDRPYVCPFDGCN KF J.\Q TNLK 301

Activacion transcripcional T
1y s Dominio FANHV6_CHICK SHILTHAKAKNNQ 420
0s  His  aa dcidos GK  REPO 4 dedos de Zinc YY1_HUMAN SHILTHAKAKNNQ 414
aa: 1 70 80 154 170 201 226 414

Figura Suplementa 1. Estructura de YY1. a) Modelo de la estructura terciaria de YY1 a través de AlphaFold252,
Puntajes altos de pLDDT (>80) indican alta confianza en la prediccion de la estructura. Por el contrario, valores
bajos (<50) son indicadores de regiones donde los residuos de la proteina podrian estar intrinsecamente
desordenados (IDRs). b) Diagrama de los dominios que conforman a YY1. El dominio REPO y GK estan asociados
a represion transcripcional. EI dominio N-terminal esta ligado a funciones de activacion transcripcional, mientras
que el C-terminal permite la unién a DNA. Figura modificada de: Verheul, T. C. J. et al. (2020)?% ¢) Alineamiento de
la secuencia de aminoacidos de las proteinas YY1 humana y de pollo. Se observa gran similitud entre las
secuencias en la region de unién a DNA.
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11.2. Western blot e inmunofluorescencia contra YY1

) b ) Fibroblastos Eritroblastos eRBC aRBC

Figura Suplementaria 2. a) Resultado de la réplica 2 de western blot contra YY1 utilizada en la cuantificacion.
b) Controles negativos para cada experimento de inmunofluorescencia contra YY1 realizado.

Réplica 2

Eritroblastos eRBC aRBC

-YY1
- (65 kDa)

(15 kDa)

11.3. Establecimiento de ChIP contra YY1 en eritrocitos embrionarios

Se fijaron 150 millones de eRBC con formaldehido al 1%. El material fue sonicado para
obtener fragmentos entre 200-500 pb (Figura Suplementaria 3a). Subsecuentemente,
el material fue cuantificado y se dividié en tres alicuotas de 50 ug de cromatina, una para
el experimento mock (sin anticuerpo) y dos para cada anticuerpo a probar (Cell Signaling
o Diagenode) (Figura Suplementaria 3b). Se disefiaron diferentes oligonucledétidos
candidatos para regiones control y aquellos usados en el experimento ChlP de YY 153, En
este caso, el par de oligonucleétidos denominado A120P, contiene un sitio de union de
YY1 situado en una porcion del enhancer de la region 3’- del locus de a-globina. Por otro

lado, el otro par denominado BA/E

, contiene una porcion del enhancer 3-globina, el cual
fue utilizado como control negativo pues en este sitio no se detectd la union de YY1.
Subsecuentemente, los oligonucledtidos fueron estandarizados mediante PCR punto
final y gPCR utilizando DNA gendmico de pollo para determinar la Tm adecuada para

cada par.

Una vez estandarizados, se realiz6 la inmunoprecipitacion (IP) de la cromatina para cada
anticuerpo y el control mock. Subsecuentemente, el DNA obtenido de las IPs fue
purificado y se evalud la calidad del experimento mediante qQPCR. Los resultados de la
gPCR con el material del ChIP muestran que el realizado con el anticuerpo de Cell
Signaling fue el mas eficiente, en contraste a Diagenode (Figura Suplementaria 3c-d).
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El enriquecimiento observado con el anticuerpo de Cell Signaling si bien es mayor, no se

observaron cambios drasticos en tal enriquecimiento al compararlo con el experimento

mock. Utilizamos un input genémico y primers para IFNa como control interno de la gPCR.

Se piensa que la dificultad para realizar ChlP en células con cromatina altamente

compacta representa un desafio metodoldgico responsable de estos resultados. El

desarrollo de técnicas como CUT&RUN podrian ser de utilidad para afrontar estos

problemas a futuro. Sin embargo, considerando los resultados previos de western blot e

inmunofluorescencia, se decidid realizar el set completo de experimentos en las células

HD3, eRBC, aRBC e higado de raton unicamente con Cell Signaling.

a)

Cromatina sonicada
eRBC

Cell Signaling
50 pg

10 pL de Ab

150M eRBC
(180pgfmL)

Diagenode
50 pg

5 pg de Ab

Mock

c)

303 bp -

168 bp =

BY/E (ctrl negativo)

Mock CS Diag Input NTC

A120P (ctrl positivo)

Mock €S Diag Input NTC

Input
IFNa*  NTC

*Control interno

d)

% de Input

ChIP-gPCR YY1
0.010 [ p— ﬂ:;:m‘
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o e
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o (=]
g
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» -aea0s
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Figura Suplementaria 3. Establecimiento de ChIP-qPCR contra YY1 en eRBC Gallus gallus. a) Cromatina de
eRBC sonicada. Se muestra un gel de agarosa donde la mayoria de las poblaciones de moléculas de DNA se
distribuyen en los rangos de entre 200-500 pb. b) Distribucion de material utilizado para el experimento de ChIP en

eRBC. c) Productos amplificados utilizando los oligonucleétidos controles, positivo A120P y negativo 3

A% en el

material de ChIP purificado. Se observa una mayor intensidad en el amplicon del control positivo donde se utilizd
el anticuerpo de Cell Signaling. Se utilizé un control interno contra IFN alfa con DNA genémico. NTC: control sin
templado. d) Cuantificacion de YY1 ChIP-gPCR y analisis estadistico mediante una ANOVA de un factor, seguido
de una prueba post hoc de Tukey.
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Input Pollo HD3 réplica 1

¢RBC réplica 1 aRBC réplica 1

Input ratén Higado de ratén réplica 1

Figura Suplementaria 4. Electroforesis capilar de bibliotecas de ChIP-seq de YY1 réplica 1. Un analisis de
electroforesis capilar se realizd mediante el equipo 4200 TapeStation System (Agilent) para determinar si los
tamafios de la biblioteca construida para secuenciacion eran adecuados. Se muestran las réplicas 1 e inputs
pertenecientes a células eritroides de pollo e higado de raton.

HD3 réplica 2 eRBC réplica 2

\ ? I
aRBC réplica 2 Higado de ratén réplica 2

Figura Suplementaria 5. Electroforesis capilar de bibliotecas de ChIP-seq de YY1 réplica 2. Un andlisis de
electroforesis capilar se realizd mediante el equipo 4200 TapeStation System (Agilent) para determinar si los
tamafios de la biblioteca construida para secuenciacion eran adecuados. Se muestran las réplicas 2 pertenecientes
a células eritroides de pollo e higado de raton.

11.4. Analisis de calidad de secuenciacién y mapeo
Una vez que recibimos las secuencias de nuestras muestras, un analisis de calidad de
secuenciacion se realizdé con el fin de esclarecer el tipo de procesamiento de los datos.

Mediante FASTQC se determiné que las todas las muestras secuenciadas exhiben un
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Phred Score superior a 30, permitiéendonos continuar con nuestro analisis (Figura

Suplementaria 6).

Una vez comprobada la calidad de las secuencias, se realizé el mapeo de las lecturas al
genoma de referencia correspondiente mediante MACS2 y se removieron las duplicas de
PCR. Los resumenes de calidad de alineamiento muestran, a excepcién de la réplica dos
de la muestra de higado de raton (57%), porcentajes de alineamiento superior a 86%
(Figura Suplementaria 7). Para los analisis posteriores unicamente fueron consideradas

aquellas lecturas que mapeaban de forma Unica a su genoma de referencia.

Eritrocitos de pollo
FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Per Sequence Quality Scores

-----------

Position (bp) Mean Sequence Quality (Phred Score!

Higado de ratén

FastQC: Mean Quality Scores FastQC: Per Sequence Quality Scores

10 2

Position (bp) Mean Sequence Quality (Phred Score

Figura Suplementaria 6. Analisis de calidad de secuenciaciéon. Se muestran los resumenes de los analisis de
calidad de secuenciacion realizados mediante FASTQC, y compactados con MultiQC. Panel superior: muestras de
células eritroides de pollo. Panel inferior: muestras de higado de raton.
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a)

Samtools stats: Alignment Scores
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Figura Suplementaria 7. Estadistica de mapeo. a) Resimenes de mapeo de las muestras eritroides de pollo.
b) Resumenes de mapeo de las muestras higado de ratén.

Tabla Suplementaria 1. Numero de lecturas mapeadas al genoma de referencia y

duplicas.
g Lecturas mapeadas | Lecturas totales | Duplica de PCR
(millones) (millones) (millones)

Dedup_HD3_YY1_R1 17.5 19.1 1.7
Dedup_HD3_YY1_R2 16.8 17.3 1.5
Dedup_Input_Pollo 29.9 30.3 1.3
Dedup_aRBC_YY1_R1 304 31 1.4
Dedup_aRBC_YY1_R2 20.7 211 0.7
Dedup_eRBC_YY1_R1 24.6 251 2.03
Dedup_eRBC_YY1_R2 241 24.6 2.1
Dedup_HigRaton_YY1_R1 16.5 19.1 1.5
Dedup_HigRaton_YY1_R2 7.6 13.3 1.9
Dedup_Input_Raton 24.3 24.4 1.5

11.5. Calculo de factores de normalizaciéon Spike-In para ChiIP-seq

Para tener un mayor control del experimento de ChlP-seq y la deteccidn de picos de YY1,

se empled DNA exdégeno de Drosophila melanogaster como spike-in. Los factores para

la normalizacién para cada IP fueron calculados mediante la siguiente ecuacion®:

Factor de normalizacion =

Muestra con el menor # de lecturas alienadas de forma Unica al genoma ex6geno

# de lectura alineadas de forma Unica al genoma exégeno de cada IP
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En este caso, aRBC_R2 fue la muestra con menor numero de lecturas que alinearon de
forma unica al genoma de la mosca (Tabla Suplementaria 2). Unicamente se realizé esta

normalizacion para las muestras del pollo.

Tabla Suplementaria 2. Factores de normalizaciéon por Spike-In

Muestras Lecturas mapeadas de forma unica al genoma de D. melanogaster Factor
Input Pollo 112122 1.22826029
HD3_R1 162790 0.8459672
HD3_R2 161598 0.85220733
eRBC_R1 241124 0.57113767
eRBC_R2 213952 0.64367241
aRBC_R1 297174 0.46341537
aRBC_R2 137715 1

11.6. Resultados de llamado de picos de YY1
Se muestra un resumen de la cantidad de picos filtrados llamados a través de los métodos

BroadPeaks y NarrowPeaks.

Tabla Suplementaria 3. Namero de picos de YY1 identificados

Muestras Numero de picos
aRBC YY1 R1 BPeaks 743
aRBC_YY1 _R2 Bpeaks 3396
aRBC YY1l R1 NPeaks.bed 399
aRBC YY1 R2 NPeaks.bed 1921
eRBC_YY1 R1 BPeaks.bed 231
eRBC YY1 R2 BPeaks.bed 829
eRBC_YY1 R1 NPeaks.bed 104
eRBC YY1 R2 NPeaks.bed 451
HD3_ YY1 R1 BPeaks.bed 4698
HD3_YY1 R2 BPeaks.bed 15667
HD3 YY1 R1 NPeaks.bed 3915
HD3_YY1 R2 NPeaks.bed 8036
HigRaton YY1 R1 BPeaks peaks 3109
HigRaton_YY1 R1 NPeaks peaks 2889
HigRaton_YY1 R2 BPeaks peaks 8498
HigRaton_YY1 R2 NPeaks_peaks 4714
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11.7. Analisis de picos llamados por BroadPeaks
Se muestra el anotado de picos de los picos de YY1 llamados por BroadPeaks, los picos
comunes entre réplicas y el analisis de busqueda de motivos. Ademas, se realizaron

analisis motivos a los picos no comunes en ambos métodos de llamado.

a) Eritroblasto YY1 R1 BroadPeaks eRBC YY1 R1 BroadPeaks aRBC YY1 R1 BroadPeaks b)
ot Muestra R1 R2
(BroadPeaks )
o sy
Ertroblastos S CCSEATIX 2 °§ CC SEATAE
 BATCTCOTe - B8ATCACC0CE
ICAASATGCCGCC ] CAAfAT C..C
aRBC YY1 R2 BroadPeaks eRBC - |ACGCGIXTAA=ACA wn o SCOCCGYGATAE
. : [2R2ACCCETE SATCTCACT:
rgenic aRBC 1 AA/ AT CC s CAA— AT Q,C
b SSECOCCREATIX - [SSCOCOTATEE
b BL8TCECCECGE #AICTCCCTE
C) BroadPeaks )n\:!ue::ar:m ;.R] ,?.2
Eritroblasto Eritroblasio RBC eRBC CAA\AT C» Q =1 \F CAAAAT Ck b
®b RIB R2B RIB Ertroblesios ACé AAGTS : [SRCOCOTRATIX
P e ARARRERES » | AEAGCCLCCALX
[2GACACES CAASATGOCGCC
eRBC 8GGGSAT] - SCCO0ISRATIX
156 E127) 1374 7 2 139 » [TTAACCATAZ » BAIGTCCCTE
) %) ®) a0%) (0%} e ac . GOFARSAIIECLCER CAAGATGCCGCC
. COXafpIISS(Ers »|  SRECCCTEATAX
- CCLARARTATCCES: - RAIGTCGGT:
e o Muestra R1 R2
Slocornpontdos wew_wows e toe we M _ wee e
e - CAASATGCCEGC } ATTTIGEEITTT
(itroblastos : Aéc AAG T-i- = :g mquégé
P s AAGT | CAACA
3100 296 "
50%) ®) (1% * BCRCCIIITAZAGES
eRBC L [84AACGCLTT
» SRCACCCLeTER
— " EECACCCCCTEX
ac QTEI!AQACAQ

(CorAsxaag Gt

Figura Suplementaria 8. Analisis de picos de YY1. a) Anotado de picos de YY1 llamados mediante el método
BroadPeaks. b) Resultados del andlisis de busqueda de motivos de los BroadPeaks. Tanto R1 como R2 muestran
a YY1 como el motivo mas enriquecido. ¢) Diagramas de Venn de picos compartidos entre réplicas. d) Analisis de
blusqueda de motivos de los picos no compartidos entre réplicas experimentales. Se Observa que R2 preserva a
YY1 como motivo principal. Sin embargo, en R1 el motivo de YY1 se pierde en aRBC y eRBC (asteriscos).

11.8. YY1 se preserva dentro de TADs, pero no se enriquece en fronteras
(picos compartidos entre réplicas)

Se muestran los resultados asociados a las secciones 8.4.3. y 8.4.4, pero con los picos

compartidos entre las réplicas.
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a)  Dominios con picos de YY1 b) Picos de YY1 en dominios C) Fronteras con picos

(compartidos) (compartidos) (compartidos)
100-] Sin picos 100 B Fuera de dominios 100 B Sin picos
_ B Con picos g ®= Dentro de dominios < Con picos
g < >
g = 2
T 50 § 507 g 50
g 2 5
8 p <0.0001 o P <0.0001 £ p <0.0001
Chi-cuadrada e Chi-cuadrada Chi-cuadrada
0- 0- 0
s G G & 60 Q,(: & Q(" q,o
S EE & & & FE
® S S
Q}S‘O ¢$" é\\‘
d) Picos en fronteras e) Picos de YY1 en fronteras
(compartidos) (compartidos)
1003 BN Fuera de fronteras 100 Fuera de fronteras
= mm En fronteras - mE En fronteras
: £
> ] QD =
] T £
3 S50 e E 50
0 h o o
S QB
H p <0.0001 &2 p = 0.0004
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Figura Suplementaria 9. YY1 (compartidos) se preserva en minidominios, pero no esta enriquecido en sus
en fronteras. a) Dominios que contienen picos de YY1. b) Picos de YY1 que se encuentran dentro de dominios.
Los picos dentro de fronteras disminuyen en aRBC respecto a los eritroblastos. ¢) Porcentaje de las fronteras que
contiene picos de YY1. d) Porcentaje de picos contenidos en las fronteras. e) Picos que estan contenidos dentro
de dominios y ademas estan en sus fronteras. Las diferenciacias encontradas entre los estadios diferentes estadios

de eritroblasto, eRBC y aRBC en los andlisis a), b), c), d) (p < 0.0001, prueba de Chi-cuadrada), y e) (p = 0.0004,
prueba de Chi-cuadrada), son estadisticamente significativos.

11.9. Los picos compartidos de YY1 estan enriquecidos en el compartimento
A

Resultados asociados a la seccion 8.4.5. Se muestran los resultados de la interseccion
entre los picos de YY1 que se encuentran dentro y fuera de los dominios cromatinicos, y

su distribucion respecto a los compartimentos.
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Figura Suplementaria 10. Analisis de picos compartidos de YY1 en los compartimentos. Los picos de YY1
compartidos entre réplicas dentro (a) y fuera (b) de dominios exhiben un posicionamiento preferencial en el
compartimento A en los tres estadios de diferenciacion. c) Picos compartidos totales. Las diferencias entre los
estadios de eritroblasto, eRBC y aRBC en a), b) y c) son estadisticamente significativas (p < 0.0001, prueba de
Chi-cuadrada).

11.10. Los picos compartidos de YY1 preservan accesibilidad y se
enriquecen en promotores de genes no expresados en aRBC

Se muestran los resultados asociados a las secciones 8.4.6. y 8.4.7 con los analisis

realizados en el conjunto de picos compartidos entre ambas réplicas.

a) Picos de YY1 accesibles b) Activo Inactivo
(compartidos) - Promotor = Promotor c) Picos de YY1 en promotores
(compartidos)
100 = Sin Accesibilidad Exon Exon
Em Con Accesibilidad
Con Accesibilidad Intron = Intron
dentro de dominios Intergenico

50

Picos de YY1 (%)

p <0.0001
Chi-cuadrada

Picos de YY1 (%)

Eritrebiastos sRBC
Promalores expresados Promotores no expresados

Figura Suplementaria 11. Los picos compartidos de YY1 preservan accesibilidad y se enriquecen en
promotores de genes inactivos. a) Porcentaje de picos de YY1 compartidos entre réplicas que preservan
accesibilidad. La mayoria de los picos en aRBC tienen accesibilidad (p < 0.0001, prueba de Chi-cuadrada). b)
Anotado de picos YY1 ChIP-seq de promotores, exones, intrones y regiones intergénicas respecto a su estado
transcripcional. YY1 se enriquece en promotores de genes inactivos en aRBC. c) Picos de YY1 en promotores que
se pierden expresion en eritrocitos maduros.

11.11. Picos de YY1 posicionados en promotores de genes

Se despliega el numero de genes con picos de YY1 en sus promotores y se subdividen
respecto a su estado transcripcional y su posicionamiento respecto a los dominios
topoldgicos. Para cada tipo celular se analizaron los picos correspondientes a la réplica

2 (R2) y los picos compartidos entre réplicas.
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Tabla Suplementaria 4. Namero de picos de YY1 en promotores de genes.

Dentro Fuera de
Estado dominios dominios Total

Expresado 2367 316 2683
R2 Sin expresion 272 61 333
Expresado 1416 190 1606
HD3 Compartidos | Sin expresién 89 20 109
Expresado 18 19 37
R2 Sin expresion 91 107 198

Expresado 1 7 8

eRBC Compartidos | Sin expresion 12 21
Expresado 94 56 150
R2 Sin expresion 541 497 1038

Expresado 11 5 16

aRBC Compartidos | Sin expresion 88 74 162

Subsecuentemente, relacionado con la seccion 8.4.8., se realizé la GO sin considerar si

los genes estaban dentro de dominios o no. De esta forma pudimos observar que las

categorias de términos de los procesos biolégicos enriquecidos eran altamente

congruentes con aquellas realizadas unicamente con los genes estructurados. Esto hace

sentido pues el subconjunto de picos en promotores de genes que caen dentro de

dominios es un subconjunto del

conjunto estudiado en esta seccion

(Figura

Suplementaria 12a-b). Adicionalmente, para la seleccién de ejemplos en la integracion

visual de los datos de Hi-C, ATAC-seq, RNA-seq y ChlP-seq realizamos el mismo

refinamiento relacionado con la Figura 14c (Figura Suplementaria 12c).

a)
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Figura Suplementaria 12. Ontologias de genes (GO) con YY1 en su promotor. a) GO en eritroblastos de genes
activos (R2). Los procesos biolégicos mas enriquecidos estan relacionados con la traduccion, expresién génica y
procesos metabdlicos. b) GO en aRBC (R2) de genes inactivos. Los procesos bioldégicos mas enriquecidos se
relacion con procesos metabdlicos, modificacion postraduccional de proteinas y expresion génica. ¢) Numero de

picos compartidos en promotores génicos no expresados, accesibles y estructurados.
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