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l. RESUMEN

El proceso de transcripcion que realiza la ARdimerasa Il comprende la unién, inicio,
elongacion y terminacion de la transcripcion. Rara la transcripcion se lleve a cabo, en primer
lugar la cromatina debe ser reestructurada porelo®deladores, los que mediante el uso de la
energia del ATP pueden mover, desplazar, expulssgsiructurar nucleosomas y de esta manera
permitir el acceso a los elementos, a los cuales se unen los factores de transcripcio
Asimismo, existen enzimas acetiltransferasas ylimagtsferasas que regulan la transcripcion de
un gen mediante la adicion de un grupo acetilo yilonérespectivamente) a la cola de las
histonas que conforman el octamero. Por lo general marca de acetilacion de histonas se
relaciona con activacién génica, mientras que uaecande metilaciéon puede estar relacionada
también con represion. Estas modificaciones qualteoan la secuencia de los genes, pero que
afectan su expresion se denominan “epigenéticas’ procesos que ocurren a nivel de cromatina
en nucleosomas individuales en el momento de tesdrgpcion, por lo general, han sido poco
estudiados, a pesar de que en primera instandia,estructura y posicion de los nucleosomas lo

gue regula la transcripcion génica.

A los pocos minutos de su activacion, el ggnl se transcribe para producir la proteina EGR1,
gue participa en crecimiento, diferenciacion y neieelular. El funcionamiento anormal del gen
causa un gran numero de enfermedades, entre kjlasoa tipos de cancer. Teniendo en cuenta
gue se desconocen los cambios que ocurren a niddasomal en el gekgrl durante la
activacion transcripcional, en el presente tralsgj@studio la posicion de los nucleosomas en el
promotor proximal y al inicio de la zona transdoiki del gen en el estado basal y luego de 30
minutos de induccion con el éster de forbol TPAaRadlo se utilizo la técnica de extraccion de
mononucleosomas y posterior PCR en tiempo reabrimuacion, mediante la técnica de Nu-
ChIP se estudio la presencia de los remodeladdrRds BBRG1, la modificacién de acetilacion

y trimetilacién del residuo H3K9 y la presenciaalieimas acetiltransferasa y metiltransferasa,

en cada uno de los nucleosomas identificados. Aslea&omparo la posicion experimental de



los nucleosomas, con la prediccién realizada poiptogramas NXSensor, NuPop y nuScore, y
con la posicién indicada en la base de datos desgmmas del genoma de higado de raton.

Los resultados indican que la posicion de los rmsdmas del promotor proximal y al inicio de la
region transcribible queda definida entre los aogples situados en -666 y -370 para el
nucleosoma N-2, entre los amplicones -307 y -128 phnucleosoma N-1 y entre el -69 y +305
para el nucleosoma N+1. En la region ocupada ondcleosomas N-2, N-1 y N+1 disminuye la
proteccion frente a MNasa luego de inducir la esigre de Egrl con TPA 30 min. El
nucleosoma N-2, ademas, se desplaza aproximadas@mie rio abajo, dejando libre la region
de acceso a EGR1 para su autorregulacion. Estkadisalemuestra la importancia que presenta
el remodelamiento de la cromatina en la reguladeéia transcripcion. Los remodeladores BRM
y BRG1 se encuentran presentes en el nucleosomachaiidoEgrl se halla inactivo, sin
embargo cuando el gen es activado con TPA 15 nfRM Bibandona el nucleosoma y BRG1
aumenta. Los nucleosomas N-2 y N-1 se encuentetiiaalos en H3K9, cuando el g&grl es

activado con TPA 30 min, mientras que el nucleoshiih se encuentra trimetilado.

Los programas bioinformaticos para prediccion dedsicion nucleosomal NXSensor, NuPop y
NuScore, en este caso, no fueron asertivos a ad®predecir la posicion de los nucleosomas
del promotor proximal y al inicio de la region tsanbible deEgrl (N-2, N-1, N+1), en
comparacion a las posiciones identificadas expetiahmente. Por ello se hace patente la
necesidad de disefiar nuevos programas bioinforosatizie permitan predecir con mayor
exactitud la zona del ADN que forma parte de unleasoma. La posicidn experimental del
nucleosoma +1 concuerda con la contenida en lademdatos GEO, la posicion del nucleosomas

N-2 concuerda parcialmente, mientras que la reggmucleosoma N-1 no concuerda.



Il. SUMMARY

The transcription process carried out by the RNAymerase Il involves joining, initiation,
elongation and termination of transcription. Fanscription to take place, the chromatin must be
first remodeled by remodelers, which by using tmergy of ATP can move, remove or
restructure nucleosomes and thereby allowing tleesscto thecis elements, which bind to
transcription complexes. There are also acetylfeaases and methyltransferases that regulate
the transcription of a gene by adding an acetya anethyl group (respectively) of the tail of
octamero histones. Usually a mark of histone aatonl is associated with gene activation,
whereas methylation mark may be related to eithBvation or repression. These modifications
do not alter the sequence of the genes affectieig éxpression and are called "epigenetic". The
processes that occur at the level of chromatint,ighi®@ say in individual nucleosomes at the time
of transcription, in general, are scarcely studiaithough the structure an position of
nucleosomas are tne ultime responsible for thelaign of gene transcription. The transcription

of geneEgrl takes place within minutes of the activation signa

Its product, the EGR1 protein is involved in growdifferentiation and cell death. Therefore, an
abnormal functioning of the gene may cause a latgaber of diseases, including cancer. The
changes occurring in individual nucleosomas ofEgel gene upon activation are not unknown.
In this context, the present work was first aimetha study of the position of nucleosomes in the
proximal promoter and the 3’ end of the transcribegion. The study has been conducted by
extracting mononucleosomes and quantifying theimdiance at different positions by gPCR in
control and TPA-induced cells. The presence of BRGd BRM remodelers as well as that of
histone acetyltransferases and methyltransferaassstudied by the Nu-ChIP technique. Finally,
we studied the, changes in the acetylation ancethgtation of H3K9 in each of the nucleosomes
identified. In addition we compared the experimemasitions of nucleosomes, with the
predictions given by the programs NXSensor, NuPwmgp muScore, and checked their position

with the data shown in the database of nucleosamid® genome of mouse liver.



The results indicated that nucleosome N-2 is dédichbetween amplicons centered at -666 and -
370, nucleosome N-1 is localized, between -307 -42& amplicons and N+1 nucleosome is
found between -69 and +305. In the region occumgdnucleosomes N-2, N-1 and N+1
protection to MNase decreases after induction WA for 30 min. The nucleosome N-2, also
slides 50 bp downstream, leaving free access tdiging site of EGR1 for self-regulation.
These results demonstrate the importance of chiomanhodeling in transcriptional regulation.
BRG1 and BRM remodelers are present in the nucteedd +1 in untranscribed Egrl, but when
the gene is activated with TPA for 15 min, BRM leawhe nucleosome while BRG1 is further
recruited. Nucleosomes N-2 and N-1 are acetylateH3K9, in the active gene, while the N +1

nucleosome is trimethylated.

The results of applying the bioinformatic prograXSensor, NuScore and NuPop for
prediction of nucleosome position do not agree whin experimentally identified positions of
Egrl N-2, N -1, N+1. The need to develop new Wamatic programs to predict more
accurately the sequences of DNA included in a rmsdme became evident from the present
studies. The experimental position of nucleosomé Ngrees with the data of the GEO database
for mouse liver nucleosomes, but the region of @ombmes N-1 not agrees and Ip&ttially

agrees.



1. INTRODUCCION

En las células eucariotas el ADN se encuestnpaquetado de forma compacta. El primer
nivel de empaquetamiento corresponde a una partierdominada nucleosoma, que se encuentra
formada por un octamero de histonas (H2A, H2B, HBY, enrolladas por 147 pares de bases de
ADN gendmico. Los nucleosomas se organizan entnagta formar el cromosoma. Este sistema
de almacenamiento de la informacion genética egrde importancia en la regulacion de la
expresion de los genes. Hasta hace algunos aftweygeque la informacion se heredaba solo en
la secuencia nucleotidica denominada en su conjiggnoma” y que las alteraciones en la
expresion sélo se debian a cambios en los nudctsdtigntro de la secuencia, denominadas
“mutaciones”. Hoy se sabe que, ademas de estosiagn@xisten factores que no alteran la
secuencia de los genes, pero que afectan su expresidiendo ser estables y heredados en la
division celular e incluso de una generacion a. &taonjunto de estos factores constituyen los

denominados “cambios epigenéticos”.

La Epigenética es una ciencia que estudianfagificaciones quimicas que afectan la
estructura de las proteinas, del ADN y en ultinrmbdo de la cromatina. Estas modificaciones
ocurren de forma normal en la célula y permitenulay procesos como el desarrollo
embrionario, la inactivacion del cromosoma X, esmlazamiento nucleosomal, la expresion
génica, entre otros. Entre los cambios epigenétitas investigados se encuentran la metilacion
del ADN y las modificaciones de histonas. Estasnalsé suelen ocurrir en la cola N-terminal de
las histonas y son originadas por la incorpora@éngrupos quimicos que no se encuentran
formando parte de la estructura proteica nativep pee pueden llegar a afectar la interaccion
nucleosoma-nucleosoma o ADN-histonas, ya sea caohbi carga eléctrica o por interaccion
con otros factores, originando una represion o/acitbn de la transcripcion. El funcionamiento
anormal de la maquinaria epigenética de la céllsa graves dafos y a distintos niveles en un

organismo, como por ejemplo, el cancer surge muebess como consecuencia de alteraciones



epigenéticas. Por esto, el conocimiento del “epgaai puede permitir comprender el origen de

multiples enfermedades y generar alternativas @ardatirlas.

El genEgrl del inglés &arly growth response” pertenece a los genes de respuesta celular
inmediata, y se activa rapidamente via una castadsfalizacidon unos pocos minutos después
de recibir un estimulo. EI mecanismo de activagida cascada de sefializacién por los cuales
modifican su expresion varia de acurdo al estimubgproducto del geregrl es la proteina
EGR1, la cual es responsable de la regulacion digpied procesos celulares relacionados con la
diferenciacion, crecimiento celular y apoptosis; jpoque el gen se encuentra involucrado en el

desarrollo de una gran variedad de enfermedades.

Los elementosis que regulan &grl se encuentran descritos, sin embargo la mayoe part
estos estudios se realizan sin tener en cuentgydémiaacion nucleosomal de la cromatina, que
podria regular el acceso real a estos elementesmomotor deegrl. Los cambios que ocurren
a nivel de nucleosomas en el gégrl ain no han sido descritos, por lo que investigar |
cambios epigenéticos en nucleosomas particularesluicrados en la regulacion de la expresion
del gen podria aportar un conocimiento basico isginelible a la hora de fijar dianas para
posibles tratamientos de enfermedades relacionemagroliferacion celular. Para realizar la
presente investigacion se ha escogido la lineaepitiga de células hepatociticas de raton
(MLP29).



2. REVISION BIBLIOGRAFICA

2.1 Mecanismo y regulacion de la transcripcion

Como es bien sabido, el material genéticoodeelucariotas esta constituido por ADN. En
altimo término, la informacion genética se emplasapdirigir la sintesis de proteinas, elementos
estructurales y funcionales fundamentales en landiica celular. La hipétesis de Crick de que la
informacion genética fluye desde el ADN hasta lagginas a través del ARN, conocida como el
“dogma central de la Biologia Molecular”, abrid userie fructifera de investigaciones, que
condujeron a comprender el mecanismo de la trgtsén, el proceso por el que se sintetizan los
diversos ARNs, mensajero, ribosomal y de transtéagnasi como el mecanismo de la
traduccion. En este ultimo proceso, la informaci@piada en el ARN mensajero, dirige la
biosintesis de proteinas, que tiene lugar en lbmsomas, en la que los aminoacidos se adaptan a

su lugar concreto gracias a la funcion de los ARNrdnsferencia.

Los genes son las unidades de informaciontiganéunque dar una definicion mas precisa
constituye una tarea nada facil. A la idea inid@lque un gen codificaba un caracter fenotipico,
sucedié la concepcidon de Beadle y Tatum, segundbun gen contenia la informacién necesaria
para la sintesis de una enzima o, si se quier@ndecadena polipeptidica. Esta concepcion,
esquematizada mediante el conocido aforismo “un gea enzima” se comenzé a desvanecer
como consecuencia del descubrimiento de que alggeass podian codificar mas de una
proteina a través de varios caminos, entre los dpstacan los diferentes mecanismos de
procesamiento del ARN mensajero. Pero la secuaanide genomas eucarioticos, entre ellos el
humano, arrinconé definitivamente la idea de Begdlatum. El nUmero de genes humanos ha
resultado ser considerablemente menor que el deipas presentes en una célula, de modo que
se ha comprendido que el hecho de que un gen qoelifiarias proteinas es algo relativamente

comun.



Un gen eucaridtico tipico se compone de ugmecodificante, que contiene la informacién
para la sintesis de una o varias proteinas, unénreguada en 5’, que contiene el promotor, o
lugar donde se inicia la transcripcion (fig. 1). BEhextremo 3’ se encuentra otra region de
terminacion de la transcripcion, a menudo dotadabitan de propiedades reguladoras. El
promotor comprende ademas muchas secuencias remagade la transcripcion. Es también
frecuente la existencia de regiones reguladordalels situadas, a veces, a varias kilobases de
distancia de la region reguladora. Finalmente, dueey destacar que en la region codificante, las
secuencias propiamente codificantes, los exonesn&gentran interrumpidas casi siempre por
otras regiones, los intrones, que, aunque se tibaagara dar un precursor del ARN mensajero,
se pierden de ordinario en el procesamiento dek¢réo primario antes de dar lugar al ARN
mensajero maduro. Precisamente, los diversos ma@lpsocesamiento son la causa fundamental
de que de un Unico gen se puedan obtener divers@snas.

(Gen eucarionts
ATCG.. M. GCCTCTATATGTCA. M | CeAGAGA..N _ -
r . w . :
Intron Exon
\ . T | J
Fagion 3° Fepion codificants Fagion 3°

Figura 1. Organizacion de un gen eucarionte tipico.

La regién promotora de un gen estructural robemten gran medida la transcripcion del
mismo, ya que en esta zona se encuentran los deadosi elementass, secuencias especificas
del ADN por donde se acopla e interactia una geaiedad de factores, elementos trans, que
representan un conjunto de sefiales de regulacidre Bs elementosis se encuentra la region
por donde se ensamblan la ARN polimerasa |l y datofes generales de transcripcion, TFIIA,
TFIID, TFIE, TFIIF y TFIIH, asi como los coactivares (por ej. el complejo mediador). En
muchos genes, pero no en todos, esta region esnlandnada caja TATA, por la presencia
habitual de esa secuencia en el elemento. Por patrge, los promotores contienen otras

secuenciasis, especificas de cada gen o de un numero restoimgidjenes, por las que se unen



otros factores especificos que actlian como actieadw inhibidores de la transcripcion, dando
lugar a un complejo entramado de interacciones apmeluce a una transcripcion altamente
regulada.

La ARN polimerasa Il es una enzima altament@servada en estructura, funcion y
mecanismo de accion. Posee 12 subunidades, elaselalsubunidad de mayor tamafio (RBP1)
posee una cola carboxilo-terminal (CTD) de sieténaétidos que se repite numerosas veces
(hay 52 repeticiones en humanos) y se encuenteaaip del cuerpo principal de la enzima. La
fosforilacion de esta cola por TFIIH, es la sef@uerida para que la polimerasa abandone el
promotor y comience la transcripcion (Nelson y C2006).

El proceso de transcripcion que realiza la ARINII comprende la unidn, inicio, elongacién y
terminacion de la transcripcion. Los procesos dérue inicio de la transcripcion se llevan a
cabo en la region promotora. De forma resumidausele decir que en los genes que poseen caja
TATA se comienza a formar un complejo cuando lagina de union a TATA (TBP) se une a
ésta. Posteriormente el factor de transcripcioriB'BE une a TBP y también al ADN (a ambos
lados de TBP), luego se une TFIIA estabilizanda@ahplejo, aunque su participacién no es
esencial. A continuacion se une el complejo TFIIRYARN polimerasa 1l (TFIIF contribuye
dirigiendo a la ARN polimerasa Il hacia su promyitéinalmente se unen TFIIE y TFIIH y de
esta manera se completa el complejo cerrado. Tieh¢ actividad ADN helicasa que promueve
el desenrollamiento del ADN cerca del sitio deimi@nr), creandose asi el complejo abierto y
finalizando el proceso de unién. El proceso ddorde la transcripcion se realiza por la actividad
quinasa de TFIIH que junto al complejo del factgodsitivo de elongacién de la transcripcion
(pTEFbD), del cual es parte CDK9, fosforilan la cGlED de la subunidad RBP1 de la ARN pol I,
lo que hace que la enzima abandone el promotomyetwe la transcripcion. (Nelson y Cox,
2006)

La region codificante de un gen comienza emielo de la transcripcion a ARNm, en la
posicién +1, +2 o +3, dependiendo del marco deutacabierto. Después de que la ARN pol II

abandone el promotor del gen comienza el procesdomgacion. El TFIIF permanece asociado



a la ARN pol Il durante toda la elongacion. La aocile la ARN pol Il se ve potenciada por los
factores de elongacion, que suprimen las pausamntduta transcripcionPara sintetizar una
hebra de ARN, la enzima ARN pol Il necesita un raalé ADN, los cuatro ribonucleésidos 5°-
trifosfato (ATP, GTP, UTP y CTP) y el co-factor @matico Mdf*. Cataliza la adicién de
ribonucledtidos al extremo 3"-hidroxilo (que acté@mo nucledfilo) de la cadena de ARN
sintetizada en direccion 5- 3, de acuerdo a Ilguta (siguiendo las interacciones de
apareamiento de las bases nitrogenadas, en lagaauAe a U, T, yestosa A, yCaGyGaC)
determinada en la hebra molde de ADN, la cual esada en direccion 3°-5" durante la fase de
elongacion de la transcripcion. Al principio deaefdse, el extremo en crecimiento de la nueva
cadena de ARN se aparea temporalmente con el ADNenformando una cadena hibrida de
aprox. 8 pb, que durante el avance de la ARN p¢jue mantiene desenrollado el ADN unas
pocas pares de bases mientras realiza la transose va despegando gradualmente para que
el ADN vya transcrito se vuelva a hibridar con sbraecomplementariaZComo se ha apuntado
antes, la region codificante de un gen se encuentrgpuesta de intrones y exones. Los intrones
son segmentos intercalados de ADN que ordinariaamamtcodifican aminoacidos y se eliminan
del ARN en el proceso de corte y empalme para tencibn del ARN maduro. Los exones son
las secuencias del gen que codifican aminoacidosurkE gen eucariota tipico existe mayor
porcentaje de intrones que de exones (Nelson y ZH4).

La region 3’corresponde a la zona en la ceaastérmino al gen. En esta region finaliza la
transcripcion, la polimerasa es liberada y el AR&hsajero se libera. EI mecanismo involucrado
en este proceso en eucariotas, aln no se encuamialetamente descrito, pero el fin de la
sintesis del ARN est& indicado por secuencias #&@e; en las que se repite una secuencia de
pares de bases en la hebra molde. Una vez sidtetelaARN (en esta etapa se denomina
transcrito primario) pasa por un proceso de madumaen el que se somete a corte y empalme,
en el cual los intrones son eliminados y los exa®sinen formando una secuencia continua.
También se modifica en ambos extremos. En el extrBmse afiade un residuo modificado
denominado casquete y en el extremo 3" se afiadee 80 y 250 residuos de adenina,
denominados “cola de poli(A)”. EI ARN mensajeradiisale al citoplasma, se une a los ribsomas
y en ellos se traduce a polipéptido. (Nelson y QX6).
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Como se ha descrito anteriormente la estructuraA@M determina en gran medida la
obtencion de un polipéptido. Por ello, los mecaonsnmvolucrados en la transcripcion y
traduccion son de suma importancia, siendo en altitetancia los que determinan, no solo que
la obtencién del polipéptido se lleve a cabo caamente, sino también el tipo de polipéptido y
la cantidad del mismo. Pero, como se mencionardaghéante, para que la transcripcion se lleve
a cabo, en primer lugar la cromatina debe ser retadd, proceso en el cual se desplazan
algunos nucleosomas. Ademas la estructura del ormiea y los cambios epigenéticos en las

histonas también cumplen un papel importante eegalacién de la expresion.

2.2  Epigenética

Epigenética es un término acufiado hace aloedbxl70 afios por Conrad Waddington, que la
defini6 como “la rama de la Biologia que estudmifderacciones causales entre lIos genes y su
entorno que conducen a la existencia del fenoti@dmo esas interacciones modifican la
estructura del material genético sin producir casien la secuencia del ADN, alternativamente
se suele definir la Epigenética como “el estudiola®e cambios, hereditarios o al menos
potencialmente heredables, experimentados por &rimagenético y no debidos a alteraciones
en la secuencia del ADN” (Jiang et al., 2004). @nhdfios 70 ya se sabia que los mecanismos de
regulacién de la actividad génica estan relaciosado los cambios estructurales de la cromatina
(proceso epigenético) y se comenzaba a discutiesalbpapel regulador de las histonas en la
expresion geénica (Khesin y Leibovich, 1976). En1LB8aun postulé un modelo epigenético para
el origen del cancer, poniendo de manifiesto quepigenética no solo afectaba a invertebrados y
plantas, sino también a mamiferos, mencionando aslesm caracter heredable. Posteriormente
en 1987 Edelman plantea la existencia de “normpigjeaéticas que se encuentran regulando la
expresion de moléculas de adhesion celular y sedidka epigenética como un mecanismo
evolutivo que regula procesos como la diferencracé movimiento y la muerte celular. Ese
mismo afio Holliday postula que los carcinégenosdpneactuar mediante la alteracion de los

patrones epigenéticos normales alterando la aativgEnica en células especializadas y por lo
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tanto pueden producir fenotipos aberrantes hereztéHolliday 1987). A partir de los afios 90,
la epigenética resurgidé como una ciencia novedosdeeesante para el estudio de todos los
procesos celulares y en todos los organismos, sfeadcharomyces cerevisjdgrosophilag Mus

musculusg/ Arabidopsidos modelos de estudio mas empleados (Inglis ZD0iefsbol, 2011).

Uno de los factores que ha contribuido a Ipaesion de la Epigenética ha sido la
secuenciacion de numerosos genomas. Como consecuaenestos estudios, se comprobd que
en organismos superiores el nimero de genes esrrenio que se estimaba a partir de la
variedad de proteinas y de funciones celularesiopgue hubo que buscar mecanismos causantes
de dicha variedad, compatibles con una informagEmética mas simple de lo esperado. Lo que
encuadra a una determinada célula dentro de urcéjutar es su proteoma, el conjunto de sus
proteinas constituyentes, que, a su vez, vienerdigi@do por su transcriptoma, es decir, por el
conjunto de los ARN mensajeros caracteristicossdecélula. Y son, en definitiva, los factores
epigenéticos los que hacen posible que, teniendmigho genoma todas las células de un
organismo humano —con la evidente excepcion delildecitos B y T—, tengan un

transcriptoma y un proteoma especificos del tipoepertenecen.

Los factores epigenéticos son numerosos, siegdmas estudiados la metilacion del ADN y
las modificaciones de histonas. En los ultimos dférs cobrado especial interés los micro ARN
y el ARN de interferencia (Rivera y Bennett, 2018).se tiene en cuenta que el ADN gendémico
se encuentra en un entorno definido por la estracte la cromatina, el genotipo puede dar lugar
al fenotipo solamente a través del epigenotipo.eBie sentido, los estudios epigenéticos son
también susceptibles de aproximaciones “O6micas”,qe ha dado origen al neologismo
“epigenomica”, y se propone, ademas, la creaciorumeproyecto denominado epigenoma
humano, ya que la epigenética podria proveer tanmcion necesaria para el esclarecimiento,
diagnostico y tratamiento contra numerosas enfeswesl y patologias humanas. Ya existen
bases de datos para almacenar la informacion @¢ces por ejemplo la NCBI (National Center
for Biotechnology Information) posee una base desldenominada “Epigenomics”, en la cual
se recopila la informacion sobre mecanismos deogepmacion nuclear, control de la expresion
génica y enfermedades ligadas a los cambios epigené
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2.3  Estructuray funcion de la cromatina

En los procariontes, el ADN no se encuentrapietamente desnudo y el problema que
surgiria en la célula por las dimensiones que akagxtendido, se soluciona mediante el
empaquetamiento, por asociaciones dindmicas e ablest de proteinas estructurales y
reguladoras (HU, IHF, H1 y P) que interactian ebADN formando el nucleoide. En células
eucariotas el ADN interacciona con una gran vadedie proteinas enrolldndose vy
condensandose hasta formar el cromosoma. Los sividleempaquetamiento hasta formar el
cromosoma, comienzan cuando la doble hélice de ABdhudo de 2 nm se enrolla en casi dos
vueltas alrededor del octdmero (ocho moléculashid®nas. La estructura del octamero se
conoce gracias al trabajo del grupo de Moudrianékients et al., 1991), conteniendo dos
subunidades de cada una de las histonas H2A, H2By H4. Esta estructura de ADN mas
histonas, se denomina nucleosoma (fig. 2) y posatiametro de 11 nm. El modelo nucleosomal

para la estructura de la cromatina fue propuesti&Kpmberg en 1974.

Figura 2. Estructura del nucleosoma. Un octamero de histgH2A, H2B, H3 y H4) rodeado
por casi 2 vueltas de ADN. Cristalografia 3AV1 kzada con el programa PyMOL y extraida
desde “Protein Data Bank” (http://www.rcsb.org/gaimhe/home.do).
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La longitud de ADN ocupada por un nucleosomagroximadamente 200 pares de bases
(pb), de los cuales 147 estan fuertemente unidosidéo de histonas y el resto sirve de union
entre los nucleosomas. Posteriormente los nucleasogue contienen adherida la histona H1 se
empagquetan de forma compacta y ordenadas formaraesiructura de 6 a 7 nucleosomas por
vuelta denominada fibra de cromatina que poseahametro de 30 nm. La fibra de cromatina se
enrolla para compactar aun mas el ADN, pero logiamges niveles de empaquetamiento no se
encuentran completamente definidos y podrian cand@auna célula a otra y de un tejido u
organismo a otro. Sin embargo un esquema genegarsujue la fibra de cromatina se enrolla
en si misma y forma un bucle de entre 20000 pb08d® pb y que este continta enrollandose
hasta 6 veces formando una roseta que en su miEsi@iene una estructura denominada
armazon nuclear, las rosetas se envuelven pardanénte formar el cromosoma metafasico de
1.400 nm (fig. 3]Nelson y Cox, 2006)

) __-j'f' {% Ammazén
il Octamero de ADN
: %-%; A Histonas L
S 2 s i
7 ‘& s
Doz cromatidas Una vuelta Unaroseta Un bucle Fibra de Nucleosoma
{10 vpeltas cada vna) {30 rosetas) (6 bucles) (75 000 pb) 30nm

Figura 3. Niveles de empaquetamiento del ADN en célulasamoates. Modificado desde
Nelson y Cox (2006).

La estructura tipica de cada cromosoma se patemte en la célula solo durante la mitosis,
por lo que en la mayor parte el ciclo vital dedéhkilas eucaritticas (interfase y células en G0) no
se distinguen los cromosomas, por esto la cromdgba desenrollarse, adoptando una estructura
amorfa y dispersandose en diversas regiones ddemupara permitir el acceso de los
mecanismos celulares al ADN (&i al, 2004; Nelson y Cox, 2006).
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La estructura de la cromatina cumple funcicesEnciales, no solo por el empaquetamiento y
proteccion del ADN, sino también en la preservadéra informacién genética y el control de la
expresion de los genes, formando el andamio depflosesos nucleares fundamentales. Las
células han desarrollado mecanismos que alterasttactura de la cromatina, entre los que se
incluyen la movilizacion nucleosomal ATP dependiefitemodelacion de la cromatina) y la
modificacion post-translacional de las histonas queeden ocasionar modificacion en la
cromatina. En efecto, las modificaciones de higpea particular la acetilacién, pueden alterar
las interacciones entre nucleosomas o entre einectade histonas y el ADN. Por otro lado, las
marcas epigenéticas pueden actuar como sefalesrgrdungar otros factores que alteren la
estructura de la cromatina, conduciendo a estagwesivos o permisivos de la transcripcion (Li
et al., 2004, Young y Kirchmaier, 2011).

En la cromatina se pueden distinguir dos eweistructurales distintos, una forma condensada
gue por lo general reprime todas las funcionesAd®\, denominada heterocromatina y una
forma mas descondensada, que proporciona el entterlos procesos funcionales del ADN,
llamada eucromatina. Las regiones heterocromaticamstitutivas, que contienen
fundamentalmente ADN repetitivo, incluyendo seciesicsatélite repetidas en tandem vy
secuencias relacionadas con transposones y refspge encuentran casi desprovistas de genes.
La heterocromatina facultativa es aquella en lasguencuentran todos aquellos genes que no se
expresan en el tipo celular considerado. Esta argeidn diferencial de la cromatina se debe por
un lado a la composicion del ADN y por otro a lagdificaciones que suelen poseer las histonas
en su secuencia aminoacidica que ocasionan laviaedi de genes en zonas eucromaticas, un
ejemplo es la inactivacion del cromosoma X en mam§, que en su estado condensado da

origen al corpusculo de Barr (Dillon, 2004).

2.3.1 Complejos remodeladores de la cromatina. Los complejos remodeladores son
aquellos que utilizan la energia de la hidrélised ATP para mover, desplazar, expulsar o
reestructurar nucleosomas dentro de la cromatimralopque son necesarios para empaquetar el

genoma completo tras la replicacion y para desnm@brrectamente los nucleosomas antes de la
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siguiente replicacién. Ademas los remodeladoreditam proporcionan accesibilidad regulada a
las regiones del ADN empaquetado y de esta mdaermaaquinaria transcripcional puede
acceder a los genes que se han de transcribir i€ClgpCairns, 2009; Piattet al, 2011).
Actualmente se conocen cuatro familias de complegmsodeladores de la cromatina, cuyos
miembros comparten la afinidad por el nucleosomaidios que reconocen las modificaciones
covalente de las histonas y un dominio ATPasa aifmjjue utiliza la energia de la hidrdlisis del
ATP proporsionando la energia necesaria para altsaontactos entre las histonas y el ADN.
También comparten dominios de interaccion con girageinas, pero difieren en los dominios de
las regiones flanqueantes, permitiendo su espeatadn en distintos contextos biologicos y
diferenciando a las cuatro familias (cuadro 1): 8NF, ISWI, CHD, INO80 (Bao y Shen, 2007;
Clapier y Cairns, 2009).

Cuadro 1. Familias de remodeladores y sus miembros prirespa&n la especie humana.
Adaptado de Bao y Shen (2007) y de Clapier y Ga{2009).

Familia v Familiz v
{:anﬂii{;lﬁd.‘l Humano COMpPOsicion Humano
Complajo BAF PEAF oS Comglsio RIRCT SRCAP TTRRAT Tinon ]
SWIY ATPzz= RERM or BRG1 BRGI ATPazz blnckd SRCAP paca
SNF Teypunigzdes | BAFZSNROSAL Subunidzdes RUVBLL 2Tip48ab
homoloess BAFIE0 h\'.ﬂ}:\]\'.\‘__'ii BAF33a
o catlitices HAF200 o catalitices Arp 8 Arph | Actin
BAFI55, BAFITD GASI
BAFG0abo ¢ hlesl.6
RSNFS/BAFA7/INI DMIAR
BAFST YL-1
BAFS3ao b BrdB TRC/p120
Peactim HXAL HIB
Comglsjo | NURF CHRAC | ACF fnF-HITL) i
Wl s SNF2L SNEZHT TRRAT
Subunidsdes | BPTF hACFI/WCRF180 x::f?-:
homologzs BCHRACLT -
oo cetativicss RCHRALCLS MRGX
RbApds o 48 FLJI I.'-‘ 1]
MRGEP
Comgplsjo CHIM Nully PO
CHD ¥ TPeee CHD Mi-ZCHDS, EPCike
Mi-2RCHD ING3
Subunidadas MBD3
homologzs MTAILZ3
no catzliticzs HDACL2
RhApds o 48
[
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Los remodeladores BRM y BRG1, pertenecientés familia SWI/SNF, pueden regular la
transcripcion ya sea positiva o negativamente d#ipedo del promotor del gen sobre el cual
actuen. Por ejemplo en el caso del garl, en el que se centra este trabajo, BRM regula
negativamente la expresion del gen, mientras quéBparece estar presente cuakapl se
expresa (Sakurai et al, 2011).

2.3.2 Mecanismo de remodelacion de la cromatinaEl mecanismo de remodelacion varia
segun la forma en la que la hidrélisis de ATP altarinteraccion de las histonas con el ADN y
segun este proceso se utiliza apropiadamente padificar la estructura y posicion del
nucleosoma. El modelo mas reciente explica queaglego comienza cuando el remodelador se
ancla al nucleosoma y el dominio ATPasa responsi#dldesplazamiento se une al ADN a dos

vueltas de su eje diadico (eje de simetria psendah).

En la figura 4 se describe éste modelo, exsteldo 1 el remodelador se encuentra anclado al
nucleosoma con su dominio ATPasa permaneciendd ernedor del octdmero de histonas y
desde alli lleva a cabo el desplazamiento direatidel ADN. En el estado 2, mediante la
alteracion de interacciones que cambian la afini@dl-Histonas y de esta manera transportan
el ADN hacia la diada ocasionando la formacion debucle transitorio de ADN, luego el
dominio Tr desplaza el ADN y un dominio DBD empajaADN y propaga el bucle en direccion
a la diada, como se muestra en el estado 3. Etagl@e4 el dominio DBD del remodelador libera
una region del ADN y vuelve a enlazar otra, parsapauevamente al estado 1. (Clapier y
Cairns 2009).
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Modelo de movimiento del ADN
en la remodelacion

Cambio
cunfurmaciuuab
Estado 1 -\ DBD _ Estado 4

@

Liberacion
v reenlace

Nuevo ciclo de

@ remodelacion ;
| Ejedela
ADN o000 0@
ADN despues de pasar Propagacién del
Formacon dal por €l eje de la diada bucle de ADN
bucle de ADN en la segunda

mitad del nucleosoma

Estado 2 Estado 3

Propagacion del
bucle de ADN
- _l*-

Traslocacion
de ADN

Figura 4. Mecanismos de remodelacion de la cromatinayvaédrdel desplazamiento de ADN en
el nucleosoma, separado en estados 1, 2, 3 ydrarigodificada de Clapier y Cairns (2009).

Este modelo requiere la interrupcion del cctotalel ADN con una o dos histonas a la vez y
se desconoce el tamafio de los bucles que se fqranariograr el desplazamiento, pudiendo ser
de 1pb a 100pb. También existen pruebas de quiedecinalidad del desplazamiento puede
cambiar, pero no se conocen los mecanismos implcddh aspecto importante en el estudio de
los mecanismos de remodelacién es el modo en quegata la formacion del bucle de ADN,

puesto que de ello dependen los diferentes resgltade se pueden obtener en la remodelacion
de la cromatina (Clapier y Cairns 2009).
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2.4  Caodigo de histonas

Las histonas H2A, H2B, H3 y H4 se encuentnareleinterior del nucleosoma formando un
octamero, se sabe que estas proteinas puedenmaflificaciones, se han identificado por lo
menos 60 residuos diferentes donde se han detectadificaciones de histonas y es probable
gue este numero este subestimado, el desarrohoaleas técnicas sin duda ayudan a identificar
nuevas modificaciones en los residuos. Hay hadecha, por lo menos ocho tipos diferentes de
modificacion de histonas, los cuales son acetifgcietilacion, fosforilacion, ubiquitinacion,
sumoilacién, ADP ribosilacion, deiminacion y prairsomerizacion (cuadro 2). Se cree que estas
modificaciones tienen como funcion regular dos msraos, que son la interaccidén ndcleosoma-
ndacleosoma y la interaccion ADN-histonas, los cuidienen lugar mediante la adicion de las
entidades fisicas que no cambia la carga de lgmnhs, como por ejemplo la de un grupo metilo,
o cambiando la carga de las histonas, como ensa da la adicion de un grupo acetilo
(Kouzarides, 2007a).

Cuadro 2. Modificaciones identificadas en histonas, loaidn y funcion. Extraido desde
Kouzarides (2007a).

Modificacion Residuo Funcién

Acetilacion K-ac Transenipeidn, reparacidn, replicacion, condensacidn
Metilacion (lisina) K- mel, me2, me3 Transcopcion, reparacion

Metilacion {argimina) E-mel, me2a me2s | Transcopcion

Fosforilacion S-ph T-ph Transcripcidn, reparacion, condensacion
Ubiquitinacion K-ub Transcopcion, reparacion

Sumoilacion K-su Transcopcion

ADP nbosilacion E-ar Transcripcion

Deiminacion E>Cit Transcopcion

Prolina isomerizacion P-cis > P-trans Transcopcion

Diferentes marcas podrian presentar un sigo agdoplamiento para reclutar proteinas

especificas que podrian generar resultados ceduldistintos. Ademas numerosos informes
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plantean la posibilidad de que todas estas modifinas son combinatorias e interdependientes,
formando el llamado “cédigo de histonas”. Strallliys propusieron el afio 2000 la hipotesis del
“codigo de histonas”, planteando que las multiphescas observadas en las colas de las histonas
podrian ampliar la lectura de las vias de sefiafima@o arriba, provocando cambios en densidad
de cargas que conducen a grandes cambios endatestrde la cromatina de los genes diana, en
especial los de respuesta inmediata. Segun estoddi$icaciones en las colas de las histonas no
son eventos azarosos, tienen un proposito detedmilyaexisten enzimas y otros factores
especificos que actian en cada modificacion (Allisl, 2007). En la figura 5 se indican las
modificaciones conocidas que sufren las colas destana H3 y las enzimas que pueden estar

implicadas en estas modificaciones, sefialadasacondva nomenclatura.

[CARM1
PAMTE (AC) | Acetilacion
E’ADI " F'Rl\i_ﬁ b | Desacetilacion
[HASPIN Emﬂg [h KmT3A Metilacion
- h KMT3E
h KMT2A h KMT1C h KMT3C b= | Desmetilacién
h KMT2B h KMT1D Sc KMTa
n KMT2G h KMT1E Sp KMTS Cit) | Deiminacion
h KMT2D h KMT1F P 3 el i
h KMT2E h KMTS —h_KATEA (s | Isomerizacidn
h KMT2F Sp KMT1 h KATZ2B P} | Fosforilacion
h KMT2G o KMT1 . Se KAT? =
h KMTZH FrTeaTa :: E:}'Zg Sp KAT2 UL} | Ubiguitinacion
h KMT7 i ATEE h KAT2B d KAT2
S0 KMT2 Sc KAT2 Se KAT2 —
Sp KMT2 Sp KAT? |Sp KAT2 h KDM2A
d KMT2A R e :;\%A - i KDM2B
- | Sc KDM2
itz hKarss [CARM! h KDN4A
|d KAT3 h KAT2A h KDM4B
:Egmg |h KATBA i KAT2B h KDM4G
h KDMA4C h KAT&B Sc KATZ Sc KDM4
h KOMA4D |Sc KATE Sp KATZ CARM1
5o KDM4 |Sp KATE d KAT2 T RMTE Sc FPR4
h KDM3A ey R ARIA d KMT6 Sc KAT11
b KOMZB h KAT10 h KAT2B
|5e KAT10 d KAT3 M K1 n KMT4
AurcraB h KAT2 h KAT12 MSK2 sc FPR4 E;: KMT4
| @
ci (P QDAL (P WAt |o ap (s 5 @
AFITKQTAFIKSTGGKAPRKQLATKAAHKSAPATGGVKKP K.K-H3
2 3 4 26 27 2 56 79
9

Figura 5. Modificaciones mas comunes en la histona H3 ynesz que las generan. Modificada
desde Kouzarides (2007b). Ver nomenclatura en ahexo
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2.5 Metilacion y Desmetilacion

El término metilacion se emplea para descebifenomeno en el que S- adenosilmetionina
(SAM) dona un grupo metilo al carboxilo de los desis glutamato, cisteina y leucina, o en los
atomos de nitrégeno de lisina, arginina e histiddeggando un grupo S-adenosil-lIHomocisteina
(SAH) como resultado. Sin embargo la metilaciémistonas se produce Unicamente en el grupo
amino de los aminoacidos arginina y lisina (fig@a La arginina puede estar mono o di-
metilada, mientras que la lisina puede estar mdno, tri-metilada, en el caso de la lisina este
proceso lo realizan las enzimas lisina metiltrasias (PKMTs), mientas que en arginina lo
realizan las arginina metiltransferasas (PRMTg)eregemente se ha descubierto que también son
capaces de metilar otras proteinas importantes &B8qYostet al, 2011). EI ADN también se

puede encontrar metilado, pero esa modificaciosemé revisada en la presente investigacion.

Mecanismo de Metilacion
A) Metilacion en lisina
R NE; Pmn wa:-.- \.1-1{:, NMes
- s g
S sm ..J... RN

B} Metilacion en arginina

NH; WHEMe

B I‘DT—£ PREMT B? Hh_«

o /—/ *NHy ———= O +NH; R'EN
/ v il Sty NHMe
. SAM  SAH \ L HN
RHN SAl SAH PlEN R HN
(&) + NHMe
T SDMA
RIEN

Figura 6. Mecanismo de metilacion e lisina y arginina. A)iMdodi y tri-metilacion en lisina. B)
Mono y di-metilacion simétrica (tipo Il) y asimétai (tipo 1) de arginina. (Modificado desde Yost
et al, 2011)
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El proceso por el cual se revierte la marcandélacion se conoce como desmetilacion y se
lleva a cabo por las enzimas Histona desmetilteziasfs. Shet al. (2004) identificaron por
primera vez una enzima de este tipo y la llamarismé desmetilasa especifica 1 (LSD1). Hasta
ahora se conocen dos tipos de histonas desmetilasa$amilia presenta el dominio LSD1 y la
otra familia o tipo presenta el dominio JmjC, amifasilias realizan reacciones cataliticas
diferentes (Kouzarides, 2007a). La metilacion rteralla carga de las proteinas y puede estar

relacionada tanto con activacion como con repregéica.

2.5.1 Enzimas metiltransferasas y desmetilasas de histoméLas enzimas que catalizan la
metilacion en histonas son la familia lisina meiisferasas (PKMTs) y la familia arginina
metiltransferasas (PRMTs). Las enzimas que perenecla familia lisina metiltransferasas
pueden afiadir uno (mono), dos (di) o tres (trijpgaumetilo a los residuos lisina de una gran
gama de proteinas, incluyendo las Histonas. Dekd@ce2000 se han identificado mas de 50
proteinas de esta familia en humanos. PKMTs sectesiza por presentar el dominio SET
(Supresor de variegacion, Enlazador de zeste prax}, este dominio divide a la familia en 5
subfamilias nombradas por sus miembros principd®Z; SET1, SET2, SMYD3 y SUV39
(Yostet al 2011). La modificacion del residuo determinaesasoplan los complejos activadores
o represores de la trascripcion, esto depende ahainib de reconocimiento que posee cada
proteina, por ejemplo SUV39 posee un cromodomirse gabe que actia metilando Lisina 9 en
la histona H3 (Selt al, 2010).

La familia de enzimas arginina metiltransfasgsntroducen marcas de mono o di-metilacion
al residuo arginina de las proteinas y dependieteddipo de PRMT que di-metila el residuo
puede se simétrica (un grupo metilo en cada unosidos 4&tomos de N-terminal) o asimétrica
(los dos grupos metilo en el mismo atomo N-termindhsta el momento se han identificado
nueve tipos de PRMTs en humano y se clasificarcipaimente como tipo | y tipo Il. Ambos
tipos catalizan la reaccion de arginina mono-matita (MMA), las enzimas de tipo | (PRMT1,
2, 3, 4, 6 y 8) catalizan la arginina di-metilacegimétrica (ADMA), mientras que las de tipo Il
(PRMTS5, 7 y 9/FBX0O11) originan la di-metilacion sitrica (SDMA) (Yostet al, 2011).
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Las proteinas desmetilasas también se clasifien dos tipos. Las lisina desmetilasas
especificas 1 (LSD1), que requieren nitrogeno prado y por lo tanto solo pueden desmetilar
lisina mono y di-metiladas, catalizando la elimidacde grupos metilo en H3K4 mono y di
metilado, pero no cuando se encuentra en el n@ignssolo cuando forma un complejo con el
represor Co-REST puede desmetilar histonas nucteales. Cuando LSD1 forma un complejo
con el represor androgeno puede desmetilar H3KAbieando la funcion de LSD1 de represor a

co-activador (Bannister y Kouzarides, 2011).

El segundo tipo de desmetilasas se comenzasstudiarse el 2006, al identificar la proteina
desmetilasa tri-metil-lisina (JMJD2), esta protghn@asenta un dominio Jumoniji (JmjC) que tiene
la capacidad de desmetilar residuos trimetiladosocbl3K9 me3 y H3K56 me3, empleando un
mecanismo de catalizador similar al utilizado p&DI1, con Fe (Il) y a-cetoglutarato como co-
factor y un mecanismo de ataque a radicales libMmra se conocen muchas proteinas
desmetilasas (Cuadro 3) y a excepcion de LSD1 tpdasen el dominio Jumonji (Bannister y
Kouzarides, 2011).

Cuadro 3. Enzimas lisina desmetilasas y residuos sobregias actian. Modificado desde
Bannister y Kouzarides (2011).

Desmetilasas de lisina sitio de la modificacion
LSD1/EHC110 H3E4

JHDM1a v b H3E36

JHDM2a v b H3ED

IMID2A MDA A H3EKS H3E36

JIMID2E H3ED

JIMID2C/GASCL H3EKS, H3IE36

JINID2D H3ED
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25.2 Residuos metilados en histonasLas marcas de metilacion en Histonas (Fig. 7)
pueden estar relacionadas con la activacion, etidigeo represion de la expresion génica,

dependiendo del tipo de amino&cido e histona iroratips en la modificacion.

Metilacion de histonas

Mucleozoma

Figura 7. Marcas de metilacion en los residuos de las histdti3 y H4 en nucleosomas. En
color rosa se representan las marcas de metilgci@tindican una activacion transcripcional y en
color azul las marcas de represion. Modificado ddsdliset al, 2007, p195.

Se ha visto que la metilacion en lisina 4 dehistona 3 (H3K4m) se relaciona con la
activacion transcripcional, al igual que H3K36m 8KT¥9m. Mientras que las marcas H3K9m,
H3K27m y H4K20m se asocian con la represion dealastripcion. Ademas se ha visto que la
tri-metilacion de H3K9, es catalizada principalneepbr SUV39 (cuadro 5) (Inglist al, 2007;
Selvi 2010).
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Modificado desde Selat al (2010).

Cuadro 5. Metilacion en histonas, enzimas responsables ncidn de la modificacion.

Modificacion Enzima Funcion
Metilacién de Lisina
H3k4 MLL1-6 Activacidn
SET7-9
H3K? %3, EuHMTasal, ESET | Eeprecion de la transcripcion
SUVIOHI1 Silenciamiento dediado por Bb
Ashl Activacion
RIF1 Beprecion de tumor
H3K27 EFH2 Dezarrollo temprano de célulaz B
Inactivacion del cromosoma X
H3E56 SET2 NED1, SYMD2 Activacion de la transcripcion
H3K 79 DOT1 Activacion de la transcripcion
H3K20 Pr-SET 7/8 Silenciamiento de la transcripcidn
Condensacidon mitotica
Metilacion de Arginina
H3R2 CARMI, PRMT2 Expresion génica
H3E3 PEMTS Reprecidn de 1a transcripcidn
H3E17 CARMI1 Activacion de la transcripcion
H3E26 CAFMI
H4E3 PEMMTI1 Activacion de la transcrincidn
H4E3 PEMTS Beprecion de la transcnpeidn

2.6  Acetilacion y desacetilacion

El término acetilacion describe una reacciéntrdnsferencia de un grupo acetilo funcional
dentro de un compuesto organico. Tanto las prageHistonas, como las no histonas pueden
estar acetiladas. La acetilacion en histonas (H228, H3 y H4) es llevada a cabo por las
enzimas histona acetiltranferasas (HATS) y congstda transferencia de un grupo acetilo del
donante acetil-CoA al grupo amino de los residum$sina en la cola N-terminal. La acetilacion
se correlaciona en general con la activacion trgonal. El proceso contrario por el cual la

marca de acetilacion se elimina del residuo serdareodesacetilacion y es llevada a cabo por las
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enzimas histonas desacetilasas (HDACSs) y se coioaka con la represion transcripcional. Esta
modificacion altera la carga de las proteinas (®tlal, 2010; Bannister y Kouzarides, 2011).

2.6.1 Enzimas acetiltransferasas y desacetilasas de his&s. La reaccion de acetilacion es
catalizada por las enzimas histona acetiltransder@dATs), que se pueden clasificar segun su
estructura en tres familias diferentes, la fan@M&AT, la familia MYST y la familia CBP/p300.

Si bien las proteinas HAT pueden acetilar residleoBsina en las cuatro histonas, las diferentes
familias de enzimas poseen distinta especificidadsuastrato. Al parecer las proteinas HAT
miembros de GNATSs tienen una mayor especificidad paetilar residuos de lisina de H3 como
sustrato principal. Mientras que la superfamilia $MY prefieren como sustrato principal los
residuos de lisina de H4. Finalmente la familia@8&BP se dirige tanto a los residuos de lisina
de H3, como de H4 (Sterner y Berger, 2000; Koueati@007a).

La superfamilia GNATs es muy numerosa y susmbros se encuentran distribuidos en los
distintos tipos de organismos. Esta familia posesro motivos compartidos (A, B, C y D) con
diferente grado de conservacién y que también yechcetiltransferasas no histonas (AT), el
motivo mas conservado es el de reconocimiento §ruaiacetil-CoA en las HAT, siendo GCNS5,
PCAF, Hatl, Elp3 y Hpa2 los miembros mas relevadiedHATs (Bannister y Kouzarides,
2011).

La superfamilia MYST debe su nombre a sus hiesafundadores MOZ, Ybf2/Sas3, Sas2 y
Tip60 y recientemente se han unido MOF, Esal, HBMIORF. Estas enzimas se agrupan por
su similitud de secuencia y por que poseen unamegomologa acetiltransferasa particular
(parte del motivo A de la superfamilia GNAT) queusee a acetil-CoA, ademas de un dominio de
dedos de zinc (C2HC) y un motivo “E-R” (Esal-Rpd@)je son necesarios para el
reconocimiento del sustrato y actividad enzimatitapesar de su semejanza estructural los

miembros de esta familia tienen varias funcionedieersos organismos (Seki al, 2010).
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Las proteinas p300 y CBP también estan coraide en la acetilacidén de las histonas y son el
tercer tipo de HATSs, ya sea actuando juntas o adpar algunos estudios indican que son co-
activadores de la acetilacion preferentemente d& KK15 en H2B, de K8 en H4 y de K5 (y
también K14, K18 y K56) en H3 (Schiltz, 1999; Bastar y Kouzarides, 2011).

Las histonas desacetilasas se agrupan efatndgs llamadas clase |, clase 1l y clase lll, en
general estas familias no parecen mostrar espdefic por desacetilar algun residuo
determinado, aunque se sabe que en levadura la&hidal desacetila H3 y H2B, mientras que
Hos2 actia en H3 y H4 (Kouzarides, 2007a).

2.6.2 Residuos acetilados en histonasEn general la acetilacion en Histonas se asocidacon
activacion de la transcripcion, aunque también rsgestiga su papel en los procesos de
replicacion y reparacion del ADN. Las marcas ddilac@n que se conocen se muestran en la
figura 8 y en el cuadro 6 se menciona las acetfirasas involucradas en la acetilacion de estos
residuos y la funcion asociada a la modificacidmlfs et al, 2007).

Acetilacion de histonas

LJ
Mucleosoma

Figura 8. Marcas de acetilacion en residuos de las histbidasH3 y H2B en un nucleosoma.
Modificado desde Inglist al, 2007, p195.
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Cuadro 6. Acetilacion en histonas, enzimas responsableaungcidn de la modificacion.
Modificado desde Selat al (2010).

Modificacion | Enzima Funcion
H2AKS TIPG0, p300/CEFP, Hatl Activacion de la transcripcion
H3KD SRC1 Beceptor de sefiales
PCAF, p30)/CEP Activacion de la transcripcion
H3K14 TAFI250, p30)/CEP, PCAF TIP60 | Activacion de la transenpeion
H3K13 p300/CEF, PCAF Activacidn de la transcnpeidn
H3K23 CEP Activacion de la transcripcion
H3K 56 p300/CEP Activacion de la transcripcion
H4K3 Hatl, HBOI1, Deposicion de histonas
p300/CEP, ATF2, TIP&) Activacion de la transcipeion
H4ES HEO1, ATF2, TIPSO, PCAF Activacidn de la transcripcion
H4K12 p300/CEP, Hatl, HEO1 Activacion de la transcripcion
HiK16 p300/CEP, PCAF, TIPSO, Mof, ATF2 | Activacion de la transcnpeion
v estructura de la cromatina

2.7 GenEgrl

El genEgrl pertenece a la familia de los genes de respussiiarana de crecimiento (Egr) y
fueron descritos por primera vez en 1987 por Sukbéat al, quienes observan que esta familia
de genes, hasta entonces desconocidos a la coardla “egr” (del inglés Early Growth
Responsg es altamente inducible por diversos mitbgenosiree amplia gama de tipos celulares
(como por ejemplo en hepatoma de rata), se acteanrapidez y de forma transitoria, son
conservados evolutivamente, por lo que dedujeram dgberian jugar un papel clave en el
crecimiento celular, en la regulacion de la proéit@dn celular y tal vez en la oncogénesis, ya
gue compartia las propiedades de c-myc y c-fox@8rgenes conocidos hasta ese momento con
las caracteristicas antes mencionadas). Hoy seqgetbEl gerEgrl, pertenece al tipo de genes
gue se activan con rapidez y de forma transitoemochinados IEGs (genes inmediato
tempranos), por lo que su transcripcion ocurresglicos minutos de su activacion (Poigeal,
2008).
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La familia egr codifica factores transcripates con motivos de union al ADN de dedos de
zinc y esta integrada pé&grl, Egr2(o Krox-20), Egr3 (o Pilot) y Egr4 (o NGFI-C). Entre ellos
presentan un 90% de homologia en el dominio dedaarat Cys2-Hys2. El hecho de que los
cuatro miembros de la familia compartan el sitiouden al ADN sugiere que pueden unirse a
regiones de regulacion ems de al menos un subconjunto de los mismos genem.dlaos
miembros de la familia difieren en el resto de sgusncia, rescatandose pocos dominios
conservados fuera del dominio dedos de zinc (coon@jemplo el dominio de unién al represor
Nab), lo que indica que pueden ser regulados peredites vias y por lo tanto cumplen funciones
diferentes. (Sukhatme, 1990; Bozatral, 2002; Poirieet al, 2008).

Muthukkumaret al. (1995) demostraron quegrl se encuentra involucrado en el control de
crecimiento celular y en apoptosis, posteriorm@tde et al (1997) presentaron evidencia sobre
el papel de&egrl como transactivador del promotor del gen p53 weglo su transcripcion. Hasta
ahora se ha demostrado la importancia del papejuggaEgrl en apoptosis en distintas lineas
celulares, una investigacion reciente realizadaXieret al (2011) demuestra quggrl también
posee un papel importante en la apoptosis en nasirdfuet al. (2004) demostraron quegrl
ademas de apoptosis y crecimiento se encuentrlugmado en la supervivencia celular. También
es importante como modulador de la respuesta innfGidenezet al 2010), en plasticidad

sinaptica y memoria (Poiriet al, 2008) y otros procesos que actualmente se igaesti

Egritambién se conoce com®30045N19RikEgr-1, ETR103(Shimizuet al 1992),Krox-1,
Krox-24, Krox24, NGF1-A NGFI-A NGFIA (DeFranceet al 1993),TIS8(Sakamoteet al, 1991),
Zenk(Mello y Clayton, 1994)Zfp-6 (Darlandet al, 1991),Zif268 (Christy y Nathans, 1989). Se
localiza en el cromosoma 18 Wkis musculuy se encuentra franqueado por los géEBMit70
y Gm17507 En humanoggrl se encuentra en el cromosoma 5 (gq31.1) en el gseeplos
sinbnimosAT225, G0S30, KROX-24, NGFI-A, TIS8, ZIF-268, ZNI-Eh mus musculuggrl
posee 3778 pares de bases y su ARN mensajero 8100igntras que la proteina codificada es
de 533 aminoécidos (base de datos MGI, N° de ifieation MGI: 95295).

1. http://www.informatics.jax.org/searches/accessieport.cqi?id=MGI1:95295
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La proteina EGR1 de raton posee una alta hagfeo(fig. 9) con la de humanos, por lo que
hace del ratdbn un modelo de estudio adecuandcegarapolar los resultados obtenidos (Deguchi
et al, 2009).

Comparacion entre la secuencia de EGR1 de humanos y raton

Home sapiens EGR1 1 MAAAKAEMOLMSPLO] SDPFGSFPHSP THONYPKLEEMMLLSNGAPOFLGAAGAPEGSGS 60
Mus musculu: FGR1 1: MAAAKAEMM MSPLO ] SDPFGSFPHSP THDNYPKLEEMMLLSNGAPGFLGAAGTPEGSGE 60

Homo sapiens EGR1  61:NS355550666GGGE0SNSS55S5TFNPOADTGEQPYEHL TAESFPD] SLNNEKVLVETS 120
Mus muscufus FGR1 - 61 NS855TS56GGGGGE——SNSOSSAFNPOGEPSEGFYEHLTTESFSD | ALNNEKAMVETS 117

Homo sapiens EGRY 121 YPSQTTRLPPITYTGRF SLEPAPNSGNTLWPEPLFSLYSGLVSMTNPPASSSSAPSPAAS 180
Mus muscwlus EGR1 118 YPSOTTRLPP I TYTGRFSLEPAPNSGNTLWPEPLF SLVSGLVSMTNPPTSSSSAPSPAAS 177

Homg sapiens EGR1 181 SAS-ASQSPP——————— SCAVPSNDSSPIYSAAPTFPTPNTDIFPEFGSOAF 225
Mus musculus EGR1 178 3855A505PP—————— SCAVPSNDSSPIYSAAPTFPTPNTDIFPEPGSQAF 223

Homo sapiens EGR1 226 PGSAGTALOYPPPAYP—AAKGGFOVPMIPDYLFPOOQGDLGLGTPOOKPFOGLESRTO 282
Mus musculus EGRY 224 PGSAGTALOYPPPAYP—ATKGGFOVPWIPDYLFPOOOGDLSLGTPDOKPFOGLENRTO 280

Homo sapiens EGR1 283 QPSLTPLSTIKAFATOSGSGDLKALNT SYQSOL IKPSRMRKYPNRPSKTPPHERPYACPY 342
Mus muscodus EGR1 281 QPSLTPLSTIKAFATOSGSODLKALNTTYOSOL IKPSRMRKYPNRPSKTPPHERPYACPY 340

Homo sapiens EGR1 343 : ESCORRFSRSDELTRHI R IHTGOKPFQCRICMRNF SRSDHLTTHIRTHTGEKPFACDICG 402
Mus musculus FGR1 341 :ESCORRFSRSDELTRHIRIHTGOKPFOCR | CMRNF SRSDHLTTHIRTHTGEKPFACDICE 400

Homo sapiens EGR1 403 : RKFARSDERKRHTK IHLROKDKKADKSYVASSATSSLS—SYPSPVATSYPSPVITSYP 459
Mus musculus EGR1 401 :RKFARSDERKRHTK |HLROKDEKADKSVVASPAASSLE—SYPSPVATSYPS——— 450

Homo sapiens EGR1 460 SPATTSYPSPVPT SFSSPGSSTYPSPVHSGFPSPEVATTYSSVPP—AFPAOVS-SFPSS 516
Mus muscuius EGR1 451 :=PATTSFPSPYPTSYSSPGSSTYPSPAHSGFPSPSYATTFASVPP—AFPTOVS-SFPSA 506

Homo sapiens EGR1 517: AVINSFS—ASTGLSOMTATFSPRTIEIC 243
Mus musculus EGR1 507:GVSSSFS—TSTGLSOMTATFSPRTIEIC 533

Figura 9. Comparacion entre la proteina EGR1HEmo Sapieny Mus musculusModificado
desde Deguchi gt al. (2009).

La proteina EGR1, consta de dominios funcimeate independientes (Fig. 10), la region N-
terminal es rica en serina y treonina, la regiote@inal es ademas rica en prolinas. EI dominio
central de unién al ADN (DBD) se encuentra desdanghoacido 331 al 419 y consiste en tres
motivos repetidos de dedos de zinc que se caraabepior unirse a secuencia de promotores ricas
en CG, por lo que se nombran como secuencia de Wgé (EBS). El dominio dedos de zinc
presenta una estructura antiparalela de hoja begaga y alfa hélice. La proteina ademas posee
una secuencia bipartita de localizacion nuclear§)\lgue consta de 15 aminoacidos en de la
region flaqueante N-terminal dentro de DBD. Latphoa presenta ademas un dominio activador
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Yy uno represor, un co-represor nuclear llamadoefiratde union NGFI-A (NABs) se adhiere al
dominio represor (ubicado desde el aminoacido 2814) regulando negativamente la actividad

transcripcional d&grl (Pagel y Deindl, 2011).

Proteina EGR1
M-terminal C-terminal
|1 ITCI 209 304 4-:|:I{I 500 533as
Regilf-n.fi.ca an Dnﬁm{:. Regilﬁrllfi.caen
Ser/Thr dedos da zine Ser/The/Prmo
315 330 361 419aa 7 Sacuenciasde
D D - localizacion nuclear
| {NLE)
331 4192aa 7 Dominic de
: - uniona ADR
| {DBDY
281 3l4ad 7 Dominio raprasor
- - {sitio dz uniona NAB)
1
28l as -
Dominio
] [ sctivador

Figura 10. Dominios funcionales de la proteina EGR1 y saliaacion a lo largo de la cadena
de aminoacidos (aa). Modificado desde Pagel y Dgi2d11).

En el promotor del gelgrl (fig. 11) se han identificado y caracterizado esrelementos
funcionales, al lado de la tentativa caja TATA @ealizan cinco elementos de respuesta a suero
(SRE), adyacente a los SER se ubican cinco mienda d¢s familia de factores transcripcionales

Ets, ambos se organizan en dos grupos. Ademas dsmgldmentos de respuesta a adenosina

31



monofosfato ciclico (CRES), un sitio de union a AREAL (AP1), dos sitios de unién a Spl
(proteina especifica 1) y el sitio de union doneleirse EGR1 (EBS) (Pagel y Deindl, 2011).

Elementos reguladores en el promotor del gen Egrl

51 - Ets/SREs - Efs/SREs
RE 0 EBS @ 5) @ G o FE
ol re—A8488 S
!
-600 b -500 -400 -300 -200 - +
L | Ragion
T Codificants
Promotor

Figura 11. Elementos en el promotor &grl. En 6valos azules se muestran los cinco elementos
SRE y en color negro los 5 elementos Ets adyaceBteamarillo se indica la ubicacién de los
dos elementos CRE y en rojo los dos Spl, ademés walgicacion de AP1 y EBS. Modificado
desde Pagel y Deindl (2011).

El mecanismo de activaciéon éfgrl es mediado con mayor frecuencia por la via de
sefalizacion MAP-K (Fig. 12). Comunmente las faasiiERK1/2, JNK y p38maP-K se
encuentran involucradas en esta via. La familia ERKnedia la expresion degrl en respuesta
a factores de crecimiento, mientras que una coroldnaentre las tres familias induce la
expresion de este gen en respuesta al estréstizaciin deEgrl comienza cuando los factores
activados de la via MAP-K se traslocan al nuclesfdrilando y activando la transcripcion de los
factores de las familias Elk-1/SAP-1/2. El factdk-E forma un complejo ternario con la
proteina de union a CREB (CBP) y el factor de resta al suero (SRF), el cual se une y
transactiva al promotor del g&grl. Una via alternativa es la activacion por NFkBespuesta
a radiacion UV. Otro estudio indica que es p53uel se une al promotor @grl en respuesta al
dafio del ADN y conduce a apoptoggofneet al, 2011) Por ultimo EGR1 se une a su propio

promotor y reprime la transcripcion (Gitenay y @&ar2009).
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Figura 12. Via de sefializacion MAP-K en la activacion det §grl. Extraido desde Gitenay y
Baron (2009).

Debido a la importancia degrl en las vias de sefializacion intracelulares, egpéidado en
un gran namero de enfermedades, entre la cualescsentra la esclerosis (Bhattachargyal,
2011a), la enfermedad de Parkinson (Ebiledral 2011), cancer epitelial (Kataolks al, 2011),
cancer de mama (Einboret al 2010), aterosclerosis (Hamaea al, 2011), la enfermedad

proliferativa vascular (Fukuda, 2010), entre muabtass.

Este gen es de gran importancia, no solo garacterizar procesos como desdiferenciacion
celular, apoptosis, respuesta inmune, entre oBip& también por su posible uso a nivel
terapéutico en enfermedades como fibrosis (Bhatgghet al 2011b), terapia contra el cancer
(Gitenay y Baron, 2009; Yanet al, 2010) entre otras, pero el mecanismo involucraalsu

transcripciéon a nivel de cromatina no se encuararacterizado.
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2.8  Posicionamiento y dinamica nucleosomal

Los cambios o modificaciones que sufren latohas y el ADN en ocasiones traen como
consecuencia una alteraciéon en la estructura addosoma, pudiendo afectar la transcripcion, al
impedir o favorecer la entrada de los factores lumrados, o bien al no permitir que la
elongacion continde en un cierto punto dentro éel @ermaret al, 2006). Pero en otros casos,
las modificaciones epigenéticas sirven para rechamodeladores de la cromatina que pueden
provocar un desplazamiento del nucleosoma que ioadi& accesibilidad de determinadas
secuencias del ADN (Langst y Becker, 2001). De estalo, la posiciobn que ocupa un
nucleosoma constituye un elemento fundamental eaglalacion de la expresion génica (Cui et
al, 2010).

El posicionamiento del nucleosoma no es atiegtio que indica un grado de especificidad en
el modo en que la secuencia de ADN se enrolla etémero de histonas. Teniendo en cuenta
las preferencias de secuencia que experimentalnsentdservan en el ADN nucleosomal, asi
como los parametros que intervienen en la estictlel nucleosoma, se han elaborado
programas bioinformaticos con el fin de determiaaposicion dentro de la secuencia de ADN
gue tiene una mayor probabilidad de unirse al cetarde histonas. Puesto que el nucleosoma
tiene importancia no solo en la organizacion esdrat de la cromatina, sino también en la
regulacién de la accesibilidad de los complejosgicos implicados en la transcripcion del ADN,
la elaboracion de nuevos programas bioinformatinés precisos contribuird a la investigacion

en epigenética, al proporcionar una importanteaneignta predictiva.

2.8.1 Fundamento bioinformatico en la prediccion nucleosmal. La estructura del

ADN depende sutiimente de la secuencia. Las ck@stucturas candnicas A y B representan
soélo situaciones extremas, que se encuentran anaagegiones concretas del ADN. Pero, de
ordinario, la estructura del ADN presenta una gnaigsroheterogeneidad, en funcion de la

secuencia. Esto se debe a que las variables cadmnales que definen la posicion relativa de
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dos pares de bases consecutivos dependen de talezdude las bases. En algunos casos, como
por ejemplo en las secuencias AA/TT, las basedéiem situarse perfectamente perpendiculares
al eje de la doble hélice, con los parametros taniaticos de la estructura B de Watson y Crick.
En otros casos, la secuencia de dos pares de dmassecutivos favorece que se sitien en cuiia,
abiertos hacia el surco ancho. Hay también secangcie prefieren la cuiia abierta hacia el surco
estrecho y otras que pueden adoptar diversas coatiwnes, confiriendo, por tanto, una cierta

flexibilidad a la estructura.

Aunque los nucleosomas pueden situarse alsabasie el ADN, en gran parte de los casos se
encuentran posicionados, es decir, el octameitustenas interacciona con la misma secuencia
de 147 pb en todas las moléculas de ADN (de lasafifes células que existan en la muestra) o
en todas las regiones de idéntica secuencia deéatiomisma molécula de ADN. Hay dos causas
gue determinan el posicionamiento de nucleosomasprimera es la existencia de regiones
excluyentes de nucleosomas. A veces se trata dersgas a las que se une una proteina tan
fuertemente que impide, por competencia, la uni@ wh octdmero para ensamblar el
nucleosoma. Otras veces, el motivo excluyente @sseguencia relativamente larga de ADN
gue, por su rigidez o por otras caracteristicagidela adquisicion de la curvatura requerida para

enrollarse alrededor del octamero de histonas.

La segunda causa de posicionamiento es laaabia secuencia del ADN en una region, que
puede implicar, o al menos permitir, la curvatuexesaria para enrollarse alrededor de un
octamero. Hay que tener en cuenta que deformaD&l para curvarlo alrededor del octamero
consume energia, que se compensa por la liberagadllecerse las interacciones histona-ADN
en el nucleosoma. Pero si el ADN esta intrinsecéneumrvado con el diametro adecuado para
formar un nucleosoma, o al menos puede hacerlensamblaje sera claramente favorable, ya

gue desapareceria el componente energético end=ygon

Los motivos excluyentes de nucleosomas seswdgnominar determinantes translacionales
de posicionamiento. La razén es que imponen un@rdan la presencia de nucleosomas, de

modo que si el borde de esa barrera esta en laipodi el borde del nucleosoma puede
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encontrarse eni,eni+ 1,eni+ 2, etc. peracawen i — 1, i — 2, etc. Dicho de otro modo, el
nucleosoma podria idealmente deslizarse en eldsenpuesto a la barrera, pero nunca podria
atravesarla. La situacion es distinta cuando elemsoma esta posicionado por la curvatura
inducida por la secuencia del ADN. Un segmento @NAque se curva hacia la derecha no
puede hacerlo hacia la izquierda. Por eso, si gfeasoma se ensambla con su eje diadico en la
posicion i, podria hacerlo también en la posiciénlio o i — 10, pero no en las posiciones i £ 5, i
+ 4, etc. Por este motivo, se suele hablar de losvos de secuencia como determinantes

rotacionales.

Experimentalmente, al analizar las secuend&a#\DN procedentes de nucleosomas, se ha
comprobado que las secuencias AA/TT se organizdarde periddica cada 10pb, con el surco
menor del ADN orientado hacia la superficie dehissonas, mientras que las secuencias GC/GC
tienden a situarse en la cara externa del ADN jntevactian con las histonas (Battistini et al,
2010). Ademas, las regiones que confieren flexidial ADN se encuentran en abundancia en
la zona del eje diadico, donde la curvatura del A®Nel nucleosoma es maxima y llega a

alcanzar los 50°.

El analisis estadistico de la frecuencia desesiotivos de secuencia en las diversas
localizaciones de los nucleosomas es la base denadgprogramas de prediccion de
posicionamiento de nucleosomas. En ellos, se eaboralgoritmo que permite analizar una
secuencia dada en busca de esos motivos caracteyison lo que se puede llegar a predecir la
localizaciébn mas probable de un nucleosoma basadgterminantes rotacionales. También se
pueden analizar las secuencias en busqueda denthetetes traslacionales, como puede ser la

existencia de secuencias poli(dA/dT), que, poigidez, excluyen nucleosomas.

Como una variante de estos procedimientosediqeion, Teif y Rippe (2009) desarrollaron
un modelo en Drosophila en el que, ademas de fastesisticas de la secuencia, también toma
en cuenta la afinidad con los remodeladores (auakes clasifican en amplificador, removedor y

espaciador).
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Otro pardmetro que se puede considerar ernrddiqeion de la posicion que ocupa el
nucleosoma en el ADN es el costo energético quibesanflexionar la molécula de ADN. Como
se ha comentado antes, ese componente energégpendaede la secuencia del ADN. Como es
evidente que un nucleosoma tendera a colocarsa posicion de minima energia, el calculo
tedrico de la energia necesaria para curvar el ADiNIos parametros requeridos para que cada
segmento de 147 pb pueda envolver un octamerostinbs, permite encontrar la posicion mas

favorable desde un punto de vista tedrico.

Se sabe que regiones con repeticiones coet#gTden la ranura menor y G/C en la ranura
mayor, permiten que el ADN pueda doblarse con mégalidad, cuando la regién rica en A+T
se organiza de forma perioddica cada 10pb (en dsad#serva una curvatura de 30°), la ranura
menor del ADN se encuentra orientada a la supertfieilas histonas, mientras que la region rica
en G+C no interactGa con las histonas (Battigtiral, 2010). Ademas, estudios en eritrocitos de
pollo y en levadura encontraron dinucleotidos AA/[dada 10 pb y GC cada 5 pb en la zona del
nucleosoma. Estas regiones que le confieren fledaloi al ADN se enriquecen en la zona de la
diada (zona de mayor curvatura del ADN en el nsdew alcanzando los 50°). Siendo el
dinucleotido TA cada 67 pb el que indica con mdyecuencia la presencia de un nucleosoma y
ubicandose a 15pb del centro del nucleosoma, ligegiguen (a distancia de repeticion diferente)
los dinucleotidos TG...N...TT con mayor frecuencia u& mientras que este ultimo con la
misma frecuencia que GG, GA y AT (Fernandez y Asoler2007).

Otra caracteristica importante a tener en teu@s la composicion de bases, ya que el
contenido en C+G es diferente entre el nucleosonte secuencia enlazadora, existiendo un
mayor contenido de A+T en la secuencia enlazadotm ynayor contenido de C+G en el
nucleosoma. Las secuencias polidA-dT impiden ladmurde octameros de histonas, porque
adoptan una estructura rigida, incapaz de curvAtsgual que en la caja TATA del promotor de
un gen. También se ha descrito el motivo GRAAATTTY@ se repite en los nucleosomas de
eucariotas, en base a lo anterior Xéatgal. (2011) propusieron un parametrq(Nl para analizar
las frecuencias de las zonas repetidas en nuclesspmn la secuencia enlazadora en el genoma

de S. cerevisiae Sus resultados indican que los ocho dinucleotithds frecuentes en los
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nucleosomas son AA, TT, AT, TG, CA, CT, GA y AG, aniras que en la secuencia entre
nucleosomas son TT, AA, AT, TA, TG, CA, GA y TCndliferencias significativas entre ambas.
Los tetranucleotidos mas frecuente son AAGA, TCTTCT, AGAA, TGAA, TTCA, TCAA y
TTGA en el nucleosoma y AAAA, TTTT, ATTT, AAAT, ATA, AATA, TATT y TATA en la
secuencia entre nucleosomas, siendo mas frecuéntesl en la zona de enlace y en el

nucleosoma Gy C.

Otro parametro que se debe considerar en ternd@acion de la posicidon que ocupa el
nucleosoma en el ADN es el costo energético quélesanflexionar la molécula de ADN. Se
sabe que el ADN se enrolla alrededor del octameruistonas en una super-hélice plana, ademas
un nucleosoma puede formarse en casi cualquieeseieude ADN, pero el costo energético es
dependiente de la afinidad del ADN con el octangerdistonas, por lo que adoptaria la forma de
minima energia. Por lo observado en la composid&®hases que forman al nucleosoma se cree
gue las zonas ricas en GC pueden flexionarse fatona&h nucleosoma con un menor costo
energético. En base a esto Chung y Vingron (2@#ervaron que el enriquecimiento periédico
(10pb) de AT (surco menor) y GC (surco mayor) es caracteristica reproducible en todos los
nucleosomas del ADN, ademas determinaron que & eo®rgético de la traslacion (78% de la
energia total) en la formacion del nucleosoma esomeuando la secuencia es rica en GC,

mientras que el costo de rotacion es menos dep#adie la composicion de la secuencia.

Teif y Rippe (2009) desarrollaron un modelgdediccion de nucleosomas que ademas de las
caracteristicas de la secuencia también toma emalee afinidad con los remodeladores (a los

cuales clasifican en amplificador, removedor y esubor) erDrosophila

2.8.2 Programas bioinformaticos para la prediccion de nuleosomas En base a todos

los patrones descritos anteriormente es posibkFidisprogramas que predicen la posicion del
nucleosoma dentro del genoma y crear bases de datamucleosomas. Un ejemplo es el
programa huScore€ desarrollado por Tolstorukoet al. (2008), el cual se basa en las en la

estimacién del costo energético que supone cutvAD&l alrededor del octamero de histonas
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(E) y de este modo predice el posicionamien®). (El costo energético depende de la

composicion de la secuencia y su interaccién direoh las histonas.

La interfaz (fig. 13) de este programa, digpda dos formatos para introducir la secuencia de
nucleotidos, ademas se debe especificar el tipouddeosoma (145, 146 y 147 pb) y el

organismo al cual pertenece la secuencia de iradiemas de la orientacion de la misma.

nuScore

Deformation energy and nuclecsome-positioning score calculator

Sequence format ' Fasta @ Plain text_f | Formato de Ia secuencia

@ Copy and paste sequences for analysis in the text box below
Home Sequences should be no shorter than the size of the window for nucleosome-pesitioning score calculations (zee below)
User Manual
Methods

upplementary material
References

it updated Mar 31, 2008 e
Park Lab OR

2 submit a file containing sequences for analysis
Thiz iz a preferred option if the number of sequences is large

OR
) Submit an example sequence (sea urchin 55 ONA)

Calculate average and standard deviation [¥] il

Random sequences; [ _§|
Adding random sequences will increase the computation time

Template: ﬂoc'S'._f;na.:.p‘I'iT-.. xenc.»._pus:].; - best-resolved E ,-_L‘,-om_;_:-l'e{e E[ F) e Tipo de nuclensoma d ereferencia
Symmetrical [

@ Direct orienation @) Reverse oreintation & Average © Best oftwo 7| e SN Ty Ry oo

Window size for nucleosome-positioning score calculations (in base pairs): 165 _ﬂ
Mo less than the selected template size. Recommended window size: Template size + 18 bp
ODD number for ncp147 and ncp145 templates; EVEN number for ncp148 templates

[ Submit Data ” Reset l

Figura 13. Vista general de la interfaz de nuScore. En dordedican las opciones que posee el
programa.
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Una vez que los parametros de inicio se defiebprograma entrega el andlisis mediante los
dos parametros antes mencionados energia (fig.ylgasicionamiento (fig 14b), mostrando en
los archivos de salida la desviacion media de E®dpara cada parametro, adicionalmente

calcula el porcentaje CG de la secuencia de inicio.

500

. s : S
2 O / F R T !
A ; ¥ |
=2 T it Yt Nk

700

BNErgY Score
800
nucleasome pasitioning score
0
o
-

T T T T T T | T T T T T
120 125 130 135 140 145 120 125 130 135 140 145
position, bp position, bp

Figura 14. Gréficos de salida de nuScore, a) puntuaciomeegé y b) puntuacion de posicion
del nucleosoma.

El programa NuPoP (del inglés “Nucleosome tRosng Prediction Engine”), fue
desarrollado por Xet al. (2010) y utiliza el modelo de cadenas de MarkoWMKH de primer y
cuarto orden, teniendo en cuenta dos estados, @deasoma (N) y el enlazador (L), el
nucleosoma tiene una longitud fija de 147 pb yndéhzador una longitud variable. EIl programa
se encuentra disponible para Windows XP, Linux ¥ M@&X, ademas se ofrece una interfaz web
(fig. 15), que permite secuencias de hasta 500 débdebe especificar la especie a la cual
pertenece la secuencia, ya que si bien este pragsanbasa en la composicion de bases en
levadura, se reestructura para otras especiegekatados luego del analisis de la secuencia se
presentas de dos formas, en un grafico (fig. 16&)en azul indica la probabilidad de que el
inicio de un nucleosoma se encuentre en ese nigdedt en rojo se muestra el puntaje de
ocupacion de un nucleosoma. En una tabla (fig. Hei® muestra por cada nucleosoma los
parametros utilizados (N/P, afinidad, puntaje diiony probabilidad de ocupacion) para

determinar la presencia del nucleosoma.
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NuPoP: Nucleosome Positioning Prediction
Engine

Species: S. cerevisiae * DHMM: 4th order Markov Chain =

S. cerevisiae -

Human

Mouse

Rat

Zebrafish

D. melanogaster
C. elegans

C. albicans

S. pombe

A thaliana -

Paste your sequence in the bax abovi MaiZ8 ence file in FASTA format™:

Other

Please paste in or upload one, and only one, query sequence of length 148-50,000 bp to predict the nucleosome
positioning.
For longer sequences, please use the stand-alone Fortran program or NuPoP R package.

*FASTA format requires the first line should be "=sequenceMame”, each line is of the same length (the last line can be
shorter).

Figura 15. Interfaz de NuPoP.

a b

T = i y ; M T =TT T rrr-POS tion P—stﬁrt Cccu? N{T Affinity

| ¥ 2 1 1 ©0.000 0.000 1] Na

| 2 0.%07 0.307 L N2

3 D.087 0.975 1: HA

4 0.017 0.68582 1 MR

| 5 0.001 0.593 g | H&

0.8 6 0.001 0.993 1 Ha

7 9.000 0.983 b i M

& 0.000 0.5993 3 k& N

9 0.001 0.994 1 Ha

10 ©0.001 0.5885 2 N

11 ©0.000 0.888 3 L N

i 1z ©0.002 0.948 1 H&

1 13 ©.000 0.558 1 HA

14 ©.9000 0.5488 i & N

l 15 ©.000 0.5588 1 N

16 ©0.000 0.898 £ H&

17 0.000 0.598 1 HA

i 18 ©.000 0.%888 1 N

19 ©0.000 0.548 2 N

20 0.000 0.998 3. Ha

21 D.001 0.8588 1 N

22 0.000 0.689848 1 HE

oo 23 0.000 0.999 5 | Ha

2 24 ©.000 0.5588 1 H&

25 9.000 0,988 b i M

26 0.000 D.89g 1 N

27 0.000 0.99% 1 Ha

28 0.000 0.888 3 Jursy

| | 29 D.000 0.839 1 HR

9 P ‘ 'f'lnllI J-.T.'fj |l1r.: - ‘I-Id'.f‘ - 'Jdll'n > : F-Z‘._'l% e a0 0.000 0.46884 1 H&

—Prababillty as the start of 2 nucleosone —Nuclepsame Uccwmancy. Score 31 0.000 0.6899 1 ory

Figura 16. Resultados de NuPoP. a) Grafico de salida, b)IRe®s por cada nucleosoma.
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El dltimo programa que se describe es NXseftringlés (Nucleosome eXclusion Sensor”),
creado por Luyket al. (2006), es una herramienta para encontrar lasneg en la secuencia de
ADN en la que es probable que no se formen nuaeasoEste programa se basa en que la
secuencia de ADN debe poseer una cierta flexibla pamar el nucleosoma, la curvatura
intrinseca de un fragmento del ADN depende de laposicion de su secuencia, bajo este
principio el programa busca las zonas del ADN dquedemasiado rigidas para formar parte del

nucleosoma, calculando el porcentajes de A/T y @@ discriminar.

La interfaz de NXSensor (fig. 17) permite tdra de secuencias en formato FASTA, ademas
posee la opcién de elegir que los resultados nmaresér secuencia enlazadora, arrojando los
resultados en rojo (Fig. 18a) o la secuencia queeg@aina mayor posibilidad de formar un

nucleosoma, resultados en gris (Fig. 18b) los mpeten el nucleosoma y en la secuencia

enlazadora.
NXSensor
version 1.2.1
= Home Input DNA sequence(s) in EASTA format in the window below. Please ensure that:
= What it is
- Huow it works * Each DMA sequence is preceded by a single header line starting with "=" (without quotes).
ST + Each header line is no longer than 250 characters, and ends with a new-line character.
= Qutput help
= Who we are Click here for an example of a valid input sequence. Please note: on some systems, very long sequences may
= Thanks results will be returned anyway.

Please enter your segquence here

Window length: 147
Minimum number of exclusion sequences considered significant: 1

Minimum length of open segments: 10

Qutput: ) Exclusion sequences

[ Submit ” Restablecer

Figura 17. Interfaz de NXSensor.
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NXSensor

a b
Output: Output: © Exclusion seauences
) NucleoSome segments @ Nucleosome segments

CCCCTCAGTGACCACTTATTICTITIGITGTCAGCCTTTCCCTATT
TGTGTCACCCAAGCTGGAGTACAGTGETGETARTCACGECAGCCTC
AGTAGCTGGGACTCTGCAGATATGCACCACCACATGCCCCGCTAAT AGTAGCTGGEACTCTGCAGATATGCACCACCACATGCCCCGETAATTT
TIGAACTCCTGGCGTCARGCTATCCCACCTCCCARR CAGGCTCGGCTTGAACTCCTGGCGTCARGCTATCCCACCTCCCARAGT
TRCRATEACTTACARECTCTTACCTGATCTTGTTGCCTCCCTTTTC T4 CAATGACTTACAAGETCTTACGTGATCTTGTTGCCTCCCTTITECT
TCACTCTGCCACCCAGGCTGEAGTACAGTGGCTCACTGCAGTCTTC.
GTTAGCTGGGAATACAGGCACGTGTCACCAGECCCGECTAATTTTT
CCAGTCTEETCTGEARCTCCTGECCTCACRTCATCHENBMBBENEE 2 CTCTCETCTEEAACTCCTGECCTCACATGATCCECCTECCTCREC
BB GCCTRGTCACTITITICTTARTTGCARCCCCGATTCTCAGCAC oy
AGACACACATCATCTGTTGTACTTGCTTATTTGGCACATATGTATC
ATCTATAGAGTTTTGTCGAATGAATGAATGAAGCCGACTAGTGCAC.
ACACCTGGEGECTCCAGTGATCCCCGEECTCT R C T ECCCRCCCTCOCH

Figura 18. Resultados de NXSensor. a) En rojo muestra laaszoon probabilidad de ser parte
de la secuencia de enlace. b) Zonas con mayor lpfolaa de formar un nucleosoma.

2.8.3 Bases de datos de nucleosomas.La informacién sobre la ubicacion de los
nucleosomas en los distintos genomas se almacebases de datos. La base de datos de las
regiones de posicionamiento nucleosomal (NPRD) #esarrollada para almacenar la
informacién sombre los sitios de formacién de lasl@osomas y su correlaciéon con la actividad
del gen en el que se encuentran y en distintosymmga (fig. 19), para acceder a la base de datos
hay que dirigirse al sitio web http://srs6.bionst.ru/srs6bin/cgi-bin/wgetz?-page+Liblinfo+-
id+ZGe1f5vNU+-lib+NUCLEOSOME (Levitskgt al, 2005).
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2% T T /
5 \ /
O Ramlls e
norvegicus — __—
0 .
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- W Homo sapiens
B Drosophila ‘ll O 19%
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Figura 19. Representacion de las especies en la base deNRRRD. Extraido desde Levitsky
al, 2005.

Otra base de datos de nucleosomas, mas espeeff la que se encuentra disponible en GEO
(del inglés “Gene Expression Omnibus”) de la NCigJ. (20), es esta base de datos se almacené
la informacion de la posicion de los nucleétidoseeADN genomico de células de higado de
Mus musculusFue realizada mediante la técnica de digestiGnvMNasa. En donde la cromatina
nativa sin entrecruzar es sometida a 0,1 N de 8aldkgo fue digerida parcialmente con MNasa
por 15 min y digerida completamente con MNasa pasa30 min. Obteniendo de esta manera
mononucleosomas del genoma de cuatro higados @e Rdsteriormente fueron purificados y
tratados con proteinasa K, el ADN fue modificadeoynetido a ChlP-seq, después de la unién la
cromatina fue sonicada para reducir su tamafio gmfiatos de entre 100 y 1000pb,
modificandolo nuevamente para la secuenciacion. flres datos del mapa de nucleosomas se
pueden descargar libremente, el archivo de desesga documento de texto que contiene la
posicién (en pares de bases) de los nucleoson@a$aggb del genoma de raton (fig. 20b). Esta
base de datos fue publicada el 30 de abril del 03¢l cre6 en el Departamento de Medicina de

la Universidad de Pennsylvania @tial, 2011).
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Gene Expression Omnibus

GEQ Publications FAQ MIAME Email GEO

MCBI = GEO = Accession Display Mot logged in | Login
Scope: Self * Format: HTML ~ Amount: Quick ¥ GEO accession: [GsM717558 | w
Sample GSM717558 Query DataSets for GSM717558
Status Public on Apr 30, 2011
Title Mucleosomal DNA_Mnase-Seq
Sample type SRA
Source name Control liver
Organism Mus musculus
Characteristics tissue: liver
Extracted molecule genomic DNA

. V

Supplementary file Size Download File type/resource
SR¥/SR¥059/SR¥059741 (ftp) SRA Experiment
G5M717558_Jnucleosomes.bed.gz | 55.2 Mb BED
GSM717558 ucsc_bed.tar.gz 1.1 Gb  (ftp)(http) TAR

Figura 20. Base de datos de nucleosomas de higado de &td@n(b se muestra los archivos de
descarga de la base de datos.

A pesar de la gran cantidad de datos que sgeetran almacenados en las bases de datos
sobre el lugar en donde es mas probable que se fammucleosoma, las predicciones realizadas
por programas bioinforméticos no son confirmadasl@® datos experimentales, esto indica que
la posicion no solo depende de la secuencia, sieohqy otros factores que intervienen en la
formacién del nucleosoma, los algoritmos bioinfoliogs intentan integrar estos factores para

lograr una prediccion exacta de la ubicacion deleasoma.
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3. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

3.1Hipotesis

La posicidon de los nucleosomas del promotor prokina inicio de la region transcribible y
las modificaciones epigenéticas, regulan la trapsién deEgrl cuando este es activado con
12-O-Tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA).

3.20bjetivo general

Estudiar los cambios epigenéticos y las nicatifones en los nucleosomas particulares de la
region promotora proximal y al inicio de la zonaniscribible, cuando el gétgrl se expresa.

3.3 0bjetivos especificos

- Estandarizar un protocolo de extraccion de monemscdmas a partir de la linea celular

MLP29.

- Establecer el posicionamiento nucleosomal en ehptor proximal y al inicio de la region

transcribible, utilizando la técnica de PCR en pemeal.
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Determinar si se producen cambios en la posicién la cantidad de nucleosomas cuando el
gen es activado por éster de forbolQ-Z-etradecanoilforbol-13-acetato (TPA) durante 30

min.

Estudiar los complejos remodeladores de cromatiuma mpdrian estar implicados si se
observase movimiento nucleosomal, mediante la d¢acrde inmunoprecipitacion de

mononucleosomas (Nu-ChlP) y posterior cuantifica@n PCR a tiempo real.

Estudiar las modificaciones de acetilacion y triitaeion en Lys9 en la histina H3. Asi
como la implicancia de alguna histona acetiltrarasi@ o metiltransferasa, mediante la
inmunoprecipitacion de mononucleosomas (Nu-Chlppsterior cuantificacion en PCR a

tiempo real.
Finalmente y a partir del posicionamiento nuclecslode Egrl y de la base de datos de

nucleosomas, se plantea la necesidad de crearawo muograma para la predicciéon de la

posicion de los nucleosomas.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Linea celular MLP29

La linea de células progenitoras de hepat®deraton MLP29, se cultiva en medio DMEM
del inglés Dulbecco's Modified Eagle MeditingSigma) suplementado con un 10% de suero
fetal bobino 1 (Gibco), 1% de penicilina/estreptama (Sigma) y un 1% de fungizona (Gibco), a

una temperatura de 37°C y en una atmdsfera hUmedeomtiene un 5% de GO

4.1.1 Reconstitucién de la linea celular. Para descongelar y comenzar el cultivo, el
criotubo que contiene las células, se extrae dejuga de nitrogeno, se descongela rapidamente y
las células se transfieren a un tubo que contiezdiarde cultivo DMEM suplementado. De esta
manera se diluye el DMSO que contiene el medio ridgpreservacion, evitando asi que las
células se dafen. Las células se centrifugan 5a00 g, se resuspenden en medio DMEM
suplementado y se depositan en la botella o placaildivo. Al dia siguiente se cambia el medio

a las células.

4.1.2 Mantenimiento de la linea celular. Las células cultivadas en una botella de 75
cnt (Corning), se lavan con tampén fosfato (PBS de ®ibposteriormente las células se
despegan con 1,5 ml de tripsina-EDTA 0,25% (Ingéno) tratando 5 min a 37°C, finalmente las
células se diluyen como maximo 1/6 en DMEM supldadm Se cultivan a 37°C y un 5% de
CQO.. En el dorso de la botella es anotado el numerpade, la fecha y la linea celular. Este
procedimiento se realiza habitualmente cada ti@s diodas las soluciones empleadas deben ser
previamente temperadas a 37°C en el bafio terméackgu
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4.1.3 Criopreservacion de la linea celular. Para la criopreservacion las células deben
despegarse de la botella de cultivo con tripsind#4Dse recuperan en 10 mL de DMEM
suplementado y se centrifugan a 400 g 5 min. Seirei el sobrenadante, se resuspenden en
suero fetal bovino con un 10% de DMSO (preparadmifyiado previamente) y se transfiere a
criotubos, donde se congelan en un contenedor-@uaganol a -80°C durante una semana antes

de almacenarlas en el tanque ddituido.

41.4 Tratamiento de la linea celular. Las células se despegan tal y como se indica en el
apartado 4.1.2, se recuperan en 6 mL de DMEM yusamta el nUmero de células. Para el
recuento celular se extraen 10 pL del cultivo yleposita en 90 pL de PBS (factor de dilucion
10), extrayendo la cantidad necesaria para cubridmara de Neubauer (fig. 21) y realizar el

recuento de células en un microscopio invertido.

Camara de Neubauer

.._
II III
| L1 | [l

M

e

Cubre objeto

Figura 21. Camara de Neubauer para el conteo de célulaso Germuestra en la figura entre la
camara y el cubre objetos se depositan aprox. 8llpekparado celular a cada lado de la
division, la zona que se emplea en el recuentosestélada en circulos rojos.

Para calcular el nimero de células presemtés muestra (N°) se cuenta el nimero de células

de los cuatro cuadrantes (X), después se dividedpoara calcular la media, el resultado se
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multiplica por el factor de dilucién que es 10 gdo por el factor de la cAmara que €% tOque

indica el total de células por mililitro que haylarmuestra.
4.1.2 (1) Necel/ml = ((X/4)*10*1b

Se depositan 1,5x36élulas por cada botella de 75%ynse llevan a un volumen final de 12
mL con medio DMEM suplementado. Las células sotivadas a 37°C con un 5% de g@asta
gue alcanzan una confluencia del 70% al 80%, naaepara privarlas de suero. Para este
procedimiento se realiza un lavando con 8mL de BBSe agregan 12 mL de DMEM
suplementado con un 0,5% de suero fetal bovinogulran a 37°C con un 5% de ¢@urante
20 a 22 horas. Transcurrido este tiempo las cék#agatan con 50 nM del compuesto 12-O-
tetradecanoil-forbol-13-acetato (TPA) y a las a@dutontrol se le agrega la misma concentracion

del vehiculo o disolvente DMSO, durante 30 min.

Las condiciones de uso de TPA en la linedaeMLP29 fueron establecidas por Tur (2007),
indicando que es un potente inductor de la expned®EQrl al usarlo en la concentracion
sefialada. Esta concentracién permite una induabédia expresion de este gene en un corto

periodo de tiempo y sin afectar la morfologia dedélulas.

4.2 Extraccion de mononucleosomas con nucleasa micro@bc

Este protocolo no se encuentra estandarizadtmmue se debid poner a punto a partir de los
protocolos ya existentes de extraccion de nucleaspoon los cuales se obtienen mono, di, tri y
polinucleosomas. Para poner a punto la extraccgdmanonucleosomas se tomé como base el
protocolo de extraccion de nucleosomas que se angieel laboratorio de Cromatina del
Departamento de Bioquimica de la Universidad deMzh y parte de otros protocolos obtenidos
de la bibliografia. El razonamiento de la puespaiato se describe con detalle en los resultados,

el protocolo que se obtuvo se describe a contiduaci
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Tras el tratamiento con TPA, las células sadas con PBS y se fijan durante 5 min con
formaldehido 1% en PBS y en agitacion a temperatmnaiente. La fijacion se detiene con
glicina 0,125 M y se incuban en agitacion a tempesaambiente durante 5 min. Posteriormente
se lavan dos veces con 10 ml de PBS frio y se afiales 10 ml de PBS frio para rascar y
recuperar las células en un tubo falcon. Se vuedvafadir 5 ml de PBS frio para rescatar las
células que pudieran haber quedado en la boteltalltleo. Se centrifuga a 400 g 5 min a 4°C y
se elimina el sobrenadante. Las células se restdspen 5 ml de tampon de lisis celular (Tris-
HCl 0,01 M (pH 7.5), NaCl 0,1 M, Mggl0,003 M, sacarosa 0,03 M, EDTA 10 mM, NP-40
0,5%) con 2pl/ml de inhibidores de proteasas (Sjgnta cada botella de cultivo de 75 Tm
inicial, a continuacion se lisan las células erhamogeneizador de Potter y se incuban en hielo
durante 15 min. Se centrifuga a 500 g por 5 miAiGylse elimina el sobrenadante. Los ndcleos
se resuspenden en 500 pl de tampon de lavadoHOlig5 mM (pH 7.5), NaCl 15 mM, Mggl
3 mM, glicerol 20%, KCI 60 mM) por cada botella cldtivo de 75 crhinicial. A continuacién
se extraen 10 ul de la suspension de nucleos yegelan en 990 ul de SDS 1% para medir la
absorbancia a 260 nm. Cada unidad de absorbant@acdematina se trata con 50 U de MNasa y
se lleva a un volumen final de 500 U de MNasa (Rpchor mililitro en tampdn de digestion
(Tris-HCI 15 mM (pH 7.5), NaCl 15 mM, Mggl3 mM, glicerol 20%, KCI 60 mM, Ca¢l3
mM). La muestra es tratada durante 15 min a 371&rgaccion se detiene con EDTA 10 mM.

Para realizar posicionamiento la muestraaada con ARNasa 5 pg/mL (Sigma) durante 60
min a 65°C. Posteriormente es tratada con prot@iKad00 pg/ml (Roche) durante 90 min a
65°C. Finalmente la muestra se purifica mediari@ Gene Jet Purification” (Fermentas). Para
realizar NUChIP seguir en el apartado 4.4.2. Pardicar la extraccion exclusivamente de
mononucleosomas, se extrae una alicuota de la rayest verifica en gel de agarosa tal como

se indica en el apartado 4.6.
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4.3 Extraccion de ADN gendmico desde la linea MLP29

El protocolo de extraccion de ADN gendmicod#esin cultivo celular se llevo a cabo de

acuerdo con el protocolo descrito en Current Pod$od 998), como se explica a continuacion.

Se elimina el medio de cultivo DMEM del Comigue contiene la linea celular MLP29 y se
lava con 8 mL de PBS, luego se despegan las cé&latad,5 mL de tripsina, se recuperan en 6
mL de medio DMEM suplementado y se extraen 10uladsuspension celular para realizar
recuento de células iniciales. El resto de laslaglse centrifugan a 500g 5 min. a 4°C y se
elimina el sobrenadante. Las células se resuspesrdnvolumen de tampoén de digestion de
manera que para un nimero menor de 3x#lulas se utilizan 300pL de tampén de digestion,
para un nimero mayor de células se utiliza 1mLadgbdn de digestién por cada 1%b@lulas.

Se traspasan las células contenidas en tamporgdstidn a un tubo eppendorf y se incuban a
50°C en agitacion durante 12 a 18 horas. A contidnase agrega 1 volumen de fenol-
cloroformo-isoamilico en proporcion (25:24:1) yeantrifugan a 1700 g 10 min a 4°C. La fase
acuosa se transfiere a un tubo nuevo y se agregalurmen de acetato de amonio 7,5 My 2
volimenes de etanol al 100%. Se centrifuga a 1200 a 4°C, se elimina el sobrenadante y se
lavan con etanol al 70%. El pellet se seca a tesyp@r ambiente y finalmente se resuspende en

agua desionizada estéril.

4.3.1 Sonicacion de ADN gendmicoEn la sonicacion del ADN genémico se ha puesto a
punto la amplitud, el nimero de pulsos y el tierdpaduracion por pulso en el sonicador Vibra
cell (SONIC), con el fin de obtener fragmentos entre 200pb y BO®d resultado de la
sonicacion se verifica en un gel al 1,7% de agassmsdampon TAE como se describe en el
apartado 4.6. La estandarizacion de este prot@mldesarrolla en el apartado de resultados y
discusion, pero aqui se resumen las condicion@s@ptde sonicacion: amplitud del 35% y con 8

pulsos totales de 10 seg cada uno.
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4.4 Inmunoprecipitacion de cromatina a partir de mononwleosomas (Nu-ChliP)

El procedimiento de inmunoprecipitacion demtatina se extrajo de Tt al. (2010) (ChIP)
y se modifico para los propoésitos de la presentesitigacion. A continuacion se describe el
protocolo de inmunoprecipitacion de la cromatimeando como material de partida cromatina
digerida con MNasa hasta obtener tamafio mononusted{Nu-ChliP).

4.4.1 Incubacion de los anticuerpos. Del stock de bolitas magnéticas con proteina G
(Invitrogen), se extraen 40 uL por cada muestrada@nticuerpo (fig. 22). Se centrifuga a 1600
g 1 min. a 4°C y se colocan los tubos en el imanitfbgen) para eliminar el sobrenadante. Las
bolitas se lavan tres veces con 1mL de PBS/BSA(&img/mL), se mezclan invirtiendo sin el
iman y se elimina el PBS/BSA con el iman puestoeEaltimo lavado se centrifugan a 1600 g
1min. a 4°C y se elimina el PBS/BSA.

Muestra 1 Muestra 2
Tratadacon Tratada con
Amnt Amnt Ant Amnt
1 - I MA 1 S I MA

40ul 40ul 40ul 40ul 40ul 40ul

4'_ |
I
80 ul da belita v l
magnétieas para 80 ul d= bolitas
al anticuerpo 1 magnéticas para 20 ul de bolitas

el anticuzcpo 2 magnsaticas para
sl no-anticuarpo

L |
Cantrifugar v lavar
con PBS/BSA

Afiadir anticusrpo
segin corrasponda

Figura 22. Distribucion de las bolitas magnéticas con pr@teth para la incubacion con los
anticuerpos.
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A estas bolitas se les afiade la cantidad tleuarpo necesaria para inmunoprecipitar 3,5
unidades de cromatina por muestra, 2 uL de tRNA{@0nL) por muestra y finalmente se lleva

a un volumen de 100 pL con PBS/BSA. Se incubaggaaon a 4°C toda la noche.

La cantidad de anticuerpo se determino de raagxperimental durante el desarrollo de este

trabajo de investigacion y se detalla en el cuddro

Cuadro 7. Anticuerpos utilizados y concentracién empleaslagada 3,5 U de cromatina.

Anticuerpo Ciodigo v Casa comercial| ug/3,5 U de cromatina
Anti-H3KS acetilado ab-4441 [Abcam) Bug
Anti-HIE9 tri-metilado ah-8898 {Abcam) 4ug
Anti-GCNS sc-6303 {Santa Croz) 12ug
Anti-8UV3I9 ab-12405 {Abcam) 16 ug
Anti-BRG1 5c-10768 (Santa Cruz) 12ug
Anti-BRM 5c-28710 (Santa Cruz) 12ug

4.4.2 Fragmentacion de la cromatina. Una vez estandarizado el protocolo para la

extraccion de mononucleosomas mediante la digestidrMNasa en la linea celular MLP29, se
puede realizar la inmunoprecipitacion de mononwgdewas (Nu-ChiIP). Después de la digestion
con MNasa y se detiene la reaccion con EDTA 10 misl muestra debe ser tratada agregando
1/5 del volumen de tampon de suplementacion 5 ¥{HEl 25 mM pH 8.6, NaCl 0.675 M,
SDS 0,5%, triton X-100 5%). A continuacién se inedi® min en hielo y se centrifuga a 26000 g
10 min a 4°C. Se recupera el sobrenadante, seedefaelo y se extrae una alicuota de cada
muestra para medir la absorbancia en el espediroétto a 260 nm. Posteriormente la muestra
se diluye en tampon IP (Tris-HCI pH 8.1 20 mM, EDTANM, 0,1% SDS, 1% de Tritdn X-100

y NaCl 150 mM) mas 2ul/ml de inhibidor de proteasds modo que la cromatina quede a una
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concentracion de 7 U/ml. Para verificar que selolstuvieron mononucleosomas en la digestion
con MNasa se extrae una alicuota de cada muests da& afiadir el tampodn IP y se trata con
RNasa y proteinasa K tal y como se indica al fdedlapartado 4.2. Las muestras se corren en un

gel al 2% de agarosa como se describe en el apattad

4.4.3 Prelavado de la cromatina. Para realizar el prelavado de la cromatiaaextraen
20 pl de bolitas magnéticas con proteina G por cadiditro de cromatina que se quiera
inmunoprecipitar. Las bolitas se lavan 3 veces B&%/BSA y se resuspenden en 50 ul de
PBS/BSA por muestra. A las muestras de cromatinéds anteriormente en buffer IP (4.4.2) se

les afiaden estos 50ul de bolitas magnéticas yaban a 4°C en agitacion durante 60 min.

4.4.4 Incubacion de la cromatina con los anticuerpos20 minutos antes de que termine
la incubacion del prelavado, se extraen los ampmseincubados desde el dia anterior con bolitas
magneéticas unidas a proteinas G. Se centrifug@0@ d durante 1 min a 4°C, se colocan en el
iman, se elimina el sobrenadante y se lavan 3 vemedmL de PBS/BSA. Las bolitas con los
anticuerpos se resuspenden en 30uL de PBS/BSA yestra.

Por otro lado, tras los 60 min del prelavadolal cromatina, las muestras se colocan en el
iman y se distribuyen en tubos siliconizados, catolo 500 pL (que contienen 3,5 U de
cromatina) por cada 30 pL de anticuerpo y no aetfmu segun corresponda. Posteriormente se
incuban las muestras a 4°C en agitacion duranta@sh Tras la incubacion con los anticuerpos
se les da un spin y se colocan en el iman. El sabdiante de todos los no anticuerpos se deposita
en tubos eppendorf no siliconizados, estos correlpo al INPUT de cada muestra. A los
INPUT se les afiade 5ug/mL de RNasa y se incubab°@ @urante 2 horas. El resto de

sobrenadantes se elimina y a continuacion se apdlis lavados.
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4.4.5 Lavado y elucion del ADN inmunoprecipitado Primero se lava con 1mL de
tampon de baja sal (50 mM de Tris-HCl a pH 8, 15 deVNaCl, 0,1% de SDS, 1% de Triton X-
100 y 2 mM de EDTA), quitando el iman para resudpeitas bolitas y colocando el iman para
eliminar el sobrenadante. Luego se resuspende magxea en 1mL del tampdn de baja sal y los
tubos se agitan a temperatura ambiente durantendites| se elimina el sobrenadante. A
continuacion se repite el proceso anterior commjpbn de alta sal (50 mM de Tris-HCI a pH 8,
0,5 mM de NaCl, 0,1% de SDS, 1% de Triton X-100QTR 2 mM). Posteriormente se lavan
los tubos con 1mL del tampon LiCl (25 mM de TrisdHCpH 8, 0,25 mM de LICl, 1% de NP40

y 1 mM de EDTA), se quita el iman para resuspetaebolitas y se coloca para eliminar el
sobrenadante. Se hace un segundo lavado con 1ntardpbn LiCl y se centrifuga a 1600 g 1
min a 4°C. Los tubos se colocan en el iman y seiedi el sobrenadante. Finalmente se realiza un
ultimo lavado con 1mL de tampén TE (10 mM de TriStth pH 8 y 1mM de EDTA) y se
traspasa el contenido a tubos eppendorf no siliaoiois, se colocan en el iman y se descarta el
sobrenadante.

Para la elucion del ADN inmunoprecipitado 8aden 50uL de tampdn de elucion (50 mM de
NaHCG; y 1% de SDS) y se da un vortex al maximo. Se iadmin a 65°C y se centrifuga a
1600 g 1 min a 4°C. A continuacién las muestrasc@lecan en el iman y se rescata el
sobrenadante a un tubo nuevo bien rotulado. Sterelgpaso anterior rescatando la muestra en el
mismo tubo anteriormente rotulado. Tanto las masstomo el INPUT se tratan con proteinasa

K 200 pg/mL incubando a 65°C toda la noche.

4.4.6 Purificacion y cuantificacion de las muestras.Tras la incubacion a 65°C, se da
un pulso de centrifuga a las muestras y se extfaeld cada INPUT para la purificacion y el
resto se almacena a 4°CTodas las muestras (incluyendo 1/5 de los input) gorificadas
mediante el Kit Gene Jet Purification (Fermentasgyeluyen en 55 puL de tampdn de elucion.

Los INPUT se cuantifican en el nanodrop y se almacgunto a las muestras a 4°C.
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4.5 Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo régPCR)

Para la reaccion en cadena de la polimerasempo real se utilizo SYBR Green Platinum
(invitrogen, N° Cat. 11744-100). La enzima ADN Tagjimerasa Platinum amplifica desde 10

copias de una secuencia, es decir 1 pg de ADN N.AR

Por cada reaccion de PCR en tiempo real $ieantil0 pL de la mezcla de SYBR Green
Platinium, 0,4 pL del cebador sentido (15 uM) y [0l4del cebador antisentido (15 puM), 7,2 pL
de agua desionizada estéril y 2uL de ADN molde.

Las condiciones de amplificacién se programa&amo se indica a continuacion:

* Paso 1: 2 min. a 50°C

* Paso 2: 2 min. a 95°C

* Paso 3: 30 seg a 95°C

* Paso 4: 30 seqg. a 60°C (lectura)

* Paso 5: 5 seg a 80°C (lectura)

* Paso 6: Repetir 37 ciclos desde el paso 3.

» Paso 7: Curva de Fusion de 65°C a 95°C incremeot@sdC cada 5 seg. (lectura).
* Fin.

Realizando lectura de datos (ct) a 60°C y a 80°C

Para analizar los resultados que se obtuviemagl gPCR se utilizo la siguiente férmula:
45 (1) Z(&t genémico- Ct muestra)

Esta formula se basa en el supuesto de queeleslores tienen un 100% de eficiencia y fue

empleada para el andlisis de posicionamiento.
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45.1 Cuantificacion del posicionamiento. Para estimar la posicion de los nucleosomas
se obtuvo la secuencia del gBngl en la base de datos de genes de NCBI, el codigo de
identificacion del gen es 13653. Y se disefiaroradeles para la region promotora y al inicio de
la region transcribible (fig. 23).

TGGEC GC TTTEEC AGTGEC GOTTC CCTC GRGEAC TR GEGGAAGGCC CAGGOC GOCGC GO CTGCTC AGTTCTCOCTC ACTGE
GTCTAAGGCTC TOC CGGOC TEGC TOOGC GO AGC CC AGAC TAC GECAGGECEAACCTGEAGEC CACGEAAGAGC OO GT
COCGCCTEEEECTOC COAAATACAACCAGAGACC TAC AGAGEGC AGC ACC GAGT COTAAAC GGETCCTCC GCACTGCAA
GCTTGGGETCG CAGAC TECOCAAAGOC AAGTC COOCTCTTTAGGACAGGECAGGETTC GTEC COGAC CAGTOOC TGGCCT
GOATAAAAGTCAGGAAGTETC TAACCATCAC AAGAACC AACAGATOCTGEOGEGEACTTAGCACTGACCTAGAACAATC
AGGETTCCGCAATOC AGGTCOOC AAAGETEGEATOCTC AME COCAGGACGEAGGEAATAGC CTTTCGATTCTGGETGETG
CATTGGAAGCCCCAGECTCTAAAACT COC AAMCCTACTGACTGETGEO0GAGTATGCACCOGACT GCTAGCTAGGCAGTG
TOOCAACMCCACTN:—CCAMTETCI'I‘C_CCTC—CAAACTCACCCTE—CCATTAGTAGAG
GCTCAGETCAGEECCCCGOC TC TCCTGGECCEEENE : OGO CGCTCCTCCTCT COGC AGGC TCGCT
CCCACGETOCOC GAGGTEEEOGEETE fx:CﬂCMGATGACEGCPGTAGAACCCCC-C-CCTG\CTCC-CCCI‘CC—CCCCCC—CC—CC
GGLCCT GCC ETTIOCCT ARCCCAGC TOGCACC CGGGGEOC GTC GEAGC Co S - C-CCT GGOGE
CCTCCCCACG GOGC GTOOC CEACTOC CEOGC GUGCTC AGGC TC Ol i - G- A CCA TG GG GOGE
CGEEEETETCC GO CEACCCERAAADCCCATATAAG cA CCAC CA AGEATC o e =-c-c-C &0
|Gﬂ(.'l‘TATATGGAGTGGC‘C‘C‘:&A’I:&TGG-CCCI‘C—CE_EAC—C—C—C—CCAC—CC—C—C—C—CTTC—C—C—C—CC—C—C-
_:;cccccrcccccccmcccmcrcmcmcwcc : G

TCGCCGOCGOOGT 2

OGO TACC GOC AGC CTGBEEE00C ACCTACAC TORC CGCAGTGTGOCC CTGCAC COC GLATGTAAC COGECCAACC OO0
e e W NGTETECCCTCAGTAGCTICGenere e cmicrew T lneel] = AGCTCGOpesiidccetNie
GCAGCGGCCAAGGOOGAGATGCAATTGATGTCTC CGCTGCA N I GEeE 1- C T T TCCTC ACTCACC CACT
ATGGACAAC  [MEareave e oe e R C TCCTGAGCAACGEGCECTC [cGEAACCOD

AGAGGGECAGCGEC GETAATAGC AGC AGCAGCACCAGCAGCGEEEEOGETGETEEEEEOGEC AGC AACAGCOGGCAGC AG
CGCCTTCAATCCTC AAGGECEAGCC GAGC GAACAACCC TATGAGC ACCTGACC ACAGETAAGC GETEGETCTGOGC CGAGET
TGAATCCCCCTTOGTGACGACCCAAACGTCC AGTCCTTTCC TGC ACGEACCTGTTTCTATCCC TTAGGEATGEGAC TGEEE
TTTCCCTCTATTITCAC ACAGCTCCAGGGTC TIGTGTTAGAGGGATETCTAGGGAC ACCC CCTACCCTCCATCCTTGCGEETG
COCGEAACCCACGEACETTICT I TTCEATCEACAACTCAAGCTEOETEEETE I TCCAGEEECTEECEEEEACECETTICTT
TTGATGAGCGEEETTGC CCCCTCCCCOGC G GOECGETGTCGCOGC GOCTTGTTTGC AGATTGTTCC CCAAGGCAGGECTGA
AATCTETEACCAGEEATETCCOEC CECC CAGGETOGEEEEIGOGCATTAGCTETAGCCACTAGEETGITGECGEEATTCC
CTCGCCCECECAGCC TCEGCTEOGGAGCGC TCTOGGAGCTGCAGTAGAGEGGGEATTCTCTGTTTGC GTCAGCTGTTGAAAT
GEECTCTGCCACTGEAGCAGETCCAGGAACATTGCAATCTGCTGCTATCAATTATTAAC CACATCGEEAGTCAGTGETAG
CCGGEECEACCTCTIGCCAGGCCOGCTICGGETCTCATCGTC

Cebadores: 787, B, -740, -566, 5600, -550, [N 1573, -370, [N F307 S, -1, WO, -, o, S 070, SN 305 R [ ]
Imicio da la sagion transcribible JTEAGA]

Figura 23. Representacion de la posicidon de los cebadorés mgion promotora y al inicio de
la region transcribible (recuadro con fondo amayitlel gerEgrl.

La metodologia empleada experimentalmentsistaen disefiar cebadores (fig. 23 y cuadro
8) a lo largo de la secuencia del gen, que abarfpagmentos de aproximadamente 150 pb
solapantes. Los nucleos se digieren con MNasa,atera que la regién del ADN en donde hay

un nucleosoma se amplificard normalmente, miemuasaquellas zonas que no estan protegidas
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se amplificaran deficientemente o no se amplificaf®teward y Sano, 2004). Como
normalizador de los datos se utiliza ADN gendmignicado a una concentracion de 5 ng/uL al
igual que las muestras. El orden de las muestrda pfaca de PCR se muestra en el disefio
experimental (fig. 24).

Cuadro 8. Cebadores utilizados en la presente investigatios cebadores-69, -126, -178, -342,

-370, -494, -550 y -600 fueron descritos por TWO@. El disefio de los demas
forma parte del desarrollo de este trabajo.

Cebador| Forwad Reverso Tamafig
amplicon
-787 TGCTAGCTAGGCAGTGTCCCAA GCCCTGACCTGAGCCTCTACTAA | 107 pb
-746 GCCTCAGTTTTCCCGGTGACA AGGGCGGGCTAGGGCAGAGGC 216b
-740 GCCTCAGTTTTCCCGGTGACA AGAGGAGGAGCGGCAGGGCG 136
-666 TCTGCCCTAGCCCGCCCTGCC TTCTACAGCCGTCATCCTGGGCT | 94 pb
-600 CCAGGATGACGGCTGTAGAA CGAGCTGGGCTAGGGAAG 78 pb
-550 GCCTGGGCTTCCCTAGC CCAGGCGCGTAGAGCTG 73 pb
-494 CCGCGCGCCCAGCTCTAC CCTCCTTGGTTCCCAACTG 93 pb
-373 GACCCGGAAACGCCATATAAG CCATATTGGGCCACTCCATATAAG | 91 pb
-370 CGCCATATAAGGAGCAGGAA CCATATTGGGCCACTCCATA 79p
-342 CGCCGGAACAGACCTTATTT CTCCCAGAGCCGGAAGC 77 pb
-307 CGCCTTATATGGAGTGGCCC CTGGAGTTCCCAGCTTGCC 96 pb
-240 GGCAAGCTGGGAACTCCA AGGCTCCTGGAAAGCCTAGT 75 pb
-178 GCTTTCCAGGAGCCTGAGC AGCCCTCCCATCCAAGAGT 81 pb
-126 GTGCCCACCACTCTTGGAT GCAGGAAGCCCTAATATGGA 80 pb
-69 GCCGGTCCTTCCATATTAGG TCAAGGGTCTGGAACAGCAC 9bp
+38 CGAGAGATCCCAGCGCGCAG TCTTGCGGCGGAAGCTG 77 pb
+60 CGAGAGATCCCAGCGCGCAG TGGTGGACGCAGGGCTG 119 pb
+171 GGGGCCCACCTACACTCC GTTGGCCGGGTTACATGC 58 pb
+241 GTGTGCCCTCAGTAGCTTCG GCGAGCTGGAGAACTGATGT 68 p
+305 CCACCCAACATCAGTTCTCC GTGGGTGAGTGAGGAAAGGA 11sb
+362 GATCTCTGACCCGTTCGGC CATCATCTCCTCCAGTTTGGG 78 p
+405 TACCCCAAACTGGAGGAGATGAT | GCAGCACCGAGGAACTGG 62b

4.5.2

Cuantificacion de la inmunoprecipitacion.

Para cuantificar

las muestras

obtenidas de la inmunoprecipitacion de cromatinmaetuvieron las condiciones sefialadas para
posicionamiento, con excepcion del numero de amleadempleados, para este experimento se

utilizan los cebadores -494, -550, -178, -240, +1AR41, ya que mediante posicionamiento se
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comprob6 que en la zona de amplificacién de estbadores se encuentran los nucleosomas. Se
mantienen los 2uL de muestra por pocillo, perosestaresponden al ADN inmunoprecipitado
tras la incubacion con los anticuerpos. Como comgativo se utiliza el no anticuerpo y como
control positivo el INPUT, que corresponde a lawatina tratada sin inmunoprecipitar.

La férmula para el andlisis de los datos es lasige:

452 (2) ZQCt input- Ct muestra)

4.6 Gel de agarosa Para verificar la obtenciébn de mononucleosomessla digestion
con MNasa y para verificar fragmentos tras la P@Riempo real se utiliza un gel al 2% de
agarosa en tampon TAFRi§-acetato-EDTA), con 0,2 pg/mL de bromuro de etidio. Para aaig
muestra en el gel se utiliza un tampoén de carga (D026 de Xilencianol, 30% de glicerol, 1%
de SDS y 0,1 M de EDTA). Para analizar el tamafntsldragmentos se utilizan el marcador de
peso molecular 100pb (Fermentas). La muestra neigral gel a 100 volt durante 25 o 30 min.
Para verificar el tamafio de los fragmentos traofacacion, se utiliza un gel al 1,7% de agarosa
en TAE.

4.7 Disefio experimental

El disefio experimental corresponde a un disafiactorial completamente aleatorizado. La
poblacion de estudio corresponden a células dedhida ratéon (linea MLP29), de la cual se
extraen dos muestras, la primera corresponde aateias de 75 cfncon aproximadamente un
90% de confluencia, estas se tratan con TPA du@htainutos. La segunda muestra también
corresponde a dos botellas de 75 @on la misma confluencia pero sin tratar (contrathbas
condiciones son sometidas a la digestion con MNgasa posicionamiento nucleosomal o para
Nu-ChlIP y posteriormente las muestras son amplifisgoor triplicado mediante gPCR con los

cebadores correspondientes para elEgri. Los resultados que se obtienen son analizados con
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la formula correspondiente (4.5.1 y 4.5.2 respaatiente). El experimento se repite por
completo tres veces. La variable de respuestapumiaionamiento y Nu-ChIP corresponde a la
cantidad de ADN que resulta de la amplificaciénlaleona del geregrl determinada por los
cebadores. La variable fija o independiente comedp a los cebadores del gegrl de la linea
celular MLP29.

En la figura 24 se muestra un esquema defidisgperimental para posicionamiento de los
nucleosomas de la region promotora proximal y igiande la regidn transcribible. En la figura

25 se sefala el orden de las muestras en la ptaqgBGCR.

MILP29
[ |
MNasa —— | Muestra Muestra tratada | === MNasa
control con TPA 30 min
cebadores | gen Egrl] cebadores | gen Egrl

[ T I I T I T ! ! I I I I I I ]
G0 -330 404 373 370 -342 307 240 -178 -126 60 +1T1 42414303 4362 +405
x3

¥
gPCR
I

x3
Figura 24. Disefio del experimento de posicionamiento.
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Cebador -600
Czbador -330
Czbador -494
Cszbador -373
Czbador -370
Cezbador -342
Cebador -307
= Csbador -240

I L R

Czbador -178
Czbador -126
Czbador -89

Czbador +171
Czbader +241
Czbador +305
Cabador +362
Cabador 403

| ™o gl e

Figura 25. Orden de las muestras y cebadores para posicientd en la placa de PCR.

En los ensayos de Nu-ChIP el disefio experiahefitg. 26) es el mismo que para
posicionamiento hasta el paso de obtencion de numersomas, a partir de aqui se
inmunoprecipita con los anticuerpos y posteriormmelds muestras son amplificadas por
triplicado con los cebadores de cada nucleosomal(-2 +1) por la técnica de gPCR, los datos

son analizados con la formula 4.3.2. Cada expetorssnrealiza por triplicado (fig. 27).
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MLP29
|

[ |
Muestra Muestra tratada
control con TPA 30 min

| |

anticuerpos

T T T T T 1
H3K%c H3IE9m3 BEM BRG1 GCI3 SUV3D

Cebadores [ [ [ [ | |
para Egrl e 550 404 240 _178+171 +241

|
x3

th
gPCR

x3
Figura 26. Disefio del experimental para los ensayos de N&-Ch

1 2 3 4 5 6 7 % § 10 11 B2

A Q |Q & ® e 6= Csbador 1 } -
(@] 1®][®) () 0| 8 [0 = Cobador 2
s U U U O O O "-:;" : i:_' 4= Cebader 3 } N2
D 8218 |8 &= Czhador 4
= f NI Cabader 3 N+
F . I N AR SRSHESE— cobado: 6 '

D ADNINFUT O H3KSse CHIESmI & NA @ HO

Figura 27. Orden de las muestras y cebadores en la plagR@R para Nu-ChiP.
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4.8 Analisis estadistico

En el caso del analisis de posicionamientolemsomal que consideramos un disefio
experimental unifactorial completamente aleatowzadn el que la variable de respuesta
(cantidad de ADN obtenida en la amplificacion cebadores especificos del gegrl) depende
de un unico factor o tratamiento, en una muestrapbetamente aleatorizada (linea celular
MLP29 en condiciones de laboratorio), de forma queesto de las causas de variacion se
engloban en el error experimental, los analisiadésticos que se realizan son el calculo del
promedio de cada repeticion muestral con su casrepnte desviacion o error estandar. Por lo
que se realiza un analisis estadistico univariadple. Lo mismo para los datos del experimento
de inmunoprecipitacion de cromatina (Nu-ChIP).

49 Analisis bioinformatico

Para comparar las posiciones de los nucleasdra, N-1 y N+1 del gelegrl, obtenidos
experimentalmente, con la predicciéon realizada grogramas bioinformaticos, se recurre a la

version 1.3.1 de “NXSensor”, disponible en la pagvebhttp://www.sfu.ca/~ibajic/NXSensor/

Igualmente se utiliza el programa “nuScore” dispni en la pagina web

http://compbio.med.harvard.edu/nuScokdemas se emplea el programa NuPop disponible en

la pagina welhttp://nucleosome.stats.northwestern.edu/

Se recurre a la base de datos de nucleosoeniaigado dévlus musculuspara comparar los
resultados de la posicion de los nucleosomas N-2, W N+1 del gen Egrl, obtenidos
experimentalmente, con la informacion de la posicde los nucleosomas para este gen
almacenada en la base de datos. La base de datascsentra disponible en la direccion
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/projects/geo/query/agg?acc=GSM717558
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5. PRESENTACION Y DISCUSION DE RESULTADOS

51 Obtencién de mononucleosomas

El estudio de la regulacion de la transcripcidabitualmente, se realiza mediante la
investigacion de los elementass y trans sin tener en cuenta la organizaciéon a nivel de
cromatina, cuando en primera instancia, es la @oside los nucleosomas individuales

(mononucleosomas), lo que regula el acceso rea elémentosis en el promotor de los genes.

En el presente trabajo, para investigar eicpmsamiento de los nucleosomas en el ggnl,

se siguid el método de proteccion a la digestiGnMblasa. Este método se basa en que el ADN
ocupado por un nucleosoma es resistente a la digeBara aplicar el método es necesario aislar
mononucleosomas y determinar qué secuencias de gxbfdgen. Una posibilidad consiste en
realizar una digestion convencional con MNasa, ql& lugar a mono-, di-, tri- y
oligonucleosomas, para después resolver los proslu digestion mediante electroforesis en
gel de agarosa y recuperar la banda correspondidnge mononucleosomas (Lefevre y Bonifer,
2006). Pero este método, aunque proporciona molemsmnas de gran pureza, tiene un
rendimiento muy bajo, lo que dificulta la utilizdoi de esos nucleosomas para estudiar las
modificaciones epigenéticas por inmunoprecipitacl®or esos motivos, el primer objetivo fue
poner a punto el protocolo de obtencion de mon@wmsdmas, mediante digestion con MNasa,
sin la necesidad de aislarlos desde un gel de sajaEsto permite no solo el estudio de la
posicién nucleosomal de manera directa (sin lasiéad de realizar la extraccion desde un gel
de agarosa), sino que también permite estudiar maslificaciones epigenéticas en los

nucleosomas individuales.

En la bibliografia es posible encontrar nureeso protocolos para la obtencién de
mononucleosomas por digestion con MNasa. En ekrdébao de Cromatina del Departamento
de Bioquimica de la Universidad de Valencia seizatilun protocolo para extraccion de

nucleosomas a partir de cultivos celulares (el saalescribe en anexo 2), y recientemente se ha
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empleado con algunas variantes en las tesis dé200i7) y Sacilotto (2010) (ver anexo 3). No
obstante, el protocolo debe adaptarse a cada iituaancreta; en particular, el tipo de tejido o
de células empleadas puede afectar considerableraatgterminadas variables experimentales.
Por ese motivo, el protocolo que se describe emeto 2 fue adaptado y puesto a punto para las

necesidades de la investigacion presente.

Para optimizar el protocolo se modifico ehtp de entrecruzamiento con formaldehido, el
tiempo de incubacion con MNasa y las unidadesestde MNasa en la muestra, tal como se
observa en la figura 28 (A). Estas modificacioreseslizaron debido a que un menor tiempo de
entrecruzamiento podria facilitar la digestién eréica, al igual que aumentar la concentracion
de MNasa y el tiempo de incubacion con la misman&€se observa en la figura 28 (B), en los
carriles C4, C5 y C6, fijados 5 min con formaldehal 1%, se obtuvo una mayor cantidad de
muestra, ademas, al tratar con 150 U de MNasa @ani6 (C4) los resultados fueron similares
gue al tratar con 300 U por 15 min (C6). EstosItadas sugieren que al tratar la muestra se
digiere mejor con una mayor concentracion de MNa@se,al emplear una concentracioén baja por
mas tiempo. Sin embargo, en este primer experoneatse logré obtener exclusivamente
mononucleosomas, posiblemente porque algin compodehtampon de digestion podria estar

afectando la actividad de la MNasa.

A) B}
MMa=a C1 c2 3 4 C3 Co
60 i [ ;
Formaldehido 1% = 150177
2 imify de MNasza %EESE 503 1000 gb - poli
30 min 500 gb ‘ 3
[ri]
15300 hMNas —_—
de MNasa|™ |60 min | T4 [t:« — ‘ -
Formaldehido 1% 300U MNasa| 100 2b S
3 minl de MNasa=" |30 min [=* ©7

B11 1R8] MhMNasa
de }s-f_'\iasa% {5min [ 6

Figura 28. Modificaciones en el protocolo de extraccion deleosomas. A) Esquema de las
modificaciones en el tiempo de entrecruzamiento faymaldehido, unidades y tiempo de
incubacion con MNasa, y los carriles (C2 a C6)espondientes en cada caso. B) Electroforesis
en gel de agarosa al 2% en TAE. En C1 se encugntnarcador de peso molecular de 100pb, de
C2 a C6 se corresponde con las modificacionesitiesen el panel A.
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Para comprobar el planteamiento anterior abzéeun ensayo modificando la composicion
del tampon RSB de digestidon, se mantuvo el tiengtratamiento con formaldehido 1% por 5
min y se digiri6 con 100 U de MNasa. Las variartestampén de digestion (A, B, C y D) se
indican en la figura 29A, donde A es el tampon igestion RSB sin modificar, B corresponde al
RSB sin espermidina y espermina, C es el RSB-ditercaptoetanol y D no contiene protectores
(espermina y espermidina), ni tampdedercaptoetanol. Como se muestra en la figura 29B,
bien no se obtuvieron exclusivamente mononucleospsgaobservo una variacion en la cantidad
de mono, di y trinucleosomas obtenidos. En el lcayse observa que en el tampdn D se obtuvo
una mayor cantidad de mono y dinucleosomas, olitdaieademas una disminucion casi
completa de los trinucleosomas. Esto se reafirnobsgrvar los carriles 3 y 4 y compararlos con
el carril 2 (RSB sin modificar) que contiene magantidad de dinuclosomas y presenta de forma

notoria trinucleosomas.

De los resultados obtenidos se puede corgligrla MNasa digiere mejor la cromatina en un
medio que no posee los protectores y tamp@eblercaptoetanol. Pero las variantes
anteriormente estudiadas, si bien permiten unamdégestion de la muestra, no son los Unicos
factores que intervienen en obtener exclusivameatmononucleosomas en el protocolo. Por lo
gue se planted la posibilidad de que la enzimagpadio estar actuando en toda su eficiencia y

gue otros factores enddgenos pudieran estar copgrilolo a la fragmentacion de la cromatina.

A) B)
L | C2 C3 C4 L ]

o] >
1000 pb im——

100U de [Tampon BJ> 3 |:> _— [ — e

2205 s ] - -

[TampenD]> €3 100 gb - - - s

Figura 29. Prueba de modificacion en la composicion del tamghe digestion. A) Tampones de
digestion A, B, C y D y carriles correspondient®¥ Electroforesis en gel de agarosa al 2% en
TAE. En C1 se encuentra el marcador de peso maiedal100pb.
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Para estudiar la capacidad de digestion déNasa, se realiz6 una prueba con el tampon A
sin MNasa, con 50 U de MNasa, 200 U de MNasa ylBd@ MNasa (fig. 30A). Como se indica
en el carril 2 de la figura 30B en ausencia de MiNasmuestra no es digerida, por lo que se
descartd la presencia de nucleasas enddgenagngiotique se demostraba que la enzima
utilizada mantiene su actividad catalitica. No abst se utilizé un lote nuevo de enzima para las

pruebas posteriores.

A) B)
C1 c2 C3 4 C3
> [Emiam> 0 |
=
>, 30U de ) S N ool
MMNasa =03 i
Tampon A H 1000 Db it
= iﬁ;:e >C4 500 b ma— R tri
: i &
> 300U de | 5 5 pus BN B oo
MMNasa 100 pb

Figura 30. Modificacion en la concentracion de MNasa. A)dbas sin MNasa y con 50 U, 200
Uy 300 U de MNasa y el orden en el que se cargandios carriles. B) Electroforesis en gel de
agarosa al 2% en TAE. En C1 se encuentra el mardadoeso molecular de 100pb.

Dado que al modificar la composicién del tampi@ digestion se observa un aumento en la
obtencion de mononucleosoma, se plantea continagrlebas desde este punto. Para lo cual se
utilizaron dos tampones de digestion, el primerdifftado desde Tur (2007), al que se le
denominé con las siglas BD y el segundo tampomfodificado desde Sacilotto (2010) al que se
denomina tampon denominado BG. Se realiz6 una preeb muestra fijada y sin fijar, las
muestras fueron digeridas a distintas concentrasiate MNasa por 30 min a 37°C. A las
muestras fijadas que posteriormente se trataronla®riampones, se les antepuso la letra F

siendo denominadas FBD y FBG.

Otro componente importante en la optimizaaénla digestion con MNasa es el co-factor

CaCb, que por su funcion de permitir la catélisis eréioa, la concentracion en la que se
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emplea podria ser fundamental para la obtenciofugixa de mononucleosomas, por esto se

consider6 aumentar su concentracion de 1 mM a 3emkl tampon de digestion.

En la figura 31A se indica la modificacionlreada y la correspondiente denominacion en los
carriles en la figura 31B. Al emplear el tampon #Bdo (FBD, carriles C2, C3 y C4) y sin fijar
(C8 y C9) se obtuvieron exclusivamente mononuclkeesoen todas las concentraciones de
MNasa, pero la obtencion de los mismos es bajael Easo de FBG, solo a una concentracion de

200 U/ml de MNasa se obtuvieron exclusivamente mooleosomas (carril 7), permitiendo

obtener una mayor cantidad de muestra.

La modificacion en la concentracion de Ga@lejoro la eficiencia de la enzima MNasa vy al
combinar esta modificacién con el tampon FBD, seingbron mononucleosomas en todos los
casos e incluso a bajas concentraciones de MNas& gue para el protocolo final se mantiene

a una concentracion de 3 mM.

A)
U de U de 5
- 7 5 =
MNaza }C'— NNasa 100 U de }{:.S : 100 17 de B.Ci{'
100U de 100 17 de hNasa MMNasa
BG
FBD > fNasa [ MNasa [ O Z{H]Ude o z{mU dels o1
200U dely, R0 U dels, NDNasa | MNasa
hNasza MNasa "
E} C1 c2 C3 4 G5 Ca c7 C8 e Cu Cu

1000 b
500 gb

" tri
100 pb - [ = mon

Figura 31. Prueba de nuevos tampones de digestion con,Ga@M . A) Tampones y unidades
de MNasa empleados en cada carriles. B) Electmi®oen gel de agarosa al 2% en TAE, en C1
se encuentra el marcador de peso molecular de 100pb

i
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Con la finalidad de obtener un mayor rendittieen la extraccién, se probaron distintas
concentraciones de MNasa y tiempo de incubacidostampones de digestion BD y BG (fig.
32 A). Las muestras se fijaron 5 min previamenta digestion con MNasa, se emplea una
concentracion de 3 mM de CaCBajo estas condiciones se obtuvieron mononucteascen
todos los casos (fig. 32 B), determindndose queaaconcentracion de 500 U/ml de MNasa en
tampon BG, incubando 20 min a 37°C (carril 14)obdéiene un mayor rendimiento en la

extraccion de mononucleosomas exclusivamente.

A) B)
00U de
MNasa s FED FRG

Sominls |\ V° S>3 | ' | I |
e €l €2 C3 G4 €3 C6 C7T CR €9 Clo C11C12 €13 C14 C15 €16 C17 C18 €18
50U de S
ST I»ce gy e e _

MMNasa
00U de

- ?|MNasa P2 [> j
100U d

FBG}aa'};-ﬂasaE}Cﬁ j : : = ;

?’i?:uuaff >CT e 0 S I"- ' "ﬁ" ‘.

500U de
NWasa

100U de
SE0mink> |y noa, [2C9
= ;&%5‘1& >C10

=3

Figura 32. Prueba del tampon FBD y FBG a distinto tiempdrdebacion y concentracion de
MNasa. A) carriles correspondientes en cada cas&ldgtroforesis en gel de agarosa al 2% en
TAE, en C1 se encuentra el marcador de peso maledal100pb.

El protocolo estandarizado de extraccién deanacleosomas se expone en materiales y
métodos en el apartado 3.2. Este protocolo pefaitdtencion de mononucleosomas mediante
la digestion con MNasa, sin la necesidad de parifid fragmento de 147pb a partir de un gel de

agarosa, tal como se indica en la figura 33.
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Figura 33. Electroforesis en gel de agarosa al 2% en TAE. Ers€encuentra el marcador de
peso molecular de 100pb y en C2 el resultado débpolo de extraccion de mononucleosomas.

5.2 Puesta a punto de la técnica de sonicacion de ADNrgmico

La sonicacion del ADN gendmico se realiza dela que este se utiliza con finalidades de
normalizacion en el posicionamiento nucleosomataPa puesta a punto de la sonicacion del
ADN gendmico se sonico en todos los casos a un @%mplitud y cada pulso de sonicacion
fue de 10 seg. Para la primera prueba de sonicaeidhieron 3 pulsos, extrayendo 10 ul de la
muestra para comprobar el tamafio de los fragmelet@édN. Como se observa en la figura 34A
se obtuvieron fragmentos desde 200 pb hasta ponardel marcador de tamafio. La muestra se
sonica nuevamente, aplicando otros 3 pulsos, saeek0 pl de la muestra y se vuelve a verificar
el tamafio de los fragmentos, obteniendo esta \amientos desde aproximadamente 180 pb
hasta 800 pb (fig. 34 B). Finalmente se le aplidas pulsos mas de sonicacion, obteniendo
fragmentos de entre 150 pb y 600 pb (fig 34 C).
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1000 pb

500 b
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Figura 34. Gel de agarosa al 1,7% en TAE. A) 3 pulsos decaoibn de 10 seg del ADN
gendmico. B) 6 pulsos de sonicacién de 10 segeadaC) 8 pulsos de sonicacion. En el carril 1
se indica el marcador de pero molecular 100 pbgl earril 2 la fragmentacién de la cromatina.

53 Verificacion de los cebadores

Para verificar que los cebadores amplificazamectamente, se utilizaron 5 ng/ul de ADN
gendmico sonicado, 5 ng/ul de una muestra trat@daiB con TPA y 5 ng/ul de una muestra
control. Ambas muestras corresponden a cromaijadafly posteriormente sonicada. El analisis

se realizo mediante PCR en tiempo real.

En la figura 35 se muestran los resultadotadairva de fusion del ADN amplificado con
cada pareja de cebadores. Como se observa, la imagios cebadores no forman dimeros y
poseen un Unico pico de amplificacién. En estasifin se encuentran las parejas de cebadores -
69, -126, -178, -342, -370 y -180. Las parejas elsadores -494, -550 y el -600 presentan una
tendencia a formar dimeros, aunque solo amplifitaa especie definida de ADN. El par de
cebadores -425, al igual que el -269, solo propaan productos a ciclos altos de amplificacién
y la altura de los picos varia dentro de la mismaestra. Todo esto sugiere que estan

produciendo una amplificacion inespecifica porue fueron descartados.
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Figura 35. Curva de fusion del qPCR. Prueba de los cebadottesidos desde la tesis doctoral
de Gema Tur (2007).

La amplificacion mediante gPCR se verificouengel de agarosa al 2% en TAE, tal como se
observa en la figura 36. En los carriles 14, 1% gd encuentran los fragmentos amplificados por
el par de cebadores -269, lo que permite configoarno funciona correctamente, por lo que se
suprime para futuros ensayos. En los carriles 22 yo se observan los fragmentos amplificados
por el par de cebadores -425, por lo que se eliregt@ par de cebadores para investigaciones

posteriores. EIl resto de cebadores amplificanectamente, puesto que amplifican solo el
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fragmento correspondiente, que por lo general eéD8epb. Debido a que los cebadores -180 y -
178 amplifican los mismos fragmentos, ya que su$r@ag respectivos se encuentran separados
solo por 2 pb, se selecciona para estudios postsred par de cebadores -178, por presentar una
mejor curva de fusion (fig. 35).

En resumen, de los cebadores se utilizarasitpsentes: -69, -126, -178, -342, -370, -494, -
550 y el -600. Para reemplazar los cebadores quenmglificaron correctamente y para
amplificar el ADN al inicio de la region transctite (hasta 450 pb rio abajo) se disefiaron
nuevos cebadores solapantes entre si. Se veafiaiplificacion mediante gPCR en las mismas

condiciones sefialadas anteriormente.

-69 -126 -178 -130 -269 -342
| | | | | |

CI 'C} el C4Cs O ©F CE C9 CloCL ClF Cl3 CL4 €IS €16 CIT ClE CIo

1000 b
500 gb

100 gb

423 570 404 -330 -600
I | | | |

I 1T T 1T
C20 C21 Q22 Q23 C24 €25 26 17 C2E CID 30 31 G321 C33 O34 G35

1000 pb
500 gb

100 gb

C1 » C20: Marcador dz peso molecular 100 pb

C2, €5, C8, C11, C14, €17, C21, C24, C27, €30, C33: Control de ADI sin tratar.
€3, Cs, Co C12 C15, €18, C22 €25, C28 €31, C34: TPA 30 min,

C4,C7, €10, C13, Cle, C19, €23, C26, €20, C32, C33: ADN pendmico sonicado,

Figura 36. Gel de agarosa al 2% en TAE. Se muestra el resutta la amplificacion por qPCR
de ADN gendmico sonicado, muestra sonicada tratadal PA 30 min y una muestra control sin
tratar. Los cebadores fueron extraidos desdeitadestoral de Gema Tur (2007).

74



En la figura 37 se observan las curvas défudel ADN obtenido con los nuevos cebadores.
Como se muestra en la curva la mayoria de los oebadian lugar a un Unico pico, pero en

algunos casos aparece un doble pico, que podréasdeda la formacion de dimeros.

150 1

100+

—d(RFU)/AT

al

Temperabre, Celsis

Figura 37. Curva de fusion del qPCR. Prueba de los cebadomgos.

Para comprobar la amplificacion de los cebesldos productos de gPCR se corrieron en un
gen de agarosa al 2%, tal como se muestra enui@f88. En los carriles 5, 6 y 7 se encuentra el
resultado de la amplificacién del par de cebade8®¥, como se observa en el gel parece
amplificar fragmentos inespecificos de ADN (C5 y),C&unque también podria deberse a la
formacion de dimeros. A pesar de la posible angplifibon de fragmentos inespecificos, el par de
cebadores -307 no sera descartado, debido a qlaiergo que amplifica de forma solapante la
zona del ADN comprendida entre el nucledétido -358 y260. Los demas cebadores amplifican

correctamente, por lo que todos son empleadosrpostente en el estudio del posicionamiento.
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Figura 38. Gel de agarosa al 2% en TAE. Se muestra el agkutie la amplificacién por gPCR
de ADN gendmico sonicado, muestra sonicada tratadal PA 30 min y una muestra sonicada
control sin tratar. Los cebadores fueron disefi@ados programa AmplifX.

5.4 Posicionamiento de nucleosomas dfgrl

Un nucleosoma se compone por ADN e histon2é\ (2B, H3 y H4). La longitud de ADN
ocupada por un nucleosoma es aproximadamente 208eplos cuales 147 estan fuertemente
unidos al nucleo de histonas (mononucleosoma)rgstb sirve de unidn entre los nucleosomas.
El nucleosoma es la particula fundamental de lanatima, segiun el modelo propuesto por
Kornberg en 1974. La posicidn que ocupa un nucleasmonstituye un elemento fundamental en
la regulacion de la expresion génica (€ual 2010). Esto se debe a que puede, bajo condiciones
determinadas, impedir o favorecer la entrada ddadca®res involucrados en la transcripcion, o

bien al no permitir que la elongacion continte arcierto punto dentro del gen (Hermeainal,
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2006). Por lo que el segundo objetivo de este jwales establecer el posicionamiento
nucleosomal en el promotor proximal y al inicio lderegion transcribible del geBgrl. Para
cumplir este objetivo, se utilizé el ADN mononudemal obtenido por digestion con MNasa
(apartado 3.2) y mediante qPCR se amplificé compé#asjas de cebadores seleccionados (Cuadro

8). Los datos obtenidos fueron procesados sedidnntaila 3.5.

Tras la fijacion de la cromatina y la digestaon MNasa, el ADN internucleosomal se pierde
en el protocolo de extraccibn de mononucleosomasply se obtiene el ADN adherido al
octamero de histonas. Los cebadores se solapalo mpre amplifican fragmentos de toda la
region estudiada del gétgrl. Aquellas regiones que se perdieron en el prodesaxtraccion no
seran amplificadas, mientras que las regiones slenleleosomas seran amplificadas por los
cebadores. Cuanto mayor es la cantidad de ADN fosglo, mas representada esta su secuencia
en el molde y, por tanto, mas protegida esta egarra la digestion con MNasa. En la figura 40
se exponen los resultados obtenidos en el ensajigado para determinar la posicion de los
nucleosomas (este ensayo fue realizado por trimicd.os resultados del analisis se grafican de
acuerdo a la proteccion relativa a MNasa (eje nte al valor medio del amplicon (fragmento

amplificado por cada pareja de cebadores) (eje X).

De la figura 39 se puede deducir la posiciértrds nucleosomas, denominados a partir de
ahora como N-2 y N-1, los situados rio arriba daetio de la transcripcion (TSS) y el N+1,
localizado rio abajo del TSS. Los amplicones -6880 y -494 presentan una mayor proteccion
frente a la digestion con MNasa por lo que en esta se ubica el nucleosoma N-2. Los
amplicones -240 y -178 indican la posicion del aasbma N-1. El nucleosoma +1 parece estar
ubicado en la zona amplificada por +171 y +241relSto de los cebadores parecen amplificar
zonas internucleosomales, por lo que no se enamemirotegidos frente a la digestion con

MNasa y por ende, no amplifican.

77



Posicionamiento nucleosomal

b
LA

Proteccion relativa

Distancia al T35

Figura 39. Posicionamiento de los nucleosomas de la regiom@tora y al inicio de la region
transcribible Los puntos representan la media de tres determimegide qPCR vy las barras dan
el correspondiente error estandar

Los resultados sugieren que es necesarioatisef@vos cebadores en la region comprendida
entre -100 y el +150 para delimitar la ubicacion wecleosoma +1 y en la region entre el
nucleotido -600 y el -850 para definir la ubicacoiel nucleosoma -2. Para esto se empleo la
version de prueba del programa AmplifX, con el @aeabiseio el amplicon -787 y los cebadores
en 5’ de -746, -740, +38 y +60. Los cebadores amtigo de estos amplicones y del amplicon -
666 fueron disefiados a mano, debido a que lo pragdioinformaticos no permitian hacerlo
por ser una zona con alto contenido en CG. Padasefio manual se los cebadores se calcula el
% de CG y de AT en la secuencia y se relaciondademperatura de fusion esperada, ademas

de considerar el largo del fragmento a amplifice ngitud de cada cebador.
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En la figura 40 se pueden observar los redodtale la amplificacion con los amplicones +38
y +60. A pesar de que estos cebadores forman dénfiggo40 A y B), dan lugar a un solo pico
definido de amplificacién (fig. 40 A), por lo qusta circunstancia no interfiere en los datos.
Ademas como se encuentran en una zona en la gpeolgrmamas bioinforméticos no permiten el

disefio de cebadores, son los Unicos que hacdnlgtsamplificacion de esta zona.
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C2, C3 v+ C8, Co: ADN de mononuclzosomas
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Cé, C7 w C12, C13: Control negativo HoO

Figura 40. Verificacion de la amplificacion por gPCR de tebadores +38 y +60. A) Curva de
temperatura de fusion. Gel de agarosa al 2% en BABRDN molde corresponde a gendémico
sonicado (5 ng/pl) y mononucleosomal (5 ng/ul).

Los cebadores disefiados para definir la psidiel nucleosoma -2 fueron sometidos a un
gradiente de temperatura, tras su primera prueadal a que no amplificaron correctamente. En
la figura 41 se presentan los resultados del gnaglide temperatura de fusién. A 67°C (fig. 41A)
y a 64,5°C (fig. 41B), en el paso 4 del protocoto aiplificaciéon para gPCR anteriormente
descrito (apartado 3.5.1), todos los cebadoredudgmm a un Unico pico de amplificacion. Por el
contrario a 62°C (fig. 41C) el par de cebadore® y& no amplifica adecuadamente y a 59,5°C

(fig. 41D) solo -787 amplifica adecuadamente. Sdgiamterior y puesto que a una temperatura
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muy elevada la especificidad de los cebadores e &decuada, se concluyd que la temperatura

de 64,5°C es la Optima para que los cebadoresatiessfamplifiquen correctamente el fragmento

de interes.
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Figura 41. Gradiente de temperatura y curva de merlting RGRy} para los cebadores -787, -
146, -740 y -666. A) Amplificacion a 67°C. B) Amijidiacion a 64,5°C. C) Amplificacion a
62°C. D) Amplificaciéon a 59,5°C.

Los resultados para la temperatura de 64.8°Comprobaron posteriormente en un gel de
agarosa al 2% en TAE (fig. 42), en la que se detrauts amplifican de un Unico fragmento en

todos los casos.
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Figura 42. Gel de gel de agarosa al 2% en TAE. Resultada geieba de amplificacion con una
temperatura de fusion de 64.5 en qPCR.

Una vez verificada la buena calidad de losdeles, se realizaron los ensayos para perfilar la
posicidon de los nucleosomas -2 y +1 de las regiestsgliadas del gabgrl (promotor proximal
e inicio de la zona transcribible). En la figura €8 muestra el grafico de proteccion relativa
frente a la digestion con MNasa y la posicion de nacleosomas. Segun estos resultados, la
posicidon del nucleosoma -2 se encuentra definidasamplicones -666, -600, -550 y -494. La
posicidon del nucleosoma -1 se encuentra definiddogscamplicones -240 y -178. La posicion del
nucleosoma +1 no queda totalmente delimitada. Eim@de proteccion a MNasa esta centrado
sobre el amplicon +241, pero se observa una ca&ldgicb con una pequefia meseta centrada en
+38 y +171 que puede indicar que existe una cradsilidad del nucleosoma, de modo que,
aungue ocupe preferentemente la posicion centrag24l, en algunas células se encuentra mas
desplazado en el sentido 5. Alternativamente, pueclrrir que la proteccion a MNasa en la
region de la meseta entre +38 y +171 correspondiraacausa distinta de la presencia del
nucleosoma +1. Una explicacion plausible seriadagncia del complejo de la ARN polimerasa
II, pausado precisamente por la situacion del msdma +1. De hecho, se ha demostrado que la
ARN polimerasa Il estd ensamblada en el promotoxipral del genEgrl adn en ausencia de
transcripcion (Turet al. 2010). Los experimentos presentes no permitetidideentre esas

posibles causas.
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Figura 43. Definicion de la posicion de los nucleosomas 2Ly Grafico de puntos obtenido del
analisis de la cuantificacion por gPCR desde ADNomaicleosomal y normalizado con ADN
sonicado. Los puntos representan la media de &tesndinaciones de gPCR y las barras dan el
correspondiente error estandar.

En la figura 44 se esquematiza el resultadopdsicionamiento. En rojo se resaltan los
amplicones en los que se consigue amplificaciomryegmde son los que se encuentran en una
region protegida frente a la digestion con MNasdjcando la posicion de los nucleosomas.
Estas regiones se representa con un ovalo azubeglm del promotor proximal y del inicio de la
transcripcion del gekgrl.
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Figura 44. Esquema de la localizacion de los nucleosomda exgion del promotor proximal (-
2y -1) yalinicio de la region transcribible (+dgl genEgrl en la linea celular MLP29.

Considerando los resultados obtenidos poreTat(2010), que indican que el gégrl posee
una maxima transcripcion a los 30 min de inducaon TPA (empleando cuantificacion del
ARNmM por RT-PCR), resulta interesante estudiaagdsicion y cantidad de proteccion de los
nucleosomas identificados (N-2, N-1 y N+1) variarao el gen se encuentra en nivel maximo
de expresion. Por lo que el tercer objetivo esrdetar si se producen cambios en la posicion o
en la cantidad de nucleosomas cuando el gen esadwtipor éster de forbol 12-
Tetradecanoilforbol-13-acetato (TPA) 30min.

Los resultados obtenidos, los que se exponda fgura 45, indican que el N-2 con un pico
de proteccion a -550, cuando se induce con TPAntIZ0 minutos, disminuye su proteccion a
la vez que aumenta la proteccion en -494. Esteseigin desplazamiento del N-2 unos 50 pb rio
abajo, permitiendo la accesibilidad al sitio EBS® @& encuentra en cerca de -600. Gitenay y
Baron, 2009 y Tuet al, (2010) han descrito que EGR1 se une a este efertis en su propio
promotor y reprime la transcripcion degrl, en este sentido los resultados demuestran la
importancia de la estructura de la cromatina corndutador de los procesos de regulacion de la

transcripcion.
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La disminucidn de la proteccion en la zonapacia por los nucleosomas -1 y +1 seguramente
es sefal de que esos nucleosomas se pierden perie) para facilitar el ensamblaje de la

maquinaria de transcripcion y la posterior elongaci
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Figura 45. Posicion de los nucleosomas del garl en las células MLP29 control y a los 30
min de la induccion con TPA. Cuantificacion por dP@esde ADN mononucleosomal y
normalizando con ADN gendmico sonicado. Los puntepresentan la media de tres
determinaciones de qPCR vy las barras dan el camdgmte error estandar.

5.5 Modificaciones epigenéticas

El principal método empleado para estudiar tasdificaciones epigenéticas es la
inmunoprecipitacion de la cromatina fragmentandota sonicacion (ChIP), pero con este
método se obtienen fragmentos de distinta longipad, lo que no permite el estudio directo

exclusivamente de mononucleosomas. Ademas, puederapie la inmunoprecipitacion de una
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modificacion que se encuentre en un nucleosomameereto, arrastre a los nucledtidos vecinos,
por el hecho de estar en el mismo complejo di ontrcleosomal. En cambio, utilizar la
inmunoprecipitacion directa de mononucleosomas QHIR), permite estudiar las

modificaciones epigenéticas a nivel de un Unicdausoma.

Para cumplir el cuarto y quinto objetivo, perm se estudian los remodeladores de la
cromatina BRG1 y BRM por su posible participacidnet desplazamiento y/o disminucion de la
proteccién en los nucleosomas identificados eneelEgrl. Posteriormente se estudia la tri-
metilacion y la acetilacidon del residuo lisina 9HI& por su posible participacidon en la activacion
y represion de la transcripcion en cada uno denledeosomas identificados. Finalmente se
investiga si la acetiltransferasa GCN5 y la metilsferasa SUV39 son las enzimas responsables

de las modificaciones de estos residuos a nivéensomal.

5.5.1 Remodeladores BRM y BRG1. Los remodeladores utilizan la energia de la
hidrolisis del ATP para mover, desplazar, expulsarestructurar nucleosomas dentro de la
cromatina (Clapier y Cairns, 2009; Piadtial, 2011). En el estudio anterior se comprobd que los
nucleosomas identificados &grl sufren cambios en su posicion y cantidad (fig, 46)nducir

su expresion con TPA 30 min. Por lo que, los redzatiges debieran estar involucrados en estos
cambios. Se ha visto que BRM regula negativamienéxpresion del gen, mientras que BRG1
parece estar presente cualdpl se expresa (Sakurai et al, 2011). También sesta gue estos
remodeladores se encuentran presentes clgnmdmo se esta expresando, pero cuando el gen es
activado estos remodeladores abandonan el proradt® 15 min de induccién con TPA (Tur,
2007).

En el presente trabajo, se estudié empleamdéchica de Nu-ChlP, la participacion de BRM
y BRG1 en los cambios vistos en los nucleosomas NFRy N+1 del gerEgrl. Se tom6 como
referencia la induccién con TPA durante 15 min.|&rigura 46 A se observa que BRM se
encuentra posicionado en el nucleosoma N+1, egpgoiénte en el amplicon +241, cuando el
gen no se expresa, en cambio, cuando el gen gadxiimediante la induccion con TPA 15 min)

BRM abandona el nucleosoma N+1.
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Los resultados obtenidos para BRG1 (fig. 46iRjJican que este remodelados se encuentra
presente en N-2 y N-1, pero se encuentra mayorntepresentado en N+1, aumentando su

representacion en este nucleosoma luego de laeicivcon TPA 15 min.

Estos resultados sugieren que BRG1 podria &staando la interaccion de las histonas con el
ADN para modificar la estructura del nucleosoma N+de esta manera permitir el acceso de la
RNA pol Il para que continde la transcripcion. Beta razén N+1 disminuye su proteccion frente
a la digestion con MNasa, y el remodelados se eti@uenas representado, cuando el gen se
encuentra activo. En el caso de BRM, los resultadggeren que este remodelados podria estar
implicado en mantener la estructura del nucleosrrig por lo que, en el momento en dtogrl
es activado, el remodelados abandona el nucleopematiendo que BRG1 ingrese. Tanto BRM

como BRGL1 no parecen estar involucrados en la relacidn de los nucleosomas N-1 y N-2.
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Figura 46. Cuantificacion déNu-ChIP de los remodeladores BRM (en A) y BRG1Egnen los
nucleosomas N-2, N-1 y N+1 del gBagrl, en el control y a los 15 min de induccion con TPA
Los histogramas representan la media de tres deteiones de qPCR y las barras dan el
correspondiente error estandar.
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5.5.2 Acetilacién y tri-metilacion de H3K9 enEgrl. Considerando la teoria del codigo
de histonas, las modificaciones epigenéticas plesueaumplen determinadas funciones en la
regulacion genomica (Strahl y Allis, 2000). Porgkeneral la marca de acetilacion en histonas se
encuentra relacionada con la transcripcion génidantras que la marca de metilacion con
represion o activacion dependiendo del residuo ficadio, siendo el residuo de lisina 9 en la
histona H3 una de las marcas epigenéticas masadagdKouzarides, 2007a).

En la figura 47A se muestran los resultadolsresda acetilacion en H3K9, para cada
nucleosoma. Los tres nucleosomas poseen una acetilbasal en el control, la cual aumenta
significativamente en los tres nucleosomas luegéadaduccion con TPA 30 min, siendo los
nucleosomas posicionados en el promotor, especiddmig-1, los que parecen presentar un
mayor grado de acetilacién. En la figura 47B sesgméan los resultados del andlisis de la tri-
metilacion de H3K9, que a diferencia de lo obseovaeh la figura 47A, aumenta
considerablemente en el nucleosoma N+1 y se emauseinos representada en los nucleosomas
N-2 y N-1.

Estos resultados sugieren que la modificad&acetilacion en H3K9 en el promotorkigrl,
facilita el acceso a los elementas, para que el complejo de la transcripcion se foyrde esta
manera la polimerasa comience la transcripciontrinaetilacion de este residuo esta descrita
generalmente como asociada a represion, pero esseldel gerEgrl parece estar relacionada

con la activacion génica.
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Figura 47. Cuantificacion de Nu-ChlP de H3K9 Ac. y H3K9 met3 los nucleosomas -2, -1y
+1 del gerkgrl, en el control y a los 30 min de induccion con TPds histogramas representan
la media de tres determinaciones de gPCR y laadden el correspondiente error estandar.

5.5.3 Enzimas acetiltransferasa y metiltranferasas de hisnas. Se ha visto que la tri-

metilacion de H3K9, es catalizada principalmentelp@nzima metiltrasferasa SUV39 (Inghs

al., 2007; Selvi 2010). La acetiltransferasa GCN% estacionada con la acetilacion de H3K9

(Allis et al 2007). Por lo anterior se estudié la posibleippecion de estas enzimas en las

modificaciones de H3K9 observadas es los resultadtesiores.

En la figura 48A se presentan los resultaduerados del andlisis realizado mediante gPCR

de las muestras de Nu-ChIP, en ella se observalagezima acetiltransferasa GCN5 se

encuentra mas representada en el amplicon +24duddosoma N+1, lo cual no concuerda con

los resultados obtenidos para la acetilacion, emel@e observa una mayor representacion de la

marca H3K9 Ac en los nucleosomas N-1 y N-2 (figAy/Esto puede deberse a que GCN5 no

sea la enzima responsable de la acetilacion de Hg&EQue ademas de ésta, en bibliografia

también se describe a la acetiltransferasa PCAFocmsponsable de la acetilacién de este

residuo (Alliset al 2007).
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Los resultados obtenidos en Nu-ChlIP para léltraesferasa SUV39, demuestran que la
enzima se encuentra mas representada en el ampiedn del nucleosoma N+1, esto coincide
en parte, con los resultados observados para leandar trimetilacion del nucleosoma N+1 (fig.
47B) en H3KO9.
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Figura 48. Cuantificacion de Nu-ChIP para GCN5 y SUV39, érantrol y a los 30 min de
induccion con TPALos histogramas representan la media de tres deggiones de qPCR vy las
barras dan el correspondiente error estandar.

5.6 Prediccion del posicionamiento nucleosomal

Como ya se ha mencionado anteriormente, deosmema tiene importancia no solo en la
organizacion estructural de la cromatina, sino fémbken la regulacion de la accesibilidad de los
complejos proteicos implicados en la transcrip@@hADN. Se sabe que la posicidon que ocupa
el nucleosoma en el ADN no es al azar, sino qustexisecuencias que experimentalmente se
repiten preferentemente en el ADN nucleosomal gsose observan con mayor frecuencia en el
ADN entre nucleosomas. A partir de estos y otrgarpatros que intervienen en la estructura del
nucleosoma, se han elaborado programas bioinfarazaton el fin de predecir la posicion

dentro de la secuencia de ADN que tiene una masabapilidad de unirse al octamero de
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histonas. La utilizacion de programas bioinforn@gipermite optimizar tiempo y recursos en la

investigacion cientifica.

En primer lugar se comparo la posicion denloadeosomas obtenidos experimentalmente, con
la prediccion que realizan los programas bioinfditod NXSensor, nuScore y NuPop. El
programa NXSensor se basa en la composicion ailgescia para discriminar las zonas que por
su contenido de CG, poli-A o poli-T, no pueden euse y por ende no forman parte de los
nucleosomas (Luyket al, 2006). NuScore se basa en el costo energétiespone curvar el
ADN alrededor del octamero de histonas, el cualedde de la secuencia de ADN y de la
interaccion de la secuencia con las histonas @mlkov et al, 2008). NuPop utiliza el modelo
de cadenas de Markov (HMM) de primer y cuarto oydeniendo en cuenta dos estados, el
nucleosoma (N) y el enlazador (L) calculados eradewva, pero al escoger otra especie, el

programa reestructura los datos éXal, 2010).

En la figura 49 se compara la posicion obtemigkperimentalmente de los nucleosomas N-2,
N-1 y N+1 (recuadro amarillo) con las predicciomealizadas por NXSensor. Este programa
predice tanto la zona del ADN con mayor probabdide que se forme un nucleosoma (fig. 49
a), como la zona entre nucleosomas, o region exwotey(fig. 49 b). Para el primer caso, que se
indica en color gris, la prediccion realizada potS¢énsor no coincide con la posicion obtenida
experimentalmente en todos los casos, he inclasmra excluyente de nucleosomas (fig. 49 b,
en rojo) es la que coincide, en mayor medida, eoposicion de los nucleosomas N-2, N-1 y
N+1. Estos resultados sugieren que basarse sokneenia composicion del ADN, no es
suficiente para predecir asertivamente la posiai@ los nucleosomas N-2, N-1 y N+1,

identificados experimentalmente en el gagrl.
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Figura 49. Resultados de la prediccion realizada por NXSersdegrl. A) Prediccidon de la
secuencia nucleosomal (en gris). B) Prediccionadesecuencias excluyentes (en rojo). En los
recuadros amarillos los nucleosomas identificadpg®mentalmente.
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En la figura 50A, se muestran los resultadotadgrediccion realizada por NuPop, empleando
la opcion “Mouse” y el calculo de cadenas de Mar#te\cuarto orden, presentando los resultados
en una escala de probabilidad de 0 a 1. En ladi§0B se exhibe la prediccion de la zona de
inicio de un nucleosoma (en azul). Los recuadroardlos representan la region experimental de
los nucleosomas N-2, N-1 y N+1 del geégrl De estos resultados se puede concluir que, para e
caso deEgrl, NuPop no parece predecir, de manera precisasi@ipn de los nucleosoma, ya
gue los lugares de mayor probabilidad de iniciai@ucleosoma no coinciden con lo observado

experimentalmente.

0.8
0.6 |

-

1

e Probabilidad d= inicio de vn nucleosoma — Duntaje de ocupacion de oo nuclecsoma

B)

[] Posicion experimental de los nucleosomas en Egrl

Figura 50. Resultados de la prediccion realizada por NuRoEg1l A) Prediccion de la
secuencia nucleosomal (en rojo) y prediccion deldrde un nucleosoma (en azul), en escala de
0 a 1. B) Representacion de las zonas de inicimpeoadas con los nucleosomas identificados
experimentalmente pakggrl (recuadro amarillo).
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Los resultados de la prediccion realizada mpaBcore para los nucleosomas Egrl se
muestran en la figura 51. La energia parece dismaémula zona entre el -800 y el -600 y entre 0
y +300 (fig. 51), lo cual indicaria que en estagiares del ADN existe una mayor probabilidad
de que se forme un nucleosoma. NuScore parececor@deior la posicion de los nucleosomas

en cuanto al puntaje de energia.
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Figura 51. Resultados de la prediccion realizada por nuSeoiegrl, en cuanto al puntaje de
energia requerida para curvar el ADN. En la panfeerior se muestra el equivalente a la posicion
enEgrl

La base de datos en la cual se sustentarrdgsamas de prediccion, es otro factor a tener en
cuenta, ya que en gran medida, de ésta dependpadaidad de prediccion que posean. Por ello
se comparan los resultados de la posicion de ldgosomas identificados en el presente trabajo,
con los datos almacenados en el mapa de la posieidruclesomas del genoma de higado de
raton proporcionada por GEO. En la presente tesidrabaja con ceélulas progenitora de
hepatocitos de raton, por lo que la base de da&ssadecuada para el disefio de un programa
seria la que proporciona GEO.

Para realizar la comparacion de los datos expetates) con los que posee la base de datos,
primero se identifico la region del genoma de ratomespondiente a la secuencia del Bgnl

(fig. 52), en donde la posicion 35020861 en el @soma 18 del raton corresponde al +1 del gen
Egrl (fig. 53).
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Posteriormente se indica la longitud de los fragiwe protegidos frente a la MNasa
almacenados en la base de datos y la longitudsgec® entre nucleosomas, tal como se muestra
en la figura 52. En la mayoria de los casos laitadgio corresponde al tamafio nucleosomal. De
la franja roja hacia abajo, se muestra la posid&ios nucleosomas en la region transcribible, en
el otro extremo se muestran los nucleosomas degiarr promotora. Las coordenadas (en pb)
gue ocupa el geBgrl dentro del genoma del ratén, fueron extraidag d@s$e de datos MGI, en
donde se indica que la region codificante del ggml es Chrl8:35020861-35024638 bp,

mientras que la region promotora se localiza 13@xsae el 35020861, rio arriba.

Eegion entre
nucleosomas dezde hasta Nuclleusnma

4lpb ~chrlf8 (35018748 35013006 name 1% + — 258pb
37pb _chrlEI 35015047 35013176 name 9 + — 129pb
17 pb _chrlf (35013213 35012428 name 17 + — 21lipb
96 pb _chrlf (35015445 35013584 name 12 + — 13%pb
66 pb _chrlE 35019680 35013758 name & + — 78pb
508 pb chrls (35019824 35020344 name 21 + — 320pb
114 pb _chrl8 (35020342 35021171 name 9 + — 220pb
63 pb _chrlf8 (35021285 35021eB1 name 29 + — 3%pb
258 pb _chrlf (35021744 35021881 name 9 + — 137pb
14pb _chrlfB (350421353 35022588 name 18 + — 44%pb
38 pb _chrlf (33022602 350212799 name 15 + — 1%97pb
101 pb _chrlf8 (35022837 35022859 name 5 + — 22pb
30 pb _chrlEI 35022560 35022565 name 5 + — 3Jpb
2 pb _chrlf8 (33023034 350212310 name 13 + — 236pb
48 pb _chrlE 35023332 350212337 name 4 + — 3Jpb
217 pb _chrlf8 (35023385 350213513 name 8 + — 128pb
7p _chrlEI 35023730 35024204 name 31 + — 474pb
370 pb _chrlE 35024211 35024339 name 9 + — 128pb
chrlB (35034705 35024B48 name 9 + — 13%pb

Figura 52. Region de la base de datos de nucleosomas deohdga@ton correspondiente al gen
Egrl En los costados se indica la longitud del ADNIeosomal e internucleosomal. La linea
roja identifica la region cercana al inicio deégion transcribible.

Como se observa en la figura 53, la zona ¢révible de Egrl comienza en la posicion
35020861 (en celeste) del cromosoma 18, de ac@elnlandicado en la base de datos 81 pb rio

abajo comienza una region nucleosomal, este fragnum 229 pb corresponde seguramente al
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nucleosoma N+1, cuya localizacion experimentabdierde aproximadamente entre el inicio de
la transcripcion y +300 pb (fig. 45). Desde la pasi 35020942 hasta la posicion 35020344 rio
arriba, se localiza un fragmento entre nucleoson®sb98 pb, al que le sique una zona
nucleosomal de 520 pb (desde 35020344, hasta 380X88arriba). En letras rojas subrayadas
se indica la posicién de los regiones nucleosomdkgificados experimentalmente, las cuales
se representan con los dos amplicones que poseermagor proteccion frente a MNasa.
Destacadas en amarillo se muestran las regionésosomales que se encuentran en la base de
datos para la misma zona del ¢egrl.

Estos resultados sugieren que la base de datoadeésada para el presente trabajo, no muestra
una concordancia en la posicion del nucleosoma pielsentando una concordancia parcial con
la posicion del nucleosoma N-2. En cambio parauelansomas N+1 la posicién de la base de
datos coincide con la posicion determinada experiahe@ente.

En nuestro caso concreto los programas astnaléan tenido éxito en la prediccion del ADN
gue tiene mayor probabilidad de formar nucleosolymsgue existen discrepancias con respecto a
los resultados experimentales, es por esto queeere de nuevos programas que permitan
predecir un posicionamiento nucleosomal de maneia exacta. El Ultimo objetivo de este
trabajo es plantear la necesidad de crear un nu®grama para la prediccion de la posicion de

los nucleosomas.

La base de datos podria ser empleada comtefdeninformacion que permita comparar la
composicion de la secuencia de los nucleosomagsaytia de esta informacion crear un programa
para la prediccion de la posicién de los nucleos@ueo se debe tener presente que la longitud
de los fragmentos nucleosomales no corresponden BI7 pb que posee un nucleosoma y que la

concordancia con los datos experimentales es sobigh
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GCTTGGEETCGCCAGACTGCOCAAAGOC AAGTCCCCCTCTTTAGGACAGGGCAGEETIC GTGC COGACCAGTCCC TGEOCT
GEATAASAGTC AGEAAGTETC TAACCATCAC AMGA ACC A ACAGATCCTEEROGEEFEACTTAGGACTGACCT AGAACAATC
AGGGTTCCECAATOC AGGTCOOC AAAGGTGEEATCCTC AAMCCECAGGACGGAGGEAATAGC CTTTOGATICTGGGETGETG
CATTGGAAGCCCCAGGCTCTAAAACCCCC ANCCTACTGACTEETGEROCGAGTATGCACC CEGACTECTAGCTAGGCAGTGT MN-1
CCCAAGAACCAGTAGCC AAATETCTTGECC TCAGTTTICCCGETEGACACC TGEAAAGTGACCC TGO CATTAGTAGAGECTC
AGETCAGGGCCCCEOCTCTCCTGEECEGCCTCTECC CTAGCC OGO CTGOOGC TOCTC CTCTCC GCAGECTCGE TCOC ACT
GTCCCCGAGGTGEEC GEETEAGOC CAGGATEGACGECTGTAGAACCCOC GECOCTGACTCGOCC TCGOCOCCGOGCCGEECCT
GEGEC TICCC TAGCOC AGCTOGCACCOGEEEECC GTC GGEAGC OGC CGOGOGC CCAGC TCTACGOGC CTGECGCCCTOCCCA -2
CECEEGECETCOCOGACTOC OGOGT GOGCTE AGGE TC CC AGTTEEEAACCAAGGAGGEEEAGEATGEGEEGEEEEEETET
GCGCCGACCOGGAAAC GOCATATAAGGAGC AGGAAGGATCCOOCGOOGGAACAGACCTTATTTGEECAGOGC CTTATATG
GAGTGECCCAATATGECOC TGOOGC TIC CGECTCTGEGAGGAGEEEC GAGC GEOEETIGEEECOEEEEETAAGCTEEEAL
CTCCAGECGOC TEEC OO GEGAGGOC ACTECTGCTGTICCAATACTAGGCTTTOC AGGAGOC TEAGCGITOGCGATECOGE -]
AGCEEETCGC AGGETEEAGETEC CCAC CACTCTTGEA TEEEAGEECT TCACGTCACTOC GEETC CTOC OGECCGETCCTIC
CATATTAGGGEC TTCCTGCTTOCCATATATGEC CATGTACGTC ACGEOGGAGGCEEECOC OGTECTGTICCAGACCCTTGAAA
TAGAGEFCCGATTCEFEFGGAGTC GOGAGAGATC CCAGC GO GCAGAACTTGERFEFEAGC OGOCGOCGCEGATTCGCCFOCGOOGCC
AGCTTCCECOGCOGCAAGATOGHGCCOCTGCOCC AGCCTOCGOGGCAGOC CTGOGTOC ACCACGGGOOGCGECTACCGCCA 1N T 1
GCCTGEEEGCCCACCTACACTOCCCGC AGTETGCOCC TRC ACCC CEC ATGTA ACCOGEEC AACOOC CGEOGAGTETEOOCT W+l
CAGTAGCTTCGEOCCCGEEC TRCGOCC ACC ACCC AAC ATCAGTTC TOCAGC TCGCTGETOOGGEATEGECAGOGGOCAAGE  ~
CCGAGATGCAATTGATETIC TCOGE TEC AGATC TCTGACCC GTTCGECTCCTTTCC TCACTCAC CC ACCATGRACAACTACCC
CAAACTEGEAGGAGATGATGCTECTGAGCAACGEEEC TCCCCAGTICCTOGGTEGCTEOC GEAAC COCAGAGEEC AGCEECG
mmammmmmm N+2
GACGACCCAAACGTOC AGTCCTTICOCTGCACGGACCTGTTICTATOCC TTAGGGATGEEAC TGGGGETTTOCC TCTATTTICAC
ACAGCTCCAGGGTCTTIGTIGT TAGAGGGATGTCTAGGGACACCCCC TACCC TCCATCC TIGCGGETGCOOGGEAAGGCAGGA
CGTTTGTTTIGGATGGAGAACTC AMGC TGOGTGEETGECTGEAGEEEETGEEEEEGAGGETTTGTITIGATGAGC GGGGET
TECCCCCTCCOO0EC OGO GETETOGC GO GO TIGT I TECAGATIGT TOC CCAAGECAGEECTEAAATCTETGAC CAGE

Begion entre

nucleosomas dezde hasta MNucleosoma
0% b_chrlEl 25015445 35019584 — 13%pb
66 ob S} chrlf |3501%c80 3501758 — Tipb
508 ib chrlf |3501%824 3502|0344 — 3Mpb

114 pb —CF chrlf (3530230942 35020171 — 2208pb
chrl8 (35021285 35021681 — 3% pb

63 pb —
chrlf [350231744 35021881 — 137pb
MNumeracidon en
cromosoma 18
EEDIIQEEA- 351}2I'I}34-1- 35020861 33020042 33021171 23021283
| | | |
| | | | | |
-1037 517 +1 + 81 +310 +424

Numesacion Egrl

Figura 53. Esquema comparativo de la posicion de los nucteas del promotor proximal y al
inicio de la region transcribible, entre lo sefalash la base de datos (en amarillo) y los
resultados obtenidos experimentalmente (en letraulgrayado rojo), en donde N-2 esta
representado por -550 y -498, N-1 por -240 y -y7B+1 por los amplicones +171 y +241. En
celeste el inicio de la regidn transcribible.
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6. CONCLUCIONES

. Las condiciones determinadas para la extracciotugiva de mononucleosomas son:
Digerir 20 min con 500 U de MNasa y 3 mM de Ga&2i el tampon BG.

. La posicion de los nucleosomas del promotor prokimaal inicio de la region
transcribible queda definida entre los amplicor&&6-y -370 para el nucleosoma N-2, entre los

amplicones -307 y -126 para el nucleosoma N-1 seezit-69 y +305 para el nucleosoma N+1.

. En la region ocupada por los nucleosomas N-2, NNt+¥ disminuye la proteccion frente

a MNasa luego de inducir la expresionktgl con TPA 30 min. El nucleosoma N-2, ademas, se
desplaza una 50 pb rio abajo, dejando libre ladrede acceso a EGR1 para su autorregulacion.
Esto demuestra la importancia que presenta el relamiento de la cromatina en la regulacion

de la transcripcion.

. Los remodeladores BRM y BRG1 se encuentran presemtel nucleosoma N+1 cuando
Egrl se halla inactivo, sin embargo cuando el gen &gago con TPA 15 min, BRM abandona
el nucleosoma y BRG1 se ve mas representado. Rpreleste ultimo podria estar involucrado
en la remodelacion del nucleosoma N+1, lo que céug#érdida parcial de la estructura del
nucleosoma, que se ve reflejado en la disminuc®nadproteccion frente a la digestion con
MNasa.

. Los nucleosomas N-2 y N-1 se encuentran acetiladod3K9, cuando el gelagrl es

activado con TPA 30 min, mientras que el nucleoshiia se encuentra trimetilado.

. Los programas bioinformaticos para prediccion dedaicidn nucleosomas NXSensor,
NuPop y NuScore, en este caso, no fueron asertivieshora de predecir la posicion de los

nucleosomas del promotor proximal y al inicio derégion transcribible egrl (N-2, N-1,
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N+1), en comparacion a las posiciones identificaglggerimentalmente. Por lo que se hace
patente la necesidad de disefiar nuevos prograragobimaticos que permitan predecir con

mayor exactitud la zona del ADN que forma parted@ucleosoma.
. La base de datos de nucleosomas de higado de retdmostré6 concordancia con la

posicién del nucleosoma N-1 y la coincidencia mawkt para la posicion de N-2 es parcial, sin

embargo la posicion del nucleosoma N+1 concuerddacoegistrado en la base de datos.
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8.

ANEXOS

Anexo 1 Nueva nomenclatura de enzimas que modificanrastoen cuadro 1, 2 y 3 (Allet al

2007).

Cuadro 1. Nueva nomenclatura de las enzimas lisinas delsisesi sustrato en el actian vy

organismo en el que se encuentra cada enzima, adknia funcién de la modificacion.

Subsirate
Mew Name Human D. melanogaster 5. cerevisiae 5. pombe Specificity Function
KD LSDH/BHC 110 Sulvarj3-3 Splsd1/Swmi/ H3K4me1/2, Transcription activation
Saf110 H3KBme1/2 and repression, hetero-
chromatin fermation
KDM2 Jhdi H3K36me1/2 Transcription elongation
KDM2A JHDMAa/FBXL11 H3K36me1/2
KDM2B JHDMAD/FBXL10 H3K36me1/2
KDM3A JHDMZ2a H3kS9me1/2 Androgen recepior gene ac-
fivation, spermatogenesis
KDM3B JHDOMZ2b H3Kfme
KDM4 Rph1 H3Kg/ Transcription elongation
K36me2/3
KDM4A JMIDZ2AMIHDM3A H3Ke/ Transcription repression,
K36me2/3 genome integrity
KDMAB JMJDZB Hakg/ Heterochromatin formation
H3kK36me2/3
KDM4C JMIDZ2C/GASCH H3KS/ Putative oncogene
K36me2/3
KDM4D JMIDZD H3K9me2/3
KDM5 Lid Jhd2 Jmij2 H3K4ma2/3
KDMSA JARID1A/RBP2 H3K4me2/3 Retinoblastoma-interacting
protein
KDMSB JARID1B/PLU-1 H3K4mel1/2/3 Transcription repression
KDMSC JARIDA1C/SMCX H3K4me2/3 X-linked mental retardation
KDMBD JARID1D/SMCY H3K4me2/3 Male-specific antigen
KDMEA UTX H3IK27Tme2/3 Transcription activation
KDMEB JMID3 H3KZ7me2/3 Transcription activation
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Cuadro 2. Nueva nomenclatura de las enzimas lisina metdfeaasas, sustrato en el actuan y
organismo en el que se encuentra cada enzima, adkma funcién de la modificacion.

Substrate

MNew Mame  Human D. melanogaster 5. cerevisiae 5. pombe Specificity Function
KMT1 Su(Var)3-9 Clrd H3K9 Heterochromatin
formation/silencing
KMT1A SUV3gHA H3K9 Heterochromatin
formation/silencing
KMT1B SUV3oH2 H3K9 Heterochromatin
formation/silencing
KMT1C G9a H3K9 Heterochromatin
formation/silencing
KMT1D EuHMTase/GLP H3K9 Heterochromatin
formation/silencing
KMT1E ESET/SETDBA H3K9 Transcription repression
KMT1F CLLB
KMT2 Set1 Set1 H3K4 Transcription activation
KMT24 MLLA Trx H3K4 Transcription activation
KMTZ2B MLL2 Trx H3kK4 Transcription activation
KMT2C MLL3 T H3K4 Transcription activation
KMTZ2D MLL4 T H3K4 Transcription activation
KMTZE MLLS H3K4 Transcription activation
KMT2F hSET1A H3K4 Transcription activation
KMT2G hSET1B H3K4 Transcription activation
KMT2H ASH1 Ashi H3kK4 Transcription activation
KMT3 Set2 Set2 H3K36 Transcription activation
KMT3A SET2 H3K36 Transcription activation
KMT3B NSDH H3K36
KMT3C SYMD2 H3K36 (p53) Transcription activation
KMT4 DOT1L Dot1 H3KT79 Transcription activation
KMTS Set9 H4K20 DMA-damage response
KMT5A Pr-SET//8 PR-set7 H4K20 Transcription repression
KMT5B SUV4-20H1 Suv4-20 H4K20 DMA-damage responss
KMTSC SUV4-20H2
KMTG EZH2 E(Z) H3KET Polycomb silencing
KMT7 SETV/9 H3kK4 (p53 and
TAF10)
KMTE RIZ1 H3KS Transcription repression
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Cuadro 3. Nueva nomenclatura de las enzimas lisina acetifesasas, sustrato en el actian y
organismo en el que se encuentra cada enzima, adka funcion de la modificacion.

Mew Name Human D. melanogaster 5. cerevisiae S. pombe  Subsirate Specificity Function
KAT1 HAT1 CG2051 Hat1 Hat1/ H4 (5, 12) Histone deposition, DNA
Hag&03 repair

KATZ dGCNS/PCAF Gend Gens H3 (9, 14, 18, 23, 36)  Transcription activation,
H2B; yHizl (14) DMA repair

KAT2A hGCNS H3 (8, 14, 18)}/H2B Transcription activation

KATZ2B PCAF H3 (9, 14, 1ByH2B Transcription activation

KAT3 dCBP/NEJ Ha (5, 8); H3 (14, 18) Transcription activation,

DINA repair

KAT3A GCBP H2A (5); H2B (12, 15) Transcription activation

KAT3B P300 H2A (8); H2B (12, 15) Transcription activation

KAT4 TAF dTAF1 Taft Tafi H3 > H4 Transcription activation

KATS TIPBO/PLIP dTiIPED Esai Msti H4 (5, 8,12, 18); H2A Transcription activation,

(yeast 4, ¥; chicken 5, 9, DMA repair
13, 15); dH2AvyHtzl
(14)

KATE (CG1894) Sas3 (Mst2) Ha (14, 23) Transcription activation
and elongation, DMNA
replication

KATBA, MOZMYST3  ENOK H3 (14) Transcription activation

KATEE MORF/MYST4 H3(14) Transcription activation

KATT HBO1/MYST2 CHM (Mst2) H4 (5, 8, 12) = H3 Transcription, DNA
replication

KATB HMOF/MYST1 dMOF (CG1894) Sas2 (Mst2) H4 (16) Chromatin boundaries,
dosage compensation,
DMNA repair

KATS ELP3 dELP3/ Elp3 Elp3 H3

CG15433

KAT10 Hap2 H3'(14); H4

KAT11 Rit109 Ha3 (56) Genome stability,
transcription elongation

KAT12 TFIICS0 H3'(9, 14, 18) Pol Il transcription

KAT13A SRCH H3aH4 Transcription activation

KAT13B ACTR H3/H4 Transcription activation

KAT13C P160 H3a/H4 Transcription activation

KAT13D CLOCK H3/H4 Transcription activation
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Anexo 2 Protocolo de laboratorio para extraccion de rasdenas a partir de cultivos celulares

Se descarta el medio de cultivo, luego se taval0 ml de PBS por cada botella de 75,cm
posteriormente se afladen 10 ml de formaldehido%aleh PBS y se incuba en agitacion a
temperatura ambiente (T.A.) durante 7 min. El entrzamiento se detiene con glicina 0,125 M
(concentracion final) y se incuba en agitacion A Gurante 5 min. Se lava dos veces con 10 ml
de PBS frio y a continuacion se afiaden 10 ml de ffiB$ara rascar y recoger las células. Se
lavan las botellas con 2 ml mas de PBS frio pataperar las células que hayan quedado y se
centrifuga a 4500 g 5 min. Se elimina el sobrengdan posteriormente las células se
resuspenden en 6 ml de tampon de lisis celular(@@atiene espermina 0,15 mM, espermidina
0,5 mM, Tris-HCI pH 7.5 a 0,01 M, NaCl 0,01 M, Mg@,003 M, sacarosa 0,03 M, EDTA 10
mM y 0,5% de NP-40) mas inhibidores de protea®ad/(nL), se traspasa a u homogeneizador
de Potter, en donde las células se lisan. Luegucsba en hielo de 10 a 15 min. Se centrifuga a
800 g por 5 min a 4°C para depositar los nuclees glimina el sobrenadante. Los nucleos se
resuspenden en 1 mL de tampdn de lavado RSB (penfigs-HCI pH 7.5 50 mM, NaCl 10
mM, MgCl, 3 mM, B-Mercaptoetanol 10 mM, espermina 0,15 mM, espemaidl,5 mM y 2
pnl/mL de inhibidores de proteasas) y centrifugaB®g por 5 min a 4°C. Se elimina el
sobrenadante y el residuo se resuspende en 508 tahghon de digestion RSB (contiene Tris-
HCI pH 7.5 50 mM, NaCl 10 mM, MggB mM, B-Mercaptoetanol 10 mM, espermina 0,15 mM,
espermidina 0,5 mM y 1mM de Call afadir MNasa 100U/ml. Se incuba a 37°C duraste
min y se detiene la digestion con 100 mM de EDTA.dromatina digerida es tratada con 5
po/ml de ARNasa durante 60 min a 65°C. Finalmeatmulestra es tratada con 100 pg/ml de

proteinasa K por 90 min a 65°C.
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Anexo 3. Condiciones empleadas por Tur (2007) y Sacilottdol(? en la extraccion de
nucleosomas.

En principio se prueba el protocolo de T2007), quien fija la cromatina por 3 min con
formaldehido 1% en PBS, emplea 100 U/ml de MNasa@aC} 0,1 mM por cada 300 ul de
cromatina e incuba por 5 min a 37°C. También sbe@#®l protocolo de Sacilotto (2010), quien
parte de 7x1bnlcleos, los fija con formaldehido 1% por 15 midigiere con 150 U de MNasa
en tampon de digestion RSB, durante 30 min a 3EMCambos casos se purifican las bandas de
ADN mononucleosomal a partir del gel de agarosaddgprob6 que se obtienen mono, di, tri y
polinucleosomas con los protocolos antes menci@adse extrajo el fragmento
mononucleosomal y se purificaron para comenzastab® de la proteccion a la digestion.
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