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| MARCO TEORICO:

CONTEXTO HISTORICO:

Desde tiempos remotos el ser humano observdé que existian grandes
similitudes entre los progenitores y su descendencia, sin embargo, poco se
sabe de estudios en la antigiiedad con el objetivo de explicar dicha cuestion. Es
a partir del siglo XIX por los trabajos de Gregorio Mendel, en donde demostré
gue ciertos caracteres se transmiten de padres a hijos de manera predecible,
gue se establecid el estudio formal de la herencia y la variacion bioldgica, es
decir, la genética. En dichos estudios Mendel dedujo ademas que la
informacion genética dirige la funcién celular y por lo tanto, determina en gran
medida la apariencia externa de los organismos (1).

Tomando en cuenta estos preceptos, uno de los cuestionamientos que surgio
fue determinar en donde se alojaba dicha informacién.

No fue sino hasta mediados el siglo XX que se definié al DNA como la molécula
responsable de la contencién, mantenimiento y transmisién de la informacion
genética en los organismos (2). Estudios dedicados a la caracterizacién del
DNA, su metabolismo y sus implicaciones celulares, concluyeron solo unos
afios después en el establecimiento del Dogma Central de la Biologia que
conllevé al desarrollo de cuantiosos avances en diversas ramas de la ciencia y
la tecnologia que definieron un cambio sustantivo en la sociedad hasta como la
conocemos hoy en dia (1-3).

A finales del siglo XX estaba claro que el idioma de la vida se basa en la
secuencia y regulacién del DNA (4); y gracias a la tecnologia computacional
disponible, asi como los avances en la tecnologia del DNA recombinante, los

estudios sobre el 4cido nucleico se tornaron de un enfoque aislado o individual



a una perspectiva global. Es asi, que se dio pie al inicio de la era Genomica
que precisa los esfuerzos para la caracterizacion de la secuencia de todo el
material genético de diversos organismos entre ellos, principalmente el
humano; el entendimiento de las implicaciones bioldgicas de la misma 'y sus
aplicaciones. Un momento de climax para dicha era ocurrio en Abril del afio
2003 en el que dados diversos esfuerzos internacionales se publicd la
secuencia completa del genoma humano lo que ha llevado a la secuenciacion
de otros genomas y abre una amplia gama de preguntas aun por contestar (2).
A pesar de contar con la secuencia completa de diversos genomas eucariontes
y procariontes, anteriormente se habia observado que las implicaciones a nivel
fenotipico no solo estan definidas por la secuencia de DNA y los genes
incluidos en la misma; desde este punto de vista, es imprescindible incluir en la
era gendémica a la era de la epigenética la cual se entiende dados los esfuerzos
para identificar y definir los mecanismos moleculares independientes a la
secuencia de DNA que juegan un papel en la regulacion, organizacion y
estructuracién de un genoma y sus consecuencias a nivel celular.

En el presente trabajo se muestra la implementacién de una nueva alternativa
experimental que contribuird al esfuerzo de nuestro grupo de investigacioén por

resolver algunos de estos cuestionamientos.



DEFINICIONES Y CONCEPTOS

| Acidos nucleicos:

La estructura de cualquier biomolécula o componente celular es producto de la
programacién de la informacién contenida dentro de la secuencia de
nucleétidos de los acidos nucleicos de una célula (2). Los nucleétidos son los
componentes constitutivos de los &cidos nucleicos y tienen 3 elementos
caracteristicos: una base nitrogenada, un azlcar pentosa y de uno hasta 3
grupos fosfato. Las bases nitrogenadas se clasifican segun la molécula
parental de origen y son: guanina y adenina derivados de purina; y por otro
lado, timina y citosina derivados de pirimidina asi como el uracilo, base

nitrogenada caracteristica del RNA (2) (Figura 1).

J
L=

Pirimidina =

Jr X0 XX 59z

< [s [
Citosina Timina Uracilo o Guanina

Adenina

Figura 1. Bases nitrogenadas. Estructura molecular de cada base
nitrogenada en la que se puede observar la relacion con la molécula parental.

El azlcar se asocia a la base nitrogenada mediante un enlace N-B-glucosidico
al remover una molécula de agua entre el grupo amino de la base y el carbono
1’ de la pentosa correspondiente (Figura 2 B). Es el tipo de azucar el que define
el tipo de acido nucleico; la 2’-desoxi-D-ribosa corresponde a la estructura de

los nucledtidos que forman el acido desoxirribonucleico (DNA), mientras que



aquellos que son parte del &cido ribonucleico (RNA), se asocian a una D-ribosa
(Figura 2 A).

La estructura primaria de un &cido nucleico por convencion esta dada por la
secuencia de nucledtidos de la cadena en sentido 5’ 3’. Los nucleotidos se
asocian covalentemente entre si por un enlace fosfo-di-éster que se forma
entre el grupo fosfato de la posicién 5’ de un nucleétido con el grupo hidroxilo 3’

de la pentosa de otro nucledtido (Figura 2 B).

A S’I-\l H B
HO/C

kW Enlace
H P ”[/ L [
: Sod e ey

HO H AN N-B-glucosidico

Ribosa N\

Figura 2: “Esqueleto” de una cadena de DNA. A) La 2'’-desoxi-D-ribosa
(desoxirribosa), difiere de la ribosa Unicamente al carecer de un grupo
hidroxilo en la posicion 2. B) Estructura primaria de DNA ¢ “Columna
vertebral” de una cadena de DNA.

La estructura tridimensional estable adoptada por todos los nucleétidos
asociados, se conoce como la estructura secundaria de un &acido nucleico (2).
La estructura de doble hélice del DNA (Figura 3 A) fue descrita en 1953 por
James D. Watson y Francis Crick basandose en el patrén de difraccion de
rayos X del &cido desoxirribonucleico determinados por Rosalind Franklin y
Maurice Wilkins y los preceptos o reglas de la composicion del DNA de Erwin

Chargaff traducida en la complementariedad de bases (2, 3) (Figura 3 B). Dicha



estructura esté estabilizada por puentes de hidrégeno que se forman entre las
bases complementarias (A=T y G=C), en el interior de la hélice y las
interacciones débiles de los grupos hidrofilicos expuestos con el medio

circundante (Figura 3 B).
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Figura 3: Doble hélice de DNA. A) Estructura secundaria del DNA. Se
observa la estructura de doble hélice con los grupos hidrofilicos localizados en
el exterior y los grupos hidrofébicos (bases nitrogenadas), hacia el interior de
ésta. B) Complementariedad de bases. Las bases complementarias pueden
formar puentes de hidrégeno entre si que participan en la formacion y
estabilidad de la estructura secundaria del DNA.

Por otra parte, el RNA no presenta una estructura secundaria regular a
diferencia de la doble hélice de DNA. La estructura secundaria de un RNA
dependera en gran medida de su funcion e interaccion con otras moléculas (5).
La estructura y composicion de los acidos nucleicos les confieren ciertas
caracteristicas fisicoquimicas como son: polaridad y por lo tanto solubilidad en
agua; absorcién de radiacion UV a una longitud de onda de 260 nm (adjudicada
a las bases nitrogenadas), asi como temperaturas de inestabilidad de

interacciones propias de cada acido nucleico entre otras; cuyo conocimiento ha



sido fundamental para el establecimiento de técnicas y desarrollo de
tecnologias para su aislamiento y estudio lo que ha conllevado a la intensa
investigacion que continda hoy en dia en la dilucidacién de su papel biolégico y
descripcién de diversos procesos implicados en su funcion, estructuracion y
mantenimiento dentro de los organismos vivos (3).

En el presente trabajo se aprovechd la informacién de algunas de éstas
caracteristicas fisicoquimicas para establecer la metodologia para el
aislamiento y purificacion de un cromosoma artificial de bacteria que se ha
planteado como herramienta para implementar una alternativa de manipulacién

genética para el estudio y analisis de una regién genémica.

Il Genoma Eucarionte:

Un genoma se define como toda la secuencia de DNA de un organismo y por lo
tanto la base hereditaria del mismo.

Funcionalmente un genoma se divide en genes. En general los genes
eucariontes contienen secuencias que codifican para un transcrito (RNA),
denominadas exones y secuencias adicionales intercaladas que no codifican
un poli-ribonucledtido a las que nos referimos con el nombre de intrones, en las
cuales pueden estar incluidos elementos de regulacion de la transcripcién que
abarcaremos més adelante (Figura 4) (6).

Para la expresién de estos genes se requiere de procesos adicionales en el
procesamiento del transcrito primario. Al conjunto de dichos procesos se le

conoce como empalme de RNA (RNA splicing) (Figura 4) (7).



Asimismo, tras el estudio de una larga cantidad de genes eucariontes se pudo
observar que debido a su estructura interrumpida (alternancia entre exones e
intrones), dentro de un gen se pueden encontrar codificados diferentes
transcritos los cuales son producto de alternar diversos sitios de inicio y término
de la transcripcion dispuestos segun una fina regulaciéon; lo que resulta en
diversas combinaciones de secuencias procesadas y por lo cual pareciese que
varios genes se encuentran sobrepuestos unos con otros tal como se muestra

en la figura 4 (3).

Tm1l
f Empalme de RNA
Tp1l
Exén 1 Intrén 1 Exén 2 Intrén 2 Exén 3
Sl Sl T SF SF
Exén 1 Intrén 1 Exén 2 Intrén 2 Exé6n 3
Tp2
Exén 2 Intrén 2 Exén 3
; Empalme de RNA
Tm 2

Figura 4. Gen eucarionte. Presenta una estructura que se considera
interrumpida. Al alternar los sitios de inicio de la transcripcién (Sl), y los sitios
de fin de la transcripcion (SF), se pueden obtener transcritos primarios (Tp),
distintos a partir de un mismo gen. El transcrito primario es procesado para la
obtencion del transcrito maduro (Tm), mediante un conjunto de reacciones
conocidas como empalme de RNA.

Es por dichas caracteristicas que un gen eucarionte se puede definir mejor
como una region gendémica discreta o conjunto de regiones genémicas cuya
transcripcion es regulada por uno o mas promotores y elementos regulatorios

distales de los que se tratara posteriormente en este trabajo y que contiene la



informacién para la sintesis de un transcrito funcional. Sin embargo, esta
definiciébn no es absoluta y el debate sobre el concepto de gen se mantiene
vigente hasta hoy en dia (7-8).
Todos los genomas eucariontes fisicamente se dividen en dos o0 mas moléculas
lineales de DNA denominadas cromosomas. LOS genes eucariontes no se
encuentran distribuidos al azar, cada gen reside en una localidad especifica en
un cromosoma a la que se denomina locus é dominio génico.
Varios genes estan relacionados unos con otros al codificar para transcritos
similares o al encontrarse implicados en una funcién y forman lo que se conoce
como una familia génica como es la familia de los genes globina en la que
profundiza mas adelante; y consecuentemente familias relacionadas forman
superfamilias. Al implicarse dicha relacion la distribucién de éstas debe ir
acorde a las necesidades celulares para la expresion de los mismos ademas
del establecimiento de mecanismos de regulacién para la correcta expresion en
tiempo y cantidad (7).
La distribucion génica y la regulacion de su expresion estan directamente
relacionadas con que los genomas eucariontes presentan dos tipos de
secuencias:

- DNA no repetitivo, que consiste en aquellas secuencias que son unicas

y que solo existe una copia en el genomay
- DNA repetitivo, que incluye a todas las secuencias que presentan mas
de una copia las cuales abarcan amplias regiones del genoma.

De tal manera que se ha observado que en general el DNA no repetitivo esta
asociado a secuencias génicas mientras que el DNA repetitivo a secuencias no

codificantes. La distribucion entre secuencias repetidas y no repetidas en un



genoma varia dependiendo la complejidad del organismo y va de menos del
20% de secuencias repetidas en organismos unicelulares, hasta el 80% en
plantas y animales (10).

Asimismo, la proporcionalidad en la distribucién de cada tipo de secuencia se
encuentra involucrada tanto en la contencién del genoma eucarionte dentro del
nucleo celular en la formacién de una molécula dindmica proteina-DNA, como
en el procedimiento y regulacion de la expresion del mismo; ademas de estar
relacionada en la formacion de estructuras y coordinacion de dispositivos para
el mantenimiento de la integridad del genoma eucarionte; procesos cuyos
mecanismos no se han esclarecido totalmente y siguen bajo estudio por
diversos grupos de investigacion incluyendo al nuestro que se enfoca
principalmente en los mecanismos de regulacion, formacién y mantenimiento

estructural del dominio génico a globina de pollo, entre otros temas.

[l Cromatina:

Es casi imposible imaginar que un genoma eucarionte de millones de pares de
bases, que en casos como el genoma humano que en su forma lineal mide
hasta dos metros de longitud esté contenido en el nicleo de una célula de
proporciones nanométricas. Cabe recordar que el DNA no se encuentra
“desnudo” dentro del nucleo, sino que se asocia a un conjunto de proteinas
especializadas que favorecen multiples niveles de compactacién que en su
conjunto se conoce como cromatina. La unidad fundamental de la cromatina es
el nucleosoma que se compone por un octamero de pequefias proteinas

basicas denominadas histonas a las cuales se asocian alrededor de 147 pb de



DNA por fuerzas electromagnéticas entre las cargas positivas de las histonas y
las cargas negativas de los grupos fosfato expuestos del DNA (Figura 5) (11).

Se han descrito 5 tipos de histonas; H1, H2A, H2B, H3 y H4, a partir de su
composicion de aminoacidos. Las histonas que pertenecen a las Ultimas cuatro
categorias poseen masas moleculares de entre 10 y 14 kDa y se conocen
como histonas de nucleo debido a que el octamero del nucleosoma con el cual
interactia el DNA esta formado por heterodimeros de dichas proteinas de la
siguiente manera; un par de heterodimeros H3/H4 y un par H2A/H2B (Figura 5)

(11-12).

A ; B

Figura 5: Nucleosoma. A) Modelo molecular de un nucleosoma a una escala
de 2.8A° (Nucleosome 1KX5 Colour coded.png). B) Representacion
esquematica de la organizacion de las histonas en el octamero del
nucleosoma rodeado por el DNA asociado (linea negra). Su formacién
consiste en primero el posicionamiento en el DNA de los dimeros de las
histonas H3/H4 formando un tetrdmero, al que le sigue la incorporacion de los
dos dimeros de histonas H2A/H2B formando asi el octamero que conforma el
nucleo del nucleosoma (11).
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La presencia del juego completo de histonas del nicleo es necesaria para la
viabilidad de la célula ya que poseen una relacion estequiométrica equimolar
entre ellas y sus secuencias estan altamente conservadas a lo largo de la
evolucién, lo que refleja la necesidad del mantenimiento de la especificidad
estérica de las interacciones con el DNA y su regulacion. Dentro de los 4 tipos
de histonas nucleares tres incluyen algunas variantes génicas o subtipos que
presentan un pequefio cambio dentro de la secuencia de aminoacidos y por lo
tanto presentan caracteristicas particulares que afectan la interaccion
nucleosoma-DNA y consecuentemente estan involucradas en diferentes
funciones ya que su incorporacion cambia la naturaleza de la cromatina. Por
ejemplo, dentro de las histonas H3 podemos encontrar la variante centromérica
CenpA que esta implicada en la compactacion y funcién de los centromeros
eucariontes, regiones que se asocian a diversas proteinas durante la division
celular y son los responsables de una adecuada distribucion de cromosomas a
las células hijas.

Asi mismo, podemos encontrar a la variante H3.3 la cual se asocia al ensamble
de cromatina de novo posterior a la replicacién del DNA y por lo tanto, también
se observa su incorporaciéon en los nucleosomas que se encuentran en
regiones transcripcionalmente activas.

Las variantes de las histonas H2A son la familia mas grande y diversa de
histonas nucleares y se incluyen variantes como la histona H2A.X que esta
involucrada en la reparacion del DNA; la histona H2A.Z que puede encontrarse
en los sitios de inicio de transcripcion o en regiones de frontera entre cromatina
compacta y relajada o el caso de la histona macroH2A enriquecida en el

cromosoma inactivo X (11-12).
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Las histonas poseen regiones adicionales a los dominios globulares que
sobresalen del nucleosoma y corresponden a los extremos amino-terminal. En
dichos dominios las histonas presentan diversos aminoacidos especificos que
son blancos de modificaciones post-traduccionales que incluyen metilacion,
acetilacion, ubiquitinizacion, fosforilacién, ADP-ribosilaciéon, desamidacion,
isomerizacién de prolinas, entre otras, que modifican la interaccion entre el
DNA vy el nucleosoma y cuyo patron se correlaciona con una sefial para una
modificaciébn en la funcion de la cromatina. A la combinatoria de dichas
modificaciones se le denomina codigo de histonas (Figura 6) (11-12).

Figura 6: Extremos
amino terminal de las

histonas. En dichos
dominios las histonas

presentan diversos
aminoécidos

especificos que son
blanco de

modificaciones post-
traduccionales :

Acetilacion ™),
metilacion (M),
fosforilacion (P),

ubiquitinizacién (U),
Ribosilacion (R), entre
otras. (13).

La funciébn del coédigo de histonas es proveer al polimero de DNA vy
nucleosomas la propiedad de ser una molécula dinamica al verse modulada la
interaccion nucleosoma-nucleosoma y nucleosoma-DNA; lo que le permite a la
cromatina presentar diferentes niveles de condensacién (Figura 9), que se
resumen basicamente en una conformacion “abierta” o “cerrada” denominadas

“eucromatina”’ y “heterocromatina” respectivamente (Figura 10 A) (11).
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- Jerarquia en la estructuracion de la cromatina:

El nivel de menor condensacion de la cromatina se refiere a una interfase
desplegada en donde el DNA se encuentra periddicamente envuelto alrededor
de unidades repetitivas de nucleosomas separadas por una porcion de DNA de
unién o inter-nucleosomal, que varia en longitud desde 40 pb hasta 60 pb
formando una fibra de 10 nm de diametro que por su aspecto al microscopio

electrénico se denomina “collar de perlas” (Figura 7) (11). Tal estructura es la

Formacioén del nucleosoma

DNA desnudo DNA enrollado en un Fibra de 10 nm
nucleosoma

Figura 7: Fibrade 10 nm o “collar de perlas”. A) La fibra de 10 nm consiste
en la interfase desplegada en la que el DNA se encuentra asociado
periddicamente en unidades repetitivas de nucleosomas. B) Observacion en
microscopio electrénico de la fibra de 10 nm; por su apariencia se le
denominé “collar de perlas” (14).
base a partir de la cual se suceden las configuraciones de mayor nivel de
condensacién que se presentan en diversas regiones del genoma dependiendo
de la etapa de diferenciacion y fase del ciclo celular mediante la alteracion de
las interacciones fisicoquimicas entre los nucleosomas y el DNA en donde
participan modificaciones post-traduccionales de las histonas (efectos en cis),

el reclutamiento de maquinarias de modulacion de la cromatina y la interaccion

con algunos elementos del nucleo celular (efectos en trans) (Figura 9) (11).
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Es asi, que el siguiente nivel de condensacién esté definido por una estructura
de 30 nm de didmetro conocida como “solenoide” que se forma al sobre
enrollarse las fibras de 10 nm. En vertebrados, el proceso se caracteriza por
modificaciones como la hipo-acetilacion de histonas y la di- y tri-metilacion de
las lisinas 9y 27 de la histona nuclear H3 (H3K9me2, H3K9me3 y H3K27me3),
entre otras; ademas del reclutamiento de la proteina de heterocromatina 1
(HP1), que a su vez recluta diversas maquinarias de condensacion de la
cromatina; la incorporacién de proteinas represivas del grupo Polycomb y la
asociacion de histonas de unién (H1) al nucleosoma, que a pesar de que se
desconoce su funcién, se propone participan estabilizando las interacciones
entre nucleosomas y DNA presentes en la formacion de la fibra de 30 nm

(Figuras 8 y 9) (15-16).

Figura 8: Formacion del “solenoide” A) La proteina HP1 es reclutada
por la metilacion de la lisina 9 de
la histona H3 y la
hipoacetilacion de histonas. A
su vez la proteina HP1
promueve la asociacion de la
histonas H1 al nucleosoma y
Histona de recluta _ maquinaria de
union H1 condensacién (de la que puede
ser parte por ejemplo, la
metiltransferasa de histonas
SUV39H1 en humano que
realiza la metilacion de Ila
H3K9), promoviendo asi la
expansion de dichas sefiales a
las regiones cromatinicas
frcundantes (17).

A

Nucleosoma

Histona de
unién H1

Nucleosoma

o ‘-u"‘;{h“\i-:;': D
/ ¢ r’i,' 'J,'C" i,,’r- s,
AN O
A " % 2_.,_','!;{'3;'
- v M F 31/ ¥
e ANESN G
b A et

~ 30 nm

B) Esto provoca que la fibora de 10 nm se condense en una estructura
compacta que forma una fibra de 30 nm de diametro cuyas interacciones se
cree son estabilizadas por la presencia de las histonas H1. (18)
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Por otro lado, la cromatina interacta con otros componentes nucleares como
la lamina entre otros; jugando un papel importante en la organizacién y
topologia del genoma dentro del nucleo celular. Tales interacciones participan
en la formacion del siguiente nivel de condensacion en donde la fibra de 30 nm
forma asas de cromatina que se pueden llegar a observar al microscopio como
fiboras de 300 nm y 700 nm de diametro (11) (Figura 9). Por ultimo, los
cromosomas metafasicos representan el mayor nivel de condensacion del
genoma, considerando al DNA aproximadamente 10 000 veces mas
condensado que en su estado “desnudo” y solo pueden observarse en etapas
de mitosis y meiosis (Figura 9) (11, 15).

Pequefia region de

una doble hélice
de DNA

H3K9me2, H3K9me3,
H3K27mes3; entre
otras; reclutamiento
de la proteina HP1
ylo proteinas
Polycomb, y
asociacion de la
histona H1.

Fibrade 11 nm o
“Collar de perlas”

Fibrade 30 nm o
“Solenoide”

Interaccién  con
proteinas y otros
elementos del
nicleo

Asas de
cromatina en
una
configuracién
“relajada”.

Grado de Condensacion

Asas de cromatina
enuna
configuracién
“condensada”.

Condensacion
mitética.

Cromosoma
V¥V  metafasico

Figura 9: Jerarquia en la estructuracion de la cromatina. El DNA se
encuentra estructurado en una molécula dinamica finamente modulada lo que
permite la presencia de diferentes niveles de condensacion que van desde la
fibra de 11 nm (“collar de perlas”), hasta el nivel de mayor condensacion que
es el cromosoma metafasico (19).
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La identificacion de todos los elementos que participan en la formacion de cada
nivel de condensacion de la cromatina, la caracterizacién y descripciéon de cada
proceso de ensamblaje y su regulacion son cuestiones que se encuentran bajo
un intenso estudio y andlisis hasta hoy en dia. Ademas, la observacién de que
en la etapa celular de interfase el genoma no se encuentra uniformemente
distribuido en el nucleo celular, sino que existen regiones que contienen mayor
concentracion de DNA en las que predominan arreglos condensados como
asas de cromatina y fibras de 30nm y zonas en las que se observa
comunmente la estructura de collar de perlas y una menor concentracion del
acido desoxirribonucleico, ha llevado a la discusién, definicién y estudio de los
conceptos “eucromatina” y “heterocromatina” y su relacién con el control de la

expresion génica y el mantenimiento de la integridad gendmica (11).

- Eucromatina y Heterocromatina:

La eucromatina o “cromatina activa”, consiste en una conformacion que
involucra la interaccién entre ciertas maquinarias nucleares que al interactuar
con la fibra de cromatina (nucleosomas-DNA), propician o permiten la
expresion de regiones gendémicas especificas por lo que en su mayor
proporcion se encuentra enriquecida de secuencias codificantes (menos del 4%
del genoma), y se caracteriza por modificaciones post-traduccionales de
histonas tales como la acetilacion y metilacion de la lisina 4 de la H3 en
vertebrados entre otras, caracteristicas de configuraciones de menor
condensacion de la cromatina. (Figura 10 A) (6,11-12,15-16).

Por su parte, la heterocromatina o “cromatina silenciosa” se refiere a aquella

porciobn de la cromatina que se encuentra en una conformacion altamente
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condensada y que molecularmente se caracteriza principalmente por la
metilacion del DNA en residuos de citosina, la presencia de HP1, asi como por
hipo-acetilacién de histonas y la metilacion de las lisinas 9 y 27 de la histona
H3 (Figura 10 A) (11-12,15-16). Inicialmente, se consideraba una conformacion
transcripcionalmente inactiva sin embargo, informacion reciente propone un
cierto grado de transcripcién requerido para el reclutamiento de maquinaria de
estabilizacion de dicha conformacién (20-21).

Ademas, se han definido dos subtipos de heterocromatina. Primeramente la
heterocromatina constitutiva se refiere a aquella porcion del genoma que se
estructura en una conformacion altamente condensada que se mantiene
estable a través del ciclo celular. Dicha fraccibn gendémica es rica en
secuencias repetitivas que se encuentran en estructuras cromosémicas como
centromeros y telémeros. Asi mismo, se sitla en regiones gendémicas que
alojan transposones (secuencias presumiblemente de origen viral que poseen
la capacidad de cambiar aleatoriamente su ubicacion en el genoma a través de
procesos de recombinacién), para dificultar y prevenir su activacion. Es por
tanto, que la funcion principal de la heterocromatina constitutiva es la
manutencion de la estabilidad e integridad del genoma eucarionte (Figura 10 B)
(11, 15).

Por otro lado, la heterocromatina facultativa es el subtipo que se forma en un
ambiente “permisivo” en donde se requiere de la represion de la actividad
transcripcional sobre ciertos genes y en el que proteinas de heterocromatina se
utilizan para establecer y mantener dicha represién la cual, puede ser en
algunos casos un evento reversible. Los ejemplos mas estudiados de

heterocromatina facultativa son la inactivacion de un cromosoma sexual X en
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organismos femeninos mamiferos y el silenciamiento especifico de genes por

proteinas del grupo Polycomb (Figura 10 B) (11).

A Eucromatina

Acetil
transferasas de
histonas

an 0

Extremo amino
terminal de
histona hiper-
acetilado.

Activador
transcripcional

=Estructuracién poco condensada.
=Se ubica generalmente en los brazos de los cromosomas.
=Contiene secuencias Unicas (DNA no repetitivo).

=Rica en genes.

Heterocromatina

Hipo-acetilacion, H3K9me

=Estructuracion altamente condensada.
=Se ubica siempre en telémeros y centrémeros.
=Contiene secuencias repetidas.

=Pobre en genes.

=Se replica durante la fase S del ciclo celular. =Se replica al final de la fase S del ciclo celular.

=Ocurren eventos de recombinacion durante la meiosis. =No ocurre recombinacién meidtica.

B

Envoltura
Nuclear .

Lamina
nuclear

Heterocromatina
mediada por
proteinas PcG

Heterocromatina
facultativa

Telémero

Heterocromatina constitutiva

Telémero

Figura 10: Eucromatina y heterocromatina. A) Existen numerosas
diferencias entre la eucromatina y la heterocromatina que se resumen en que
la primera representa una estructuracion “abierta” de la cromatina que facilita
el acceso de factores nucleares (entre ellos factores de transcripcion, la DNA
polimerasa, etc), al DNA al exponer una mayor proporcion de secuencias; por
el contrario, la segunda corresponde a un estado “cerrado” o represivo de la
cromatina en el que se expone una menor cantidad de DNA y por lo tanto
dificulta el acceso a dichas secuencias, siendo asi parte importante del control
y mantenimiento del genoma eucarionte como se discutira mas adelante (23).
B) Localizacion de heterocromatina facultativa y constitutiva. Se puede
observar las regiones cromosomales en las que se puede encontrar la
heterocromatina constitutiva y facultativa (verde), asi como también un
subtipo de la heterocromatina facultativa que es mediada por proteinas del
grupo Polycomb (azul) (15).
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Quizas la principal caracteristica de la cromatina es la dinamica entre un
estadio condensado y el relajado lo que da lugar no solo a la contencion del
genoma eucarionte en el nucleo celular sino que también participa en la
regulacién de procesos tan importantes y vitales para la célula como la
duplicacion del DNA, la transcripcidon y reparacion del genoma al variar la
accesibilidad y localidad nuclear del mismo (22). Es asi, que podemos
observar que el genoma eucarionte estd compartimentalizado en regiones que
se encuentran en una conformacion “relajada” y otras que se estructuran en

una conformacion altamente condensada, es decir, en dominios cromatinicos.

- Dominios Cromatinicos y Elementos Barrera:

Un “dominio cromatinico” se puede definir como una regiébn gendmica cuyo
estado de condensacion y regulacion es independiente de las regiones que la
enmarcan. Un dominio de cromatina puede incluir uno o varios genes cuyo
patron de expresion dependera de la estructura especifica de dicho dominio,
asi como de su regulacion (Figura 11 C) (22, 24).

Los limites de un dominio cromatinico estan definidos por secuencias
especializadas de DNA conocidas como elementos barrera, delimitadores o
“insulators” que al interactuar con factores proteicos especificos protegen una
region gendmica de sefiales promiscuas provenientes del contexto genémico
circundante o contienen las sefiales de los elementos de regulacién que se
encuentran dentro del dominio, contribuyendo asi a la regulacion de la
expresion de los genes incluidos y a la organizacion global del genoma,
caracteristicas que se transmiten de una generacion a otra (Figura 11 C) (24,

25, 26).
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Un elemento delimitador se define por dos propiedades funcionales: la primera
radica en interrumpir o bloquear la comunicacion entre un elemento
potenciador y el promotor que regula cuando el “insulator” se encuentra entre
ambos elementos (Figura 11 A), y la segunda implica la contencion contra la
expansion de heterocromatina evitando el silenciamiento por este mecanismo
de una region adyacente (Figura 11 B) (24-27).

Algunos delimitadores solo presentan una de las dos propiedades que los
definen, otros poseen ambas actividades como el elemento 5’HS4 del dominio
B-globina de pollo, la primera secuencia barrera reportada en vertebrados y que
sento las bases para entender la localizacion de elementos “insulator” asi como
su funcién (Figura 12) (27).

Dicho elemento que consta de aproximadamente 250 pb es capaz de proteger
contra efectos de posicidén, caracteristica que se demostré tanto en lineas
celulares de mamiferos asi como en Drosophila y por otro lado, también se
comprobéd que posee la habilidad de bloqueo de potenciador en ensayos donde
se colocaba entre el “enhancer” y un promotor (27) . El elemento se sitda en el
extremo 5’ del dominio B-globina de pollo rio debajo de una secuencia de 16 kb
de heterocromatina del gen de receptor de folato, otro gen eritroide especifico
gue se expresa en una etapa mas temprana de la diferenciacion al de los
genes globina para ser posteriormente silenciado por heterocromatina (Figura
12) (Datos no publicados, Gonzalez Buendia Edgar Fernan). Por lo tanto, el
“insulator” constituye el borde de proteccion contra la expansion del estado
compacto de la cromatina y sefales del ambiente gendmico circundante

permitiendo la expresion regulada de los genes B-globina (Figura 12) (26-28).
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Promotor

Elemento Potenciador Promotor

delimitador

Potenciador Elemento Promotor
B delimitador

Promotor

Heterocromatina delimitador

Dominio Cromatinico
_A

Potenciador Potenciador

externo al
dominio
Elementos delimitadores
Figura 11: Delimitadores y dominios cromatinicos. A) Bloqueo de
potenciador. Unicamente ocurre cuando el elemento delimitador (rosa), se
encuentra entre un potenciador (verde), y su promotor objetivo (rojo),
suprimiendo asi el efecto de trans-activacién (flechas verdes). Se observa la
asociacion de la RNApol (amarillo) y de factores nucleares a sus secuencias
de reconocimiento (figuras en azul). B) Barrera. La asociacion de diversos
factores (figuras en azul), al elemento delimitador (rosa), generan un equilibrio
entre los procesos de propagacion de la heterocromatina y los procesos de
apertura de la cromatina generando asi un limite entre ambos estadios y
evitar el silenciamiento por heterocromatinizacion de la region adyacente de
eucromatina. C) Ambas caracteristicas de las secuencias barrera permiten la
existencia de regiones cuyo ambiente cromatinico es independiente de sus
regiones adyacentes y en los que sefiales de otras regiones similares no
tienen influencia. A dichas reaiones se les denomina dominio cromatinico.
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En Drosophila melanogaster se han caracterizado un nimero importante de
secuencias tipo “insulator” definidas por los factores que se asocian a ellas,
como son: la proteina supresora de alas velludas (“Suppressor of Hairy Wing”
[Su(Hw)]); los factores asociados a elementos frontera (“Boundary Element
Associated Factors” [BEAF-322 y BEAF-32B]); “Zeste-white 5" (Zw5); el factor
de unién a GAGA (“GAGA Binding Factor” [GAF]), y el homélogo en Drosophila
de CTCF (dCTCF). Por el contrario, en vertebrados la Unica proteina conocida

hasta ahora es el factor nuclear CTCF (29).

Dominio B-globina de pollo
A

— ™
Delimitador Delimitador
5'HS4 3'HS
HSA LCR o B A c
Gen FR Cromatina condensa .~~~ .. Ble Gen OR
potenciador
CcTcF — 3~ i
, 1.2kb

S v v

R nicieo de 250 pb

Sitio de
unién a
CTCF

Figura 12: El elemento delimitador 5’HS4. Se encuentra localizado en una
hipersensibilidad constitutiva (HS4), de 1.2 kb de longitud que representa el
limite 5’ del dominio B-globina de pollo; rio arriba de él se encuentra una
region de 16 kb de longitud de cromatina condensada ubicada rio abajo del
gen del receptor de folatos (FR). El nacleo del delimitador 5’HS4 consta de
250 pb y posee las propiedades de bloqueo de potenciador y de barrera
contra la expansién de heterocromatina o cromatina condensa. Mediante un
analisis de dicho elemento, se ha demostrado que la asociacion del factor
nuclear CTCF al sitio FIl es necesaria y suficiente para la actividad de bloqueo
de potenciador; mientras que por otro lado, se requiere de la asociacion de
otros factores nucleares (sin definir todavia), a las otras cuatro regiones (Fl,
Flll, FIV y FV), las cuales interactian entre si para proveer al elemento de de
la actividad de barrera en la cual no participa la asociacién de CTCF (27-28).

- El factor multifuncional CTCF:
CTCF se ha considerado como una proteina importante en secuencias tipo

delimitador de vertebrados debido a que diversos grupos de investigacién han
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reportado diversas secuencias de DNA conservadas a las que se une CTCF
gue presentan actividad de blogueo de potenciador y cuya actividad es
dependiente de dicha asociacién (29). Asi mismo, aunque se ha observado que
CTCF tiene la capacidad de crear limites entre marcas activas y represivas de
cromatina, muy posiblemente en cooperacion con remodeladores de esta; la
actividad de contencién contra heterocromatina no se encuentra asociada
directamente al factor nuclear ya que en algunas secuencias que presentan
dicha caracteristica no se observa una dependencia a la union de CTCF (27,
30-31).

El factor nuclear CTCF es una proteina nuclear que contiene un dominio central
de unién a DNA compuesto por once dedos de zinc que presenta una
homologia al 100% entre los CTCF de ratén, pollo y humano; solo presentando
algunas divergencias en las regiones amino-terminal y carboxilo-terminal (29).
Dicho dominio le confiere la capacidad de unirse a diferentes secuencias en el
DNA y asociarse a otras proteinas co-reguladoras dependiendo de las
diferentes combinatorias de dedos de zinc que puede utilizar, lo que representa
la mayor dificultad para establecer una secuencia consenso de reconocimiento
en el DNA (Figura 13 Ay D) (29-30).

A pesar de las divergencias entre las secuencias consenso definidas por
diversas técnicas, se ha establecido que el factor nuclear CTCF presenta una
secuencia central de union a DNA de alrededor de 11 y 15 pares de bases
altamente conservada en la mayoria de los tipos celulares, en las que
participan de 4 a 6 dedos de zinc (Figura 13 B y C), y dicha relacién esta
estabilizada por la interaccién del resto de los dedos de zinc con otros

nucleodtidos que enmarcan el ndcleo de la secuencia consenso y/o por la

23



interaccion con otras proteinas (29). La especificidad de CTCF por su sitio de
unién depende tanto de la combinatoria de los dedos de zinc, como de la

secuencia primaria del sitio blanco de CTCF (CTS por sus siglas en inglés), asi

como de su contexto gendémico (30).

Analisis in vivo han reportado alrededor de 20,000 CTS en linfocitos inactivos
CD4+, aproximadamente 13,000 CTS en fibroblastos humanos IMR90 (29), y

cerca de 40,000 sitios blanco de CTCF en células troncales de raton (30).
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Figura 13: CTCF. A) Representacion esquematica de CTCF. Se puede
observar el dominio de unién a DNA de 11 dedos de zinc y el motivo SH3 que
en general es donde ocurren las modificaciones post-traduccionales que
permiten su interaccion con otras proteinas (20). B) Ejemplos caracteristicos
de motivos de reconocimiento de CTCF “consenso”. Los nucleétidos
conservados entre los organismos se encuentran enmarcados y forman el
nacleo invariante del motivo consenso de asociacion a CTCF (“n” implica
cualquier nucleétido) (30). C) Secuencia consenso de asociacion a CTCF en
Gallus gallus (31). D) Diagrama de Venn de conservacion de sitios de
asociacion a CTCF inter-especies (31). E) Distribucién de sitios de unién de

CTCF obtenido por un analisis in vivo en dichas células (32).
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En conjunto los andlisis bioinforméaticos de todo el genoma de diferentes
células de vertebrados muestran que los sitios de union a DNA de CTCF se
encuentran en un 46% en regiones inter-génicas, 20% en regiones promotoras,
12% en exones y 22% en intrones (Figura 13 E) (30).

Tal informacion asi como otras evidencias indican que la proteina esta
implicada en diversos papeles en la regulacién génica como son la activacién o
represion transcripcional, el bloqueo de potenciador y/o actividad de contencién
contra heterocromatina, silenciamiento de genes sensible a ciertas hormonas,
impronta gendmica, interacciones cromatinicas a larga escala (29), el
mantenimiento de dominios génicos y el establecimiento de la arquitectura del
genoma dentro del nucleo lo que define la mdltiple funcionalidad de CTCF.
Varios factores nucleares y proteinas se han reportado como potenciales
“socios” o comparfieros de CTCF, sin embargo, se desconoce si dichas
interacciones ocurren a nivel global o son especificas del locus debido a las
diversas funciones y sitios de union de CTCF. Entre ellas se encuentran desde
proteinas implicadas en la transcripcion como la RNApol Il (RNA polimerasa Il);
factores de regulacion transcripcional como Kaiso, Oct4 y YB1 entre otras;
proteinas constitutivas de cromatina como la helicasa CHD8 (“SNF2-like
chromodomain helicase proteina”), y la proteina Suz12 que pertenece a un
complejo proteico tipo Polycomb; proteinas de integridad gendmica como la
Poli-ADP ribosil polimerasa 1 (PARP-1); hasta proteinas implicadas en la
arquitectura nuclear como la nucleofosmina y cohesinas (30, 33).

La participacion del factor nuclear CTCF al jugar un importante papel en el
establecimiento y mantenimiento de la organizacion del genoma eucarionte,

esta altamente regulada y responde a sefiales provenientes del medio
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ambiente y de los diferentes contextos genémicos por lo que los sitios de union
in vivo en el genoma, asi como otras interacciones mediadas por CTCF pueden
diferir dependiendo el tipo y el contexto celular (nivel de diferenciacion, etapa
de desarrollo, estado de estrés, etc.) (29).

La actividad de CTCF esta regulada por diversos mecanismos, el mejor
caracterizado es la metilacion del DNA en las citocinas de dinucle6tidos CpG
localizados en los alrededores o en el nucleo del sitio de unién, la cual impide
la interaccién entre el acido nucleico y la proteina (29). Las modificaciones
post-traduccionales de CTCF como son la fosforilacion o la poli(ADP-
ribos)ilacion son otros mecanismos que intervienen en la funcién del factor
nuclear al alterar sus interacciones con otros factores proteicos, asi mismo,
otros factores nucleares pueden regular las funciones de CTCF ya sea
interactuando con dicho factor o con su sitio de union a DNA o sitios aledafios y
por ultimo, el contexto cromatinico de los sitios de union es también un medio
de regulacioén de la funcion de CTCF entre otros (30).

Por todas sus caracteristicas y primordialmente su asociacion a la funcion de
los elementos delimitadores en vertebrados, el factor nuclear CTCF es una de
las proteinas que se analizan concurrentemente en estudios enfocados al
esclarecimiento de los procesos involucrados en la modificacion y
establecimiento de estructuras de cromatina.

Todavia se desconocen todos los factores y sefiales que participan en los
procesos relacionados con la cromatina que concluyen en la regulacion de la
expresion y organizacion del genoma eucarionte segun las necesidades
celulares como se ha descrito en este capitulo, lo cual lo instituye como uno de

los temas mas complejos y vastos de la investigacion de frontera (22).
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La alternativa experimental propuesta en el presente trabajo representa una
verséatil y util estrategia para el andlisis de diversos factores nucleares (incluido
CTCF), ademas del estudio de las caracteristicas y funciones de los elementos
delimitadores (entre otros elementos de regulacion) (24), que influyen en la
modificaciéon de la dinAmica molécula de cromatina para la formacion y
mantenimiento de estructuras especificas conocidas como dominios
cromatinicos, procesos y mecanismos incluidos dentro de la compleja red de

procesos y sefiales que forman parte de la regulacion transcripcional.

IV Transcripcién y regulacién transcripcional:

Todos los procesos metabdlicos estdn regidos y mediados por diversas
enzimas las cuales estan codificadas en el DNA, por lo tanto, se requiere de la
interpretacion y ejecucion de dicha informacion lo cual ocurre a través de los
procesos de transcripcion y traduccion.

La transcripcion es el primer paso en la expresién de un genoma y se puede
definir brevemente como el proceso enzimatico que se lleva a cabo para
obtener una molécula de RNA utilizando como templado una molécula de DNA.
La secuencia del RNA obtenido es complementaria a la secuencia de una de
las cadenas del DNA utilizada como molde (Figura 14).

La transcripcion es un proceso selectivo y regulado en el que solo se permite
gue se generen RNAs en cantidad suficiente para ejercer las funciones
requeridas en un momento de la vida del organismo y en un tejido en particular
(3). De esta manera, la regulacion de la expresion génica puede ocurrir de
manera inducible activando la expresién de un gen o incrementando la cantidad

del producto, o represivamente disminuyendo la produccién o evitando la
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expresion de un gen, lo que ocurre en base a una compleja y sofisticada red de
vias de transduccion de sefiales (34).

La transcripcion se puede resumir en las siguientes fases: Establecimiento de
una estructura cromatinica permisiva para la transcripcion; identificacion del
promotor; acoplamiento de la maquinaria de transcripcidn; inicio de la

transcripcion; alargamiento o elongacion del RNA vy fin de la transcripcion.
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AR A AN AN

B Maquinaria de
transcripcion

,

NN

C

D Fac}ores de término

WAVAVAVA GO
RNV

Figura 14: Transcripcion. A) Union de factores de transcripcion al promotor.
B) Reclutamiento de la maquinaria de transcripcion. C) Elongacion. Las
helicazas del complejo transcripcional desestabilizan la doble hélice de DNA y
permiten la movilidad de la RNApol quien va sintetizando una cadena de
RNA. D) Asociacién de factores de término de la transcripcién. E) Disociacion
de la maquinaria de transcripcion, finalizacion de la transcripcion y liberacién
del transcrito primario para su procesamiento. El transcrito primario es
complementario en secuencia a una de las cadenas de DNA utilizada como
molde (cadena roja).
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- Establecimiento de una estructura cromatinica permisiva para la transcripcion:
Para que pueda ocurrir la transcripcion es requerido contar con una
conformacién de la cromatina la cual permita la exposicién y accesibilidad de
secuencias de DNA que son reconocidas por los diversos factores proteicos, la
comunicacion entre elementos de regulacion, el ensamblaje de la maquinaria
de transcripcion y los demas procesos involucrados en la sintesis del acido
ribonucleico producto. Es por tanto que se considera como el primer nivel de
regulacién transcripcional a aquellos procesos que se encuentran involucrados
en el establecimiento y modificacion de la conformacion de la cromatina (35).
La primera via de alteracion de la cromatina esta dada por la modificacién post-
traduccional de las histonas, como se ha mencionado anteriormente. Por
ejemplo; la acetilacion de histonas (como la acH3 y acH4), o la metilacion de
algunos residuos especificos (como las lisinas 4 y 79 de la H3), son
modificaciones que generalmente se asocian a eucromatina y la activacion de
la transcripcion (11, 36); mientras que aquellas modificaciones caracteristicas
de heterocromatina como la metilacion de la lisina 9 de H3 (H3K9me) y la
desacetilacion de histonas se coligan al silenciamiento transcripcional, ademas
de alteraciones como la metilacién del DNA. También, las modificaciones post-
traduccionales de las histonas participan en la regulacién transcripcional como
sefiales de reclutamiento para los demas mecanismos involucrados en la
alteracion de la conformacion de la cromatina (Figura 15).

La segunda via de alteracion de la cromatina ocurre por el desplazamiento
mecéanico de nucleosomas o la sustitucion por variantes de histonas mediadas
por complejos proteicos que aprovechan la energia proveniente de la hidrélisis

de ATP conocidos como complejos remodeladores de cromatina dependientes
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de ATP. Tales complejos estan catalogados en dos familias: la familia
SNF2H/ISWI que participa en la movilizacion mecanica de nucleosomas a lo
largo de la cadena de DNA y la familia Brahma/SWI/SNF que altera la
estructura de la cromatina transitoriamente exponiendo contactos entre el DNA
y el nucleosoma que generalmente se encuentran ocultos (Figura 15) (11).

Por otro lado, la tercera via de alteracién de la conformacion de la cromatina
implica a las 2 vias previamente descritas, pero con ocurrencia en regiones
genomicas especificas y estd mediada por proteinas de los grupos proteicos
Polycomb (PcG), y Trithorax (TrxG), que son proteinas originalmente detalladas
en Drosophila melanogaster cuya funcion es la transduccién de sefiales y que
forman parte de diversos complejos (que en ocasiones incluyen tanto proteinas
de remodelacion y/o proteinas de modificacion de histonas como acetil
transferasas o des-acetilasas de histonas entre otras), que son utilizados en
establecer estructuras cromatinicas estables dentro de la regulacion de la
expresion de genes especificos durante el desarrollo de un organismo. Las
proteinas de dichos grupos funcionan en su mayor parte de manera
antagonica; aquellas que pertenecen al grupo PcG generalmente mantienen
estable y de manera hereditaria la represion de varios genes; mientras que
aquellas que pertenecen al grupo TrxG mantienen un estado activo
(conformacion permisiva), para la expresion de sus genes blanco y previenen
su silenciamiento (11, 15).

Los tres procesos descritos coordinados por diversas sefiales entre las que
participan los elementos de regulacion en el DNA y la transcripcién de ciertos

acidos ribonucleicos no codificantes entre otras, colaboran en la formaciéon de
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los dominios cromatinicos y en la regulacién de su configuraciéon cromatinica

interna en donde se regula la expresion de los genes contenidos. (37).
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Figura 15: Modificacion coordinada de la cromatina. Transicion de la
cromatina a un estadio activo eucromatico (izquierda) o al establecimiento de
un estado represivo o heterocroméatico. Se puede observar que la primera via
de modificacibn de la cromatina en ambos casos corresponde a la
modificacion postraduccional de histonas las cuales, también fungen como
sefales para otras modificaciones y el reclutamiento de otros complejos de
modificacién de la cromatina. En el caso de la activacién transcripcional, se
muestra la participacion de los complejos de remodelacion dependientes de
ATP, la presencia y actividad de las acetilasas de histonas (HAT), el
reclutamiento de factores de transcripcion (TF), asi como el remplazo de
histonas convencionales con alguna variante correspondiente (nucleosomas
amarillos en el caso de regiones transcripcionalmente activas se encuentra
comunmente a la variante de histona H3.3).
En el caso de la inhibicion transcripcional a nivel de cromatina, se observa la
presencia y actividad de las deacetilasas de histonas (HDAC), de las
metiltransferas de histonas (HKMT), asi como la presencia de la proteina de
heterocromatina 1 (HP1), y la metilacibn del DNA por la citosina metil-
transferasa MeCP2.
Algunas de las modificaciones observadas pueden estar mediadas también
por complejos proteicos de los grupos PcG y TrxG en regiones genomicas
especificas en respuesta a otras sefiales no mostradas en la figura (11).
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- Identificacion del promotor, acoplamiento de la maquinaria de transcripcion e
inicio de la transcripcion:

Un promotor se define como una secuencia especifica de DNA que posee
dentro de su secuencia motivos Unicos que permiten la asociacion de diversos
factores proteicos que facilitan el acoplamiento de la maquinaria de
transcripcion; puede dividirse en el ndcleo del promotor y el promotor proximal.
El promotor proximal usualmente se encuentra inmediatamente entre 37 pby
50 pb rio arriba del ndcleo del promotor y consiste de un conjunto de sitios de
unién a factores de transcripcién especificos que pueden permitir la interaccién
de dicho elemento con elementos de regulaciéon distales y por si mismo
participa débilmente en la activacion de la transcripciéon (Figura 16) (35).

El ndcleo del promotor comunmente se encuentra ubicado entre 35 pb y 40 pb
rio arriba del sitio de inicio de la transcripcion y esta constituido de sitios de
reconocimiento para factores que participan en el ensamblaje de la maquinaria
de transcripcién y de su posicionamiento para el inicio de la misma (Figura 16)
(35). En un marco muy general, en eucariontes el acoplamiento del complejo
transcripcional inicia con la asociacion de diversos factores al promotor. Esto
permite el reclutamiento del complejo catalitico que incluye a la RNA
polimerasa (RNApol) quien es la proteina que se encarga de la sintesis del
RNA producto.

En eucariontes existen 3 tipos de polimerasas de RNA: la RNApol | se asocia
principalmente a la transcripcion de RNA ribosomal; la RNApol Il se asocia a la
transcripcion de la mayoria de los transcritos codificantes y otros tipos de RNA

especializado y por ultimo las RNApol Ill se involucra en la transcripcion de
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RNA de transferencia asi como de otros RNA no-codificantes con funciones
variadas e incluso desconocidas (2).

Finalmente se pueden asociar factores de iniciaciéon de la transcripcion que
estabilizan el complejo transcripcional y permiten iniciar con el proceso del RNA

producto.

Maquinaria
Transcripcional
R 3?

Potenciador Promotor | Nuacleodel i Sl Marco
proximal i  promotor abierto de

35-40pb ' lectura

37-50 pb
Figura 16: Identificacién del promotor, acoplamiento de la maquinaria de
transcripcion e inicio de la transcripcion. 1) Se unen factores nucleares
especificos en el promotor proximal (naranja), y en el potenciador (verde),
permitiendo la interaccion entre ambos. La ausencia de un promotor proximal
implica que no existe interaccién entre el promotor y un potenciador. 2) Dicha
interaccion, permite modificaciones en la estructura cromatinica del nucleo del
promotor (rojo), y promueve sefales que facilitan el reclutamiento de factores
de transcripcién (Figuras multicolor). 3) La interaccion de dichos factores con
sus secuencias en el DNA del promotor son sefial para atraer otros factores
de transcripcion que son parte de la misma maquinaria transcripcional. 4)
Estos Ultimos reclutan a los demas componentes de la maquinaria de
transcripcion y promueven su ensamblaje y estabilidad para su transporte al
sitio de inicio de la transcripcion (Sl). 5) Una vez que se ubica la maquinaria
transcripcional en el sitio de inicio de transcripcion se unen también factores
de inicio (ovoide amarillo), que aumentan la estabilidad de la interaccién entre
el DNA y el complejo de transcripcién. 6) Tales eventos concluyen en el inicio
de la sintesis del transcrito primario mientras el complejo transcripcional se
desplaza sobre el DNA. Los factores transcripcionales, los componentes del
complejo transcripcional y el tipo de RNApol varian dependiendo de la funcién
del gen (2).

- Elementos de regulacién y la dinamica nuclear.
Dentro de la compleja y sofisticada red de transduccién de sefales que regula
la transcripcion, se encuentra involucrada una enmarafiada combinatoria de

diversas secuencias especializadas de DNA conocidas como elementos de

regulacion que actian como sitios de reconocimiento para diversos factores
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nucleares y que pueden conllevar a la modificacién de la cromatina o alterar al
ensamblaje de la maquinaria de transcripcion, lo que consecuentemente afecta
la eficiencia de la misma. Algunos elementos pueden encontrarse en las
vecindades del gen o pueden localizarse en regiones gendémicas distantes
participando de manera remota (35, 38-39).

Dentro de los elementos de regulacion definidos hasta el momento podemos
encontrar potenciadores, silenciadores, regiones de control de locus y los
elementos delimitadores (descritos previamente).

Los potenciadores son secuencias de DNA a las que se unen diferentes
combinatorias de factores de activacién especificos que al interactuar o
comunicarse con el promotor de su gen blanco, facilitan el acoplamiento de la
maquinaria de transcripcién generando un aumento en la taza transcripcional
permitiendo la produccién de mayor cantidad de transcrito. En dicho contexto,
la presencia de un promotor proximal es necesaria para la interaccion de un
promotor con un potenciador distante (Figuras 16 y 17 A) (38).

Por el contrario, los silenciadores son elementos de regulaciéon de DNA que
incluyen combinatorias de diferentes secuencias de unién a factores proteicos
que disminuyen la actividad transcripcional de su gen blanco, dificultando o
impidiendo el acoplamiento de la maquinaria de transcripcion o promoviendo su
silenciamiento modificando el contexto cromatinico (Figura 17 B) (38).

Una regién de control de locus (LCR), se define como un conjunto de
elementos de regulacion que por si mismo es suficiente para activar y potenciar
la transcripcion de un gen o grupo de genes asociados de manera temporal o
tejido especifico y dependiente del nUmero de copias de transcrito, modulando

la estructura de la cromatina mediante el establecimiento de dominios de
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modificaciones post-traduccionales de histonas y la desmetilacion del DNA, asi
como promoviendo el acoplamiento de la maquinaria de transcripcion al
promotor de su gen blanco. Ademas, se caracteriza por la habilidad de
incrementar los niveles de RNA producto de un transgén a un grado
equivalente de su contraparte enddgena, sin importar el contexto genémico en
el que se hubiese integrado éste y la posicion del LCR con respecto al gen

(Figura 17 C) (37).
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Figura 17: Elementos de regulacion. A) Potenciadores. Uno de los
probables modelos de su funcionamiento implica que la interaccién de
factores que se unen en el potenciador (verde), con factores que se unen al
promotor proximal (naranja), promueve el reclutamiento de factores
transcripcionales al nucleo del promotor para el reclutamiento del complejo
transcripcional aumentando la trascripcion del gen blanco. B) Silenciadores.
1) El primer modelo consiste en que la interaccion de factores que se
asocian al silenciador (morado), con factores asociados al promotor
proximal promueven el reclutamiento de factores que evitan o retrasan el
reclutamiento de la maquinaria de transcripcién disminuyendo asi la
actividad transcripcional del gen blanco. 2) El segundo modelo implica que
los factores asociados al silenciador promueven el silenciamiento por
condensacién de la cromatina del promotor evitando asi la accesibilidad a
factores que pudiesen reclutar al complejo transcripcional. C) LCR. Un LCR
usualmente se describe como un conjunto de hipersensibilidades a la
DNasa | ( yyv ). La asociacion de factores a dicha region promueve un
cambio en el ambiente cromatinico del promotor y del gen blanco hacia un
estado permisivo para el reclutamiento de factores transcripcionales y de la
magquinaria de transcripcién, aumentando asi la actividad transcripcional.
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Adicionalmente existen evidencias de que los diversos elementos de regulacion
son participes a otro nivel de regulacion definido por la dinamica nuclear
fungiendo como regiones de asociacion a otros elementos del ndcleo celular
como a matriz nuclear (MAR), entre otros. La dindmica nuclear participa en la
regulacién transcripcional puesto que se ha observado que las regiones
genomicas destinadas a la transcripcion requieren de ser posicionadas en
zonas del nucleo conocidas como “fabricas transcripcionales”, en donde se
concentran los factores proteicos y la maquinaria de transcripcion de tal
manera que varias regiones gendmicas transcripcionalmente activas pueden

ser procesadas simultdneamente (Figura 18) (39-47).

- Elongacion y fin de la transcripcion:

Una vez que la maquinaria de transcripcion se ha situado en el sitio de inicio de
la transcripcion, ésta comienza a sintetizar el RNA y se desplaza a través de
una region en la cadena de DNA molde que se denomina marco abierto de
lectura (ORF por sus siglas en inglés), en la cual se encuentra la informacion
de la secuencia del RNA producto indispensable para la funcion de éste (Figura
14 C) (2-3). Durante la elongacion del acido ribonucleico, el complejo
transcripcional puede interactuar con factores de elongacion que incrementan
la capacidad catalitica. Una vez que la elongacion llega a su fin, el complejo
transcripcional se disocia principalmente por su interaccion con el complejo de
término que modifica y desestabiliza las interacciones de la maquinaria
transcripcional y libera al RNA producto para su consiguiente procesamiento

dependiendo su clase (Figura 14 D) (3).
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Figura 18: Elementos de regulacion y la dinamica nuclear. A) Matriz
nuclear. La matriz nuclear se define como una red dinamica de fibras
proteicas dentro del ndcleo celular que en cierto sentido es analoga al
citoesqueleto celular, pero cuya funcion sigue bajo estudio y se cree
participa en la dinAmica nuclear y se divide en matriz nuclear periférica e
interna. La primera esta compuesta por proteinas de la lamina nuclear y los
complejos de los poros nucleares. Por otro lado, la matriz nuclear interna se
compone de cientos de diferentes tipos de proteinas (40-43). B) Dinamica
nuclear. Durante los procesos de diferenciacion y desarrollo celular se
observa el movimiento de los genomas en diversas organizaciones dentro
del nucleo celular de forma que, regiones gendémicas que se requieren
mantener transcripcionalmente inactivas se mantienen en compartimentos
silenciosos (regiones azules), y las regiones que se requieren expresar se
ubican en zonas del nucleo conocidas como “fabricas transcripcionales”
(regiones verdes), a través de diversos procesos que siguen bajo estudio
(46-47). C) Fabricas transcripcionales. Son regiones dentro del nucleo
celular en donde se encuentran concentrados factores transcripcionales y
los componentes de la maquinaria de transcripcion para el procesamiento
de manera simultanea de diversas secuencias transcripcionalmente activas
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El &cido ribonucleico se puede interpretar como la molécula mensajera de la
informacion contenida en el DNA. Segun su clase o tipo esta podréa ser efectora
por si misma o servird como intermediario para la sintesis de proteinas quienes
seran las moléculas efectoras (6).

En el proceso de transcripcion se pueden obtener dos grupos de RNA: el
primero se refiere al RNA que posee o codifica la informacién para la sintesis
de un péptido o de una proteina por lo que se denomina RNA codificante o
mensajero (MRNA), y cuya participacion se ve reflejada en el proceso de
traduccion.

El segundo grupo y mas extenso, incluye al RNA que no contiene la
informacion para sintetizar una proteina por lo que se denomina RNA no
codificante (ncRNA), pero que cumple con diversas funciones de las cuales no
se han definido todas. En dicho grupo se incluyen diferentes clases de RNA
como el RNA de transferencia (tRNA), el RNA ribosomal (rRNA), los microRNA,
los RNA pequefios nucleolares (snoRNA), entre otros (5).

La existencia de diferentes clases de RNA y las diversas funciones celulares en
las que participan representan la importancia de la fina regulaciébn que se
requiere para una exitosa transcripcion, la cual se define como la obtencion de
un acido ribonucleico funcional (lo que implica toda su secuencia), en tiempo y
espacio especifico. Tal objetivo depende en parte de la secuencia de DNA
(promotores, elementos de regulacion, ORFs), y su mantenimiento pero
ademds, como se puede observar existen otros eventos los cuales son
independientes de ésta (como son laregulacion de la cromatina, metilacién del
DNA, entre otros). Tales eventos se ven conjuntados en lo que se conoce como

regulacién epigenética.
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- Regulacién epigenética:

El fenotipo de un organismo no solo depende de la informacién codificada en el
DNA de su genoma sino que también, es el efecto de diversos eventos que
controlan la expresién de éste los cuales, de la misma manera requieren
transmitirse de progenitores a descendientes y evolucionan conforme a la
evolucién de los genomas mismos.

La epigenética estudia toda aquella modificacion heredable que altera la
expresion de un genoma y que no involucra un cambio en la secuencia del
DNA (11). En general, la regulacién epigenética depende de cinco grandes
procesos que estan inter-relacionados e incluso son inter-dependientes y que
tienen que ver con el establecimiento de diferentes estadios de cromatina y la
dindmica nuclear, entre los que se encuentran: la metilacion del DNA, los
complejos remodeladores de cromatina dependientes de ATP, los &acidos
ribonucleicos no codificantes, los complejos represores tipo Polycomb y
activadores Trithorax asi como las modificaciones post-traduccionales de
histonas (11). En conjunto dichos mecanismos contribuyen junto con la
informacion genética a establecer los diferentes patrones de expresion
necesarios durante la diferenciacion celular y el desarrollo de un organismo,
ademas de que puedan ser segregados post-mitéticamente lo que permite que
dos células a pesar de poseer exactamente el mismo genoma, difieran
marcadamente en estructura y funcion (48).

Es asi, que la regulacién epigenética forma una parte imprescindible de la
regulacién transcripcional, de la que se requiere obtener mayor informacién
acerca de sus procesos Yy su relacién con los demas mecanismos involucrados

con el mantenimiento y expresion del genoma eucarionte (49).
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La transcripcion y su regulacion al conjuntar una gran diversidad de factores y
eventos es quizds uno de los retos mas complejos en la busqueda del
entendimiento de la relacion entre el genoma y las actividades celulares. La
técnica propuesta en el presente trabajo presenta diversas ventajas que
pueden ser aprovechadas para obtener resultados que ayuden a descifrar

dichas cuestiones.
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Il INTRODUCCION:

| ANTECEDENTES:

La regulacién transcripcional conjunta diversos procesos y mecanismos que
concluyen en la correcta expresion génica durante el desarrollo de un
organismo y la diferenciacion celular. Cada dia se obtienen multiples
evidencias de que los mecanismos epigenéticos y aquellos que involucran a la
cromatina juegan un papel critico dentro de dicha regulacion, conjuntando la
participacion de diversos elementos y factores regulatorios. (50)

A pesar de haber sido caracterizada su organizacién hace mas de una década,
la complejidad de los mecanismos que participan en la programacién de la
expresion de los genes globina de pollo que permite la activacion selectiva
durante la diferenciacion celular eritroide y concluye en la transicion del
polipéptido de hemoglobina tipo embrionario al adulto, ademas de su
importancia en el funcionamiento de la hemoglobina ha establecido a los
dominios génicos globina de pollo como sistemas biolégicos modelo
ampliamente utilizados para estudiar la regulaciébn transcripcional en
eucariontes avanzados (51, 52).

Varios elementos de regulacion del ambiente cromatinico local de dichos
dominios se han identificado y caracterizado, entre ellos, un interesante
elemento delimitador denominado aEHS1.4 cuyas caracteristicas sugieren un
importante papel en la regulacion del dominio a-globina de pollo (36, 53); sin
embargo, las metodologias clasicas utilizadas para el estudio de elementos
regulatorios y su relacion con los demas mecanismos de regulacion

transcripcional presentan algunos limites, entre otras cosas, al analisis
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individual de cada elemento de regulacion dificultando el andlisis funcional en
contexto del domino completo (50).

Es por tanto, que hoy en dia se ha planteado el disefio, desarrollo e
implementacion de nuevas técnicas entre las que encontramos aquellas que
conforman a la ingenieria recombinogénica que permitan estudiar
simultaneamente diversas secuencias de regulacion y los procesos conectados
a ellas, analizando su efecto en el control de la expresion del gen o conjunto de
genes incluidos en un dominio cromatinico acercandose a un contexto similar al
nativo; ademas de conocer las implicaciones sobre la regulacién génica de
dichos eventos. La comprensién de las bases moleculares de tal fendmeno
podra proveer nuevos acercamientos para el tratamiento de las patologias

asociadas a las alteraciones en el mismo (51).

- La hemoglobina y los genes globina:
En metazoos, la hemoglobina es la proteina globular cuya funcién principal es
el transporte de oxigeno de los 6rganos respiratorios a los tejidos periféricos a
través de la sangre (Figura 19 A) (54), ademas, realiza el transporte de diéxido
de carbono y puede interaccionar con monodxido de carbono y o6xido de
nitrégeno. Dicha proteina se encuentra disuelta en grandes cantidades en el
citosol de células sanguineas denominadas eritrocitos cuya funcién principal es
la contencion y transporte de la misma. Los eritrocitos derivan de células
troncales denominadas hemocitoblastos que durante el proceso de
maduracion, producen grandes cantidades de hemoglobina (2). La estructura
oligomérica tridimensional de la hemoglobina es semiesférica con un diametro

cercano a 5.5 nm y estd compuesta por cuatro cadenas polipeptidicas
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helicoidales asociadas por fuerzas no covalentes a cuatro grupos prostéticos
hemo (una molécula de protoporfirina de hierro 2%), a los que se asocian los
gases de manera reversible. La porcién proteica consiste en la organizacion
simétrica de dos dimeros constituidos por una cadena tipo a y una tipo B (55).
Es asi que la hemoglobina también se puede describir como un tetramero o

como un dimero de protomeros a-f (Figura 19 B) (2).

Oxigeno Moléculas
proveniente de la Qf—— de
iracio oxigeno
b
W il Liberacién de
y oxigeno a los
6rganos y
Moléculas de tejidos.
hemoglobina
Moléculas de
hemoglobina
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Atomo de
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Grupo hemo
B Eritrocito

Polipéptido
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Polipéptido tipo B
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Figura 19: Hemoglobina. A) La funcion principal de la hemoglobina es el
transporte de oxigeno de los 6rganos respiratorios a los tejidos periféricos a
través de los vasos sanguineos (©2008 Nucleus Medical Art, Inc.). B) La
hemoglobina se encuentra dentro de las células sanguineas conocidas
como eritrocitos; su estructura estd compuesta por cuatro cadenas
polipeptidicas helicoidales (2 tipo a y 2 tipo B), que estan asociadas a 4
grupos prostéticos hemo que contienen un atomo de hierro (Fe?*), por cada
uno (Mader S.S., (1997); Inquiry into Life (8va ed.); McGraw-Hiill).
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Los genes globina engloban a los miembros de una familia génica que codifica
para las cadenas polipeptidicas de las globinas tipo a y tipo B que conforman la
hemoglobina (51).

Los diferentes requerimientos celulares de oxigeno durante las diferentes
etapas de desarrollo; embrionaria, fetal y adulta, se ven reflejados en el
acoplamiento de diferentes hemoglobinas que difieren entre si por las cadenas
tipo a y tipo B (56), lo que se debe a que en todos los vertebrados, los genes
globina cumplen con una programacion de expresion diferencial (Figura 20).
Estos, se organizan en conjuntos génicos en el que cada uno incluye a los
genes que codifican para un tipo de globina. En mamiferos y aves cada
conjunto se encuentra estructurado en dominios cromatinicos separados
incluidos en cromosomas distintos (54), y cada uno presenta un patron de
regulacién diferente.

El dominio B-globina contiene al conjunto génico que codifica para los
polipéptidos adultos B-globina, el embrionario €-globina y fetal y-globina y en
general se encuentra en un estado cromatinico condensado (heterocromatina),
excepto en las células eritroides en los que se expresan los genes que incluye
(Figura 20) (51,54-56).

Por el contrario, el dominio a-globina que contiene a los miembros que
codifican para los polipéptidos adultos a-globina y el embrionario {-globina,
permanece en una configuracion cromatinica relajada (eucromatina), tanto en
células eritroides como no eritroides probablemente a consecuencia de la
presencia en el dominio de un gen de mantenimiento (Figura 20) (51-56). Sin
embargo, los genes globina contenidos en dicho dominio solo se expresan en

las células eritroides.
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A pesar de que se han logrado grandes avances en la definicién y
caracterizacion de los mecanismos moleculares que participan en el control de
la expresion de los genes B-globina, aquellos que participan en la regulacion de
la expresién coordinada y programada de los genes a-globina en el transcurso
del desarrollo y diferenciacion eritroide, asi como en el mantenimiento del
dominio en una configuracion abierta y sus limites, hasta el momento no se han
caracterizado e identificado en su totalidad (52,57).

Es por tales motivos y otros en los que ahondaremos en el siguiente apartado,
gue el dominio a-globina de pollo es uno de los dominios genémicos mejor
estudiados en eucariontes avanzados (57), y desde hace mas de 10 afios ha

representado el sistema modelo adoptado por nuestro laboratorio.

Afinidad por O,
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Figura 20: Hemoglobina y los genes globina. Los genes globina se
encuentran finamente regulados de manera que en respuesta a las
necesidades de oxigeno en las diferentes etapas de desarrollo (embrionaria,
fetal y adulta), ocurre una conmutacién en la expresién de las cadenas
polipeptidicas tipo a y B que concluye en el ensamblaje de diferentes tipos
de hemoglobina, cuya principal diferencia es la afinidad por las moléculas de
oxigeno.
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- El dominio a-globina de pollo y el elemento delimitador aEHS 1.4

El dominio a-globina de pollo es una region gendmica cuyos limites no han sido
definidos que se localiza en el mini cromosoma 14 de Gallus gallus e incluye a
los genes a-globina: el gen embrionario 1 el primero de dichos genes en
sentido 5’-3’ de la secuencia de DNA y los genes adultos a® y a” (Figura 21 A).
La expresion de tales genes se encuentra finamente regulada durante la
diferenciacién de las células eritroides (eritropoyesis), de Gallus gallus por una
compleja interrelacion entre los promotores de los genes, diversos elementos
de regulacién remotos y el medio epigenético del dominio, lo que permite
establecer un patrén de expresion que implica una conmutacién entre los
polipéptidos de hemoglobina tipo a en respuesta a los diferentes
requerimientos de oxigeno durante el desarrollo del organismo (Figura 21 B)
(52).

Es asi, que dentro de las primeras etapas del desarrollo del Gallus gallus y
diferenciacién celular eritroide, se observa la expresiéon constitutiva de los 3
genes a-globina con una clara dominancia del gen embrionario 1, mientras
gue los genes adultos se mantienen en niveles basales de expresion.
Conforme contindan los procesos de desarrollo y diferenciacion ocurre un
silenciamiento gradual del gen embrionario 1 hasta su silenciamiento total en la
eritropoyesis definitiva, contrario a la trans-activacion de los genes adultos a® y
o (Figura 21 B) (52).

Los eventos moleculares involucrados en la compleja red de sefializacién que
participa en el establecimiento de éste patron de expresion, asi como en el
establecimiento y mantenimiento de la configuracion cromatinica del dominio a-

globina, no han sido definidos o caracterizados en su totalidad. El
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esclarecimiento de tales cuestionamientos representaria un importante avance,
en particular, para el desarrollo de modelos del funcionamiento de ciertos tipos
de elementos de regulacion en el contexto de un dominio cromatinico, en el
entendimiento del proceso de formacion y mantenimiento de tal estructura y
por tanto, en general, acercarse a la idea de la importancia y papel que juega
un dominio de cromatina en la regulacion y funcibn de los genomas
eucariontes, por lo que diversos grupos de investigacion incluyendo el nuestro
se han dado a la tarea de estudiar al dominio a-globina de pollo.

Es por tanto, que se ha revelado la presencia de diversas secuencias con
caracteristicas de elementos de regulacién a lo largo del dominio (Figura 21 A).
Uno de éstos, correspondiente a una secuencia de 1.4 kb de extensién fue
identificado por nuestro grupo de investigacion en un sitio de hipersensibilidad
al corte de la desoxirribonucleasa | (DNasa-1), eritroide especifico, por lo que
se denomind “el elemento aEHS1.4” el cual esta ubicado en un conjunto de
hipersensibilidades que posee propiedades similares a las de un sitio de
acoplamiento a matriz nuclear (a-MAR) (53). Dicho conjunto, se localiza rio
debajo de una secuencia encontrada dentro del intron de un gen de
mantenimiento (“housekeeping gene”), denominado C160rf35 (ggPRX),
definida como el Elemento Mayor de Regulacion del dominio a globina (a-
MRE), el cual presenta caracteristicas similares a una Regién de Control de
Locus (LCR), y rio arriba de los genes globina a una distancia de entre
aproximadamente 11 kb y 15 kb. (Figura 21 A) (53).

Andlisis funcionales y ensayos de caracterizacion demostraron que el elemento

aEHS1.4 posee las caracteristicas de bloqueo de potenciador y proteccion...
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Figura 21: Dominio a-globina de pollo y el patrén de la expresion de los
genes a-globina durante el desarrollo y la diferenciacién celular
eritroide. A) Esquema del dominio a-globina de pollo. En la regién 5" se
encuentran: el elemento putativo LCR del dominio conocido como a-MRE;
tres sitios de hipersensibilidad a la DNasa | (flechas verticales), la primera
de éstas (ubicada entre aproximadamente 14 kb), corresponde al elemento
delimitador aEHS1.4 que se localiza en una secuencia de 1.4 kb que co-
localiza con una regidn de acoplamiento a matriz nuclear (a-MAR), a la que
se une in vivo el factor nuclear CTCF y una isla CpG que se ha propuesto
corresponde a la regién de inicio de la transcripcion del altamente
conservado gen de mantenimiento en antisentido C160rf35. Posteriormente,
rio abajo se ubican los 3 genes a-globina; a 450 pb rio abajo del gen adulto
a” se localiza un potenciador (potenciador 3'), que se ha propuesto participa
en la regulacion de los genes a-globina (36, 52-53). B) Los genes a-globina
de pollo presentan un patrén de expresion durante el desarrollo y la
eritropoyesis en donde dentro de las primeras etapas se expresan los 3
genes con una clara dominancia del gen embrionario 1m. Conforme procede
el desarrollo del organismo y la diferenciacion celular eritroide, ocurre
gradualmente el silenciamiento del gen embrionario T hasta su
silenciamiento total en la eritropoyesis definitiva, contrario a la trans-
activacion de los genes adultos. Dicha conmutacion se ha propuesto es
causa de la modificacion del ambiente cromatinico de los promotores de los
genes (52).
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... de un transgén contra los efectos de posicién cromosomal (proteccion contra
la expansién de la heterocromatina), lo que lo define claramente como un
elemento delimitador o ‘“insulator”. Ademd&s, ambas caracteristicas son
dependientes a la asociacién in vivo del factor nuclear CTCF y de su
modificacién postraduccional por poli-ADP-ribosilacion (Como se ha observado
en otros elementos delimitadores) (36, 53, 58). Por tal razén, se abren diversas
posibilidades en la funcién de dicho elemento ya que CTCF se ha visto
involucrado en diversas funciones en la organizacibn de los genomas
eucariontes, a partir de la asociacién de él mismo con otros factores nucleares,
complejos proteicos y elementos del nacleo a partir de una plataforma de
interaccion generada por su poli-ADP-ribosilacion (58).

Su localizacién descarta la posibilidad de que el elemento aEHS1.4 funja
como el limite 5’ del dominio (53).

Por otro lado, nuestro grupo de investigacion ha obtenido evidencia de su
posible participacidn en la regulacion diferencial de la expresion de los genes a-
globina mediante la modulacién de la conformacion de cromatina de la region 5’
no-codificante a partir de la asociacion y disociacién de CTCF (Figura 22) (36),
sin embargo, todavia se requiere de mayor informacién para poder establecer
el modelo completo de la participacibn de éste elemento y los factores
nucleares que se asocian a él dentro del contexto de la regulacion del dominio
a-globina de pollo.

En busqueda de tal evidencia, existe la posibilidad de utilizar a la ingenieria
recombinogénica en bacterias como una Util herramienta ya que permite la
modificacién y estudio de diversas regiones regulatorias en un contexto muy

cercano al natural.
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Figura 22: El papel del elemento delimitador aEHS1.4 en el locus a-
globina de pollo. (Furlan-Magaril M., et al (2010)) A) Resumen de un
analisis de las modificaciones post-traduccionales de histonas y del
enriguecimiento in vivo de CTCF en una region gendémica de 6.6 kb que
incluye al elemento delimitador aEHS1.4 y su sitio de union a CTCF (P2).
Mientras procede la diferenciacién eritroide se observa un incremento de
marcas de histonas correspondientes a un ambiente cromatinico permisivo
(linea roja), sobre el elemento delimitador aEHS1.4 que se expande
posteriormente por toda la region gendmica en eritrocitos de 10 dias de
desarrollo (10dRBC), en donde los genes adultos se expresan. CTCF se
encuentra presente durante la diferenciacion con un enriquecimiento en la
etapa celular de eritroblasto (HD3), para su posterior liberacion en la fase de
eritrocito (grafica de barras, barra verde). Los sitios P1-P5 representan las
regiones en donde se evaluaron las marcas de histonas mediante inmuno-
precipitacion de cromatina (CHIP). El sitio P2 corresponde al sitio de
asociacion a CTCF. B) Tal informacién llevo al planteamiento del siguiente
modelo de funcionamiento del elemento delimitador aEHS1.4 con respecto a
la estructura cromatinica y la expresion de los genes a-globina de pollo. El
factor nuclear CTCF se encuentra asociado durante la etapa eritroblastica
bloqueando las sefiales provenientes del a-MRE previniendo la trans-
activacion de los genes globina adultos. En la fase eritroide, CTCF se
disocia y ocurre el establecimiento de un ambiente cromatinico abierto (linea
purl\teada roja), que concluye con la trans-activacion de los genes adultos a®
y a” (36).
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- Ingenieria recombinogénica y cromosomas artificiales de levadura:

Una importante cantidad de informacion de los elementos de regulacién y de
factores nucleares que participan en el control de la expresion de los genes del
dominio a-globina y otros durante el desarrollo de un organismo y la
diferenciacién celular, ha surgido a partir del uso de la tecnologia transgénica
clasica. Esta requiere de la manipulacion del DNA a partir de la unién de
materiales genéticos de origen diferente recurriendo al uso de endonucleasas
de restriccion, enzimas de origen bacteriano que “rompen” los enlaces fosfo-di-
éster internos del esqueleto de DNA por hidrélisis en secuencias Unicas. De
ésta manera, secuencias genémicas pueden ser aisladas en vectores de origen
viral (fagos), o bacteriano (pladsmidos), y ademas pueden “construirse”
secuencias que incluyan diversos elementos gendmicos como promotores,
elementos de regulacién, etcétera (Figura 23); que posteriormente pueden
integrarse a organismos hospederos para su mantenimiento en un estado
inerte durante un lapso prolongado y produccion en cantidad suficiente para los
diversos estudios y técnicas en los que seran utilizadas, entre los que se
incluyen los ensayos de transfeccion que implican la integracién transitoria o
estable de las secuencias de “una construccion” al genoma de células, lineas
celulares y algunos organismos multicelulares eucariontes a través de su linea
germinal en los que se denominan transgén; ésto, para el analisis de la
expresion de los genes, el efecto de sus mutaciones en el fenotipo, la funcién
especifica de los elementos de regulacién, asi como la influencia de estructuras
cromatinicas en dichos fenbmenos en un microambiente que se asemeje al

nativo (figura 23) (59-63).
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Figura 23: Ingenieria transgénica clasica. A) Vector. Se muestra un
plasmido que posee caracteristicas de un vector utilizado para la
construccién de una secuencia para el estudio de la actividad de bloqueo
de potenciador de una secuencia que se sugiere como delimitador. B)
Para generar dicha construccion, primero se “corta” el DNA en un sitio
especifico mediante el uso de una endonucleasa de restriccion (En este
caso Sal | y Hind Ill), posteriormente se incluye una secuencia que se
desea “clonar” o incluir en el vector que al poseer secuencias terminales
compatibles con aquellas generadas por la enzima de restriccion en el
vector, pueden unirse mediante un enlace fosfo-di-éster generado por
una ligasa de DNA. En este caso, la secuencia clonada corresponde a
un sospechoso elemento delimitador que se ha clonado de manera que
un potenciador queda enmarcado de forma 5’-3' por la secuencia a
analizar. C) En términos lineales dicha construccion simula la condicion
en que un elemento delimitador al localizarse entre un potenciador y su
promotor blanco puede bloquear la interaccion entre éstos. Dicha
actividad se prueba a partir de ensayos de transfeccion, en una célula
con un ambiente nuclear similar al nativo de la secuencia analizada en el
gue se busca la presencia o ausencia de la trans-activacion del gen
reportero.
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A pesar de la enorme importancia de la tecnologia transgénica clasica en los
estudios de tales procesos, éstos se observan complicados en su interpretacion
debido a algunas limitaciones que implican éstas técnicas entre las que
destacan principalmente: la limitada informacién genética que puede incluirse
(clonarse), establemente en las construcciones recombinantes generadas para
ser purificadas sin su degradacion, la restringida accesibilidad de sitios Unicos
de restriccibn apropiados tanto en vectores de clonacion como en el DNA
genomico y la diferencia de las estructuras cromatinicas y complejos proteicos
formados en comparacion a aquellos que se presentan en las secuencias
genomicas nativas. (60, 61). Por tanto, genes que incluyen intrones de varios
cientos de kilobases de longitud o un loci que contiene multiples genes, al no
poder ser utilizados como transgenes, concluian en la exclusion de secuencias
regulatorias que pudiesen haber sido descartadas ya sea por no haber sido
identificadas o por que potencialmente no se consideraban importantes, lo que
conlleva a descartar asi mismo su influencia sobre los fenémenos que
participan en la regulacion de los genes o loci estudiados (61).

Con el objetivo de evitar dichas restricciones, es que se fueron desarrollando e
implementando técnicas que permitiesen transferir y manipular fragmentos
largos de DNA y unidades funcionales completas dentro de las células para
realizar un analisis completo dentro de un contexto genémico mas cercano al
natural (64). Entre ellas, encontramos a la ingenieria recombinogénica la cual
se basa en el fenbmeno de recombinacion homéloga altamente estudiado y
descrito en levaduras principalmente en Saccharomyces cerevisiae (59).

El proceso de recombinacion homodloga permite el intercambio de informacién

genética entre dos moléculas de DNA en una manera precisa y especifica al
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ocurrir a través y entre regiones homélogas (secuencias de DNA que
comparten una gran similitud), a partir del rompimiento de la cadena de DNA
(Figura 24) (59). Este fendmeno resulta muy eficiente actuando en algunas
levaduras como S. cerevisiae en donde es utilizado por dichos organismos para
la reparacion de su genoma, lo que los establece como utiles medios para la

creacion de DNA recombinante (59, 60). Figura 24: Recombinacion
homodloga. 1) En azul se
representa el DNA exdgeno
1 y en rojo el DNA del genoma
del hospedero. 2) EI DNA se
fractura por la accion de una
endonucleasa, por actividad
de una helicasa se desplaza
la cadena mutilada de su
complementaria. 3) Se
asocian a las terminales
proteinas de unién a cadena
sencilla  (SBB, circulos
amarillos). 4) Una
recombinasa  cataliza vy
estabiliza el apareamiento
e entre cadenas homologas de
origen distinto formando un
entrecruzamiento. 5) Una
nucleasa que puede formar
parte del complejo de
recombinacién, escinde el
extremo que no se puede
aparear de las cadenas de
DNA. 6) Una ligasa cataliza
el enlace fosfodiester para
estabilizar las cadenas. A
ocurrido un intercambio de
material genético entre el
DNA exdégeno y el DNA del
hospedero
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Ademas, tal proceso presenta la ventaja de que puede ocurrir en secuencias
homélogas de pocos pares de bases permitiendo generar DNA recombinante in
vivo con el minimo uso de enzimas de restriccion y ligasas de DNA de tal

manera, que se puede aislar y modificar cualquier molécula de DNA por éste...
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...mecanismo de una forma tan fiel que en ocasiones se puede obtener la
molécula recombinante deseada desde el primer evento de recombinacioén,
mientras que, por los mecanismos clasicos se puede llegar a obtener productos
no deseados (59, 60).

Adicionalmente, la ingenieria recombinogénica se logré establecer a partir del
desarrollo del cromosoma artificial de levadura (YAC por sus siglas en inglés
“Yeast Artificial Chromosome”), el cual consiste en una secuencia de DNA que
posee secuencias cromosomicas esenciales para el mantenimiento del vector
tales como centrémero y dos regiones teloméricas, asi como una secuencia de
replicacién autbnoma. Dichos elementos enmarcan una secuencia con un sitio
Unico de restricciébn para la clonacion de una insercibn genomica. Ademas,
para la seleccion del vector recombinante se utilizan secuencias de resistencia,
generalmente TRP1 (necesaria para la sintesis de triptéfano), y URA3
(requerida para la sintesis de uracilo) (Figura 25 A) (61).

Un cromosoma artificial de levadura es capaz de mantener una secuencia
genomica de una longitud de megabases lo que revolucioné los ensayos
transgénicos para el analisis de la expresion génica al poder estudiar genes
completos intactos y dominios génicos enteros usados como transgén,
incluyendo elementos de regulacion distales o que ha podido ayudar a validar
diversos estudios durante el desarrollo y diferenciacion celular ademas de
proteger al transgén de los efectos de posicion (61).

Para la obtencion de cromosomas artificiales de levadura recombinantes se
han aprovechado los mecanismos de recombinacién homdéloga de levadura
generalmente utilizando dos sistemas y que se han aplicado para otros

procesos de ingenieria recombinogénica. El primero de ellos, el sistema de
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“pop-in, pop-out” se ha utilizado de manera extensa y requiere de la produccion
de una construccién en un plasmido que contiene la secuencia que se desea
introducir en el vector enmarcada por secuencias que presentan gran
homologia con la secuencia blanco. Tal construccion se introduce en la
levadura hospedero del cromosoma artificial de bacteria. Este sistema requiere
de un solo evento de entrecruzamiento y la escisién de la secuencia inalterada
(Figura 25 B) (61).

Por otro lado, el sistema de remplazo de secuencia es un método que presenta
la ventaja de introducir deleciones largas sin embargo, también se puede
aplicar para la introducciéon de mutaciones puntuales, pequefias deleciones o
inserciones. Su desventaja es la necesidad de dos construcciones en
plasmidos (Figura 25 C) (61).

La recombinoingenieria en levaduras como S. cerevisiae es directa puesto que
el DNA enmarcado por regiones homologas cortas, incluido en un vector como
un plasmido o un cromosoma artificial de levadura, puede ser insertado dentro
de objetivos enddgenos. Incluso, el material que puede ser utilizado para la
mutagénesis puede ser DNA lineal puesto que la presencia de terminales de
DNA expuestos induce la recombinacion en levaduras (59).

A pesar de las ventajas y avances que se han podido obtener de estas
tecnologias, se presentan algunas restricciones. Primero observamos el
requerimiento de la produccion de construcciones complejas que requieren de
elementos de seleccion y especificacion dados que la recombinacion homéloga
es un evento singular y espontaneo, por lo que necesita de mecanismos de
seleccion para la identificacibn de aquellas células que transportan la

informacién modificada (59-61).
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Figura 25: Mecanismos de recombinacion homdloga utilizados en
recombinoingenieria. (Peterson K., (2003); Expert Reviews in Molecular
Medicine). A) Representacion esquematica de un YAC. El tamafio de inserto
puede variar de entre 23 kb hasta 2Mb. El centrémero (CEN4), el telémero
(TEL) y el origen de replicacion (ARS1) son las secuencias minimas que se
requieren para formar un YAC funcional; ademas, requiere de elementos de
seleccion para su aislamiento y purificacion (TRP1 y URA 3). B) Método de
“pop-in, pop-out”. En el primer paso, un plasmido de integracion a levadura
(YIP), se lineariza por la accion de una endonucleasa de restriccion; se
transforma en una levadura donde ocurre el proceso de recombinacion con el
YAC y las regiones terminales del YIP, formando una construccién intermedia
gue contiene una duplicacién de la secuencia objetivo, una mutante y una tipo
silvestre. En el segundo paso, ocurre un evento de recombinacion entre las
secuencias duplicadas resultando tanto en la obtencién de la secuencia
silvestre como también de la mutante. C) El método de substitucién de
secuencia. En el primer paso, se introduce por recombinacién la secuencia
con la mutacién interrumpida con el cassete de URA3. En el segundo paso
se incluye la secuencia mutante para eliminar el cassete de URAS3, recreando
la secuencia mutante sin interrupcion en el YAC. La secuencia mutante
incluida es el cassete de resistencia para 5-FOA.
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Por otro lado, los cromosomas atrtificiales de levadura no son replicados y
meioticamente segregados en una estricta concordancia con los cromosomas
nativos de la levadura, lo cual genera que en las células hijas se pueden
transportar una o varias copias de un cromosoma artificial de levadura
permitiendo la presencia tanto del vector mutante como el vector nativo en la
misma levadura debido a que durante la mutagénesis, el vector objetivo
necesita integrarse solo en un cromosoma artificial de levadura para establecer
la seleccion mediante el marcador dificultando su seleccion y purificacién (61).
Asimismo, los sistemas de recombinacién homoéloga en levaduras siempre se
encuentran activos por lo que pueden ocurrir modificaciones no deseadas, por
lo que, la manipulacion de los cromosomas artificiales de levadura
recombinantes generados en dichos organismos es laboriosa y generalmente
requiere de la transferencia de los YACs a una bacteria para su subsecuente
manipulacion (59-61).

Por tales motivos, continud el desarrollo de otros vectores de alta capacidad
entre los que encontramos a los cromosomas artificiales de bacteria (BAC por
su siglas en ingles “bacterial artificial chromosome), los cuales adoptaron
mayor relevancia debido a los avances en la ingenieria recombinogénica en
bacterias a partir del descubrimiento y desarrollo de sistemas de recombinacion
homéloga en dichos organismos, los cuales abordaremos en la siguiente

seccion.
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- Cromosomas artificiales de bacteria e ingenieria recombinogénica en
bacterias:

Los cromosomas artificiales de bacterias son vectores disefiados para clonar
segmentos de longitud considerable de DNA de entre 200 kb y 300 kb. Su
disefio derivd de una copia individual de un plasmido “conjugativo” que
contiene el factor de fertilidad F de Escherichia coli, llevando a cabo los
sistemas de replicacion y particién de este plasmido adjudicados a la presencia
de los genes parA y parB, que aseguran un numero bajo de copias y una
segregacion segura del plasmido en las células bacterianas hijas. Ademas,
incluyen un origen de replicacion autbnomo y marcadores de seleccién (59, 65,
66).

Las células bacterianas utilizadas como hospederos de dichos vectores sufren
mutaciones en su genoma que comprometen la estructura de su pared celular
permitiendo la adquisicion de éstos a pesar de su gran tamafio (59).

En un principio, los cromosomas artificiales de bacteria tomaron su mayor
relevancia en la construccion de bibliotecas gendémicas, sin embargo, a partir
del descubrimiento y desarrollo de sistemas de recombinacién homdloga en
bacterias han tomado un importante papel dentro de la ingenieria
recombinogénica.

A diferencia de las levaduras, el DNA de doble hebra lineal es inestable en
organismos bacterianos debido a la presencia de una exonucleasa (enzima que
degrada la estructura del DNA a partir de grupos fosfato terminales expuestos),
dependiente de ATP denominada RecBCD. Sin embargo, observaciones
posteriores revelaron que existian bacterias que poseian una serie de

mutaciones (rsbcB y sbcC), en los genes de dicha proteina en las cuales podia
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encontrarse de manera estable el DNA lineal y ademas se llevaban a cabo
eventos de recombinacion homéloga. Tales bacterias son consideradas como
uno de los primeros sistemas de clonacién in vivo utilizados para varias
aplicaciones incluyendo: la recombinacién de dsDNA lineal con DNA
cromosomal circular introduciendo marcadores de seleccién en el cromosoma
de dichas bacterias, la mutacion de diversos genes clonados en vectores
bacterianos y la subclonacién de diversos productos generados a partir de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) (65,66).

Sin embargo, la principal desventaja de éste sistema se refiere a la constante
actividad del mismo que pueden desencadenar re-arreglos y deleciones no
deseados.

Por tal motivo, se han desarrollado diversas alternativas de recombinacién
homdloga en bacterias que puedan ocurrir de manera inducida entre los que
destacan aquellos generados a partir de los sistemas encontrados en algunos
fagos como los sistemas Red y RecET, que simplificaron la tarea de
generacién de construcciones transgénicas haciendo posible la ingenieria de
largos segmentos gendmicos de DNA incluidos en los cromosomas artificiales
de bacterias (60, 65-67).

Los cromosomas artificiales de levadura y de bacteria fueron desarrollados
para la clonaciéon y manipulacion de largos fragmentos gendémicos, cada tipo de
vector tiene sus propias ventajas y desventajas lo cual, permite poder elegir el
mas conveniente dependiendo principalmente de la secuencia genémica que

se quiere estudiar (60).
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Nosotros hemos elegido trabajar con un cromosoma artificial de bacteria por
diversas ventajas que presentan sobre los cromosomas artificiales de levadura
las cuales se enumeran a continuacion:

1. Los BACs son mas faciles de purificar de manera intacta y en cantidad
suficiente para diversos ensayos, puesto que una sola célula bacteriana
incluye una copia del vector y éste es segregado de manera uniforme en
las células hijas a diferencia de como se ha mencionado antes la alta
dificultad para purificar a los YACs.

2. El cromosoma artificial de bacteria recombinante es mas facil de
seleccionar y purificar puesto que una sola célula bacteriana incluye una
sola copia del vector modificado, mientras que en una célula de levadura
coexisten tanto el vector nativo o sin modificar como el recombinante.

3. Los YACs son generalmente quiméricos, es decir, un solo vector puede
contener insertos de diversas regiones gendmicas, mientras que los
BACs raramente presentan dicho fenémeno por lo que es mas probable
gue solo encontremos la regién gendémica que nos interesa estudiar que
es el dominio a-globina de pollo y las regiones que lo enmarcan.

4. La manipulacion de los cromosomas artificiales de levadura
recombinantes que son generados en la levadura, son laboriosos y
generalmente requieren de su transferencia a una célula bacteriana para
su subsecuente manipulacién, mientras que los cromosomas artificiales
de bacteria pueden ser manipulados directamente en la bacteria
eliminando la etapa de transferencia.

5. Los mecanismos de recombinacién en la levadura siempre se

encuentran activos por lo que pueden ocurrir modificaciones no
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deseadas, mientras que en bacterias existen sistemas de recombinacion

homéloga que pueden ocurrir de manera inducida reduciendo la

posibilidad de dichas modificaciones (60).
Ademas, la extension gendmica en donde se encuentran las secuencias
definidas y de interés del dominio a-globina de Gallus gallus es de entre
aproximadamente 90 y 100 kb que no superan los 300 kb que pueden incluirse
en un cromosoma artificial de bacteria (36, 51-53, 68).
Por otro lado, en la literatura pudimos encontrar un cromosoma artificial de
bacteria que incluye al dominio a-globina de pollo, el BAC CH261-75C12 en el
gue nos centraremos en la siguiente seccién y el cual ha sido utilizado en
estudios estructurales del dominio (68), lo cual lo hace candidato como materia
prima para la implementacion de técnicas de manipulacion genética utilizando a
la ingenieria recombinogénica y estudios transgénicos para el analisis completo
de secuencias especificas de interés de nuestro grupo de investigacion del

dominio a-globina de pollo.

- El Cromosoma artificial de bacteria CH261-75C12

El BAC CH261-75C12 corresponde a una clona de aproximadamente 240 kb
generada para la construccion de una libreria genémica para la secuenciacion
del genoma de Gallus gallus. Una libreria genémica se considera una poblacién
de bacterias en las cuales cada una contiene una molécula recombinante y que
en conjunto todas ellas representan el genoma completo, como en este caso el

del pollo.

62



La preparacion de la libreria de cromosomas artificiales de bacteria CHORI-261

de pollo a la que pertenece el BAC261-75C12, fue construida por Michael

Nefedov en el laboratorio de Pieter de Jong del Instituto de Investigacion del

Hospital Infantil de Oakland a partir de una muestra de sangre completa de una

gallina de raza “junglefowl” de la que se aisl6 el DNA gendmico el cual fue

parcialmente digerido con una mezcla de la enzima de restriccién EcoRl y la

EcoRI metiltransferasa. Los fragmentos de DNA gendmico obtenidos fueron

separados por tamafio en una electroforesis de pulsos en agarosa de bajo

punto de fusion; aquellos de tamafios apropiados fueron purificados y clonados

en el vector pTARBAC2.1 en sitios EcoRI (Figura 26). Dichas ligaciones o
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Figura 26: Vector pTARBAC2.1.
Representacion esquematica del
vector en el que fue construida la
libreria gendmica de Gallus gallus
CHORI-261. La secuencia del
replicon F, contiene la informacion
requerida para la generacion de
un bajo numero de copias y el
sitio de replicacién autébnomo que
requiere un cromosoma artificial
de bacteria. Los insertos fueron
integrados en el sitio de
integracion EcoRlI (67).

moléculas recombinantes fueron
transformadas por electroporacion en
células de Escherichia coli cepa DH10B.
La caracterizaciéon de cada clona fue
realizada por Teresa Ren, Quing Cao y
Kazutoyo Osoegawa por micro-arreglos
(69).

Esta informacién y la que encontramos
en la literatura como se ha mencionado,
proponen al BAC CH261-75C12 como
un candidato

importante para la

implementacion de las técnicas de
manipulaciéon genética que requerimos,
sin embargo, se requiere de la obtencion

de mas datos especificos entre los que
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se encuentran el tamafio del BAC y que secuencias del dominio a-globina de
pollo incluye (los cuales no se encuentran publicados), para establecer si dicho
material es util para nuestros propésitos o requerimos de la generacién de otro

cromosoma artificial de bacteria recombinante.

Il PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA:

Después de completar los proyectos de secuenciacion de una larga cantidad
de genomas, el mayor reto que existe para las ciencias bioldgicas dedicadas al
estudio del material genético y las bases moleculares de los procesos
asociados a éste, es la investigacion sobre los componentes que participan en
la funcionalidad del genoma que se conoce como gendmica funcional (59).
Nuestro grupo de investigacién se ha centrado en el estudio de la regulacién
del dominio a-globina de pollo, una de las regiones gendmicas mejor
estudiadas para entender diversas secuencias de DNA y procesos moleculares
gue participan en la regulacion de la expresion de genes eucariontes.

A pesar de los importantes avances que hemos obtenido en la identificacion y
caracterizacion de diversos elementos de regulacidon y otros procesos que
ocurren dentro del dominio a-globina de pollo que sugieren ciertos modelos
funcionales, todavia existen diversos cuestionamientos en los que requerimos
profundizar para dilucidar completamente tales modelos. Para esto, buscamos
el establecimiento de nuevas técnicas y estrategias en nuestro laboratorio que
se acomoden a nuestras necesidades y recursos.

Una de éstas alternativas es la implementacién de la manipulacion genética de
secuencias de interés del dominio a-globina de pollo contenidas en un

cromosoma artificial de bacteria, que incluye al dominio completo y secuencias
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aledafias por medio de la ingenieria recombinogénica bacteriana y ensayos
transgénicos como una aproximacion para analizar tales elementos de
regulacién, los procesos moleculares adscritos a ellos y su influencia en la
regulacién de la expresion de los genes a-globina de pollo. Por ejemplo, dentro
de los elementos de regulacién en los que hemos obtenido valiosa informacion
y que nos llama ampliamente la atencion es el “insulator” o elemento
delimitador aEHS1.4, el cual creemos podremos entender mejor a partir del
establecimiento de dicha alternativa experimental asi como, ampliar la
informacién que poseemos sobre la participacion del factor nuclear CTCF en el
funcionamiento de tal elemento y de otras secuencias del dominio a-globina de

pollo a las que se asocia.

Il HIPOTESIS:

La manipulacion por ingenieria recombinogénica de un cromosoma artificial de
bacteria que contenga al dominio a-globina de pollo completo y regiones
genomicas adyacentes, permitira estudiar los elementos de regulacion
contenidos en él, los fenbmenos moleculares relacionados, su efecto en la
expresion de los genes a-globina y en la estructura del dominio en un contexto

similar al nativo en sistemas in vivo de linaje eritroide y no eritroide.

IV OBJETIVOS:

Objetivo _General: Implementar una alternativa experimental que permita

estudiar las funciones y caracteristicas del delimitador aEHS1.4 y otros
elementos de regulacion asi como, el papel que juega la asociacion de uno o

varios factores nucleares a dichos elementos reguladores en la regulacion
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transcripcional y mantenimiento del dominio a-globina de pollo en un sistema

enddgeno.

Objetivos Particulares:

Establecer e implementar los protocolos de purificacion y mantenimiento
del BAC CH261-75C12.

Caracterizar las secuencias genémicas correspondientes al dominio a-
globina de pollo contenidas en el BAC CH261-75C12.

Implementar las técnicas de ingenieria recombinogénica en bacterias
para la manipulacion genética de las secuencias gendmicas de interés
del dominio a-globina de pollo.

Establecer los ensayos requeridos para el andlisis e interpretacion de las
modificaciones realizadas en los elementos de DNA previamente

mencionados.

66



Il MATERIALES Y METODOLOGIA:

- Generacion de cultivos de mantenimiento de bacterias a -70 °C en glicerol.

Se generd un cultivo de Escherichia coli cepa DH10B que incluye el BAC
CH261-75C12 (provisto por el grupo de investigacion del Doctor Lluis Montoliu,
Centro Nacional de Biotecnologia, Consejo Superior de Investigaciones
Cientificas (CNB-CSIC), Campus Cantoblanco, Madrid, Espafa), en placa de
con medio Agar Luria-Bertoni (LB) (Becton, Dickinson and Company),
suplementado con cloranfenicol (SIGMA), a una concentracién de 12.5 pg/mL
a partir del cual se aislaron 15 colonias, cada una en 5 mL de medio LB
suplementado con cloranfenicol a una concentracion de 12.5 pg/mL a partir de
los cuales, se realizaron cultivos de mantenimiento a largo plazo 15% (V/V), de
glicerol (99% SIGMA), como se describe en (70). A partir de dicho cultivo de
mantenimiento se obtienen los cultivos primarios como se describe

posteriormente en este mismo trabajo.

- Establecimiento de métodos de purificacion de cromosomas artificiales de
bacteria.
Se establecieron los siguientes tres protocolos de purificacién del BAC CH261-
75C12:
Primera fase: Cultivo primario.
1- En condiciones de esterilidad se inoculan con un asa microbioldgica 5
mL de medio LB suplementado con cloranfenicol a una concentracioén de
30 pg/mL, una asada de cultivo de mantenimiento con glicerol de
bacterias E. coli cepa DH10B que contienen al cromosoma artificial de

bacteria CH261-75C12.
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2- Incubar con agitacion a 300 rpmy a 37°C por 12 horas.

3- En condiciones de esterilidad sembrar por agotamiento una placa Petri
con medio agar LB suplementado con cloranfenicol a una concentracion
de 30 pg/mL.

4- Incubar a 37°C por 12 horas.

Segunda Fase: Precultivo.

1- En condiciones de esterilidad adicionar 4 mL de medio LB
suplementado con cloranfenicol a una concentracién de 30 pg/mL a un
tubo de ensayo estéril para purificacion en pequefa escala. En el caso
de purificacibn a mediana escala adicionar a un matraz Erlenmeyer de
250 mL estéril, 100 mL de medio LB suplementado con cloranfenicol a
30 pug/mL y para la purificacion a gran escala a un matraz Erlenmeyer de
1 L estéril adicionar 500 mL de medio LB suplementado con
cloranfenicol a 30 pg/pL.

2- Inocular con asa microbioldgica una colonia aislada del cultivo primario.

3- Incubar con agitacion a 300 rpmy a 37°C por 12 horas.

Resulta importante precisar que las posteriores 2 fases de la purificacion, a

pesar de corresponder a los mismo principios, varian en reactivos y

proporciones entre los tres protocolos por lo que se describe cada protocolo

individualmente a continuacion.

a) Protocolo de purificacion de Cromosomas artificiales de bacteria a
pequefia escala.

Tercera fase: Lisis celular en medio alcalino

1- Preparacién de soluciones reactivas.
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Solucién de resuspension: Se puede generar un volumen de provision

de esta solucién ya que se mantiene estable a 4°C. Composicién: 50 mM

glucosa, 25 mM Tris-HCL (pH 8.0), 10 mM EDTA (pH 8.0). Requiere

esterilizacion por autoclave a 120°C y 760 mmHg por 20 minutos.

Solucién de lisis: Esta solucion debe prepararse en “fresco”. El volumen

a preparar dependera del nimero de purificaciones que se lleven a cabo.

Composicion: 0.2 N NaOH y 1% SDS.

Solucién de neutralizacién de lisis: Al igual que la solucion de
resuspension, se puede preparar un volumen de provisibn que se
mantiene estable a 4°C. Composicion: 5 M acetato de potasioy 11.5%
(V/V) acido acético glacial

Colocar en un bafio de hielo la solucion de neutralizacion de lisis.

En condiciones de esterilidad transferir 1.4 mL del precultivo a un micro
tubo estéril.

En una centrifuga de mesa de alta velocidad para micro tubos
centrifugar a 13,200 rpm por 1 minuto.

Decantar el sobrenadante (medio de cultivo); la pastilla (bacterias
agregadas), tiene gran adherencia. Con el sobrante del precultivo se
puede repetir los pasos 3, 4 y 5 en el mismo micro tubo utilizado
anteriormente para mejorar la eficiencia de la extraccion.

Adicionar 100 pL de la solucién de resuspension, mezclar por agitacion
hasta resuspension total de la pastilla e incubar por 5 minutos a
temperatura ambiente.

Sembrar por estria una placa Petri con medio Agar LB suplementado

con cloranfenicol a 30 pg/mL. Incubar a 37°C por 12 horas. El objetivo
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de éste paso es amplificar y mantener las bacterias de la colonia aislada
en un cultivo sélido en caso de requerirse purificaciones adicionales.

8- Adicionar 200 pL de la solucién de lisis. Mezclar con cuidado por
agitacion vigorosa exactamente 10 segundos. Incubar en hielo
exactamente por 5 minutos. Este paso debe de realizarse con cuidado y
en los tiempos indicados puesto que el resultado depende plenamente
de él.

9- Finalizados los 5 minutos de incubacién adicionar inmediatamente 150
pL de la solucion de neutralizacion de lisis fria. Mezclar gentilmente de 3
a 6 veces por inversion. Incubar en hielo por 10 minutos.

10-Centrifugar por 5 minutos a 13,200 rpm.

11-Transferir con precaucion el sobrenadante por micro pipeta a un micro
tubo estéril limpio. Generalmente se obtienen 500 L.

Cuarta fase: Extraccién de DNA con Fenol-Cloroformo

1- Afadir un volumen (500 uL), de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1), por

agitacion vigorosa hasta observar una sola fase. Centrifugar en una

centrifuga de mesa para micro tubos, a 13,200 rpm por 10 minutos.

2- Recuperar la fase acuosa (DNA soluble), que al ser menos densa se

encuentra por encima de la fase organica y transferir a un micro tubo estéril

limpio.

3- Adicionar 1.4 mL de etanol absoluto y mezclar con cuidado por agitacion

vigorosa e incubar de 20 minutos a temperatura ambiente. En una

centrifuga de mesa para micro tubos, centrifugar a 13,200 rpm por 15

minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante con cuidado para no perder la

pastilla que tiene poca adherencia.
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4- Lavar la pastilla con 1 mL de etanol al 70%. Centrifugar de la misma
forma que el paso anterior a 13,200 rpm por 10 minutos a 4°C. Decantar el
sobrenadante con cuidado para no perder la pastilla y retirar el residuo de
sobrenadante con precaucion por micro pipeta.

5- Secar la pastilla a temperatura ambiente.

6- Adicionar 100 ul de agua desionizada estéril e incubar a temperatura
ambiente hasta la resuspension de la pastilla.

7- Adicionar 2 pL de RNasa e incubar a 37°c por una hora.

b) Protocolo de purificacion de Cromosomas artificiales de bacteria a
mediana escala.

Tercera fase: Lisis celular en medio alcalino. Protocolo acoplado al uso de

soluciones provistas en el “kit” comercial “Qiagen Plasmid Midi kit 100”.

1- Colocar la solucién de neutralizacién P3 en bafio de hielo.

2- En condiciones de esterilidad trasvasar el precultivo a un vaso para
centrifuga de 500 mL estéril y en una centrifuga de piso refrigerada
centrifugar a 6,000 rpm durante 15 minutos a 4 °C.

3- Decantar el sobrenadante (Medio de cultivo), y resuspender la pastilla en
4 mL de solucién amortiguadora de resuspensiéon P1 suplementada con
RNasa A y mezclar con pipeta suavemente hasta su total resuspension.

4- Transferir la resuspension a un tubo para centrifuga de 25 mL estéril y
adicionar 4 mL de solucién de lisis P2. Mezclar cuidadosamente por
inversion 6 veces e incubar exactamente 5 minutos. La solucién de lisis
incluye un indicador pH que en caso de virar a un color azul permite

establecer que la reaccién se llevé a cabo satisfactoriamente.
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5-

6-

Inmediatamente adicionar 4 mL de solucién de neutralizacion P3 fria y
mezclar con cuidado por inversién 6 veces. Incubar en hielo por 10
minutos. En una centrifuga de piso refrigerada, centrifugar a 13,000 rpm
durante una hora a 4°C.

Transferir el sobrenadante cuidadosamente con pipeta a un vaso para
centrifuga de 25 mL estéril limpio. En una centrifuga similar a la anterior

centrifugar a 13,000 rpm durante 30 minutos a 4°C.

Cuarta Fase: Extraccion de DNA con Fenol-Cloroformo.

1-

Transferir suavemente con pipeta el sobrenadante a un vaso para

centrifuga de 25 mL estéril limpio. Adicionar un volumen (16 mL), de de

fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1). Mezclar con cuidado por agitacion

vigorosa hasta observar una sola fase. Centrifugar en una centrifuga de

piso refrigerada, a 13,200 rpm durante 10 minutos a 4°C.

2-

Con profuso cuidado recuperar la fase acuosa y transferir una mitad de
volumen a un tubo para centrifuga de 25 mL y la otra mitad al otro.
Adicionar 5 mL de acetato de amonio y 7 mL de isopropanol a
temperatura ambiente a cada tubo. Incubar a -20°C por 12 horas.
Centrifugar a 11,000 rpm durante 30 minutos a 4°C en una centrifuga
de piso refrigerada.

Decantar el sobrenadante con precaucion de no perder la pastilla. Lavar
la pastilla con 2 mL de etanol al 70% frio. Centrifugar por 10 minutos a
4°C. Repetir una vez.

Decantar con precaucion el sobrenadante y dejar secar la pastilla a

temperatura ambiente.

72



6- Adicionar 100 pL de agua desionizada estéril e incubar a temperatura
ambiente. En caso de no observar una resuspension total de la pastilla
adicionar fracciones de 50 pL de agua desionizada estéril y 1 uL de

RNasa hasta la total resuspension.

c) Protocolo de purificacion de Cromosomas artificiales de bacteria a gran
escala.

Tercera fase: Lisis celular en medio alcalino. Protocolo acoplado al uso de

soluciones provistas en el “kit” comercial “Qiagen Plasmid Maxi kit 25”.

1- Colocar la solucién de neutralizacion P3 en bafio de hielo.

2- En condiciones de esterilidad transferir 250 mL del precultivo a un vaso

para centrifuga de 500 mL y los 250 mL de precultivo restante a otro.

Centrifugar en una centrifuga de piso refrigerada a 6,000 rpm durante 15

minutos a 4°C.

3- Decantar el sobrenadante y resuspender suavemente con pipeta cada

pastilla en 20 mL de solucion amortiguadora de resuspension Pl

suplementada con RNasa A hasta su total homogenizacion.

4- Adicionar a cada vaso 20 mL de solucién de lisis P2, mezclar

suavemente por inversion 6 veces e incubar exactamente 5 minutos a

temperatura ambiente.

5- Inmediatamente afiadir 20 mL de solucién de neutralizacién P3 fria,

mezclar gentilmente por inversion 6 veces e incubar en bafio de hielo por 10

minutos.

6- En una centrifuga de piso refrigerada centrifugar a 13000rpm durante 30

minutos a 4°C.
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Cuarta fase: Extraccién de DNA con Fenol-Cloroformo
1- Transferir cada sobrenadante a un vaso para centrifuga de 500 mL estéril
y adicionar 1 volumen (60 mL) de fenol-cloroformo-isoamilico (25:24:1).
Mezclar con cuidado vigorosamente hasta observar solo una fase.
Centrifugar a 13,200 rpm durante 10 minutos a 4°C en una centrifuga de
piso refrigerada.
2- Precisando cuidado utilizando una pipeta recuperar la fase acuosa y
trasladar la mitad a un tubo para centrifuga de 25 mL estéril y la otra mitad a
otro. En total se obtienen 4 tubos.
3- Adicionar a cada tubo 5 mL de acetato de amonio y 7 mL de isopropanol.
Incubar a -20°C por 12 horas.
4- En una centrifuga de piso refrigerada, centrifugar a 11,000 rpm durante
30 minutos a 4°C. Decantar el sobrenadante con precaucién de no perder la
pastilla.
5- Lavar la pastilla con 5 mL de etanol al 70% frio. Centrifugar en la misma
centrifuga a 11,000 rpm por 10 minutos a 4°C. Repetir este paso una vez
mas para la remocién total de las sales.
6- Decantar el sobrenadante con cuidado y dejar secar la pastilla a
temperatura ambiente.
7- Afadir 500 pL de agua desionizada estéril e incubar a temperatura
ambiente. En caso de no observar una completa resuspension de la pastilla,
adicionar fracciones de 100 uL de agua desionizada estéril y 2 L de RNasa
hasta resuspension total.

Los métodos de purificacién estan basados en los protocolos descritos en (70),

y en la informacion descrita en los manuales incluidos en los kits de purificacion

74



“Plasmid Midi Kit 100" (QIAGEN no. Catélogo 12145), y “Plasmid Maxi Kit 25"
(QIAGEN no. Catélogo 12163).
La cuantificacion del DNA extraido se realiz6 por triplicado mediante

espectrofotometria UV a una longitud de onda de 260 nm.

- Alineamientos de secuencias.

Se utilizaron: la secuencia de DNA completa de las regiones gendmicas de
pollo incluidas en el BAC clona CH261-75C12 del mini cromosoma 14 de
Gallus gallus (71), la secuencia completa del conjunto de genes a-globina de
Gallus gallus (72), correspondiente al dominio a-globina de pollo y las
secuencias de referencia de genoma de Gallus gallus publicadas en el Centro
Nacional de Informacién Biotecnolégica, asi como las secuencias de los
transcritos de los genes TMEM8 (73) y AXIN | (74). Los alineamientos se
realizaron utilizando el programa bioinformatico de “Nucleotide Blast” del NCBI

(74).

- Andlisis de restriccion bioinformatico predictivo del BAC CH261-75C12

Se utilizd, la secuencia de DNA completa de las regiones genémicas de pollo
incluidas en el BAC clona CH261-75C12 del minicromosoma 14 de Gallus
gallus (71), y la secuencia completa del conjunto de genes a-globina de Gallus
gallus (72), correspondiente al dominio a-globina de pollo. Los analisis de
restriccion se realizaron en el programa DNAMAN versién 3.0 de Lynnon
BioSoft, 1994-1997 utilizando su banco de enzimas de restriccion. Se eligié la
endonucleasa de restriccion Mlu | limitando el analisis a endonucleasas

comerciales que realizaran menos de 10 cortes en la secuencia del BAC
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CH261-75C12 (71), y la endonucleasa de restriccion Nhe | fue elegida por los

sitios de restriccion presentados en el dominio a-globina de pollo.

- Andlisis de los patrones de restriccion del BAC CH261-75C12.

Para corroborar experimentalmente los resultados obtenidos por el andlisis de
restriccion predictivo, se realizé en un volumen total de 50 pL la digestion
enzimatica del BAC CH261-75C12 utilizando un volumen de 2.5 pyL de la
endonucleasa de restriccion Miu | (10 U/mL NEB), un volumen de 6 pL de la
fraccion purificada (mediana escala), un volumen de 5 pL de solucién
amortiguadora 3 (NEB) y un volumen de 36.5 pL de agua desionizada.

Se realiz6 en un volumen total de 50 pL la digestion enzimatica del BAC
CH261-75C12 utilizando un volumen de 2.5 puL de la endonucleasa de
restriccion Nhe | (10 U/mL NEB), un volumen de 6 pL de la fraccion purificada
(mediana escala), un volumen de 5 pL de solucién amortiguadora 2 (NEB), un
volumen de 5 pL de solucién al 10% de albumina de suero bovino (BSA NEB),
y un volumen de 31.5 yL de agua desionizada. Se prepar6 un gel de agarosa al
1% con bromuro de etidio (BrEt) con pozos de 30 uL para electroforesis en gel
de agarosa alcalina como se describe (70), se cargd un volumen de 25 pL de la
digestién con Mlu |, 25 pL de la digestion con Nhe I, un volumen de 2.5 yL de la
fraccion purificada BAC CH261-75C12 1 obtenida por el protocolo de
purificacién a pequefia escala como control y 3 pL de marcador molecular de
fago MHind Il rango 23130-120 pb (FERMENTAS). Se corri6 el gel a 100 V
durante 20 minutos como se describe (69), utilizando una fuente de poder
PowerPack 1000 (BIORAD). El resultado se revel6 en un transiluminador

Universal Hood Il (BIORAD).
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- Amplificacién por PCR de regiones de interés del dominio a-globina de pollo.

Se utilizé como templado un volumen de 0,5 uL de la fraccion BAC CH261-
75C12 Midi, obtenida por el método de purificacion a mediana escala. Se
adicionaron 1 uL de cada par de oligonucleétidos, se utilizé6 1 yL de Taq
Polimerasa y todo se ajusté a condiciones de reaccién para un volumen total de
20 pL. Los oligonucleétidos utilizados, su Tm y concentracién de magnesio, se
enlistan en la Tabla 1 (pagina 71). Las regiones del dominio a-globina de pollo
en las que se alinean para su amplificacién se pueden observar en la Figura

27.
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Tabla 1: Cebadores para la amplificacion de diversas regiones del dominio a-

globina de pollo.

Region Amplificada del Par de Tm (°C) | Concentracién Tamafio
dominio a-globina de pollo. oligonucledtidos. de Mg2+ (mM) aprox. del
Amplicén
(pb)
A) Region 5’ rio arriba del 24 5 57.8 3.0 450
elemento a-MRE
B) Elemento a-MRE LCR5aMRE 58.0 4.0 400
C) Elemento aEHS1.4 aEHS1.4Xba 58.0 3.0 1400
D) Potenciador 3’ GEO 04 63.0 1.5 1500
E) Sitio de unién a CTCF rio CTCF 22678 58.0 2.0 200
abajo de la isla CpG 3'.
F) Regién 5’ del gen TMEM 8 TMEM 8 62.0 15 900
G) Regién 3' del gen TMEM 8 TMEMA422 61.0 3.0 422
H) Regién gendémica ubicada 2046125’ 61.8 3.0 200
entre el potenciador 3' y la
region LCR 3.
) Sitio de unién a CTCF dentro | CTCF55377LCR 61.8 2.0 350
del LCR 3’ 3
J) Isla CpG rio abajo del CpG659650 60.5 4.0 400

potenciador 3’

Ver figura 27 a continuacion...
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10Kb 16Kb | \ 50Kb 56Kb 78Kb

Figura 27: Regiones del dominio a-globina de pollo que amplifica cada
par de cebadores utilizados en la caracterizacion del BAC CH261-
75C12. Algunas secuencias que se buscan amplificar mediante PCR
utilizando como templado el BAC CH261-75C12, representan regiones que
pudiesen estar involucradas en la regulacion del dominio a-globina de pollo
y que se encuentran bajo estudio por nuestro grupo de investigacion. Entre
ellas, encontramos al elemento LCR putativo del dominio (a-MRE, B), el
elemento delimitador aEHS1.4 (C), el elemento potenciador 3’ ubicado rio
debajo del conjunto de genes a-globina (D), un sitio de unién al factor
nuclear CTCF que se encuentra dentro de un conjunto de
hipersensibilidades localizado rio debajo del elemento potenciador 3’ que
presenta caracteristicas similares a las de un LCR (l), y otro sitio de unién al
factor nuclear CTCF (E), ubicado ri6 debajo de una isla CpG (J), que se
encuentra entre el gen adulto o® y el gen TMEM 8. Este gen altamente
conservado codifica para una proteina transmembranal (en humanos dicha
proteina se a propuesto como marcador de linfocitos inactivos), y se
encuentra localizado dentro del dominio a-globina en Gallus gallus a
consecuencia de una inversibn en su genoma de un fragmento de
aproximadamente 170 kb (que incluye también a los genes AXIN 1, RGS11,
MRPL28 y LUC7L), presentando una organizacion contraria a la que se
observa en los genomas de otros vertebrados como Homo sapiens (76). Es
por tanto, que dentro de la caracterizacion de la integridad del dominio a-
globina de pollo en la secuencia del cromosoma artificial de bacteria CH261-
75C12 nos interesa conocer la entereza del gen TMEM 8 que representa
una de las regiones del extremo 3’ del dominio, por lo que se propone la
amplificacion de una region 5’ de su marco abierto de lectura (F), y de una
region cercana a su extremo 3’ (G). Ademas con el mismo objetivo de
comprobar la integridad del dominio a-globina se buscaréa la amplificacion de
una region ubicada dentro del marco abierto de lectura del gen C160rf35
que representa una secuencia ubicada en la regiéon t5’ del dominio (A), y
una secuencia que se localice en la zona central de locus a-globina de pollo

(H).
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IV RESULTADOS:

- Establecimiento de protocolos de purificacion de cromosomas artificiales de
bacteria.

La implementacion de los procedimientos de purificacion del cromosoma
artificial de bacteria CH261-75C12, representa el punto de partida en este
proyecto siendo una etapa fundamental ya que se precisa evitar la presencia
de otras biomoléculas provenientes del organismo hospedero como proteinas,
RNA, DNA gendémico y membranas, asi como sustancias derivadas de los
consecuentes pasos de purificacion como sales y disolventes para evitar
cualquier interferencia en los estudios a realizar.

Es asi, que se establecieron los tres protocolos de purificacion del BAC CH261-
75C12 descritos a detalle previamente en el presente trabajo. En resumen
(Figura 28), éstos constan de 4 fases:

1. Cultivo Primario. Comprende la generacion de colonias aisladas de la
bacteria hospedero del BAC CH261-75C12, Escherichia coli cepa
DH10B mediante siembra por estria por agotamiento en placa.

Este método permite la produccion de colonias bacterianas separadas
cada una, originada a partir de una bacteria inicial de manera que todos
los individuos que forman dicha colonia poseen la misma composicién
genética (clona bacteriana), permitiendo la generacién de un cultivo puro
(axénico), al posteriormente transferir una colonia aislada a un medio
liquido para su amplificacion. Es asi, que en posteriores ensayos en
donde ocurra la manipulacion genética del BAC CH261-75C12, se
puede aislar una variante especifica del vector para su identificacién y

posterior estudio.
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2. Pre cultivo. Radica en el aislamiento de una colonia del organismo
hospedero proveniente del cultivo primario y su amplificacion
(reproduccién), en un cultivo en medio liquido a partir de la cual se
realizard la purificacion del BAC CH261-75C12.

3. Lisis celular en medio alcalino. Esta etapa, comprende principalmente la
ruptura de las membranas celulares (lisis celular), del organismo
hospedero para la liberacion del BAC CH261-75C12.
El primer paso de este método consiste en crear un ambiente osmético
hostil para la bacteria y provocar asi su lisis lo cual, se logra mediante el
contacto de las bacterias con una alta concentracion de sales, un
detergente aniénico (SDS) y un medio altamente alcalino (pH=11).
Este proceso es una etapa critica para la purificacion puesto que el
medio alcalino y la presencia del detergente provocan ademas de la
desnaturalizacion de las membranas y proteinas celulares, la
fragmentacién del DNA por lo que el tiempo de exposicion (5 minutos),
a dicho medio se encuentra estandarizado para evitar la degradacién del
BAC CH261-75C12.
Una vez transcurrido dicho tiempo, la alcalinidad del medio se neutraliza
y mediante la adiciébn de acetato de potasio, se promueve la formacién
de agregados entre el dodecilsulfato sodico (SDS), proteinas celulares,
membranas y DNA gendmico; residuos de alto peso molecular e
insolubles en medio polar que son retirados por centrifugacién y la
posterior decantacion del medio (Figura 28).

4. Eliminaciébn de trazas y sales. Esta Ultima fase del protocolo de

purificacion del BAC CH261-75C12 se subdivide en 3 procedimientos:
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a)

b)

Extraccion de DNA con Fenol-Cloroformo. Dicho procedimiento
se basa en una extraccion por par de disolventes en donde se
aprovecha la diferencia en la polaridad de las moléculas
presentes en la fraccion de purificaciéon proveniente de la fase
anterior para la eliminacion de trazas de residuos celulares no
polares. Consta de la adicién y mezcla de un medio no polar
(Fenol:cloroformo:isoamilico), en el cual moléculas de bajo peso
molecular no polares y poco polares se solubilizan mientras que
en el medio polar (H,O), queda disuelto el BAC CH261-75C12
junto con otras moléculas polares. Ademdas, en dicho
procedimiento se promueve la desnaturalizacion, degradacion y
eliminacion de diversas proteinas que soportaron el tratamiento
en el medio alcalino.

Consecutivamente, se provoca la separacion de los medios en 2
fases por centrifugaciéon tomando ventaja de la diferencia de
densidad entre ellos, lo que posteriormente nos lleva a desechar
el medio no polar junto con las trazas solubilizadas en €l (Figura
28).

Precipitacion de DNA con isopropanol y etanol absoluto. Con el
objetivo de precipitar al BAC CH261-75C12 y las sales
provenientes de los pasos anteriores para su posterior
separacion, se adiciona en exceso ya sea isopropanol o etanol
absoluto. Dichos compuestos al encontrarse en una
concentracion saturada interaccionan con las cargas parciales

positivas del agua con las que antes interaccionaban las cargas
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parciales negativas del DNA y las sales presentes disminuyendo
asi, su solubilidad lo que promueve su precipitacion por
centrifugacion (Figura 28).

c) Eliminacion de residuos salinos y remanentes de otros acidos
nucleicos. La pastilla generada se somete a lavado con etanol al
70% para separar los residuos salinos del DNA. Por dltimo, la
pastilla se resuspende en medio acuoso en donde los residuos de
RNA se eliminan mediante la adicion de una RNasa (ribonucleasa
qgue cataliza la hidrélisis de los enlaces fosfodiester de RNA), y
residuos de fragmentos de DNA por la accién de una exonucleasa
(nucleasa que cataliza la ruptura de los enlaces fosfodiester de
DNA lineal), obteniendo asi al cromosoma artificial de bacteria

puro (Figura 28).

En la Tabla 2 se muestra una comparacion entre la cantidad de DNA obtenida
utilizando los protocolos de purificacion implementados para la purificacion del
BAC CH261-75C12, con los protocolos de purificacion establecidos
convencionalmente en el laboratorio para la extraccion de plasmidos de menor
tamafo, asi como con los limites inferiores de extraccion suministrados en los
marbetes de los productos comerciales utilizados para la extraccion de DNA a
mediana y gran escala, cuya diferencia se muestra expresada de manera

porcentual indicando la obtencién de una mayor cantidad de DNA purificado.
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Figura 28: Resumen de los protocolos de purificacion del BAC CH261-
75C12. 1) Cultivo Primario. Generacion de colonias bacterianas hospederas
para su aislamiento. 2) Precultivo. Aislamiento y reproduccion de colonias
del organismo hospedero. 3) Cosecha de Bacterias. Eliminacion del medio
de cultivo y concentracion del organismo hospedero. 4) Lisis celular en
medio alcalino. Rompimiento de membranas celulares y liberacién del
contenido celular. 5) Eliminacibn de residuos celulares de alto peso
molecular. 6) Extraccion por par de disolventes. Eliminacion de moléculas
de bajo peso molecular no polares y poco polares. 7) Precipitacion de
moléculas polares de bajo peso molecular por isopropanol o etanol absoluto.
8) Lavados con Etanol al 70%. Eliminacion de residuos salinos de las
soluciones utilizadas en los pasos anteriores. 9) Secado de pastilla y
resuspension. Resuspension de DNA en medio acuoso, eliminacién de
residuos de RNA mediante la adicion de RNasa y de fragmentos de DNA
por la accion de una exonucleasa.
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Tabla 2: Comparacion de protocolos de purificacion

Protocolo de

purificacién

Cantidad

extraida de BAC
CH261-75C12
con los

protocolos a

establecer (ug)

Cantidad
extraida de DNA
con protocolos
establecidos
previamente en

el laboratorio.

Cantidad
esperada de
extraccion
de DNA de
productos

comerciales.

Diferencia
porcentual de la
cantidad de DNA
extraido por los
protocolos

establecidos.

(g) (g)

Pequefia escala 97.92 67.66 No se ocupo | +44.72%
un Kit de
extraccion
comercial.

Mediana escala 451.8 299.32 100 +50.94%

Gran escala 2883.6 1500 500 +92.24%

Las fracciones

purificadas se deben de mantener a 4 °C preferentemente

durante su uso como mantenimiento a corto plazo. Para su mantenimiento a

mediano plazo la fracciones purificadas se pueden congelar a -20 °C sin

embargo, se debe de evitar en la medida de lo posible la descongelacion y

congelacién recurrente puesto que la formacién de cristales de agua puede

llegar a fragmentar el cromosoma artificial de bacteria.

En el caso del mantenimiento del BAC CH261-75C12 a largo plazo es

preferible la introduccién del BAC a su hospedero y realizar los cultivos de

mantenimiento en glicerol como se muestra en la metodologia de éste mismo

trabajo (70).
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- Caracterizaciéon de las secuencias gendmicas correspondientes al dominio a-
globina de pollo contenidas en el BAC CH261-75C12.

Se llevd a cabo la caracterizaciéon del BAC CH261-75C12 con el objeto de
obtener mayor detalle sobre la secuencia gendmica de pollo incluida en este
cromosoma artificial de bacteria; principalmente, para comprobar la presencia
de las regiones gendémicas del dominio a-globina de pollo de interés como el
elemento delimitador aEHS1.4 y los genes a-globina, ademas de revelar la
identidad del DNA purificado a través de los protocolos de purificacion

establecidos en el presente trabajo.

a)_Alineamientos de secuencias.

El primer acercamiento hacia la caracterizacion resultd producto de los
alineamientos de la secuencia publicada del BAC CH261-75C12 (71), con las
secuencias gendémicas de referencia de Gallus gallus publicadas en el Centro
Nacional de Informacion Biotecnoldgica, la secuencia publicada del dominio a-
globina de pollo (72), y las secuencias publicadas de algunos elementos del
dominio (Figura 29).

El primer alineamiento fue realizado entre la secuencia publicada del BAC
CH261-75C12 y las secuencias gendmicas de referencia de pollo,
obteniéndose un 100% de identidad entre el cromosoma artificial de bacteria y
una regién del mini-cromosoma 14 de pollo correspondiente a 227 kb (Un
porcentaje de identidad del 100% implica que las secuencias alineadas son
idénticas).

El segundo alineamiento se ejecutd entre las secuencia publicada del dominio

a-globina de pollo y la secuencia publicada del BAC CH261-75C12 en donde
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se puede observar una discrepancia responsable de la disminucion del
porcentaje de identidad en una unidad (99%). Cabe precisar que dicha
discrepancia entre ambas secuencias en la region 5’ (aproximadamente 15 kb),
del dominio a-globina, se puede atribuir a que cada secuencia publicada
proviene de diferentes técnicas de secuenciacion que poseen distintos grados
de sensibilidad y de resolucién, lo que hace despreciable dicha diferencia para
efectos de que este resultado nos indica de manera bioinformatica que el
dominio a-globina de pollo se encuentra contenido integro en el cromosoma
artificial de bacteria CH261-75C12.

Posteriormente, se realizaron los alineamientos entre la secuencia publicada
del BAC CH261-75C12 con la secuencia publicada del gen TMEMS, el cual
codifica para una proteina transmembranal y la secuencia publicada del RNA
mensajero del gen AXIN 1, que codifica para la Axinal de pollo; ambos
considerados parte del dominio a-globina de pollo ubicados en su regién 3’
(Figura 29). Dichos alineamientos resultaron en un 100% de identidad (Tabla
3), lo que confirma los datos de la integridad del dominio a-globina de pollo en
el BAC CH261-75C12.

Tomando en cuenta tales datos, proseguimos con su corroboracion

experimental.
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Tabla 3: Alineamientos de secuencias de pollo con la secuencia del BAC

CH261-75C12

# de Acceso Descripcion % de Identidad
cobertura del Maxima
BAC
NW 001471457.1 | Gallus gallus chromosome 14 97% 100%
genomic contig, reference assembly
(based on Gallus_gallus-2.1)
NC 006101.2 Gallus gallus chromosome 14, 97% 100%
reference assembly, (based on
Gallus_gallus-2.1) >gb
CMO000106.2
AY016020 Gallus gallus alpha globin gene 45% 99%
cluster, complete sequence
XM_425255.2 Gallus gallus TMEM 8 1% 100%
NM_204944 Gallus gallus axin 1, mRNA 0.5% 100%
A

aEHS1.4

a-MRE
Potenciador
CpG ™ aP a? 3 CpG TMEM8 AXINL
5
C160rf35

Sec. Ref

45000 90000 135000

180000

225000

Sec. Ref

Dominio a-globina de poll0

Gallus gallus TMEM8
Gallus gallus AXIN1

Figura 29: Alineamientos de secuencias gendmicas de Gallus gallus
BAC CH261-75C12. A)
Representacion esquematica del dominio a-globina de pollo, incluyendo en
la region 3’ a los genes TMEM8 y AXIN 1. B) Representacion grafica del
resultado de los alineamientos de las secuencias gendmicas de Gallus
gallus con la secuencia gendmica de pollo del BAC CH261-75C12. La
escala de color representa el numero de “hits”, es decir de similitudes entre
una secuencia y otra. Todas las secuencias al presentar una linea de color
rojo, obtuvieron =200 “hits”, lo cual se ve reflejado en el porcentaje de
identidad maxima que se presentan en la Tabla 3.

con la secuencia gendmica de pollo del
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b)_Amplificacién por PCR de regiones genémicas correspondientes al dominio

a-globina de pollo.

Se realiz6 la amplificacién por PCR de diversos elementos de regulacion
identificados y estudiados por nuestro grupo de investigacion ubicados tanto rio
arriba y debajo de los genes a-globina de pollo como el elemento delimitador
oaEHS1.4; ademas, se amplificaron secuencias correspondientes a los 3
promotores de los genes a-globina (11, a®, o®), una secuencia ubicada en la
region 5’ del dominio y una secuencia que se encuentra en el extremo 3’ del
marco abierto de lectura (ORF) del gen TMEMS8 para corroborar de manera
experimental su presencia dentro de la secuencia del BAC CH261-75C12 asi
como la integridad del dominio a-globina de pollo contenido en dicho
cromosoma artificial de bacteria. La amplificacion se llevé a cabo a diferentes
condiciones dependiendo del par de cebadores, cada uno correspondiente a
una region del dominio (Figura 30), como se observan en la Tabla de la figura
30, utilizando como templado DNA de una fraccién purificada.

La observacion de bandas de tamafio esperado correspondiente al amplicén de
cada una de las diversas secuencias de interés amplificadas (Figura 30),
representan la primera evidencia experimental de la contencién del dominio a-

globina de pollo en el BAC CH261-75C12.
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A Region Amplificada del dominio a-globina de pollo. Par de oligonucledétidos. Tamafio aprox. Del
Amplicén (pb)
A) Region 5’ rio arriba del elemento o-MRE 24 5 450
B) Elemento a-MRE LCR5'aMRE 400
C) Elemento oEHS1.4 «EHS1.4Xba 1400
D) Potenciador 3' GEO 04 1500
E) Sitio de unién a CTCF rio abajo de la isla CpG 3'. CTCF 22678 200
F) Regi6n 5' del gen TMEM 8 TMEM 8 900
G) Regién 3’ del gen TMEM 8 TMEM422 422
H) Regidn gendémica ubicada entre el potenciador 3'y la regién 2046125’ 200
LCR 3.
1) Sitio de unién a CTCF dentro del LCR 3 CTCF55377LCR3’ 350
J) Isla CpG rio abajo del potenciador 3’ CpG659650 400
100 pb X D 100 pb
+ C + Control + Control- C
l [S—
—— — -
—
1,000 pb —e
_". —
o —
500 pb - -_
500pb — —— .
—
-
-
|
100 pb
D 100 pb H E

' I J A B G F v
=
1,000 pb £
500 pb
500pb —
- x
-— p

] ] ] ] ]
10Kb 16Kb / ‘ \ 50Kb 56Kb 78Kb

Figura 30: Amplificacion por PCR de regiones de interés del dominio a-
globina de pollo utilizando como templado el BAC CH261-75C12. A)
Tabla que incluye los pares de cebadores utilizados, la regién del dominio a-
globina a los que corresponden y el tamafio del amplicén. B) Amplificacion
del elemento potenciador 3'. La primera banda corresponde a un error en la
preparaciéon de una dilucién de pares de cebadores. C) Amplificacion del
elemento delimitador aEHS1.4; como control positivo se realizd la
amplificacion del delimitador a partir de un plasmido en el que fue clonado
previamente; como control negativo en lugar de templado se utiliz6 agua
desionizada. D) Amplificacion de diferentes regiones ubicadas a lo largo del
dominio a-globina de pollo (F). E) Amplificacién del sitio de unién a CTCF rio
debajo de la isla CpG 3'. F) Representacion esquematica en donde se
muestra la ubicacion de cada region amplificada.
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c) Andlisis de Restriccion.

1- Andlisis bioinformético y ensayos de restriccion del BAC CH261-75C12
con la endonucleasa de restriccion Milu |.

Este ensayo se realizd con el objetivo de revelar la identidad del DNA
purificado mediante el uso de los protocolos de purificacion implementados
y descritos en el presente trabajo.

Primero, en la Figura 31 A se presenta el patrén de restriccion del BAC
CH261-75C12 y los tamafios de los fragmentos de DNA generados por la
actividad de la endonucleasa de restriccion Mlu | obtenidos a partir de un
analisis bioinformético utilizando la secuencia publicada de dicho
cromosoma artificial de bacteria. Tal enzima, fue elegida sobre otras puesto
gue en dicho andlisis se predice la generacion de un fragmento minimo de
4,825 pb; es decir, el fragmento mas pequefio generado a partir de la
digestion del BAC CH261-75C12 con dicha endonucleasa. De manera
experimental, la presencia por triplicado de una banda correspondiente a
dicho fragmento nos sugiere que la identidad del DNA de la fraccion
purificada corresponde al cromosoma artificial de bacteria CH261-75C12

(Figura 31 B).

2- Analisis bioinformatico y ensayos de restriccion del BAC CH261-75C12
con la endonucleasa Nhe I.

Mediante este acercamiento, ademas de buscar corroborar la identidad del

DNA purificado, se puede obtener evidencia experimental adicional de la

presencia e integridad del dominio a-globina de pollo en la secuencia del

cromosoma artificial de bacteria CH261-75C12.
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A Region genémica de pollo incluida en el BAC CH261-75C12
A

— T~
Sitios de corte de la endonucleasa de restriccién Miu | ul
L | |
- 7776
69,235 pb 45,409 pb
35,044 pb —
—_— 32,481 pb 14,794 pb
14,352 pb —
11, 226 pb
4,825 pb
B
AHindlll Digestién con Miu |
1 AL
B557pb 4,825 pb
4361pb 0P

A B c

Figura 31: Analisis de restriccién de la regién genémica de pollo del
BAC CH261-75C12 con la endonucleasa de restriccion Mlu I. A) Patrén
de restriccién de la region gendmica de pollo incluida en el cromosoma
artificial de bacteria CH261-75C12, generado por la digestion de la enzima
de restriccion Mlu I. B) Digestion enzimatica por triplicado de una fraccion
purificada. Se observa la presencia de una banda de aproximadamente de
4,800 pb que corresponde al fragmento de menor tamafo generado.
En primer lugar, en la tabla 4 se presenta la comparacion del patron de
restriccion bioinformatico del BAC CH261-75C12 con el patrén de restriccion
bioinformético del dominio a-globina de pollo, ambos generados por la actividad
de la endonucleasa de restriccion Nhe | en los que se puede resaltar que
diversos fragmentos de DNA generados por la actividad de dicha enzima, tanto

en la secuencia del cromosoma artificial de bacteria, como en la secuencia

dominio, son de tamafios muy similares como era de esperarse, tomando en
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cuenta que el dominio a-globina de pollo se encuentra contenido en la
secuencia gendémica de Gallus gallus incluida en el BAC CH261-75C12. La
endonucleasa Nhe | fue elegida sobre otras de manera similar al caso anterior
puesto que por el tamafio de diversos fragmentos de DNA generados por la
actividad de tal enzima de restriccion, estos se pueden visualizar y diferenciar
mediante su separacion por electroforesis en un gel de agarosa (Figura 32).
Para esto se realiz6 por triplicado la digestion del DNA de una fraccién
purificada con la enzima de restriccion Nhe |. La presencia en el gel de las
bandas de tamafio correspondiente a los fragmentos compartidos entre ambos
patrones de restriccion, conforman la prueba tanto de que el DNA de la fraccion
purificada es identificado como el BAC CH261-75C12; asi como la contencién

del dominio a-globina de pollo en dicho cromosoma artificial de bacteria.

Tabla 4: Comparacién de los patrones de restriccion del dominio a-globina
de pollo y de la regidon genémica de pollo incluida en el BAC CH261-75C12
generado por la actividad de la endonucleasa de restriccion Nhe I.

Patrén de restriccién generado por la Patrén de restriccién generado por la
actividad de Nhe | sobre la secuencia del actividad de Nhe | sobre la secuencia del
BAC CH261-75C12 dominio a globina de pollo
208 208
327 327
569 569
1639 1640
2229 2230
2238 2234
4954 4982
5140 5134
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Figura 32: Analisis de restriccién de la regién genémica de pollo del
BAC CH261-75C12 con la endonucleasa de restriccion Nhe I. Se
observa la presencia de diversas bandas que corresponden segin su peso
molecular a fragmentos del dominio a-globina que se encuentra incluido en
la region gendmica de Gallus gallus contenida en el cromosoma artificial de
bacteria CH261-75C12.

En conjunto, estos resultados son evidencia suficiente para confirmar que el
DNA purificado a partir de los tres protocolos de purificacion implementados y
descritos en el presente trabajo, corresponde al cromosoma artificial de
bacteria CH261-75C12 y que incluye en su secuencia aproximadamente 227 kb
(que representan el 95% de la secuencia total del BAC), que corresponden a
una regién del mini-cromosoma 14 de pollo (de 15,200 kb de extension total),
en el cual se encuentra contenido el dominio a-globina de pollo completo

(Figura 33).
] Regién genémica de Gallus gallus

[] Secuencia correspondiente al vector

DTARBAC2.1 Figura 33: Representacion
grafica del BAC CH261-
75C12. La regién gendmica
de pollo corresponde al mini
cromosoma 14 de Gallus
gallus en donde se ubica el
BAC CHz6l-75C12 dominio a-globina de pollo.

" 241kb - En la secuencia
correspondiente al vector
PTARBAC 2.1 se incluye el
origen de replicacion
autbnomo (replicon F), y el
gen de resistencia a
cloranfenicol.

Dominio
a-globina
de pollo AN

EcoRlI

EcoRlI
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V DISCUSION:

La ingenieria recombinogénica se presenta hoy en dia como una alternativa
experimental que soporta y complementa los estudios sobre la expresion de los
genes eucariontes y su regulacion, puesto que se pueden mantener en un
estado inerte en clonas de cromosomas artificiales de levaduras o en
cromosomas artificiales de bacteria, extensas regiones codificantes y las
regiones genodmicas que las enmarcan incluyendo asi todas las secuencias que
poseen una relevancia de regulacion potencial, asi como las distancias entre
genes y elementos de control permitiendo su uso como transgén para su
estudio en un contexto que se acerca mas al natural. Ademas, permite la
mutagénesis en sitios especificos de manera rapida y eficiente mediante la
recombinacién homoéloga como mutaciones puntuales, deleciones, inserciones
o reemplazos disminuyendo la produccién de alteraciones indeseadas (60).

En el presente trabajo, se muestran el planteamiento y los primeros avances
para establecer e implementar las técnicas de la ingenieria recombinogénica en
nuestro laboratorio como una alternativa de manipulacion genética para
estudiar desde las perspectivas que permiten dichas herramientas, el
mantenimiento y regulacion del dominio a-globina de pollo, asi como la funcion
y caracteristicas de los factores genéticos y epigenéticos que participan en
dichos fendmenos y en la expresién de los genes a-globina. Dentro de éstos,
particularmente nos interesa esclarecer la participacion del elemento
delimitador aEHS1.4 y la asociacion del factor nuclear CTCF y otras proteinas
a dicha secuencia, entre otras propiedades (36, 53).

Es por tanto y también por las caracteristicas de los cromosomas artificiales de

bacteria, asi como basandonos en la informacién publicada acerca de la
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biblioteca gendmica de pollo CHORI-261 (69), y un estudio sobre la formacién
de asas de cromatina en el dominio a-globina de pollo en el que se utilizé6 como
herramienta el cromosoma artificial de bacteria CH261-75C12 (68), que hemos
elegido implementar dicha alternativa de manipulacién genética utilizando tal
cromosoma artificial de bacteria, el cual incluye diversas secuencias que
corresponden al dominio a-globina de pollo y regiones gendmicas de Gallus
gallus; informacién que hemos obtenido y demostrado en el presente trabajo.

La primera etapa dentro de este proyecto, consistio en el disefio e
implementacion de las metodologias de purificaciéon y el establecimiento de las
condiciones de manutencion del BAC CH261-75C12 a partir de los cultivos
bacterianos hospederos de dicho vector. Los protocolos de purificacion
descritos en el presente trabajo fueron disefiados como una adaptacion de los
utilizados por otros grupos de investigacion (77-79), y aquellos ya previamente
establecidos en nuestro laboratorio para la purificacion de plasmidos de hasta
150 kb (80), de tal modo que, los tres protocolos establecidos cumplen con el
principio de lisis celular en medio alcalino. La principal discrepancia entre los
protocolos establecidos y sus predecesores a mediana y gran escala es el uso
del procedimiento de extraccion de DNA a partir de la separacion de fases
utilizando fenol:cloroformo:isoamilico en lugar de la extraccion de DNA por
cromatografia de intercambio aniénico en columna, debido a que vectores de
tamafos mayores a 50 kb presentan una mayor dificultad de elucién por su
afinidad a la fase estacionaria de la columna cromatografica y el BAC CH261-
75C12 es un vector circular de DNA de aproximadamente 240 kb de magnitud

(Figura 33) (80).
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Esta modificacion resultdé en la obtencién de una mayor cantidad de DNA
purificado en comparacién con los valores promedio de DNA extraido por los
protocolos predecesores, asi como en confrontacion con los limites inferiores
de extraccibn de DNA suministrados en los marbetes de los productos
comerciales utilizados en los protocolos de extraccion a mediana y gran escala
(78), lo cual se puede observar en la tabla 4 en donde se presentan las
diferencias porcentuales de cada protocolo. La diferencia porcentual (Figura
34), representa que tanto DNA fue extraido de mas en los protocolos
implementados en el presente trabajo de tal manera que se obtuvo un 44.72%,
50.94% y 92.24% mas de DNA purificado al utilizar los protocolos de
purificacion disefiados e implementados en el presente trabajo tanto para
pequeiia, como para mediana y gran escala respectivamente; indicando una
mayor eficiencia de extraccion en términos de cantidad de DNA purificado de la

metodologia implementada para la purificacion del BAC CH261-75C12.

Figura 34: Férmulas para la obtencién de la

(A2-A1)x 100 _ +% diferencia porcentual. Donde A2, es la cantidad

Al de DNA extraido mediante el nuevo protocolo

establecido y Al es la cantidad de DNA extraido

A2 100 = +% mediante los protocolos previamente establecidos,
0 .

Al o la cantidad esperada en el marbete de los

productos comerciales.

En la siguiente fase, confirmamos de manera experimental que el DNA
purificado mediante éstas técnicas es el cromosoma artificial de bacteria
CH261-75C12 y la contencion integra del dominio a-globina de pollo en su
secuencia. Estos resultados adquieren gran importancia como la base de la
implementacion de las técnicas de ingenieria recombinogénica, ya que apoyan
y permiten la posibilidad de utilizar al BAC CH261-75C12 para la manipulacién

por recombinacion homéloga de secuencias correspondientes al dominio a-
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globina de pollo para su estudio y el analisis del efecto que éstos tienen sobre
la expresion de los genes a-globina de pollo, la formacién y mantenimiento de
la estructura del dominio y los fendmenos epigenéticos participantes en el
contexto del dominio a-globina de pollo mismo y en un contexto muy parecido
al natural a partir de ensayos de transfeccién en células y lineas celulares de
pollo.

De manera particular, dichas técnicas nos permitirAn profundizar nuestro
andlisis del elemento delimitador aEHS1.4, corroborando y ampliando la
informacién obtenida en estudios previos (36, 53), y permitiendo asi obtener
evidencia que nos lleve a entender mejor los mecanismos mediante los cuales
funcionan secuencias de regulacion de caracteristicas similares y ademas, que
nos permita apoyar o corregir el modelo que hemos propuesto para la funcién
del delimitador aEHS1.4 dentro del dominio a-globina de pollo (Figura 22 B).
Por ejemplo; las tecnologias de recombinacion homologa en bacterias como los
sistemas inducibles RecET y Red (Figura 35 A), que se basan en la mutacién
sbcA la cual activa la expresion de los genes reckE y recT codificados en el
genoma del profago criptico RAC de cepas E. coli K12, nos abren mdltiples
opciones de modificacién en el elemento delimitador aEHS1.4, al permitir la
modificacion de DNA directamente a partir de pequefios casettes especificos
de dsDNA generados por PCR sin la necesidad de contener grandes
homologias (50, 59, 61-67).

Dentro de dichas modificaciones, tenemos concebidas la delecion de la
secuencia completa del elemento delimitador aEHS1.4, la mutacién o delecion
puntual de su sitio de unién al factor nuclear CTCF y deleciones controladas

acortando gradualmente la secuencia de dicho elemento (Figura 35 By C).

98



B
Figura 35:
Modificacion del
elemento
delimitador
aEHS1.4 por

. Regiones homélogas a la secuencia del gen C160rf35 recom b I naC|é n
. Cassete de resistencia a Ampicilina h0m6|Oga en
C [l Elemento aEHS1.4 modificado bacterias. A) El
paso 1. plasmido pABRG
Cassete de_rgs_istenciaa posee a IOS geneS
LB Construcci6n 1 del sistema de

recombinacién
DNA del BAC CH261-75C12 ,

Elemento aEHS1.4 h0m0|Oga en
\ bacteria Red-y vy

Red-B que son
controlados por

‘ promotores
";é:' — Paso 2: inducidos por L-
g rhamnosa y L-

arabinosa

Cassete de resistencia a
ampicilina

Elemento aEHS1.4 modificado respectivamente IO
Construccion 2 -
ﬂ que permlte
DNA del BAC CH261-75C12 modificado C_OntrOIar el
Cassete de resistencia a sistema (81) B)

ampicilina

Construcciones
generadas para la
modificacion del

Elemento aEHS1.4 modificado

Purificacién del

BAC CH261-75C12 elemento
7 O con la modificacién ..
> en el elemento delimitador
== = EHS1.4 del
_— a .
@ L_

dominio a-alobhina

C) Paso 1: La construccion 1 en forma lineal se transforma en la bacteria
hospedera (deficiente de la exonucleasa RecBCD), del BAC CH261-75C12
junto con el plasmido que contiene el sistema de recombinacion homdloga
regulado por promotores inducibles. Se adicionan los reactivos inductores
para que ocurran los eventos de recombinacion deseados. Posteriormente se
realiza la seleccion de bacterias que contengan al BAC CH261-75C12
modificado por la resistencia a un antibiético conferida por la integracion de un
cassete de resistencia en substitucion del elemento delimitador aEHS1.4
nativo. Se aislan y reproducen las bacterias resistentes y se transforma en
ellas la construccion 2 linearizada. Paso 2: Nuevamente se adicionan los
reactivos inductores para que tenga lugar un segundo evento de
recombinacion homologa de tal manera que asi se integra el elemento
delimitador aEHS1.4 modificado. Por Ultimo se realiza una seleccion doble en
donde si se observan bacterias resistentes al antibiético del paso anterior
dichas bacterias se descartan y se repite el paso 2 hasta que solo se presente
resistencia a cloranfenicol conferida por un gen de resistencia del BAC
CH261-75C12, lo que implica que se ha substituido el cassete de resistencia
integrado en el paso 1 con el elemento delimitador aEHS1.4 modificado.
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La primera de estas modificaciones, se realizara con la intencion de revelar la
funcion del delimitador dentro del dominio a-globina de pollo y el efecto sobre la
expresion de los genes a-globina y en bulsqueda también de corroborar y
apoyar evidencia previa que hemos obtenido (36, 53); la segunda, se efectuara
con el objetivo de analizar algunas caracteristicas del factor nuclear CTCF y el
papel que juega la asociacion de dicho elemento nuclear en el funcionamiento
del delimitador aEHS1.4 y por ultimo, la modificacion gradual de la secuencia
del delimitador aEHS1.4 podria ser una alternativa para revelar al elemento
minimo o secuencia minima que provee a la hipersensibilidad eritroide
especifica de 1.4 kilobases las dos propiedades de un elemento delimitador
(36, 53), contando con la ventaja, sobre otras alternativas experimentales, de
que dicho estudio se realizaria en un contexto mucho més parecido al natural a
partir de ensayos de transfeccion en células o lineas celulares eritroides (Figura
36 A).

Por otro lado, también nos hemos planteado la posibilidad de modificar los
marcos abiertos de lectura (ORF) de los genes a-globina, introduciendo algun
marcador exdgeno por cada uno que nos permita posteriormente analizar el
efecto de las alteraciones que generemos sobre los elementos de regulacion
del dominio a-globina de pollo a partir de ensayos de transfeccion, de manera
gue podamos diferenciar entre la expresién de los genes contenidos en el
cromosoma artificial de bacteria y los enddgenos (Figura 36 B).

Ademas, también se han publicado algunos trabajos en donde presentan la
posibilidad de incluso estudiar la estructura cromatinica del dominio, puesto
gue mencionan que al integrar establemente una regiéon genémica contenida en

un cromosoma artificial de bacteria en el genoma de una célula...
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Figura 36: Posibilidades experimentales para el analisis del elemento
delimitador cEHS1.4 y la asociacion de CTCF a dicha secuencia en el
contexto del dominio a-globina de pollo. A) Manipulacion genética del
elemento delimitador aEHS1.4 para su estudio en el contexto del dominio a-
globina de Gallus gallus. 1) Representacién esquematica del dominio a-
globina de pollo y del elemento delimitador aEHS1.4. 2) Delecion del
elemento delimitador aEHS1.4 para el analisis del papel de dicha secuencia
en la regulacién de la estructura del dominio a-globina de pollo y en el
control de la expresion de los genes a-globina. 3) Delecion del sitio de union
a CTCF del elemento delimitador aEHS1.4 para la exploracién de la
participacion de dicho factor nuclear en el funcionamiento del elemento
delimitador. 4) Delecién gradual de secuencias pertenecientes al elemento
delimitador aEHS1.4 para la definicion del nucleo funcional de dicho
elemento de regulacién en el contexto del dominio a-globina de pollo. B)
Integracion de secuencias marcadoras dentro de los marcos abiertos de
lectura de los genes a-Globina de pollo que permitiran distinguir entre la
expresion de los genes contenidos en el BAC CH261-75C12 de los genes o-
globina enddgenos, en andlisis realizados al utilizar la secuencia del
cromosoma artificial de bacteria en ensayos transgénicos en células o lineas
celulares de estirpe eritroide.
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...0 linea celular, ésta adopta una configuracién cromatinica muy similar a la
nativa e incluso, en algunos casos practicamente la misma configuracion (50,
59).

Es asi, que la ingenieria recombinogénica ofrece vastas posibilidades
experimentales que podemos idear, plantear, desarrollar y aprovechar para el
estudio de la regulacion del dominio a-globina de pollo y el control sobre la
expresion de los polipéptidos tipo a que forman parte de la hemoglobina
relacionando tal informacién con algunas hemoglobinopatias que pueden ser
resultado de modificaciones en dichos procesos moleculares. Es ahi en donde
recae la importancia de la implementacion de dichas técnicas asi como de

otras alternativas.
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VI CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS:

Hemos establecido los protocolos de purificacion para la obtencion de
cromosomas artificiales de bacteria a partir de un cultivo de su organismo
hospedero, ademas de comprobar la presencia e integridad del dominio a-
globina de pollo en un cromosoma artificial de bacteria; el BAC CH261-75C12,
lo que implica su candidatura para utilizarlo como herramienta para la
implementacion de técnicas de ingenieria recombinogénica en nuestro
laboratorio, lo cual representa una importante alternativa que creemos nos dara
acceso a multiples posibilidades experimentales para el estudio vy
entendimiento del dominio a-globina de pollo y los fenédmenos que participan en
la regulacion de dicha estructura cromatinica asi como, aquellos que tienen
efecto sobre la expresion de los genes a-globina de pollo.

Ademas, el aprovechamiento de la recombinacion homoéloga en bacterias se
podra utilizar como una via alterna de manipulacion genética para la obtencién
de construcciones recombinantes que por vias clasicas se ve complicada su
formacioén. Para esto, todavia se requiere de mucho trabajo.

La siguiente etapa en este proyecto, consistira en el establecimiento de los
protocolos de integracion y manipulacion por recombinacién homdloga
inducible en bacteria de cromosomas artificiales de bacterias utilizando al BAC
CH261-75C12 para la obtencion de modificaciones y construcciones
recombinantes (Figuras 35y 36).

Posteriormente, se requerird de la implementacion de las tecnologias y
condiciones experimentales para la integracion del vector modificado como
transgén en el genoma de células y lineas celulares eritroides (ensayos de

transfeccion), ademas de las técnicas requeridas para el analisis e
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interpretacion de las modificaciones realizadas, asi como de aquellas que
permitan explorar la integridad del transgén, el nimero de copias del mismo en
el genoma del organismo transgénico, y las regiones gendémicas en los que se

ha integrado, lo que constituye la Ultima fase de éste proyecto.
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