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Resumen

En las células diploides, la mayoria de genes tienen dos copias, localizadas en el cromosoma materno y
el cromosoma paterno. El imprinting es una de las excepciones a esta regla. En humanos,
aproximadamente 100 genes se encuentran sujetos a imprinting, de forma que solo el alelo paterno o el
materno de un gen esta activo. A dia de hoy, se piensa que el silenciamiento de genes con imprinting
ocurre en la linea germinal, y que este estado se mantiene en los tejidos somaticos después de la
fertilizacion. El descubrimiento en el sistema nervioso de vertebrados de neuronas tetraploides, con el
doble de contenido de DNA debido a la realizacién de una fase S sin mitosis posterior, y el interés por su
caracterizacion morfoldgica vy fisioldgica, nos llevé a realizar este estudio para comprobar si el imprinting
genomico se ve alterado en este tipo de neuronas. Tras aislar niucleos de neuronas 2C y 4C mediante
citometria de flujo, y realizar una modificacion del DNA con bisulfito sddico, se analiz6 mediante
secuenciacion la regién cromosémica en la que se encuentra el gen Snrpn, por ser una de las regiones
con imprinting mas estudiadas. La existencia de enfermedades relacionadas con el imprinting, como el
sindrome de Prader-Willi o el sindrome de Angelman, hacen de especial interés, ademas, la busqueda de
las consecuencias fisiolégicas y/o patologicas del aumento de la dosis de un gen con esta caracteristica
en la tetraploidia neuronal.
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Introduccién

Tetraploidia neuronal

El sistema nervioso (SN) de los vertebrados se ha considerado clasicamente constituido por neuronas con
un contenido de DNA diploide [1]. Sin embargo, en el afio 1968 Lowell W. Lapham introdujo la primera
idea de tetraploidia neuronal (en sentido laxo, pues no se puede determinar el nimero de cromosomas, al
tratarse de células que no proliferan) en el SN, indicando que las células de Purkinje eran tetraploides [2].
A dia de hoy, se ha podido confirmar la presencia de neuronas tetraploides en diferentes regiones del
sistema nervioso central de pollo [3, 4] y de ratdn [3, 5], e igualmente se ha demostrado que hasta el 10%
de las neuronas de la corteza cerebral humana son hiperploides [6].

Se ha observado que con la edad, y también en enfermedades neurodegenerativas como el Alzheimer [7-
10], la aparicién de neuronas tetraploides o el aumento del nimero de estas neuronas es un evento
importante [11].

Endorreduplicacion y neuronas tetraploides

El ciclo celular canénico da como resultado dos células hijas diploides, con un contenido 2C de DNA,
igual al de la célula madre. Sin embargo, existen variaciones del ciclo celular en las cuales resultan
células poliploides, es decir, con un contenido de DNA superior a 2C. Este hecho se ha presentado
frecuentemente en todo el reino animal y vegetal, y no s6lo en condiciones patologicas, concepcion que
se tiene habitualmente, ya que se ha demostrado que en vertebrados supone un mecanismo de defensa




frente al estrés celular, los estimulos de induccion a apoptosis o las mutaciones que pueden originar
cancer [12-14].
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Figura 1. Esquemas del mecanismo de endorreduplicacion [15].

La observacion de neuronas que incorporan BrdU durante la fase de diferenciacion neuronal en la retina
de embriones de pollo [3] sugiere que la endorreduplicacion es el mecanismo por el cual se forman las
neuronas tetraploides. Es un mecanismo que se da frecuentemente en la naturaleza (Angiospermas,
moluscos, artrépodos, e incluso organismos superiores, como los anfibios) y que esta caracterizado por la
realizacion de la fase S sin mitosis posterior, causando la poliploidia (figura 1). Para ello es necesario que
disminuya la actividad CDK/ciclina [13, 15].

La endorreduplicacién estd normalmente asociada con la hipertrofia celular [13, 15], consistente con el
aumento del didmetro del soma y mayor arbol dendritico en comparacion con las neuronas diploides
homdlogas [3], lo cual se ha comprobado tanto en Xenopus laevis [16], como en RGCs de pollo [3]. Se ha
demostrado que las neuronas tetraploides son funcionalmente activas [5], y asimismo, tienen un papel
fisiologico puesto que se encuentran asociadas a neuronas de proyeccion que inervan regiones
subcorticales [5] y del tecto optico [3]. Asi pues, este fenomeno indicaria un aumento de la diversidad
neuronal con la finalidad de inervar regiones especificas del SN [4].

Sin embargo, la neurodegeneracion, como la producida por la enfermedad de Alzheimer, esta a menudo
asociada a la reentrada en ciclo celular de las neuronas [17]. Especificamente en Alzheimer, hay
evidencias de la presencia de neuronas tetraploides en la corteza cerebral normal, y también del aumento
del mimero de neuronas tetraploides en la corteza afectada por la enfermedad [6], e incluso se ha
demostrado que concretamente las neuronas que aumentan su contenido de DNA son las que mueren
selectivamente en estadios mas tardios de la enfermedad [10]. Asi pues, los cambios funcionales en las
neuronas afectadas, derivados de los cambios morfologicos, podrian participar en el curso de la
enfermedad.

Imprinting

En las células diploides, todos los genes tienen dos copias, localizadas en el cromosoma materno y el
cromosoma paterno. En la mayor parte de los casos, ambas copias son susceptibles de expresarse, pero en
los animales marsupiales y placentarios hay dos excepciones a esta regla: los genes en el cromosoma X en
las hembras, y los genes con imprinting.

En humanos, aproximadamente 100 genes se encuentran sujetos a imprinting. Como consecuencia, sélo el
alelo paterno o el alelo materno de un gen esta activo en las células somaticas de los descendientes [18].
El silenciamiento de genes con imprinting ocurre en la linea germinal, y se piensa que este estado se
mantiene en los tejidos somaticos después de la fertilizacion [19].

Entre las funciones que pueden tener estos genes se encuentran el control del crecimiento prenatal, el
desarrollo de determinados linajes, el correcto funcionamiento del cerebro, y la homeostasis energética
postnatal [20].

Los genes con imprinting se encuentran a menudo agrupados en dominios o clusters cromosdémicos de
varias megabases de tamafio, existiendo mecanismos reguladores del imprinting especificos para cada
dominio. El estudio detallado de los dominios de imprinting ha revelado algunas caracteristicas comunes.
La primera es que todos los grupos tienen una region de control del imprinting (Imprinting Control
Region, ICR) que es normalmente de entre 1 y 5Kb de longitud, y que actia en cis regulando el
imprinting de multiples genes de un grupo a lo largo del dominio. En todos los casos estudiados mas
detalladamente, se ha observado que presenta regiones de DNA ricas en CG, llamadas islas CpG, que se
encuentran diferentemente metiladas (Differentially Methylated Region, DMR). Estas regiones se
requieren para mantener la expresion monoalélica parental de los genes con imprinting correspondientes.
La segunda es que todos los grupos poseen al menos un RNA no codificante (roncoding RNA, ncRNA),
es decir, un RNA que no se traduce a proteina, que normalmente se expresa en el alelo parental
codificante opuesto (generalmente en el alelo materno), y multiples genes codificantes de proteinas que se
expresan generalmente en el alelo paterno [21].

Las enzimas fundamentales para llevar a cabo la metilacién de un gen por la adicién de un grupo metilo a
una citosina de un dinucledtido CG son las DNA metiltransferasas (DNMT) [22]. Seglin su funcion se



conocen la DNMT1, DNMT3A y DNMT3B. La DNMT1 reconoce el nuevo DNA replicado formado por
una hebra metilada y una hebra no metilada, y metila el CpG correspondiente. De este modo, se encarga
de mantener el patron de imprinting. La DNMTS3, por su parte, realiza una metilacion de novo. DNMT3A
y DNMT?3B difieren en su velocidad de metilacion, siendo mas rapida DNMT3A.

De las regiones cromosomicas con imprinting que hasta ahora se han descubierto en humanos, elegimos
aquella en la que se encuentra el gen Swrpn para el estudio del imprinting gendmico en neuronas
tetraploides, al ser una de las regiones cromosdémicas mas estudiadas con esta caracteristica [23-25].

El objetivo de este estudio sera el andlisis del imprinting gendmico en neuronas tetraploides con el fin de
comprobar si esta caracteristica se mantiene también inalterada en esta poblacion neuronal. Como
perspectiva de futuro para este proyecto, se podria estudiar si la alteracion o no del imprinting en
neuronas tetraploides tiene alguna consecuencia a nivel fisiologico o patoldgico en el organismo.

Materiales y métodos

Ratones

Se utilizaron ratones C57 wild type (WT), en estadio postnatal P15.

Aislamiento de ntcleos

Los hemicortex de raton fueron procesados segin el protocolo descrito por Lopez-Sanchez et al. (2013),
optimizado para la edad de estos ratones. Cada hemicoértex de raton fue introducido en 2mL de buffer de
aislamiento de ntcleos, formado por tampdn fosfato salino (Phosphate buffered saline, PBS) frio libre de
DNasas, con 0,1% de Triton X-100 (Sigma), y una mezcla de inhibidor de proteasas 1X (Roche). A
continuacion fue disgregado mecanicamente usando un homogenizador Dounce. Tras ello se diluyd
afiadiendo 1mL de PBS frio, y el tejido indisociado se elimind por una centrifugacion a 200g durante
1,5min a 4°C. El sobrenadante fue diluido 8 veces con PBS frio, y centrifugado a 400g durante 4min a
4°C. El sobrenadante con debris celular fue descartado, y el pellet, incubado a 4°C en 150uL de PBS frio
durante 10-30min. Finalmente, se resuspendi6 el pellet en 4mL de PBS. La calidad y pureza de los
nucleos aislados fue comprobada en el microscopio después de tefiir con 100ng/ml de DAPI.

Citometria de flujo

Para la tincion nuclear, en primer lugar se realizé un bloqueo con 1% de suero fetal bovino (Fetal Calf
Serum, FCS) y 1,25mg/mL de albiumina de suero bovino (Bovine Serum Albumin, BSA) y se utiliz6 una
alicuota como control de anticuerpo secundario. A la muestra se afladié anticuerpo primario (Mouse anti-
NeuN (Millipore, ref. MAB377)) a una dilucion 1:1.500, y anticuerpo secundario (Goat anti-mouse 488
(Alexa Invitrogen, ref. A11001)) a una dilucion 1:500. La reaccion se incubd Overnight a 4°C en
oscuridad. Los nticleos tefiidos se filtraron por una membrana de nylon estéril de 40um, y fueron
incubados durante 20min con yoduro de propidio (IP) (25-50png/ml) y RNasa libre de DNasas (25pg/ml).
La calidad de los nucleos y la especificidad de la sefial de la tincion fueron comprobadas mediante
microscopia de fluorescencia.

La separacion de nucleos 2C y 4C fue realizada mediante citometria de flujo, utilizando un citémetro
FACSAria (BD Biosciences) equipado con laseres doble argon (488nm) y helio-neén (633nm). Los datos
fueron recogidos usando un proceso de sefial digital lineal. Los filtros de emision utilizados fueron BP
530/30 para Alexa 488 y BP 616/23 para el yoduro de propidio. Los datos se analizaron con el software
FACSDiva (BD Biosciences). El debris, que se distinguia claramente de los nicleos por su incapacidad
para incorporar yoduro de propidio, se excluyo del analisis. Se generaron histogramas segtin el contenido
de DNA, excluyendo dobletes y agregados segun las caracteristicas de Area y Height (Nunez, 2001).
Finalmente, se obtenian en torno a 10.000 ntcleos 4C.

Aislamiento y purificacion de DNA de nucleos
Se utilizo el DNeasy Blood & Tissue Kit (Quiagen, ref. 69504) siguiendo el protocolo descrito por el
fabricante.

Modificacion del DNA con bisulfito

Tras cuantificar la concentracion de DNA con Nanodrop (y asegurar una cantidad minima de 100ng de
DNA), y fragmentar el DNA a tamafios maximos de 30Kb pasando la muestra 10 veces a través de una
jeringa de insulina, se utilizo6 el EpiTect Bisulfite Kit (Quiagen, ref. 59104) siguiendo el protocolo
recomendado por el fabricante.

Amplificaciéon por PCR y extraccion y purificacion del DNA


http://www.jneurosci.org/content/33/17/7488.long#ref-42

Se utilizaron primers generados para amplificar especificamente un fragmento de las DMR del gen Snrpn
modificado con bisulfito, disenados mediante el software MethPrimer (http://www.urogene.org/cgi-
bin/methprimer/methprimer.cgi).

SnrpnUp: 5" TTA GAG GGA TAG AGATTT TTGTAT TG 3’
SnrpnDown: 5" CTA AAATCC ACA AAC CCA ACT AAC ¥’

Tamafio del fragmento: 215pb

Para generar los 50uL de producto de PCR, se realizé una ronda de amplificacion utilizando: SuL de 10X
buffer de PCR (BioTools), 2uL de 50mM MgCl2 (BioTools), SuL. de 2mM dNTPs (BioTools), 1uL de
los primers a concentracion 100pg/mL, 0,15U de Taq polimerasa (1U/uL)(BioTools), 2uL de DNA
2C/4C, o 2uL de H,O milig autoclavada en el caso del control de PCR. Las condiciones en el
termociclador fueron: Smin a 94°C; 35 ciclos de 30seg a 94°C, Imin a 56°C y 1min a 72°C; 10min a
72°C.

Para confirmar la amplificacion de Snrpn, SuL de cada muestra se separaron por electroforesis en un gel
de agarosa al 1% y GelRed nucleic acid gel stain (BioTium, ref. 41003) a una dilucién 1:20.000.

Se realizd un aislamiento de DNA de un gel preparativo de agarosa al 0,8%, cortando las bandas de
amplificacion y eluyendo el DNA utilizando columnas del kit Cut&Spin DNA Gel Extraction (GRiSP,
ref. GS131.0250). A continuacién se siguié un protocolo estindar de purificacion de DNA mediante
fenol-cloroformo.

Clonacion y purificacién de DNA plasmidico

Tras realizar una extension de 15min a 72°C de los productos purificados de PCR, y una nueva
purificacion del DNA siguiendo un protocolo estandar mediante fenol-cloroformo, se clonaron los
fragmentos de DNA en plasmidos pGEM-T Easy (Promega, ref. A1360), los cuales fueron aislados
usando el kit PureYield Plasmid Miniprep System (Promega, ref. A1222), siguiendo las recomendaciones
del fabricante.

Analisis de restricciéon y Secuenciacion

Aproximadamente lpg de plasmidos fue digerido con la enzima de restriccion EcoR1 (10U/uL)
(Fermentas, ref. er0271) para determinar la presencia del inserto del tamafio esperado (215pb).

Tras la secuenciacion del DNA, se analizaron los resultados con el software MegAlign y EditSeq
(Lasergene).

Analisis estadistico

Todos los datos son representados como el promedio + el Error Estandar de la Media (EEM). Las
diferencias estadisticas fueron analizadas utilizando la prueba t de Student. Los datos fueron considerados
significativos si p < 0,05. El analisis estadistico fue realizado utilizando el programa Statistics (Blackwell
Scientific Publications, London, UK).

Resultados y discusion

Aislamiento de nucleos de neuronas 2C y 4C

Tras procesar los hemicortex de ratones C57 WT de 15 dias postnatales como se describe en el protocolo
de Lopez-Sanchez et al. [S] optimizado para dicha edad, y comprobar mediante microscopia el correcto
estado de la muestra (figura 2), se procedio a la separacion de los nticleos de neuronas 2C y 4C mediante
citometria de flujo.

Figura 2. Imagen representativa del correcto estado de la muestra tomada con microscopio de fluorescencia, en la
que se observa que los ntcleos, tefiidos con DAPI, no se encuentran deformados. La barra de escala indica un tamafio
de 20pm.



Se generaron histogramas segin el contenido de DNA, excluyendo dobletes (dos nucleos diploides) y
agregados segun las caracteristicas de Area y Height [26] (figura 3). El debris, que se distingue de los
nucleos por su incapacidad para incorporar yoduro de propidio, se excluy6é del analisis. Tras un primer
sorting, los porcentajes de nucleos tetraploides eran de aproximadamente el 30% de la fraccion NeuN*
(consultar figura suplementaria 1 para ver el procedimiento de seleccion de poblaciones). Para aumentar
la pureza de nucleos tetraploides, se realizé un segundo sorting de la muestra, consiguiendo una pureza de
mas de un 95% (figura 4).
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Figura 3. Imagen tomada de Lopez-Sanchez et al. [5]. Esquema del método utilizado para discriminar dobletes. Al
pasar por el laser un nucleo marcado con yoduro de propido, la sefial de fluorescencia se convierte en un pulso
eléctrico, definido por su ancho (Width, W), su intensidad maxima (High, H), y su area integrada (A). La sefal de un
nucleo tetraploide (C) tiene el doble valor de H comparado con el de un nticleo diploide (A), mientras que un doblete
(B) muestra una sefial con el doble valor de W comparado con el de un nticleo diploide.
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Figura 4. Confirmacion del aislamiento y enriquecimiento de nucleos 4C. A partir de la muestra obtenida en un
primer sorting (figura suplementaria 1), se repitid el proceso para enriquecer la muestra en nucleos 4C. El contenido
de DNA fue evaluado a partir de la ventana de poblacion de nticleos a partir de los niveles de IP-H frente a los niveles
de IP-A (A), y también a partir de la ventana de poblacion de niicleos, en la grafica (B) de IP-W frente a IP-A.

Tras separar los nucleos, se aislo y purifico el DNA y se procedié a su modificacion con bisulfito sddico,
de modo que las citosinas de la secuencia no metilada son modificadas por uracilos, mientras que la
secuencia metilada no se ve modificada.

Analisis del imprinting en neuronas diploides y tetraploides

La figura 5A representa el cluster de imprinting en el que se encuentra el gen Snrpn, entre otros, que se
expresa a partir del alelo paterno. La secuencia en la que se encuentra Snrpn contiene dos regiones
diferentemente metiladas (DMRs), y para este estudio elegimos una zona dentro de la DMR1 ya descrita
anteriormente en diferentes articulos [27, 28], que incluye una porciéon del promotor y del sitio de inicio
de transcripcion del gen. En la figura 6B se muestra la secuencia completa del fragmento de amplificacion
con los oligos para Snrpn, en la que se ven las 13 CpGs incluidas en el fragmento que se analizaran.
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Figura 5. Esquema del cluster de imprinting (A) tomada de Peters et al., [29] en cuya ICR se encuentra localizado el
fragmento de 215pb (B) utilizado para el estudio. Las 13 CpGs estudiadas en el fragmento se encuentran sefialadas
con una linea roja. Los primers utilizados para la amplificaciéon se muestran con una flecha en la secuencia.

Tras modificar con bisulfito el DNA de 2C y 4C, se realiz6 la amplificacion del fragmento por PCR, para
comprobar que el tamafio era el esperado: 215pb. En la figura 6 se muestra el resultado tras realizar la
electroforesis en gel de agarosa.
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Figura 6. Imagen del resultado de la amplificacion del fragmento de 215pb por PCR en 2C y 4C. Se utilizé6 como
patron un marcador de 100 pares de bases, y se afiadié un control negativo (C-) con agua para mostrar la ausencia de
contaminacion. La flecha blanca indica la presencia de primer-dimers, que fueron posteriormente eliminados al
realizar el gel preparativo para evitar contaminaciones en la secuencia.

El fragmento se clond en bacterias E. coli, previo paso a la secuenciacion. En la figura 7A se muestran
dos esquemas representativos del estado de metilacion en las CpGs estudiadas en neuronas 2C y 4C. En el
Material suplementario, se muestran todos los esquemas del estado de metilacion, obtenidos de 4 ensayos
diferentes para neuronas 2C (figura suplementaria 2), y 3 ensayos diferentes para neuronas 4C (figura
suplementaria 3), con un minimo de 11 clones estudiados en cada ensayo. El nimero de clones reportado
varia de acuerdo al numero de clones con el inserto correcto y en cuyas secuencias aparecian
correctamente secuenciadas un minimo de 7 CpGs. El criterio utilizado para discernir si un clon se
encontraba metilado o no metilado fue que tuviese 7 0 mas CpGs en un estado u otro. En la figura 7B, se
muestran los resultados mediante los porcentajes promedio de metilacion analizados en los diferentes
ensayos. El porcentaje de metilacion en el fragmento clonado a partir de neuronas 2C fue de 39,86% =+
2,46 (n =4). En el caso de las neuronas 4C, el resultado fue de 34,59% =+ 5,93 (n = 3).

El analisis estadistico realizado mediante la prueba t de Student dio como resultado una p > 0,05, y por
tanto la diferencia de metilacion entre neuronas 2C y 4C no es significativa. El reducido namero de
muestras que permite utilizar este método de secuenciacion, unido a la variabilidad del nimero de clones
que finalmente se secuencian correctamente en cada ensayo, hacen que estos resultados se deban tomar
con cautela. Sin embargo, estos resultados fueron posteriormente confirmados mediante
pirosecuenciacion (datos atin no publicados del laboratorio), un método alternativo de determinacion de
secuencias a gran escala, mas preciso, que permite realizar un estudio estadistico concluyente. De esta
forma, se pudo confirmar que el imprinting en la region estudiada no varia en neuronas 4C, por lo que
cabe esperar que sea la enzima DNMTI1 la que se encargue de llevar a cabo la metilacion de esta
secuencia en neuronas 4C por el proceso ya mencionado en la Introduccion. También se pudo confirmar
que el porcentaje de metilacion en esta region es de aproximadamente el 40% en cerebro, datos que



contrastan con diversos resultados de otros estudios [23, 30] en los que los porcentajes de metilacion
obtenidos en cerebro varian considerablemente.
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Figura 7. A) Esquema representativo del estado de metilacion en neuronas 2C y 4C. Los circulos negros representan
C metiladas; los circulos blancos representan C no metiladas; la ausencia de circulo representa las CpGs cuya
secuencia no se pudo determinar; B) Estudio del porcentaje promedio de C metiladas en 2C y 4C. El grafico
representa el estudio realizado en 4 ensayos con 2C y 3 ensayos con 4, con un minimo de 11 clones estudiados en
cada ensayo. El resultado se muestra como Porcentaje promedio = EEM. N.S.: No Significativo.

A pesar de que no se produzca modificacion en el patron de imprinting en las neuronas tetraploides, es
necesario pensar las repercusiones a nivel fisiologico y/o patoldgico de haber duplicado por tetraploidia la
dosis de un gen que ya de por si se encuentra limitado por el imprinting a un unico alelo. Las funciones
del imprinting y de los genes con imprinting presentan atin a dia de hoy controversia [31-34]. Se ha visto
que tienen importancia, entre otras cosas, en el correcto funcionamiento del cerebro [20], y por tanto, es
posible que la alteracion en esta caracteristica pueda desembocar en patologia, como ya se observa en
enfermedades como el sindrome de Prader-Willi o el sindrome de Angelman, que se deben a
modificaciones en el imprinting en este mismo locus.

Estudio individualizado del porcentaje de metilacion de CpGs

Al analizar el estado de metilacion de los diferentes clones, observamos que la CpG situada en la posicion
40 respecto a los 215pb del fragmento clonado se encontré metilada en un porcentaje llamativamente
superior al resto de CpGs. Por tanto, decidimos hacer un estudio individualizado de las diferentes CpGs
del fragmento, puesto que el que un clon se encuentre metilado no es indicativo de que todas sus CpGs
presenten el mismo patron de metilacion. En la tabla 1 se muestran los porcentajes de metilacion de cada
CpG, y el nimero de CpGs estudiadas. A continuacion también se incluye una grafica (figura 8) en la que
se representan estos resultados, y en los cuales se puede apreciar que hay una diferencia considerable
entre 2C y 4C en las CpGs 27 (51,31% y 32,43%, respectivamente), 64 (55,71% y 32,43%) y 115
(53,73% y 32,43%), y que el porcentaje es muy superior en la CpG 40, tanto para 2C como 4C (70,27% y
71,42%, respectivamente).

CpG 27 40 64 70 80 82 84 103 115 134 147 174 184

2C | n 76 74 70 69 69 69 67 70 67 66 65 63 62

% met | 51,31 | 70,27 | 55,71 | 40,57 | 40,57 | 40,57 | 38,80 | 35,71 | 53,73 | 43,93 | 38,46 | 36,50 | 37,09

4C | n 37 35 7 37 37 37 37 37 37 36 36 36 36

w

Y% met | 32,43 | 71,42 | 32,43 | 32,43 | 32,43 | 32,43 | 32,43 | 32,43 | 32,43 | 30,56 | 30,56 | 30,55 | 30,55

Tabla 1. Estudio individual del porcentaje de metilacion en las CpGs. En la fila superior se indica la posicion (en
pares de bases) de la CpG en la secuencia del fragmento de 215pb. La » indica el numero de clones en los que se ha
podido analizar esa CpG. El grafico representa el estudio realizado en 4 ensayos con 2C y 3 ensayos con 4C, y se
incluyen todas las CpGs cuya secuenciacion fue correctamente realizada.

Analisis a posteriori mediante pirosecuenciacion de las CpGs 64 y 115 revelaron que tales diferencias
entre las secuencias de 2C y 4C no existian, lo que puede ser debido al motivo anteriormente comentado
de que la reducida n hace que el andlisis estadistico no sea del todo concluyente. Los primers necesarios
para pirosecuenciacion amplifican una region ligeramente mas corta que la amplificada en este estudio, y
debido a ello, los datos de las CpGs 27 y 40 no se pudieron contrastar. Si es posible, por la alta diferencia
frente a las demas, que la variacion en la CpG 40 en cerebro sea real y aproximada a los datos obtenidos.



Otros estudios en los que se analizaba esta secuencia, como el llevado a cabo por Li et al. [28], no
mostraban diferencias en la CpG 40, si bien hay que tener en cuenta que estos datos fueron obtenidos a
partir de higado. Serad necesaria la confirmacion en futuros ensayos de esta variacion, para buscar un
posible significado, puesto que a dia de hoy, se escapa de nuestro conocimiento.
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Figura 8. Estudio del porcentaje individual de metilacion de CpGs. La barra gris clara indica las CpGs estudiadas en
neuronas 2C, y la barra gris oscura, en neuronas 4C. Cada CpG se identifica por su posicion (en bases) en el
fragmento de 215pb. El grafico representa el estudio realizado en 4 ensayos con 2C y 3 ensayos con 4C, y se incluyen
todas las CpGs cuya secuenciacion fue correctamente realizada.

Asi pues, las conclusiones finales de este estudiNo existen diferencias significativas en el patron de
imprinting en la region estudiada entre neuronas 2C y 4C.

El porcentaje de metilacion en esta region es de en torno al 40%.
El imprinting en tejido somatico después de la fertilizacion no se ve modificado.

Existe un patréon diferencial en la metilacion de las diferentes CpGs. La variacion en la metilacion de la
CpG 40 con respecto a las demdas en cerebro, que debe ser confirmada, puede tener un significado
fisiologico y/o patoldgico que a dia de hoy se escapa de nuestro conocimiento.
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Imprinting genémico en neuronas tetraploides
Material suplementario

Sorting Nucleos 2C y 4C
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Figura suplementaria 1. Procedimiento de seleccion de poblaciones para obtener neuronas 2C y 4C. Los nticleos
frescos fueron aislados de corteza cerebral de ratones P15, marcados con IP, y sometidos a analisis por citometria de
flujo. Los nucleos se seleccionaron en la grafica A de FCS-A (medida del tamafio de la particula), y SSC-A (medida
de la complejidad de la particula). Se realizo un control de Anticuerpo 2° (B) para separar la poblacion NeuN™. El
contenido de DNA fue evaluado a partir de la ventana de poblacion de nucleos a partir de los niveles de IP-H frente a
los niveles de IP-A (C). Los nucleos diploides y tetraploides fueron subsiguientemente seleccionados de los
diferentes graficos, mientras que los dobletes fueron descartados. El contenido de DNA fue también evaluado a partir
de la ventana de poblacion de nucleos, en la grafica (D) de IP-W frente a IP-A.
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Resultados neuronas 2C
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Figura suplementaria 2. Esquemas del estado de metilacion de 4 ensayos diferentes con neuronas 2C. Los circulos
negros representan C metiladas; los circulos blancos representan C no metiladas; la ausencia de circulo representa las
CpGs cuya secuencia no se pudo determinar.

Resultados neuronas 4C

4C

000000000000 B a s s s s s o o o o o o o
000000000000 4409000000000
000000000000 B s s o o 8 8 8 8 o & o o o
000000000000 R o o & & & 8 & & o o o o o
0000000000000 0900000000000
0000000000000 0900000000000
0000000000000 0900000000000
0000000000000

A s s o s o oo oo o o o
000000000000
A s s o s o oo oo o o o
2000000000000
400000000000
4000000000000
4000000000000
4000000000000
4000000000000
4000000000000
4000000000000
4000000000000
4000000000000
4000000000000
4000000000000
0000000000000

Figura suplementaria 3. Esquemas del estado de metilacion de 3 ensayos diferentes con neuronas 4C. Los circulos
negros representan C metiladas; los circulos blancos representan C no metiladas; la ausencia de circulo representa las
CpGs cuya secuencia no se pudo determinar.



