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1. METILACION DEL DNA

1.1. Metilaciéon del DNA en el genoma de eucariotas

La metilacidn del DNA es una modificacion covalente presente en numerosos
organismos, tanto procariotas como eucariotas, aungue los nucledtidos que se metilan, al iguall
que su distribuciéon gendmica, varian entre los distintos grupos. En procariotas, la adicién de un
grupo metilo puede ocurrir tanto en adeninas como en citosinas, mientras que en eucariotas la
metilacién se produce exclusivamente en posicidén 5’ del anillo de pirimidina de las citosinas.
Dentro de los eucariotas, la metilacidn de citosinas se produce en secuencias nucleotidicas
distintas dependiendo del organismo (Feng et al., 2010; Zemach et al., 2010). Asi, en animales la
metilacién se produce casi exclusivamente en citosinas seguidas de una guanina en la misma
cadena, es decir, dinucledtidos CG o CpG, donde la “p" representa el enlace fosfato entre
ambos nucledtidos. La metilacién en CpGs es simétrica, es decir, tiene lugar en ambas
cadenas del DNA. En plantas, sin embargo, la metilacion suele ocurrir en citosinas que se
encuentran incluidas en CG, CHG o CHH (H=A, T o C), de modo que puede ser simétrica en el
caso de CG y CHG, o asimétrica en el caso de CHH. Por su parte, los hongos suelen presentar
metilacién en citosinas incluidas en dinucledtidos CG y CH. No obstante, y pese a la amplia
distribucion de esta modificacién covalente entre los distintos taxones, no todos los eucariotas
presentan metilacion del DNA. Los genomas de organismos modelo como Saccharomyces
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe o Caenorhabditis elegans carecen de metilacion y
en el caso de Drosophila melanogaster sélo se han detectado niveles muy bajos de metilacién,

la cual suele tener lugar mayoritariamente en los dinucledtidos CT o CA (Lyko et al., 2000).

Los vertebrados poseen los mayores niveles de metilacion en CG (Fig. 1) y ésta se

distribuye de forma global por todo el

. s ~ H i
genoma, a excepcién de pequenas o e | ———
) _ US MUSEUIUS | o
regiones, generalmente asociadas a los i -
Drosophila melanogaster
promotores de los genes, que se Ciona intestinalis
Apis mellifera
denominan islas CpG. En el caso de plantas Coprinopsis cinerea

Laccaria bicolor

y hongos, asi como en invertebrados como et a _.
Arabidopsis thaliana | s

Ciona intestinalis, la metilacién presenta
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CpGs METILADOS

generalmente una distribucion en mosaico,

es decir, existen dominios de DNA metilado

. .. Figura 1. Niveles de metilaciéon en dinucleédtidos CpG en
intercalados con dominios de DNA no ¢ P

varios organismos eucariotas.
metilados (Simmen et al., 1999; Suzuki & Bird,

2008).



Recientemente se han llevado a cabo estudios de metilacién a nivel gendmico de varios
organismos, enfre los que se encuenfran plantas como, Oryza safiva (arroz) o Arabidopsis
thaliana, hongos como Laccaria bicolor y Coprinopsis cinerea, invertebrados como Apis
mellifera (abeja) y Ciona intestinalis (ascidia) y vertebrados como Danio rerio (pez cebra) o Mus
musculus (ratén). Estos andlisis han permitido determinar que la metilacion en el cuerpo de los
genes se conserva en la mayoria de los organismos. Sin embargo, la metilacion de los
elementos transponibles, presente en plantas y animales, parece haber evolucionado de forma
independiente en estos dos lingjes, ya que no se detecta en ninguno de los invertebrados

analizados (Feng et al., 2010; Zemach et al., 2010).

1.2. DNA metil-transferasas

Las proteinas responsables de la adicidon de un grupo metilo en posicidén 5' del anillo de
pirimidina de las citosinas se denominan DNA metiltransferasas. Estdn presentes en numerosos
organismos, tanto procariotas como eucariotas, y se caracterizan por compartir 10 motivos
aminoacidicos, 6 de los cuales se encuentran muy conservados a lo largo de la evolucion
(Colot & Rossignol, 1999; Goll & Bestor, 2005). La mayoria de las DNA metiltransferasas se
encuentran englobadas dentro de 4 familias: DNMT1, DNMT2, DNMT3 y cromometilasas. La
familia de las cromometilasas es exclusiva del reino vegetal. Todos los organismos que poseen
metiltransferasas de la familia DNMT1 incluyen también algin miembro de las familias DNMT2 y
DNMT3, mientras que DNMT2 parece ser la Unica metiltransferasa en algunos organismos. El
numero de metiltransferasas varia ampliamente entre los distintos eucariotas, desde organismos
como D. melanogaster que presenta a DNMT2 como Unica metiltransferasa hasta Arabidopsis
thaliana, en la que se han descrito diez proteinas de este tipo. Por ofra parte, organismos como
C. elegans o S. cerevisiae, que carecen de metilacion gendmica, no presentan ninguna

secuencia codificante homodloga a las metiltransferasas.

En mamiferos, concretamente en humano y ratdén, se han descrito cuatro DNA
metiltransferasas, que se clasifican en metiltransferasas de novo o de mantenimiento en funcién
de que su sustrato sea DNA no metilado o DNA hemimetilado, respectivamente (Tabla 1). En la
categoria de metiltransferasas de novo estdn DNMT3A y DNMT3B, que son las responsables de
establecer los patrones de metilacién durante el desarrollo embrionario temprano. Se expresan
mayoritariamente en células ES (Embryonic Stem Cells: Células madre embrionarias), aunque
también se encuentran en menor nivel en muchos tejidos somdticos. Se ha descrito una
segunda isoforma de DNMT3A, DNMT3A2, que es especifica de linea germinal masculina.
Dentro de la familia DNMT3 se ha descrito otra proteina que presenta homologia con DNMT3A y

DNMT3B pero carece de actividad metiltransferasa. Se trata de DNMT3L, una proteina que se



expresa exclusivamente en linea germinal y fases tempranas del desarrollo embrionario y que es
esencial para el establecimiento de los patrones de metilacion durante la gametogénesis
(Bourc'his et al., 2001). DNMT3L ejerce su funcion mediante la interaccién directa de su dominio
carboxi-terminal con DNMT3A y DNMT3B (Suetake ef al., 2004).

DNMTI1 es la metiltransferasa de mantenimiento, es decir, la que se encarga de copiar los
patrones de metilacion de la hebra parental a la hebra recién sintetizada cuando tiene lugar la
replicacién del DNA. De acuerdo con esto, muestra sus mayores niveles de expresion durante la
fase S del ciclo celular y posee dominios que inferaccionan con PCNA, lo que asegura su
localizacion en los focos de replicacién y con UHFR1, proteina que se une especificamente a
DNA hemimefilado y que parece ser la responsable del reclutamiento de DNMTI (Law &
Jacobsen, 2010). DNMTI1 presenta una segunda isoforma, DNMTIo, que se expresa
especificamente en el cocito y ha sido implicada en el mantenimiento de la metilacion de los
genes de imprinting durante la reprogramacion epigenética que tiene lugar en el desarrollo

embrionario temprano.

Existe ademds una cuarta DNA metiltransferasa en mamiferos que no encaja en ninguna
de las dos categorias anteriores. Se trata de DNMT2, una proteina de expresion ubicua que, a
pesar de poseer homologia de secuencia y estructura con el resto de DNA metiltransferasas no
muestra actividad DNA metiltransferasa in vitro y la delecién del gen no causa ningun fenotipo
apreciable, ni siquiera en organismos como D. melanogaster donde es la Unica DNA
metiliransferasa presente (Goll & Bestor, 2005). En  Tabla 1. DNA metiltransferasas

2006 Goll et al. demostraron que DNMT2 es capaz de DNA METILTRANSFERASAS

metilar RNA en humanos, en concreto la citosina 38 pywn Manfenimiento de los patrones

de mefilacié
del RNA de transferencia del 4cido aspdrtico (fRNA- © metracion

Metilacion de RNAs de

Asp), y que esta funcidn se conserva en ratén,  DNMI2 )
fransferencia

Drosophila melanogaster y Arabidopsis thaliana. Establecimiento de 1os pafrones

Recientemente se ha visto que ademds es capaz de  DNMT3 A/B de metilacién en el embridn y la
metilar otros tRNAs (IRNA-Val y tRNA-Gly) y que esta linea germinal

Factor regulador que recluta a
DNMT3A/B al DNA

metilacion podria constituir un mecanismo de  pnmrL

defensa contra la degradacion por ribonucleasas en

condiciones de estrés (Schaefer et al., 2010).

1.3. Proteinas de union a DNA metilado

En mamiferos se han descrito tres familias de proteinas de unidn a DNA metilado: las

proteinas MBD, las proteinas SAR vy las proteinas de unidn al DNA metilado por dedos de zinc
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(Sasai & Defossez, 2009) (Tabla 2). Las proteinas MBD fueron las primeras en describirse y se
caracterizan porque contienen un dominio comun de unidén a DNA metilado (MBD) capaz de
reconocer especificamente CpGs metilados. Dentro de esta familia encontramos cinco
proteinas, MeCP2, MBD1, MBD2, MBD3 y MBD4 (Klose & Bird, 2006).

MeCP2, MBD1 y MBD2 funcionan como represores tfranscripcionales reclutando diversos
complejos entre los que se incluyen desacetilasas y metiliransferasas de histonas y ofros factores
remodeladores de la cromatina. Asi por ejemplo MeCP2 interacciona, entre otros, con el
complejo SIN3SA/HDAC, que incluye represores transcripcionales y desacetilasas de histonas.
MBD2, por su parte, recluta el complejo represor NURD/Mi-2 y MBD1 se asocia a las
metiltransferasas de histonas SETDB1 y SUV39H1, asi como a la proteina de unidn a

heterocromatina HP-1.

MBD3 forma parte del complejo represor Tabla2. Proteinas de unién a DNA metilado

NURD que es reclutado por MBD2, pero carece PROTEINAS DE UNION A DNA METILADO

de la capacidad de unirse especificamente al MeCP1 Represion transcripcional a fravés de la

. MBD1 interaccién con complejos remodeladores
DNA metilado a pesar de su elevada
MBD2 de la cromatina

homologia con las otras proteinas de esta -
MBD3 Componente del complejo represor NUuRD,

familia. MBD4, por su parte, si se une reclutado por MBD2

especificamente a DNA meftilado pero su Participa en la  reparacién  de
MBD4

funcidon principal es la de reparacion de emparejamientos eroneos T.G

emparejamientos  erréneos T:G  generados  yu Recluta a DNMTI  al DNA hemimetilado

. . ., durante la fase S del ciclo celular
como consecuencia de la desaminacion

. o . . UHFR2 Funcién desconocida
espontdnea de las citosinas metiladas mediante

Represion  transcripcional a  través del

. . . . . . . KAISO
un dominio con actividad glicosilasa (Millar ef reclutamiento del complejo N-CoR

al., 2002). No obstante, se ha observado que “7grea

., . L, L Funcién desconocida
tfambién puede ejercer represion franscripcional  ZBTB38

mediante su interaccidn con el complejo
Sin8A/HDAC (Kondo et al., 2005).

La familia de proteinas SAR incluye a UHRF1 y UHRF2 y se caracteriza por un dominio SAR
(SET and Ring- associated) que es capaz de unirse especificamente al DNA hemimetilado. Esta
especificidad de unidn junto con la interaccidon de UHF1 con la DNMT1 durante la fase S del
ciclo celular confiere a esta proteina un papel esencial en el mantenimiento de los patrones de
metilacion del DNA (Sasai & Defossez, 2009).

Finalmente, dentro de la familia de proteinas de unién a DNA metilado por dedos de zinc

se han descrito tres proteinas: KAISO, ZBTB4 y ZBTB38. Como su nombre indica poseen varios
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dedos de zinc a través de los cuales reconocen el DNA metilado por un mecanismo que
parece ser dependiente de secuencia (Sasai et al., 2010). KAISO reprime la transcripcién de
determinados genes mediante el reclutamiento, a través de un dominio BTB, del complejo N-
CoR, que presenta actividad desacetilasa de histonas. No existen evidencias acerca del papel
de ZBTB4 y ZBTB38 como represores franscripcionales, pero también poseen un dominio BTB, lo

que sugiere un papel similar al que desempena KAISO.

1.4. Establecimiento y mantenimiento de los patrones de metilaciéon en el

genoma de mamiferos

El establecimiento de los patrones de metilacién del DNA en mamiferos tiene lugar
durante las eftapas tempranas del desarrollo embrionario mediante dos procesos de
reprogramacién epigenética, uno en los precursores germinales durante la gametogénesis y

otro a nivel del embridn justo después de la fertilizacion del évulo (Fig. 2).

La primera reprogramacién epigenética del genoma tiene lugar en los precursores
germinales (PGCs) durante la gametogénesis. Tras la migracion de los PGCs a las génadas en
desarrollo se produce en estas células una desmetilacion global que provoca la eliminacion de
las marcas parentales especificas o marcas de imprinting y su restablecimiento de novo en

funcidn del sexo del individuo.

Los genes de imprinting son un pequeno conjunto de genes en los que se ha descrito
transcripcidon monoalélica dependiendo del origen parental, es decir, se expresan sélo desde el
alelo paterno o materno. Esta expresion monoclélica estd sujeta a marcas parentales
especificas de tipo epigenético que se establecen en la linea germinal y se mantienen durante
el desarrollo del organismo. Estos genes suelen disponerse en clusters cuya expresion estd
regulada por elementos que actlan en cis denominados centros reguladores de imprinting
(ICRs). Estos ICRs se encuentran diferencialmente metilados en funcidon del sexo del individuo y
esta metilacién diferencial, junto con modificaciones de histonas especificas, constituyen la
marca de imprinting, que debe ser reprogramada durante la gametogénesis para que los

gametos maduros posean la marca especifica del sexo del individuo en el que se generan.

AUn no ha sido determinado el mecanismo ni las enzimas implicadas en la
desmetilacién que tiene lugar en los PGCs, aungue recientemente se ha observado que estd
ligada a la aparicidén de roturas de cadena simple y la actividad de la maquinaria de
reparacion por escision de base (BER: Base Excision Repair) (Hajkova et al., 2010). Tras la

desmetilacion tiene lugar una oleada de metilacion de novo llevada a cabo por DNMT3A vy
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DNMT3B junto con el factor DNMT3L, que recluta a las metiliransferasas al DNA mediante su

interaccién con la histona H3.

Durante la reprogramacioén epigenética que tiene lugar en la gametogénesis no sélo se
producen cambios en los patrones de metilacion, sino que la estructura de la cromatina
también sufre importantes remodelaciones, sobre todo a nivel de la histona H3, entre las que se
produce la eliminacién de marcas de heterocromatina como la trimetilacion de las lisinas 9 y 27
(H3K9me3 y H3K27me3) o el incremento en los niveles de marcas de cromatina activa como la
di- y trimetilacion de la lisina 4 (H3K4me2/3) o la acetilaciéon de la lisina 9 (H3K?ac) (Hajkova et
al., 2008).

La segunda reprogramacién epigenética del genoma tiene lugar en las primeras etapas
del desarrollo embrionario. En el momento de la fertilizacién se combinan en una Unica célula
dos genomas epigenéticamente muy diferentes que deben reprogramarse para permitir la
pluripotencia y el desarrollo del embridn. Esta reprogramacién epigenética se inicia con una
desmetilacién global, la cual comienza justo después de la fertilizacién y alcanza los niveles
minimos de metilacién en la fase de blastocisto. Sin embargo, la velocidad a la que se
desmetilan los genomas materno y paterno es diferente. EI genoma materno parece
desmetilarse por un mecanismo pasivo, es decir, la metilacién se va perdiendo a medida que
se suceden las divisiones celulares debido a que la replicacidon del DNA en ausencia de una
actividad metiltransferasa que mantenga los patrones de metilacion. El genoma paterno, en
cambio, se desmetila practicamente por completo en la primera divisidén celular, lo que indica
gue debe existir un mecanismo de desmetilacion activa (Weaver et al., 2009) que, al igual que
en la desmetilacién que tiene lugar en los PGCs, parece estar ligada a la aparicion de roturas
de cadena simple y la actividad de la maqguinaria de BER (Hajkova et al., 2010). Sin embargo, a
diferencia de los que ocurre en los PGCs, las marcas de imprinting establecidas durante la
gametogénesis sobreviven a este nuevo proceso de desmetilacion global. EI mecanismo
exacto por el que estas regiones escapan a la desmetilacién global que sufre el genoma no se
conoce en detalle, pero se ha propuesto la implicacidon de las metiltransferasas DNMT1 y
DNMTI1o, asi como de otros factores proteicos como son MBD3, STELLA o ZFP57 (Weaver et al.,
2009).

Tras la desmetilacién global del genoma se produce una oleada de metilacion de novo
gue es llevada a cabo por las DNA metiltransferasas de novo, DNMT3A y DNMT3B. El patrén de
metilacion establecido en este momento serd mantenido a lo largo de las divisiones celulares
subsiguientes durante la vida del individuo por la DNA metiliransferasa de mantenimiento

DNMT1 en combinacién con UHRF1, aunque numerosas evidencias sugieren que DNMT3A vy



DNMT3B podrian contribuir al mantenimiento de los patrones de metilacién en determinadas
regiones con elevada densidad de citosinas metiladas, como las regiones repetitivas (Jones &
Liang, 2009).

LINAJES
SOMATICOS

ADULTO

GAMETOS CIGOTO ° mantenimiento

Nivel de metilacién

PRIMORDIOS GERMINALES BLASTOCISTO PRIMORDIOS GERMINALES

Figura 2. Establecimiento y mantenimiento de los patrones de metilacién en el genoma de mamiferos

1.5. Funciones de la metilacién genémica en mamiferos

La metilacién del DNA se asocia generalmente a la represion transcripcional, aungue son
numerosas las funciones bioldgicas que se le atribuyen a esta modificacién del DNA. La
metilacién de la regidn promotora de un gen provoca el silenciamiento transcripcional del
mismo y existen varios mecanismos por los que la metilacién del DNA puede provocar esta
represion. En primer lugar, hay evidencias de que al metilarse el DNA se impide la unidn de
determinados factores proteicos reguladores de la transcripcién, como es el caso de CTCF,
relacionado con las barreras entre dominios franscripcionales, que se une al DNA no metilado y
es capaz de aislar a un promotor de la influencia de secuencias reguladoras remotas siendo de
gran importancia en la regulacién de la expresidn de varios genes de imprinting (Filippova,
2007).

El segundo mecanismo de represion de la franscripcion por la metilacion del DNA estd
mediado fundamentalmente por proteinas de unidn a DNA metilado que reclutan complejos
remodeladores de la cromatina y represores transcripcionales (Ver apartado 1.3). No obstante,
existen evidencias de que las propias DNMTs son capaces, no sélo de metilar el DNA sino,
ademds, de reclutar complejos represores mediante su interaccién con metiltransferasas y

desacetilasas de histonas (Geiman et al., 2004).
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Sin embargo, y pese a su indiscutible implicacién en la represidon transcripcional, la
metilacidon del DNA no parece ser el mecanismo principal de silenciamiento génico de la
célula, sino que constituye un mecanismo de silenciamiento estable de regiones previamente
silenciadas por ofros medios. En el caso del cromosoma X inactivo en hembras de mamiferos la
inactivacién se inicia como consecuencia de la expresion de un RNA antisentido a partir del
gen XIST y se estabiliza posteriormente mediante la metilacidon del DNA (Wutz & Jaenisch, 2000).
Otro ejemplo es el silenciamiento de genes asociados al mantenimiento de la pluripotencia,
como OCT4, o la represion de los satélites pericentroméricos. En ambos casos se ha demostrado
gue las modificaciones histdnicas represoras son previas a la metilacion del DNA y contribuyen
al reclutamiento de las DNMTs (Feldman et al., 2006). Otro dato que apunta a que la metilacién
del DNA no constituye el principal mecanismo de represidn transcripcional de la célula es el
hecho de que muchos promotores permanezcan desprovistos de metilaciéon a pesar de que el

gen no se esté expresando (lllingworth et al., 2008; Rauch et al., 2009)

Oftra de las funciones atribuidas a la metilacion gendmica en mamiferos es la proteccién
frente a los elementos fransponibles (Yoder et al., 1997), los cuales constituyen
aproximadamente un 45% del genoma humano y se encuentran densamente metilados. La
transcripcién de estos elementos resultaria altamente perjudicial para el genoma, no sélo por la
mutagénesis derivada de su movilidad en el genoma, sino ademds por la generaciéon de un
ruido transcripcional de niveles inaceptables que, seguramente, interferiria con el correcto
funcionamiento del programa de expresién de la célula (Bird, 1995). De acuerdo con esto se ha
visto que deficiencias en distintas DNMTs provocan la reactivacidon de retrotransposones en

embriones (Walsh et al., 1998) y linea germinal (Bourc'his et al., 2001; Bourc'his & Bestor, 2004).

Por otfra parte, numerosos estudios han puesto de manifiesto que la metilacidén del DNA es
importante a la hora de mantener la estabilidad gendmica. Defectos en las DNMTs conducen
frecuentemente a cambios en la ploidia de las células y aberraciones cromosdmicas (Dodge et
al., 2005; Karpf & Matsui, 2005) y se ha observado que la pérdida de metilacién en la regidon de
los teldmeros coincide con un incremento en la frecuencia de recombinacion (Karpf & Matsui,
2005).

Finaimente, se ha propuesto que la metilaciéon del DNA podria contribuir al
mantenimiento de la estructura de la cromatina después de la replicaciéon del DNA (Cedar &
Bergman, 2009). Evidencias recientes sugieren que el establecimiento de los patrones de
metilacidon en fases tempranas del desarrollo podria estar mediado por modificaciones
histénicas (Ooi et al., 2007). Segun este modelo el patrén de modificaciones histonicas debe

formarse en el embridén en una fase previa a la metilacidn de novo, de modo que los patrones



de metilacién se establecieran en base a la estructura de la cromatina. De este modo el patréon
de metilacidén, que se mantiene a lo largo de las distintas divisiones celulares a través de la
DNMT1, contribuiria a su vez a la herencia de las modificaciones de histonas. Asi, mediante las
proteinas de unidn especifica a DNA metilado se reclutarian complejos remodeladores de la
cromatina con desacetilasas y metiltransferasas de histonas que establecerian las marcas

apropiadas manteniendo a la cromatina en una conformacién compacta y poco accesible.

1.6. Distribucién de la metilacién y organizacién de los dinucleétidos CpG en el

genoma de mamiferos

El contenido en CpGs del genoma de mamiferos estd en torno a un 20% de los CpGs que
cabria esperar en base a su composicion nucleotidica. Esta supresion en CpGs se debe a la
elevada frecuencia de mutaciéon de las metilcitosinas por desaminacion espontdnea (Holliday

. & Grigg, 1993) (Fig. 3). Esta desaminacion
N/
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T lugar a uracilo, una base extrana en el DNA,
S-metilcitosina Timina que es eficazmente eliminada por la uracilo
NeE LS DNA dlicosilasa (UDG). Sin embargo, al
Figura 3. Desaminacién espontanea de las citosinas desaminarse la metilcitosina se genera timing,
metiladas una de las bases que componen normalmente
el DNA y por tanto, a pesar de que también existen proteinas como TDG y MBD4 que reparan
especificamente estos emparejamientos errdéneos, su reparacién es menos eficiente y con
cierta frecuencia el emparejamiento T:G se corrige manteniendo la T de modo que el CpG
pasa a ser TpG (Pfeifer, 2006). El hecho de que los CpGs no hayan desaparecido del genoma
en su totalidad se debe a que se ha alcanzado un equilibrio entre la tasa de pérdida de CpGs
por desaminacion espontdnea y su generacion de novo por mutacion puntual a partir de otros

dinucledtidos (Sved & Bird, 1990).

Entre un 70 y un 80% de los dinucledtidos CpGs se encuentran metilados en mamiferos
(Lister et al., 2009), no obstante la distribuciéon de CpGs metilados y no metilados no se produce
de manera homogénea a lo largo del genoma. La mayor parte de los CpGs no metilados se
encuenfran agrupados en regiones que tienen un tamano promedio de 1 Kb y reciben el
nombre de islas CpG debido a su elevado contenido en este dinucledtido con respecto al

resto del genoma.
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2. ISLAS CpG

Las islas CpG constituyen la fraccidn no metilada del genoma. Fueron identificadas por
primera vez mediante la digestion del DNA gendmico de varios vertebrados con la enzima
Hpall, que reconoce el sitio CCGG vy es sensible a la metilacién. Se observd que se generaba
una poblacién de fragmentos pequenos de DNA que procedian de secuencias que contenian
clusters de CpGs no metilados y que en su conjunto constituian aproximadamente un 1% del
genoma de mamiferos (Cooper et al., 1983; Bird et al., 1985). Su riqueza en dinucledtidos CpG
con respecto al resto del genoma hace que sean faciimente identificables representando los

CpGs sobre la secuencia del DNA.,
2.1. Propiedades de las islas CpG

La elevada densidad de CpGs que caracteriza a las islas CpG se debe a que estas
regiones poseen un elevado contenido en los nucledtidos guanina(G) vy citosina(C), superior al
65% en humanos, frente al promedio gendmico que se sitia en torno al 40% (Antequera, 2003)
(Fig. 4A). Sin embargo, existen en el genoma otras regiones ricas en G+C que no presentan una
alta densidad de CpGs. La diferencia radica en que las islas estdn libres de metilacion y, por
tanto, escapan a la supresidn de CpGs por desaminaciéon espontdnea a la que estd sometido
el resto del genoma. Por ello, las islas presentan la frecuencia de CpGs que cabria esperar en
base a su composicidon nucleotidica, mientras que la fraccidon metilada presenta sélo un 20% de

los CpGs esperados (Fig. 4A).

Se han generado multiples algoritmos para anotar las islas CpG en el genoma (Zhao &
Han, 2009). Inicialmente las islas se definieron como regiones de al menos 200 pares de bases
de longitud, con un contenido minimo en G+C del 50% y una frecuencia de CpGs (CpG O/E:
relacion entre CpGs observados y esperados) de al menos 0,6 (Gardiner-Garden & Frommer,
1987). Posteriormente, se observd que aumentando el tamano minimo a 500 pares de bases se
excluian la mayor parte de las repeticiones del tipo Alu que, por su alto contenido en G+C,
eran frecuentemente identificadas como islas por el algoritmo anterior (Takai & Jones, 2002).
Actualmente estos algoritmos siguen siendo los mds utilizados, en combinacién con bases de

datos de elementos repetitivos, para identificar las islas CpG.

Las islas CpG difieren del resto del genoma no sélo en la composicion nucleotidica sino
también en la organizacién de la cromatina. Presentan altos niveles de acetilacion de las
histonas H3 y H4, asi como una gran reduccidn en los niveles de la histona H1 (Tazi & Bird, 1990).

Por ofra parte, mediante andilisis de ChlP-on-Chip con anticuerpos especificos se ha observado



que en las islas la histona H3 presenta altos niveles de metilacién de la lisina 4 (Barski et al., 2007;
Weber et al., 2007) y de acetilacién de las lisinas 9 y 14 (Roh et al., 2005), ambas marcas de
cromatina transcripcionalmente activa (Guenther et al., 2007). Este tipo de andlisis también ha
permitido determinar que las islas carecen de marcas represoras como la metilaciéon de la lisina
36 de la histona H3 (Blackledge et al., 2010). En las islas CpG los nucleosomas se ensamblan de
forma inestable (Ramirez-Carrozzi et al., 2009) de modo que es frecuente enconftrar regiones
libres de nucleosomas (Tazi & Bird, 1990). Esta organizacién convierte a las islas en regiones muy
accesibles del genoma, lo cual concuerda con el hecho de que las islas CpG colocalizan con
el 70% de los promotores humanos (Larsen ef al., 1992) y funcionan frecuentemente como

origenes de replicacién (Giacca et al., 1994; Delgado et al., 1998; Antequera, 2004) (Fig. 4B).

Una relacién directa entre la composicidn de bases de las islas y la estructura de la
cromatina se ha establecido con el reciente descubrimiento de dos proteinas, CFP1 (Thomson
et al., 2010) y KDM2A (Blackledge et al., 2010), que se unen especificamente a las islas CpG
(Fig. 4B). Estas proteinas contienen un dominio CXXC que se une de forma especifica a CpGs
no metilados (Lee et al., 2001). Lo gue resulta mds interesante es que ambas proteinas estdn
relacionadas, directa o indirectamente, con actividades modificadoras de histonas. CFP1
forma parte del complejo Setl, el cual lleva a cabo la trimetilacién de la lisina 4 de la histona
H3, mientras que KDM2A es una desmetilasa que elimina activamente la metilacion de la lisina
36 de la histona H3.

2.2. Islas CpG y promotores

Como se menciona en el apartado anterior, mdas del 70% de los genes humanos
presentan una isla CpG en su promotor. Enfre estos genes se incluyen todos los genes de
expresion constitutiva y aproximadamente la mitad de los genes con expresidn especifica de
tejido (Larsen et al., 1992; Antequera & Bird, 1993; Zhu et al., 2008). Esta elevada colocalizacion
unida a la estructura permisiva de la cromatina en las islas, indica que estas podrian tener un
papel en la regulacion transcripcional. Esta conexidn entre islas y promotores contrasta con el
hecho de que no todas las islas CpG colocalizan con promotores de genes anotados. Es mds,
aproximadamente el 50% de las islas CpG se sitian en regiones intergénicas e intragénicas. Sin
embargo, estudios recientes han demostrado que estas islas, conocidas como islas huérfanas,
poseen en su mayoria caracteristicas de promotores funcionales. Asi, un amplio porcentaje de
ellas recluta a la RNApol I, estd enriquecido en H3K4me3 o presenta sitios de inicio de la
transcripcién en algun tejido (lllingworth et al., 2010; Maunakea et al., 2010; Medvedeva et al.,,

2010). Estos datos sugieren que todas las islas CpG coinciden con promotores y que muchas de
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las islas huérfanas son promotores de genes que no se habian caracterizado previamente,

promotores alternativos de genes anotados o generan RNAs no codificantes.

A e e e eeosonnmhmnoocce ee e e

CpG O/E

Figura 4. Propiedades de las islas CpG. A. Contenido en G+C y frecuencia de CpGs (CpG O/E: relacién

entre CpGs observados y esperados) en una isla modelo. La linea roja representa el valor promedio del
genoma para estos pardmetros. B. Estructura de la cromatina en las islas CpG. Se representan en verde
los nucleosomas con modificaciones activas de histonas y en amarillo aquellos que presentan
modificaciones represoras. Las esferas grises corresponden a proteinas de unidén a DNA metilado (MBDs).
CFP1 y KDM2A se unen de forma especifica a los CpGs no metilados presentes en las islas CpG vy

contribuyen al mantenimiento de las modificaciones epigenéticas caracteristicas de estas regiones.
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Las diferencias entre los promotores con o sin isla CpG no se limitan a la secuencia. Se ha
observado que los promotores asociados a islas CpG muestran multiples sitios de inicio de la
transcripcion dispersos a lo largo de la isla mientras que los promotores que carecen de isla
CpG suelen presentar un Unico sitio de inicio de la transcripcidn, generalmente asociado a
cajas TATA (Carninci ef al., 2006). Los promotores asociados a islas CpG funcionan
frecuentemente como promotores bidireccionales (Trinklein et al., 2004), de hecho se ha
descrito que en la mayor parte de los promotores asociados a islas CpG se produce
franscripcion divergente de manera constante que, en ausencia de senales que permitan la
elongacién, da lugar a transcritos de pequeno tamano (Core et al., 2008; Seila et al., 2008). Se
ha sugerido que esta generacién constante de transcritos incompletos podria predisponer las
islas a la transcripcidn de modo que la respuesta a sefales regulatorias se produjera mds

rdpido.
2.3. Islas CpG y origenes de replicacion

Los origenes de replicaciéon (ORIs) en mamiferos no se especifican mediante una
secuencia consenso y se ha comprobado que el complejo de reconocimiento del origen
(ORC) no muestra afinidad preferente por ningudn tipo de secuencias (Vashee et al., 2003). Esto
sugiere que la especificacion de los ORIs en mamiferos podria estar mediada por factores

epigenéticos.

Hace mds de diez afios que se observd que las islas CpG aparecian sobrerrepresentadas
en las cadenas nacientes de pequeno tamafno, al redlizar andlisis de intermediarios de
replicacion in vivo (Delgado et al., 1998). Esto sugeria que las islas CpG funcionan
frecuentemente como origenes de replicacién. Estudios mds recientes en los que se ha
combinado el andlisis de intermediarios de replicaciéon con la hibridacidén de microarrays han
confirmado que en torno al 50% de los origenes de replicacion colocalizan con islas CpG
(Cadoret et al., 2008). Ademds se ha observado que los origenes que presentan una mayor

eficiencia de activacion son aquellos asociados a islas CpG (Sequeira-Mendes et al., 2009).

A pesar de la ausencia de un requerimiento de secuencia para la especificacion de los
ORIs en mamiferos, se ha observado que si existe una conexidén entre el inicio de la replicacién y
la transcripcion. Son muchas las observaciones que conectan ambos procesos. Asi, se ha
descrito que la franscripcidn es capaz de modular la actividad de los ORIs (Mesner & Hamlin,
2005), que los factores de transcripcion son capaces de interaccionar con ORC (Saitoh et al.,
2002; Minami et al., 2006) y que los ORIs asociados a promotores activos muestran una

activacion temprana durante la fase S (Farkash-Amar et al., 2008; Sequeira-Mendes et al., 2009).
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Sequeira-Mendes et al. observaron, ademds, que los sitios de inicio de la replicacidon coinciden
con los sitios de inicio de la transcripcion en los ORIs asociados a promotores, lo que sugiere una
evolucién conjunta de ambos procesos. Todas estas evidencias indican que la franscripcién
activa puede tener un papel en la especificacion y activaciéon de los origenes de replicacion
en el genoma de mamiferos. Este papel podria ser activo, mediante el reclutamiento directo
de la maqguinaria de replicacién o bien pasivo, mediante el remodelamiento de la cromatina
en estas regiones de modo que estén mds accesibles para la unién de ORC. Las islas CpG
poseen ambas propiedades, es decir, funcionan como promotores y poseen una cromatina
accesible, de modo que tanto si el reclutamiento de la maquinaria replicativa a los promotores
activos se produce de forma activa como si lo hace de forma pasiva, no es extrano que las islas
CpG colocdalicen con origenes de replicacidon con mayor frecuencia que otras regiones del

genoma.

Resulta interesante senalar que, del mismo modo que en los promotores asociados a islas
se generan transcritos de pequeno tamano, se ha descrito que en los origenes de replicacion
existe un fendmeno de re-replicacién o replicaciéon abortiva que genera una poblacién de
fragmentos pequenos de doble cadena que coinciden con el sitio de inicio de la transcripcion
(TSS) del gen adyacente (Gémez & Antequera, 2008). En conjunto, ambos fenédmenos sugieren
qgue las islas CpG se encuentran en un estado de actividad constante que les permite iniciar

rdpidamente la franscripcion o la replicacion en presencia de las sefales adecuadas.
2.4. Islas CpG y metilacion

La mayor parte de las islas CpG permanecen libres de metilaciéon incluso en aqguellos
tejidos en los que el gen asociado no se estd expresando (Bird, 2002). Sin embargo, existen islas
normalmente metiladas en condiciones fisioldgicas asi como islas que se metilan de forma
aberrante en determinadas circunstancias. Entre las islas que se encuentran normalmente
metiladas en el genoma de mamiferos estdn aquellas que se localizan en el cromosoma X
inactivo de las hembras o las que se asocian con el alelo inactivo de los genes de imprinting
(Edwards & Ferguson-Smith, 2007; Reik, 2007). En ninguno de estos casos la metilacion de las islas
CpG constituye el mecanismo primario de inactivacion, sino que tfiene lugar cuando la
transcripcién ya ha sido reprimida por otros medios. El reciente desarrollo de técnicas de andlisis
de metilaciéon a nivel gendmico (Laird, 2010) ha permitido determinar que existe ademds un
porcentaje de islas CpG, no asociadas al cromosoma X ni a genes de imprinting, que se
encuentran metiladas normalmente en tejidos somdaticos (Yamada et al., 2004; Weber et al.,
2005; Eckhardt et al., 2006; Weber et al., 2007; llingworth et al., 2008; Rakyan ef al., 2008; Rauch
et al., 2009; Straussman et al., 2009; lllingworth et al., 2010; Maunakea et al., 2010). La proporcidn
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de islas metiladas varia ampliamente (entre un 9 y un 25%) en funcidn del estudio que
consideremos. Por ofra parte, estos andilisis de metilacion global han mostrado que los patrones
de metilacién son especificos de tejido. La mayor parte de los andlisis globales de metilacion
coinciden en que las islas que se metilan con mayor frecuencia son aquellas que No se asocian
a ningun promotor anotado, mientras que la mayor parte de islas CpG asociadas a promotores

se mantienen libres de metilacion.

Ademds de las islas CpG metiladas en condiciones normales, existen islas que sufren
metilacién aberrante en células somdaticas provocando la inactivacion del gen asociado. Es
frecuente encontrar metilacién aberrante asociada a procesos de envejecimiento asi como al
desarrollo de procesos tumorales. Durante el envejecimiento, se acumulan en las células
alteraciones epigenéticas que se observan como una disminucidn en los niveles globales de
metilacién y un aumento en la metilacion aberrante de islas CpG (Fraga & Esteller, 2007;
Maegawa et al., 2010). Esta desregulacién epigenética ha sido atribuida por algunos autores a
la alteracién de la expresion de las DNMTs, con una disminucion de la DNMTI, que explicaria el
descenso en los niveles de metilacién globales y un incremento en la expresion de la DNMT3B,
que justificaria una mayor frecuencia de metilacién aberrante de islas CpG (Caisillas et al.,
2003).

En las células cancerosas también es frecuente encontrar una reduccién de la metilacion
global, asi como una hipermetilacion de islas CpG. Se han descrito numerosos casos en los que
el desarrollo tumoral se asocia a la metilacion aberrante del promotor de genes supresores
tumorales, como Rb, p1éINk4a o RASSFTA, entre muchos otros (Esteller, 2007). La acumulacién de
alteraciones epigenéticas a lo largo del envejecimiento aumenta la probabilidad de que
dichas alteraciones afecten a la expresidon de genes supresores tumorales, lo que explica que la

incidencia del cdncer aumente con la edad (Fraga et al., 2007).

En el genoma de mamiferos existen, por tanto, distintas categorias de islas metiladas. Asi,
encontramos islas constitutivamente metiladas, islas que se metilan de forma especifica de
tejido e islas que son mds propensas a sufrir metilacion aberrante. Estd por determinar el
mecanismo que permite a la célula diferenciar estas islas entre ellas asi como de la mayoria de
islas del genoma que se encuentran constitutivamente no metiladas. Tampoco se han

esclarecido los factores implicados en la protecciéon de las islas frente a la metilacion.

Con respecto a la proteccion de las islas frente a la metilacion se han propuesto distintas
hipotesis (Antequera & Bird, 1999; lllingworth & Bird, 2009). Una explicacion sencilla seria que la

islas no constituyeran un sustrato accesible para las DNTMs, pero el hecho de que existan islas
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que se metilen en condiciones normales, hace que esta hipdtesis sea insostenible (Fig. 5A). Otra
posibilidad seria que existiese un mecanismo activo de desmetilacidon que eliminase esta marca

de las islas constantemente. Sin embargo, hasta la actualidad no se ha descrito ninguna

actividad desmetilasa en tejidos somdaticos de mamiferos (Fig. 5B).

: >

SLSh JRILIY

H3K4me3 H3K4me3

Figura 5. Distintas hipotesis sobre la proteccién de las islas CpG frente a la metilacién. A.
Inhibicién directa de la unidn por la secuencia de DNA. B. Desmetilacion activa. C.
Impedimento de la unidn por la estructura de la cromating, las modificaciones epigenéticas y

las proteinas que interaccionan con las islas CpG.
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Una tercera hipdtesis, la mds aceptada en la actualidad, es que la unidén de las DNMTs se
vea inhibida de forma directa o indirecta por la estructura de la cromatina y la unién de los
factores de transcripcidn en estas regiones (Fig. 5C). De acuerdo con esta hipdtesis se ha
observado gque la mutacion de los sitios de unidn de factores de transcripcidon de un promotor
conlleva la metilacién de la isla CpG (Macleod et al., 1994). En linea con esto, la combinacién
de los andlisis globales de metilacién con los estudios a nivel gendmico de localizacién de la
RNApol ll, ha permitido determinar que la presencia de RNApol Il en una isla CpG es indicativa
de la ausencia de metilacién independientemente del nivel de expresidon del gen asociado
(Takeshima et al., 2009). Por otra parte, los factores de transcripcidn permanecen unidos a las
islas CpG asociadas a genes especificos de tejido incluso en los tejidos en los que el gen no se
expresa (Cuadrado et al., 2001). Esto explicaria que muchas islas CpG permanezcan libres de
metilacidon en ausencia de la transcripcidon activa del gen asociado. Otro mecanismo de
inhibicion directa de la unién de las DNMTs a las islas CpG vendria de la mano de las
modificaciones histonicas caracteristicas de estas regiones. Como se ha descrito anteriormente,
la mayor parte de las islas CpG no metiladas presentan altos niveles de H3K4me3. Estudios in
vitro han demostrado que la unidn del factor DNMT3L a la cromatina se produce a través de la
cola de la histona H3, pero esta unidn se inhibe en presencia de mono-, di- o trimetilacion de la
lisina 4 de esta histona (Ooi et al., 2007). De acuerdo con esta hipdtesis, las islas CpG no
metiladas unen especificamente CFP1, que forma parte del complejo Setl, encargado de la

trimetilacién de la lisina 4 de la histona H3 (Thomson et al., 2010).
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OBIETIVOS

El objetivo principal de esta tesis doctoral es contribuir a esclarecer cémo se han

generado las islas CpG en el genoma de mamiferos y qué mecanismos permiten a

estas regiones permanecer desprovistas de metilacién. Para ello decidimos llevar a

cabo los siguientes andlisis:

1. Papel de la replicacién del DNA en la protecciéon frente a la metilacién de las

islas CpG.

2. Contribucion de la transcripcion al mantenimiento de las islas CpG en estado no

metilado.

3. Dindmica de generacion de las islas CpG en el genoma de mamiferos.

29






RESULTA

DOS







RESULTADOS

1. PAPEL DE LA REPLICACION DEL DNA EN LA PROTECCION FRENTE A
LA METILACION DE LAS ISLAS CpG

1.1 Antecedentes

Cuando se inicié este trabajo existian en la literatura varias evidencias que sugerian que
las islas CpG funcionan frecuentemente como origenes de replicacidn en mamiferos. En
nuestro laboratorio se demostréd que las islas CpG se replican sincrénicamente al principio de la
fase S en células CHO de hdmster (Delgado et al., 1998). Ademds, se observd que tres islas CpG
seleccionadas al azar estaban presentes en una poblacidén de cadenas nacientes de DNA de
pequeno tamano, mientras que sus regiones flanqueantes estaban ausentes en dicha
poblacién. Por ofra parte, en trabajos de otros grupos se observd que, al realizar experimentos
de inmunoprecipitacidon de cromatina con anticuerpos especificos contra proteinas implicadas
en el inicio de la replicacién, mds del 50% de los fragmentos inmunoprecipitados mostraban

propiedades caracteristicas de islas CpG (Keller et al., 2002; Ladenburger et al., 2002).

El nUmero de ORIs que se habian descrito en mamiferos en el momento de iniciar esta
tesis doctoral era escaso, sin embargo ya se apreciaba una tendencia a la colocalizacién
entre ORIs e islas CpG (Giacca et al., 1994; Keller et al., 2002; Ladenburger et al., 2002). Ademds
parecia existir una tendencia de los ORIs que colocalizaban con islas a situarse en torno al
extremo 5’ de las mismas. Por ofra parte, varias publicaciones (Ghazi et al., 1992; Rideout et al.,
1994), asi como observaciones realizadas en nuestro laboratorio (Cuadrado, Delgado &
Antequera, sin publicar), sugerian que las islas CpG son mds proclives a metilarse por el extremo
3’ enlineas celulares y tumores, mientras que el extremo 5' de las mismas parecia mds resistente
a la metilacién. Esta mayor proteccion frente a la metilaciéon junto con la localizacion
preferente de los ORIs en el extremo 5’ de las islas nos llevd a barajar la hipdtesis de que bien la
actividad de inicio de la replicacidn o la maquinaria asociada a esta podrian estar

participando en la proteccién de las islas frente a la metilacion.

Oftra observacion interesante se deriva de un trabagjo realizado en colaboracién con el
laboratorio del Dr. Manuel Serrano (CNIO, Madrid) en el que se observd que en la regién
promotora del gen CDKN2B humano existia un ORI, que denominaremos ORI CDKN2B, el cual
mostraba un alto grado de conservacion filogenética a pesar de tratarse de una regidon no
codificante (Gonzalez et al., 2006) (Fig. é). El hecho de que la secuencia del ORI estuviera
conservada sugeria que podria existir también una conservacion en la funcidén de esta region
entre los distintos organismos, lo que reforzaba la hipdtesis de que el inicio de la replicacién

podia estar implicado en la proteccion frente a la metilacion de las islas CpG en mamiferos.
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asociados a islas CpG que habian sido descritos hasta el momento (TOPT, HSP70, C-FOS, GCLC,

FUCAT, C-MYC, MCM4) y se analizé su conservacion filogenética mediante comparacion entre

secuencias ortélogas de varios mamiferos. Hemos denominado ORIs a aquellas regiones en las

gue se ha descrito el inicio de la replicacion mediante el andlisis de intermediarios de

replicacién en cadenas nacientes de DNA (Ver Materiales y Métodos). En el caso de los ORIs

TOPI1, C-MYC y MCM4 se ha demostrado, ademds, la unidn de alguna de las subunidades del

complejo de reconocimiento del origen (ORC).

A.

(i d® (@ uddug @ Sud (@

Homo_sapiens
Pan_troglodytes
Macaca_mulatta
Bos_taurus
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Pan_troglodytes
Macaca_mulatta
Bos_taurus
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Pan_troglodytes
Macaca_mulatta
Bos_taurus
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

Homo_sapiens
Pan_troglodytes
Macaca_mulatta
Bos_taurus
Mus_musculus
Rattus_norvegicus

TIMM13

O CpG no metilado

@® CpG metilado

Figura 7. Alineamiento multiple de la regiéon del ORI LMNB2 en el genoma de varios mamiferos. A. Mapa de la regiéon

en la que se localiza el ORI LMNB2, entre el Ultimo exdén del gen LMNB2 y el primer exdn del gen TIMMI3. Se

representa mediante lineas verticales la posicién de los dinucledtidos CpG, asi como el estado de metilacién de los

mismos. B. Alineamiento multiple de la regidn del ORI LMNB2 humano con su regioén ortdloga en los genomas de

chimpancé (Pan troglodytes), macaco (Macaca mulatta), vaca (Bos taurus), ratdn (Mus musculus) y rata (Rattus

norvegicus) C. Alineamiento mdultiple de la regidén codificante del primer exén del gen TIMMI3 en las mismas

especies.
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Para analizar la conservacién filogenética de estas regiones se utilizd, en primer lugar, el

navegador Vista Browser, que nos permite visualizar el grado de conservacién de una
secuencia de referencia, en este caso la secuencia humana, con respecto a la regién ortéloga

en ofras especies de mamiferos.

A continuacién, y con el objetivo de confirmar la presencia o ausencia de elementos
conservados en estas regiones, se utilizd el programa Eshadow, que ademds de realizar
alineamientos multiples estima la distancia filogenética que existe entre las secuencias
analizadas, de modo que nos permite determinar qué regiones han divergido a una velocidad
menor en un locus determinado, es decir, que regiones se encuentran significativamente
conservadas (Fig. 8 y Fig. S1 A-F). Como puede observarse en la figura 8 y figura S1, seis de los
nueve origenes analizados, incluyendo CDKN2B y LMNB2, presentaban regiones con un alto
grado de conservacién filogenética en mamiferos a pesar de tratarse de regiones no
codificantes. De este modo, y a pesar de que la muestra era pequena, un 67% de los ORIs
analizados asociados a islas CpG incluia regiones conservadas filogenéticamente en

mamiferos.

Como se ha mencionado anteriormente, las islas CpG funcionan como origenes de
replicaciéon. Por ofra parte nuestros datos sugieren que los ORIs asociados a islas presentan
frecuentemente conservacién filogenética. Teniendo en cuenta ambas premisas, esperariamos
encontrar frecuentemente regiones conservadas no codificantes asociadas a islas CpG en
mamiferos. Para intentar confirmar esta prediccién analizamos 21Mb  del genoma
seleccionadas al azar y distribuidas en 7 bloques de 3 Mb cada uno (Fig. 9B). Este andlisis se
llevé a cabo utilizando dos navegadores, el Vista Browser (Frazer et al., 2004) (ver Fig. 8) vy el
programa PhastCons (Siepel et al., 2005) (Fig. 9A) integrado en el UCSC Browser. De este modo
pudimos inspeccionar visualmente las regiones seleccionadas y determinar qué porcentaje de
las islas CpG contenidas en ellas presentaban una regién conservada en posicion 5'. Sélo se
incluyeron en el andlisis las islas CpG asociadas a promotores anotados. Mediante este andilisis
pudimos determinar que mds del 40% de las islas analizadas mostraban una regién conservada

no codificante en su exiremo 5’ (Fig. 9C).
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Figura 8. Andlisis de conservacion filogenética de ORIs asociados a islas CpG en el genoma de mamiferos. Andlisis de la conservacion filogenética del ORI
asociado al gen TOPI. En la parte superior se encuentra el mapa de la regidon en el que se representa la regidén en la que se ha descrito el inicio de la
replicacién (linea verde), asi como la posicién de los dinucledtidos CpG (lineas verticales). En el centro se muestra el grado de conservacién de la secuencia
humana con respecto a la secuencia ortéloga de varios mamiferos obtenida a través del navegador VistaBrowser. Las regiones conservadas aparecen
coloreadas en violeta cuando se trata de regiones codificantes y en rosado cuando son regiones no codificantes. En la parte inferior de la figura se muestra el
grado global de divergencia en el conjunto de mamiferos analizados, estimado mediante el programa Eshadow. Se resaltan en verde aquellas regiones que,

dado su bajo grado de divergencia, se consideran significativamente conservadas.
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Figura 9. Rastreo bioinformdtico de regiones conservadas en el extremo 5’ de islas CpG. A. Conservacion del locus del ORI LMNB2 en primates,
mamiferos y vertebrados obtenida mediante el programa PhastCons integrado en el UCSC Browser. B. Localizacion en el genoma humano de las
siete regiones analizadas, de 3 Mb cada una (Chr1:65000000-68000000, Chr5: 114000000-117000000, Chré:30000000-33000000, Chr11:1-3000000, Chr
11:85000000-88000000, Chr20:43000000-446000000, Chr20:55000000-58000000). C. Recuento de islas CpG presentes en las siete regiones analizadas que

poseen o No una regién conservada en su extremo 5'.
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1.3 Andlisis de metilacion de los ORIs LMNB2 y CDKN2B

El andlisis de metilacion de la regidén que contiene el ORI LMNB2 humano, llevado a cabo
previamente al inicio de este trabajo (Cuadrado & Antequera, sin publicar), mostrd que la
region en la que se inicia la replicacion establecia el limite de metilacion en 5’ de la isla CpG

adyacente, asociada al promotor del gen TIMMI13 (Fig. 10).

A. LMNB2 ﬁ TIMM13

| |
ORI 2%,

O CpG no metilado
® CpG metilado
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Figura 10. Andlisis de metilacién del ORI LMNB2. A. Mapa de la region en la que se encuentra el ORI asociado
al dltimo exdén no codificante del gen LMNB2. Se indica con una linea amarilla la regién cuyo patrén de

metilacién ha sido analizado. B. Mapa de metilacién de esta region.

Con el objetivo de comprobar si el ORI CDKN2B establece el limite de metilacién de la isla
CpG adyacente en su extremo 5', como ocurre en el caso del ORI LMNB2, se llevé a cabo un
andlisis de metilacion en DNA procedente de células Hela y 293. Para ello se utilizd la técnica
del bisulfito sédico, que permite conocer el estado de metilacion de cada dinucledtido CpG
en una regién determinada del genoma. Se anadlizd la regidn comprendida entre los
nucledtidos -1800 y +100 mediante PCR con oligonucledtidos especificos sobre el DNA
transformado con bisulfito sédico. A continuacién, se clonaron los productos de PCR en E.coli y
se secuenciaron 20 y 10 clones del DNA de 293 y Hela, respectivamente (Fig. 11B). El andlisis de
las secuencias obtenidas determind que el limite de metilacién de la isla en su extremo 5’
coincidia con la regién caracterizada como ORI, como se habia observado en el caso del ORI

LMNB2 (Fig. 11C).
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Figura 11. Andlisis de metilacién del ORI CDKN2B. A. Mapa del locus en el que se encuentra el ORI CDKN2B. Se indica
con una linea amarilla la regién cuyo patrén de metilacién ha sido analizado. B. Patron de metilacion de los distintos
clones analizados para cada linea celular. C. Patrén de metilacion consenso obtenido fras promediar los patrones de
los diistintos clones secuenciados para la linea celular 293. Se especifica en el recuadro superior el significado de cada

uno de los simbolos utilizados.

1.4 La union de ORC como barrera frente a la metilacion en el extremo 5’ de

las islas CpG

Teniendo en cuenta los datos obtenidos en los apartados anteriores, por los que las
regiones asociadas a islas CpG en las que se inicia la replicacién incluian frecuentemente
regiones conservadas y un alto porcentaje de las islas CpG presentaba una regidon conservada
en su extremo 5', nos preguntamos si podriamos detectar ORIs en base a la presencia de una
regiéon conservada no codificante en el extremo de una isla CpG v si la regidén conservada
marcaria el limite de metilacién. Para abordar esta cuestién se seleccionaron, al azar, cinco
regiones conservadas no codificantes en el extremo 5’ de islas CpG entre las detectadas en el
andlisis anterior (Fig. 12 y Fig. S2 A-D). El objetivo era determinar si estas regiones unian ORC v,
de ser asi, si establecian el limite de metilacion de la isla asociada en su extremo 5’, como

sucedia en los dos origenes de referencia de este estudio, CDKN2B y LMNB2.
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Figura 12. Andlisis de conservacion filogenética en el extremo 5’ de la isla CpG asociada al gen PICALM.
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Se realizé el andlisis de metilacidén de estas regiones previamente a determinar si se

producia la unién de ORC a las mismas. Para ello se utilizd, nuevamente, la técnica del bisulfito

sodico, seguida de

la amplificacion con oligonucledtidos especificos sobre el

DNA

transformado vy la secuenciacion de los productos de PCR. Este andlisis se realizdé tanto para

DNA de células 293 como para DNA de células mononucleadas de sangre y en ambos casos

se pudo observar que las cinco regiones conservadas no codificantes establecian el limite de

metilacion de las islas asociadas en su extremo 5' (Fig. 13).
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Figura 13. Andlisis de metilacidn de las regiones conservadas no codificantes en el extremo 5’ de las islas
CpG asociadas a los genes GADD45A, PICALM, TRIM3é, VAPB y WFDC2. A. Mapas de metilacién en DNA

de células mononucleadas de sangre periférica. B. Mapas de metilacion en DNA de células 293.
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Para determinar si las regiones seleccionadas unian ORC se utilizd la

inmunoprecipitacion de cromatina con anticuerpos especificos contra dos proteinas
implicadas en el inicio de la replicacion: ORC2 y CDCé. ORC2 es una de las seis subunidades
que componen el complejo de reconocimiento del origen (ORC). El motivo de seleccionar la
subunidad ORC2 es que se trata de la Unica subunidad del complejo ORC que permanece
unida a los ORIs durante todo el ciclo celular en células humanas (Natale et al., 2000), lo que
facilitard su deteccidn en poblaciones de células asincréonicas. CDCé, por su parte, forma parte
del complejo pre-replicativo (preRC), junto con ORC, CDT1 y el complejo de proteinas MCM
(Mini-Chromosome Maintenance). CDCé se une a los origenes de replicacién tras la unidn del
complejo ORC y es esencial para el reclutamiento de las proteinas MCM, que forman un anillo
hexamérico con actividad helicasa (Borlado & Méndez, 2008) y son esenciales para el inicio de
la replicacién. Por tanto, CDCé se une sélo a aquellos ORIs que se activan en cada ciclo

celular.

Se realizd la inmunoprecipitacion de cromatina a partir de células 293 creciendo en
cultivo asincronico. A continuacion se analizé cada inmunoprecipitado mediante PCR
cuantitativa con oligonucledtidos especificos para la regidén del ORI LMNB2, asi como dos
regiones flanqueantes situadas a 2,5y 2,1 Kb a cada lado del ORI, lo que nos permite estimar el
enriguecimiento de la regidn del ORI con respecto a los flancos. Los resultados se expresaron
como el porcentaje del DNA de partida (input) que se ha inmunoprecipitado con cada

anticuerpo para cada regidn analizada (Fig. 14).

Como se observa en la figura 14C, el porcentaje de input que se inmunoprecipitd con los
anticuerpos contra ORC2 y CDCé era muy inferior al detectado para la inmunoprecipitacién de
la histona H3, que se utilizd como control positivo, estando mds préximo al valor del control
negativo. Tras modificar las condiciones de la inmunoprecipitaciéon y los anticuerpos utilizados
en varias ocasiones éste es el mayor rendimiento que se logré obtener. A pesar de la baja
eficiencia de la inmunoprecipitacion se pudo detectar un enriquecimiento de la regién del ORI
con respecto a los flancos (Fig. 14C). Este enriquecimiento variaba en funcidn de la proteina

inmunoprecipitada, siendo de en tforno a 4 veces para ORC2 y 2 veces para CDCé.

Para comprobar si se detectaba enriquecimiento en otro ORI se analizd el ORI TOPI1 con
oligonucledtidos especificos para la regién del ORI, asi como para una regién flanqueante
situada a 0,9 Kb de éste. Nuevamente el porcentaje de input recuperado era muy bajo para
ORC2 y CDCé en comparacidon con H3, pero el enriqguecimiento del ORI con respecto al flanco
era similar al detectado para el ORI LMNB2 (Fig. 14D).
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Figura 14. Andlisis de la unidon de ORC2 y CDCé a los ORIS LMNB2 y TOP1 mediante inmunoprecipitacion de
cromatina. A. Mapa del locus del ORI LMNB2 en el que se senalan las regiones amplificadas correspondientes al
ORI y los flancos (F1 y F2). B. Mapa del locus del ORI TOPI en el que se senalan las regiones amplificadas
correspondientes al ORI y el flanco (F) C. Nivel de unién de las distintas proteinas analizadas (H3, ORC2 y CDCé)
al locus del ORI LMNB2 expresado como porcentaje de INPUT recuperado. Como control negativo (C-) se
incluyé en la inmunoprecipitacién un tubo sin anticuerpo. D. Nivel de unidén de las distintas proteinas analizadas

(H3, ORC2 y CDCS4) allocus del ORI TOP1 expresado como porcentaje de INPUT recuperado.
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A continuacion, y a pesar del bajo rendimiento de la técnica, decidimos analizar en

detalle tres de las regiones conservadas en el extremo 5’ de islas CpG que habiamos
seleccionado. En concreto, se analizaron las regiones del promotor de los genes GADD45A,
TRIM36 y PICALM. Se utilizaron para cada regidn varias parejas de oligonucledtidos con el fin de
determinar el patrén de unién de ORC2 y CDCé a lo largo de estas regiones. En el caso de
PICALM (Fig. 15A), la mdxima unidén de ORC2 y CDCé parecia coincidir con la regién
conservada (C) en el extremo 5' de la isla CpG, pero no ocurria lo mismo para GADD45A y
TRIM36, donde ORC2 y CDC6 parecian unirse preferentemente en el centro de la isla (Fig. 15B y
15C). Estos resultados muestran que la regién conservada no une la magquinaria de inicio de la
replicacién en dos de los tres casos analizados, y por tanto es probable que no funcionen
como ORI. En el caso de PICALM, como se observa en el mapa de la figura 15A, no se pudo
analizar la zona de la isla CpG ya que todas las parejas de oligonucledtidos que se probaron
resultaron ser muy inespecificas, de modo que no puede descartarse que la unidén de ORC2 y

CDCé sea mayor en el interior de la isla CpG, como ocurre en el caso de TRIM36 y GADDA45A.

PICALM
A 2
L1001l ww@mmwu N
1 2 C 3
0,02 —
oo - = CDC6 |
: | s ORC2

ZINPUT

Figura 15. Andlisis de la unién de ORC2 y CDCé en las islas CpG asociadas a los genes PICALM (A),
GADDA45A (B) y TRIM36 (C). Se indica con una C la posicién de la regidn conservada.
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Figura 15. Andlisis de la unién de ORC2 y CDCé en las islas CpG asociadas a los genes PICALM (A),
GADDA45A (B) y TRIM36 (C). Se indica con una C la posicién de la regién conservada.
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Debido a la bagja eficiencia de la inmunoprecipitacion de cromatina decidimos

comprobar que los resultados obtenidos eran fiables mediante el andlisis de intermediarios de
replicacién en cadenas nacientes de DNA. Esta técnica permite determinar si una regién estd

funcionando activamente como ORI en la poblacidon de células analizada.

Se extrajo el DNA de células 293 creciendo en cultivo asincrénico y se separd por tamano
utilizando gradientes neutros de sacarosa (Ver Materiales y Métodos). A continuacion se analizd
por PCR cuantitativa la presencia de las regiones problema en las tres primeras fracciones del
gradiente, cuyos rangos de famanos son 100-600 pb, 300-800 pb y 600-2000 pb. De este modo
sélo las regiones que funcionen como ORIs deberian estar enriquecidas en la primera fraccion
(100-600 pb) mientras que las regiones flanqueantes comenzarian a mostrar enriquecimiento en
fracciones que incluyan moléculas mds grandes de DNA. Se analizd como control positivo el
ORI CDKN2B utilizando una pareja de oligonucledtidos para la region del ORI y ofra para una
regién flanqueante situada a 2 Kb. Como se observa en la figura 16 la region del ORI estaba
enriguecida con respecto al flanco en la primera fraccion y el enriguecimiento relativo

disminuia en la segunda fraccién de DNA analizada.
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Figura 16. Andlisis de intermediarios de replicaciéon en cadenas nacientes de DNA para la region del
ORI CDKN2B. A. Andlisis de la regién del ORI CDKN2B en las fracciones 1 y 2 del gradiente. Se
representa el enriquecimiento relativo de la regidn del ORI con respecto a una regién flanqueante

(F). En el mapa se encuentran indicadas las regiones amplificadas.

A continuacién se analizé la regidén de la isla asociada al gen TRIM36. Los resultados
obtenidos mostraron que el mayor enriquecimiento se detectaba en la regién central de la isla.

Esto indicaba que, como sugerian los datos de inmunoprecipitacién de ORC2 y CDCé, la

47



RESULTADOS

replicaciéon se iniciaba en el interior de la isla CpG y no en la regidén conservada que se

encuentra en el extremo 5’ de la misma (Fig. 17).
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Figura 17. Andlisis de intermediarios de replicacién en cadenas nacientes de DNA para la regién de la
isla CpG asociada al gen TRIM36. Andlisis de la isla CpG asociada al gen TRIM36 en las fracciones 1,2y 3
del gradiente. Se representa el enriquecimiento relativo con respecto a la regién 1, que se ha

considerado como flanco al ser la que menor abundancia presenta en la fraccion 1 del gradiente.

Por tanto, con los datos obtenidos hasta el momento no podemos afirmar que sea el
inicio de la replicacién o la unién de los complejos proteicos responsables de ésta lo que
establezca el limite de metilaciéon de las islas en su extremo 5' puesto que en dos de los casos
analizados, TRIM36 y GADD45A, no existe una colocalizacion entre inicio de la replicacion vy
limite de metilacién. Por ofra parte, tampoco podemos afirmar que las regiones conservadas
sean un buen indicador de la presencia de un ORI puesto que, a pesar de que parece iniciarse
la replicaciéon en todas las regiones analizadas, no existe una colocalizacién espacial como la
qgue tiene lugar en los ORIs LMNB2 o CDKN2B.

Al hacer un cémputo de los datos obtenidos de metilacidén y unién de ORC en las
regiones conservadas en el extiremo de las islas CpG (Tabla 3) pudo observarse que, pese a
gue el nUmero de regiones analizadas es pequeno, la correlaciéon entre el limite de metilacién y
el inicio de la replicacién no es tan alta como se postulaba en un principio, lo que sugiere que,
aunque es posible que el inicio de la replicacién contribuya a mantener las islas CpG libres de

metilacion, no parece que sea el principal mecanismo responsable de esta proteccion.
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REGIéN LiMITE DE UNIéN DE Tabla 3. Propiedades de las regiones
, localizadas en el exiremo 5’ de islas CpG que
CONSERVADA METILACION ORC . "

se encuentran conservadas filogenéticamente.

LMNB2 Si Si El asterisco indica que en el caso de PICALM

CDKN2B Sll Sll no ha podido determinarse que la region

; . conservada sea la que presenta la mayor

PICALM Sl Sl unidbn de ORC puesto que no se ha

GADDA45A Sl NO conseguido andalizar la regién central de la isla

TRIM36 Si NO CpG.

VAPB Si -
WFDC2 Si -
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2. CONTRIBUCION DE LA TRANSCRIPCION AL MANTENIMIENTO DE LAS
ISLAS CpG EN ESTADO NO METILADO

2.1 Antecedentes

Como se menciona en la introduccidn, la hipdtesis mds aceptada actualmente acerca
del mecanismo que protege a las islas CpG frente a la metilacion apunta a la maquinaria de
inicio de la transcripcién asi como a la estructura de la cromatina asociada a las islas CpG
como principales responsables (Liu et al., 2008). Durante mucho tiempo se ha aceptado que las
islas CpG permanecen libres de metilacidon de manera constitutiva, independientemente de la
expresion del gen asociado. Sin embargo, existen varias evidencias que sugieren que, si bien la
metilacién no parece constituir un mecanismo primario de regulacién de la expresidn génica,

la transcripcion activa podria contribuir a la proteccion de las islas frente a la metilacién.

Por una parte se ha observado que las islas CpG asociadas a genes especificos de tejido
tienden a metilarse en lineas celulares en cultivo (Antequera et al., 1990), mientras que no
ocurre lo mismo con islas asociadas a genes de expresidon constitutiva. Este dato sugiere que las
islas CpG son mds sensibles a metilarse de novo cuando se encuentran asociadas a genes que
no se estdn transcribiendo activamente. Por ofra parte, la reciente generacién de mapas de
metilacion a nivel gendmico ha mostrado que existen islas que se encuentran
constitutivamente metiladas en tejidos somdticos (Yamada et al., 2004; Weber et al., 2005;
Eckhardt et al., 2006; Weber et al., 2007; llingworth et al., 2008; Rakyan et al., 2008; Rauch et al.,
2009; Straussman ef al., 2009; lllingworth et al., 2010; Maunakea et al., 2010). Las islas que se
metilan con mayor frecuencia son aquellas que no se asocian a ningun promotor anotado, lo
gue nuevamente sugiere que la transcripcién podria contribuir a prevenir la metilacién de las
islas CpG o, expresado en otros términos, que la ausencia de transcripcién activa hace a una

isla CpG mds susceptible de metilarse.

2.2 Andlisis de metilacion de islas asociadas a genes especificos de tejido en

ausencia de franscripcion activa

Con la intencidn de determinar si las islas asociadas a genes que no se estdn expresando
son Mmds propensas a metilarse en tejidos normales en condiciones fisioldgicas decidimos
analizar el patrén de metilaciéon de tres islas asociadas a genes humanos en un tejido en el que

€50S genes No se expresan.
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Los genes seleccionados fueron HBA1 (a-globina), MYODT y MT3 (Fig. 18B). El gen HBAT se

expresa de forma especifica en células del lingje eritroide. En el caso de MYODI, su expresién

se restringe al musculo y MT3 presenta expresion especifica de cerebro. El DNA sobre el que se

realizé el andlisis de metilacién fue obtenido a partir de células mononucleadas de sangre

periférica, donde ninguno de los tres genes se expresa. Ademds se analizaron dos islas

asociadas a genes de expresion constitutiva, TIMMI13 y TOP1 (Fig. 18A), para determinar si se

detectaban diferencias de metilacién con respecto a las islas asociadas a genes de expresidon

especifica de tejido.

A. TIMM13
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Figura 18. Seleccion de islas asociadas
a genes de expresidon constitutiva y
genes de expresion especifica de
tejido. A. Perfiles de expresién de los
genes de expresion constitutiva TIMM 13
y TOP1 obtenida a partir de la base de
datos TIGER (Tissue-specific Gene
Expression and Regulation). En el eje X
se representa el enriquecimiento en EST
de un determinado tejido con respecto
al valor esperado si el gen se expresara
por igual en todos los tejidos. Se
representa ademds, para cada gen,
un mapa con la distribucién de
dinucledtidos CpG (lineas verticales),
asi como la regién que se ha
amplificado  por PCR cuantitativa

(barra negra).
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Para llevar a cabo el andlisis de metilacién utilizamos la técnica de inmunoprecipitacion

de DNA metilado (MeDIP) (Weber et al., 2005; Mohn et al., 2009), que consiste en enriquecer en
DNA metilado una determinada muestra de DNA mediante un anficuerpo que reconoce de
forma especifica las citosinas metiladas. A continuacidon pueden andalizarse las regiones de
interés mediante PCR cuantitativa. Esta técnica permite detectar de forma rdpida niveles de
metilacion muy bajos, a diferencia de las técnicas cldsicas de andilisis de metilacion como el

bisulfito sédico o la digestion con enzimas de restriccidn sensibles a la metilacion.

Sin embargo, esta técnica presenta
una limitacion importante y es que el ? ??T ?? ? ? ? ??

enriquecimiento detectado para una regién

es directamente proporcional a la densidad MeDIP
de CpGs de la misma, lo que dificulta que se
pueda estimar cuantitativamente el nivel de
metilacion de la regién analizada (Fig. 19).
Para evitar este sesgo, se disenaron

cuidadosamente las parejas de

oligonucledétidos de modo que la regién

. . . _ Figura 19. Efecto de la densidad de CpGs en la senal
analizada en cada isla tuviera un tamano y i
obtenida por inmunoprecipitacion de DNA metilado. Dos

una densidad de CpGS similar Y. de esfe regiones del mismo tamano pero distinfo confenido en
modo, las senales de enriquecimiento CpGs presentardn una sefal diferente  en el
obtenidas por MeDIP fueran comparables inmunoprecipitado a pesar de estas ambas fotalmente

i (Fi tiladas.
entre si (Fig.18A). metiladas

Siguiendo esta estrategia, se llevd a cabo el MeDIP sobre DNA de células mononucleadas
de sangre periférica obtenido a partir de la combinacidon de tres muestras de sangre
independientes. A continuacién, se analizdé el inmunoprecipitado por PCR cuantitativa con
oligonucledtidos especificos para las regiones problema. Se incluyeron en el andlisis una serie
de regiones control, con niveles de metilacién conocidos, para validar el funcionamiento
correcto de la técnica. En primer lugar se analizé, como control negativo, una regidén que
carece de CpGs vy, por tanto, no es susceptible de metilarse. Ademds, como control positivo de
metilacion se incluyd una isla CpG que no se asocia a ningun promotor anotado y de la cual
sabiamos, por experimentos previos de bisulfito, que se encuentra metilada en sangre.
Finalmente se incluyeron dos controles correspondientes a regiones con niveles medios de
metilacion. Uno de ellos es H19, un gen sometido a imprinting, que tiene expresion monoalélica
desde el alelo materno y que presenta la copia paterna metilada. También se incluyd como

control de hemimetilacion el gen XIST, que se encuentra en el cromosoma X y posee, en
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hembras, un alelo metilado y ofro no metilado en funcién de que se encuentre en el

cromosoma X activo o inactivo, respectivamente. Es importante senalar que las tres muestras
de sangre a partir de las cuales se realizd la extraccidon de DNA procedian de donantes

femeninas.

La senal obtenida para cada regidn se normalizd con respecto al control negativo
(NoCpG), de modo que lo que se representa en las figuras 20 - 23 es el enriquecimiento con

respecto a una regidon no metilada.

Como se observa en la figura 20, el enriquecimiento detectado para XIST y HI9 era
aproximadamente la mitad que para el control positivo, lo que indicaba que la técnica habia
funcionado correctamente. El nivel de metilaciéon de las islas asociadas a genes de expresion
constitutiva, TIMMI13 y TOP1, era similar al del control negativo. Esto significaba que esas islas
estaban totalmente libres de metilacién en DNA de sangre periférica. Sin embargo, las tres islas
asociadas a genes de expresion especifica de tejido presentaban un ligero enriquecimiento, lo
gue sugeria que podrian presentar un cierto nivel de metilacién en DNA de sangre, donde los

genes asociados no se estdn expresando.

180 Figura 20. MeDIP sobre DNA de células
160 T mononucleadas de sangre periférica. Se
Q 140 representa el enriquecimiento relativo de
%120 cada regién con respecto al control
g 100 negativo de metilacién (NoCpG). Se
.Gé - muestra el promedio de dos
8 amplificaciones independientes y su
é 60 1 desviacién estdndar para cada una de
o 40 A las regiones analizadas.
20 -
0 -
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A continuaciéon se llevdé a cabo la inmunoprecipitacion de DNA metilado sobre DNA
procedente de un segundo conjunto de muestras de sangre (Fig. 21 S2), formado por fres
muestras de sangre diferentes a las anteriores, que nuevamente se combinaron previamente a
la extraccién del DNA para realizar el andlisis de metilacion. En la figura 21 puede observarse
que los resultados obtenidos eran similares a los obtenidos para el primer conjunto de muestras
de sangre (Fig. 20 y Fig. 21 S1), salvo en el caso de la isla asociada al gen MYODI, que

presentaba un nivel de metilacién superior al detectado en la primera inmunoprecipitacién.
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180 Figura 21. MeDIP sobre DNA de un
160 T msS] [— segundo conjunto de muestras de
9 140 u32 [ sangre. Se representa el enriquecimiento
% 120 relativo con respecto al confrol negativo
g 100 de metilacion (NoCpG) para cada una
.ﬂé 8 de las regiones analizadas en los dos
'8 conjuntos de muestras de sangres (S1 y
é 60 S2) utilizados para el andlisis. Se muestra,
G 40 para cada regién, el promedio de dos
20 amplificaciones independientes y  su
0 desviacién estdndar.
«Oq\ 0@%‘ ‘S\OO &

Para comprobar cémo de homogéneos son los patrones de metilacion entre las tres
muestras de DNA de sangre que se combinaron para redlizar el andlisis de metilacién, y
descartar asi que el enriguecimiento detectado fuera debido a la contribucién de una sola
muestra, realizamos la inmunoprecipitacion de DNA metilado de manera independiente sobre
el DNA de cada una de las tres muestras de sangre (S1.1, S1.2 y S1.3) que formaban parte del
primer conjunto de sangres utilizado (Fig. 20). A continuacion, analizamos por PCR cuantitativa
varias de las regiones que se habian estudiado en el experimento anterior. Los resultados
obtenidos (Fig. 22) demostraron que los patrones de metilacidn eran similares en las tres
muestras analizadas y, por tanto, los niveles de metilacién detectados en las islas asociadas a
genes de expresidn especifica de tejido no podian atribuirse a un patrédn de metilacién

presente Unicamente en alguna de las muestras.

160
EmS1.1 Figura 22. MeDIP sobre muestras
140 us1.2| independientes de DNA de sangre. Se ha
.2 120 “S1.31—  representado el enriquecimiento relativo
[} L
© 100 de cada regidon con respecto al control
g negativo de metilacion (NoCpG) en
‘qé 80 cada una de las muestras analizadas
@ 60 (S1.1, S1.2 y S1.3). Se muestra promedio
2
g 40 de dos amplificaciones independientes y
& o .
su desviacion estdndar para cada una
20 i T~ de las regiones analizadas.
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Seguidamente, quisimos determinar si los niveles de metilacién que mostraban las islas

CpG asociadas a genes de expresion especifica de tejido en DNA de sangre se detectaban
también en la linea germinal. Por ello llevamos a cabo el MeDIP sobre DNA de esperma. El DNA
de esperma presenta unos niveles globales de metilacion inferiores a los detectados en tejidos
somdaticos y se ha observado que la gran mayoria de las islas CpG permanecen libres de
meftilacion (Weber et al., 2007; llingworth et al., 2008; Rakyan et al., 2008; Straussman et al.,
2009). En este caso, H19 representaba nuestro control positivo de metilaciéon, ya que al tratarse
de un gen de imprinting de expresidn materna presenta el alelo paterno totalmente metilado.
Como se observa en la figura 23, todas las demds islas, incluidas las asociadas a genes de
expresion especifica de tejido y la isla que habiamos utilizado como control positivo de
metilaciéon en DNA de sangre, mostraban un enriquecimiento similar al de la regidn desprovista
de CpGs que utilizamos como control negativo. Estos resultados indicaban que la metilacién
detectada en las islas asociadas a los genes HBAT, MYOD1 y MT3 en DNA de sangre no tiene
lugar en la linea germinal. Por otra parte, esto nos permitid afirmar que los niveles de metilacién
detectados en DNA de sangre eran significativos, descartando asi que el enriqguecimiento
detectado para las islas asociadas a los genes HBAT, MYOD1 y MT3 con respecto a las islas de
TIMM13 y TOPI pudiera deberse al ruido de fondo de la inmunoprecipitacidon o a un sesgo por

una amplificacién mads eficiente de estas regiones.
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2.3 Andlisis de metilacion de la isla asociada al gen de la a-globina en

condiciones de franscripciéon activa

A continuacién, con el objetivo de averiguar si las diferencias observadas en el nivel de

metilacién en las islas CpG asociadas a genes de expresion especifica de tejido eran atribuibles
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a la ausencia de transcripcion activa, decidimos analizar el estado de metilacién de alguna de

estas islas en un tejido en el que el gen asociado se expresara activamente. Ante la dificultad
de obtener muestras de los tejidos humanos en los que se expresan estos genes (eritfroblastos,
musculo y cerebro) decidimos utilizar DNA de la linea celular K562, procedentes de leucemia

mieloide crénica, en las que se expresa de forma activa el gen de la a-globina.

Al analizar por PCR cuantitativa el inmunoprecipitado no fuimos capaces de amplificar la
regidn correspondiente al control negativo sin CpGs y tampoco pudimos amplificarla en el DNA
gendmico sonicado utilizado como material de partida para la inmunoprecipitacion, lo que nos
llevd a pensar que esta regidn habria sufrido alguna mutacién o estaria delecionada en esta
linea celular. Por tanto, al carecer de datos para esta regién, utilizamos como control negativo
para este experimento la isla asociada al gen TIMM13, de expresidn constitutiva, que en todos
los experimentos anteriores presentaba valores de metilacién similares a los de la regién

desprovista de CpGs.

Los resultados obtenidos mostraron que la isla asociada al gen de la a-globina
presentaba en células K562 un enriquecimiento similar al que se detectaba en esperma vy similar
al de la isla asociada al gen TIMMI13, lo que indicaba que se encontraba desprovista de
metilaciéon en estas células. Por otra parte, se observd que tanto la isla asociada al gen de
imprinting H19, como las otras dos islas asociadas a genes especificos de tejido, MYOD1 y MT3,

se encontraban totalmente metiladas en esta linea celular (Fig. 24).
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2.4 Andilisis del patron de metilacion de la isla CpG asociada al gen de la a-

globina en ausencia de transcripcion activa

Los resultados obtenidos mediante los experimentos de MeDIP sobre DNA de sangre
periférica, esperma y células K562 mostraban que las islas asociadas a genes especificos de
tejido presentaban un ligero incremento en el nivel de metilacion en ausencia de transcripcion
activa. Sin embargo, el enriquecimiento detectado puede tener varias interpretaciones en lo
referente al patrén de metilacién. Este enriguecimiento podria deberse a que un bagjo
porcentaje de las células de la poblacién tuvieran la regiéon analizada densamente metilada,
pero también se detectaria si todas las células de la poblacion tuvieran unos pocos CpGs
metilados en la regidon analizada. Para determinar cudl podria ser el patrén de metilacion de
estas regiones analizamos en mds detalle laisla CpG asociada al gen de la a-globina. Para ello,
disenamos una segunda pareja de oligonucledtidos (Fig. 25A “G1") para analizar la mitad de la
isla CpG situada hacia el extremo 5' de la misma. La pareja de oligonucledtidos utilizada en los
experimentos anteriores (Fig. 25A “G2") amplificaba la mitad de la isla situada hacia el extremo
3'. Las regiones analizadas por cada pareja de oligonucledtidos poseian una densidad de
CpGs muy similar de modo que las senales obtenidas mediante PCR cuantitativa eran
comparables. Como control, disehamos también una segunda pareja de oligonucledtidos (Fig.
25A “T2") para la isla asociada al gen TOPI, como se muestra en la figura 25. A. Con estos
nuevos oligonucledtidos analizamos el inmunoprecipitado de las tres muestras de sangre
independientes utilizadas en experimentos anteriores (Fig. 22 S1.1, S1.2 y S1.3) y pudimos
observar que en las fres el enriqguecimiento detectado era mayor hacia el extremo 3’ de la isla

de la a-globina, mientras que la regidn correspondiente a la regién 5’ de la misma mostraba un

nivel de metilacion inferior. En el caso de la isla asociada al gen TOPI no se observaron
diferencias entre las dos regiones analizadas, mostrando ambas un enriquecimiento similar al

del control negativo.
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Figura 25. Andlisis del patrén de metilacién de la isla asociada al gen de la a-globina. A. Mapa de
las islas CpG asociadas a los genes HBAT y TOPI en los que se indican las regiones amplificadas
(linea gruesa) asi como las regiones cuyo patréon de metilacién influird directamente en la sefial del

MeDIP teniendo en cuenta el tamano promedio de los fragmentos de DNA utilizados (linea fina).
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Estos resultados parecen indicar que, en ausencia de transcripcion activa del gen
asociado, la isla de la a-globina podria estar comenzando a metilarse por el extremo 3',

haciendo asi que se reduzca progresivamente la region libre de metilacion.

2.5 Andlisis de metilacion mediante MeDIP combinado con la hibridacion de
arrays de alta densidad (MeDIP-CHIP)

Para caracterizar a nivel gendmico el fendmeno descrito en los apartados anteriores por
el que las islas CpG asociadas a genes especificos de tejido son mds sensibles a la metilacién
en ausencia de transcripcidén activa decidimos combinar la inmunoprecipitacién de DNA
metilado con la hibridacién de arrays de alta densidad (tiling microarrays). Entre los 7 arrays que
componen el GeneChip® Human Tiling 2.0R Array Set de Affymetrix, seleccionamos el que

contiene los cromosomas 8, 11y 12,
2.5.1 Diseno experimental

Como se menciona en el apartado 2.2, la técnica del MeDIP presenta un sesgo, que
hemos denominado efecto de la densidad de CpGs, y que provoca que la senal de metilacién
obtenida no sea cuantitativa, sino directamente proporcional a la densidad de CpGs
metilados en una regién (Fig. 19). Para corregir este efecto al analizar el inmunoprecipitado por
PCR cuantitativa, disenamos los oligonucledtidos de tal manera que las regiones analizadas

presentasen una densidad similar de CpGs vy, por tanto, fuesen directamente comparables. Sin
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embargo, esta estrategia no es aplicable a la hibridacién de filing microarrays. En este caso

utilizamos una aproximacién distinta para solventar el problema del efecto de la densidad de
CpGs.

Esta nueva estrategia consistidé en la obtencidon de una copia del genoma totalmente
metilada mediante metilacién in vitro con la enzima metilasa Sssl. De este modo, al realizar
MeDIP sobre esta muestra obtendriamos una senal directamente proporcional a la densidad de
CpGs. Asi, las islas CpG, al ser regiones con una alta densidad de CpGs, presentarian los
mayores niveles de enriguecimiento, el resto del genoma mostrard niveles intermedios y las
regiones desprovistas de CpG serian las que mostraran los niveles mds bajos (Fig. 27 linea roja).
En cambio, si el MeDIP se realizaba sobre una muestra de DNA no sometida a metilacién in
vitro, la sefal que se obtendria dependeria del nivel de metilacién de cada regidn asi como de
la densidad de CpGs de la misma. Asi, esperariamos encontrar la mayoria del genoma
altamente metilado, a excepcién de las islas CpG, que se encuentran libres de metilacién en su
mayor parte (Fig. 27 linea verde). Si normalizdbamos la sefal del inmunoprecipitado problema
frente a la senal del inmunoprecipitado de DNA metilado obtendriamos un ratio de metilacién
diferencial (Fig. 27 linea azul) en el que las regiones que se encontraran metiladas presentarian
un valor proximo a 1, mientras que aquellas regiones desprovistas de metilacion tendrian

valores cercanos al 0.
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2.5.2 Metilacion de DNA in vifro

En primer lugar se llevd a cabo la metilacién in vitro de DNA de esperma, previamente
sonicado, mediante la enzima Sssl, que metila la citosina de todos los dinucledtidos CpG. En
este caso el rango de tamanos utilizado oscilaba entre 100 y 500 pb, siendo ligeramente inferior
al utilizado para los experimentos de MeDIP-PCR. El motivo de ufilizar DNA de menor tamano
fue incrementar la resolucion de la técnica. A continuacién, se validé la correcta metilacion del
DNA. Para ello se transformd una parte del DNA metilado con bisulfito sédico y se analizé la isla
CpG asociada al gen TIMM13, una regién que, como se muestra en la figura 23, se encuentra
libre de metilacidn en DNA de sangre y esperma. Los resultados mostraron que la isla se

enconfraba densamente metilada en la muestra de DNA metilado in vifro (Fig. 28).
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Figura 28. Validacién de la reaccién de metilacién in vifro por bisulfito sédico. A. Mapa de la isla CpG asociada al gen
TIMM13 en el que se representa la regidon analizada por bisulfito sédico. B. Patrén de metilacién de los distintos clones

analizados.

2.5.3 MeDIP-PCR

Seguidamente se llevd a cabo la inmunoprecipitacion de DNA metilado sobre DNA de
sangre periférica, DNA de esperma y DNA metilado de esperma. Para cada muestra de DNA se
realizd un duplicado técnico. Se redlizd la validacién del MeDIP por PCR cuantitativa
analizando un control negativo de metilacion (NoCpG), un control positivo correspondiente a
una isla CpG que se encuentra metilada en DNA de sangre (Metilado) y el gen de imprinting
H19 como control de hemimetilacion. Como se observa en la figura 29 se obtuvieron en cada

caso los resultados esperados, confirmando que la técnica habia funcionado correctamente.
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SANGRE ESPERMA DNA METILADO
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Figura 29. Andlisis mediante PCR cuantitativa de los inmunoprecipitados de DNA de sangre, DNA de esperma y
DNA metilado de esperma. Se muestra el promedio de dos inmunoprecipitaciones independientes y su

desviaciéon estdndar para cada regidén analizada.

2.5.4 Amplificacion de DNA inmunoprecipitado

Se estima que en una reaccién de MeDIP en la que se parte de 4 ug de DNA se
inmunoprecipita un 5% de esta cantfidad, es decir, unos 200 ng. Para hibridar un microarray se
necesitan, al menos, 5 ug de DNA, por lo que es necesario amplificar el DNA inmunoprecipitado
como paso previo a la hibridacién. Para evitar que la amplificacidon ocasionara la pérdida del
enriguecimiento relativo obtenido mediante la inmunoprecipitacién, se utilizd el menor nimero
posible de ciclos de PCR. Con este objetivo se tomaron dos dalicuotas de cada
inmunoprecipitado y se amplificaron tal y como se indica en el apartado de materiales y
métodos. A continuaciéon, se combinaron las alicuotas de cada inmunoprecipitado y se analizd
una dilucién 1/20 del producto de la amplificacién por PCR cuantitativa. Los resultados
obtenidos (Fig. 30) mostraron que, tras el proceso de amplificacidén, se mantenia el
enriguecimiento relativo entre nuestros controles de metilacién, hemimetilacion (H19) vy

ausencia de metilacién (NoCpG).
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Figura 30. Andlisis mediante PCR cuantitativa de los inmunoprecipitados de DNA de sangre, DNA de esperma y DNA
metilado tras la amplificacion. Se representa el promedio de dos amplificaciones independientes y su desviacién

estdndar para cada una de las regiones analizadas.

63



RESULTADOS

2.5.5 Hibridacion de tiling microarrays

Una vez se hubo comprobado que se mantenia el enriguecimiento relativo tras la
amplificacién, se cuantificaron las muestras y se enviaron 7 uyg de cada una a la Unidad de
Gendmica de la Universidad de Salamanca, donde se llevé a cabo la hibridacién de los
microarrays. Los datos obtenidos a partir de la hibridacién de los tiing microarrays se
normalizaron utilizando la estrategia descrita en la figura 27 mediante el programa TAS (Tiling
Analysis Software) de Affymetrix y a continuacién se representaron en el navegador IGB

(Integrated Genome Browser) (Nicol et al., 2009).

2.5.6 Andlisis de los datos de MeDIP-CHIP

Para analizar los resultados se establecid un umbral por debajo del cual considerariamos
a una regidn como no metilada. Asi, se establecieron como regiones no metiladas todas
aqguellas que presentasen un valor inferior a -0,3 para el logaritmo en base 2 del cociente entre
el valor del MeDIP sobre DNA de sangre o esperma y el valor del MeDIP sobre DNA metilado in
vitro (logz (IP/mIP) £ -0,3). Ademds se establecid un tamano minimo de 400 pb. Utilizando este
umbral la mayor parte de las regiones que se detectaban como no metiladas correspondian a

islas CpG (Fig. 31). Se utilizé el listado de islas CpG del navegador UCSC Browser (Kent et al.,

2002) que utiliza el algoritmo de Gardiner-Garden and Frommer (Gardiner-Garden & Frommer,
1987).
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Figura 31. Colocalizacion de islas CpG y regiones detectadas como no metiladas por MeDIP-CHIP. Se muestra una
regidon del cromosoma 12 en la que se representan las islas CpG (barras azules en la parte superior) y los datos de
metilacion del DNA de sangre (rojo) y esperma (verde). Se utilizé el listado de islas CpG del navegador UCSC Browser
que utiliza el algoritmo de Gardiner-Garden and Frommer (Gardiner-Garden & Frommer, 1987). Ademds se representan
los genes presentes en esta region, tanto en la cadena positiva (+) como en la cadena negativa (). Las regiones que
presentaban un valor de log. (IP/mIP) < -0,3 a lo largo de al menos 400 pb se consideraron como no metiladas y se
senalan en la figura con recuadros situados debajo de cada histograma, que son de color rojo en el caso del DNA de

sangre y de color verde en el caso del DNA de esperma.
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Mediante este criterio pudimos observar que se detectaban como no mefiladas en

torno a un 40% de las islas CpG contenidas en los fres cromosomas analizados. Estableciendo
un umbral mds estricto se reducia el nUmero de regiones no clasificadas como islas, pero
también el niUmero de islas CpG que se detectaban como no metiladas. En cambio, si se
establecia un umbral mds flexible eran mds las islas que aparecian como no metiladas, pero
también se detectaba un mayor niUmero de regiones no metiladas que no se clasificaban

como islas CpG.

2.5.7 Validacion de los resultados por MeDIP-PCR y andlisis de metilacion por bisulfito

sodico

A continuacion quisimos determinar cémo de fiable era la informacién obtenida
validando algunas regiones mediante PCR cuantitativa sobre el inmunoprecipitado y, en
algunos casos, también mediante andlisis de metilacion por bisulfito sédico. En primer lugar,
llevamos a cabo el andlisis de islas CpG que se detectaban como metiladas por presentar
valores superiores al umbral establecido. Se seleccionaron dos islas CpG, asociadas a los
promotores de los genes TRIM28 Y GRIN2B, y se disenaron oligonucledtidos para su andlisis por
PCR cuantitativa en el inmunoprecipitado de sangre. Como puede observarse en la figura 32B,

ambas mostraron un enriquecimiento similar a nuestro control positivo de metilacién.
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Figura 32. Islas metiladas en DNA de sangre. A. Datos de MeDIP-CHIP para las islas asociadas a los genes
TRIM29 y GRIN2B en DNA de sangre.
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A continuacién se selecciond una isla diferencialmente metilada entre sangre y esperma
(Fig. 33A) y se analizd por PCR cuantitativa en ambos inmunoprecipitados, confirmdndose las
diferencias observadas en el microarray (Fig. 33C). Ademds, en este caso se confirmd mediante
andlisis de metilacion por bisulfito sédico que la isla analizada estaba metilada en DNA de

sangre (Fig. 33B).
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Finalmente, con la intencién de determinar si las regiones detectadas como no metiladas

que no correspondian a islas CpG estaban realmente desprovistas de metilacion, se
seleccionaron varias de estas regiones. Escogimos una regiéon no metilada en sangre pero si en
esperma (NIHS: No Isla Hipometilada en Sangre), una regién metilada en sangre pero no en
esperma (NIHE: No Isla Hipometilada en Esperma) y una region no metilada en esperma ni en
sangre (NIHE+S: No Isla Hipometilada en Esperma y Sangre) (Fig. 34A). Nuevamente, el andlisis
por MeDIP-PCR confirmé los datos observados en el microarray (Fig. 34B). Se realizaron ademds

varias validaciones por bisulfito sédico, que confirmaron los datos obtenidos (Fig. 34C).
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Figura 34. Regiones no metiladas que no son islas CpG. A. Datos de MeDIP-CHIP para varias regiones no metiladas y no
clasificadas como islas CpG: NIHS (No Isla Hipometilada en Sangre), NIHE (No Isla Hipometilada en Esperma) y NIHE+S
(No Isla Hipometilada en Esperma y Sangre). La linea naranja indica la zona analizada por bisulfito sédico para la regién

no metilada en esperma y sangre (NIHE+S).
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MeDIP con la hibridacién de tiling microarrays es una buena herramienta para detectar islas
CpG metiladas en el genoma y nos permite, ademds, detectar regiones no clasificadas como

islas pero que se encuentran desprovistas de metilacién.

esperma y DNA de sangre.
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Figura 34. B. Validaciéon del estado de metilacién de estas regiones por MeDIP- PCR. Se han incluido
los datos obtenidos para la isla asociada al gen CCKBR (IMS: Isla Metilada en Sangre) obtenidos en el

experimento anterior. C. Andlisis de metilacién por bisulfito sédico de la regidon NIHE+S sobre DNA de

Todas las validaciones realizadas hasta este punto indicaban que la combinacién del

2.5.8 Andlisis comparativo de islas CpG con distintos niveles de metilacion

diferencias mds pequenas en el nivel de metilacion de distintas islas CpG. Para ello decidimos
analizar el patrén detectado para una isla asociada a un gen de expresion constitutiva, MCM4
y una isla asociada a un gen de expresion especifica de tejido, MYOD1. El motivo de utilizar la
isla asociada al gen MCM4 en lugar de las islas de TIMM 13 o TOPI1 es que ninguna de estas dos

se encuentra representada en el microarray, puesto que este incluye Unicamente los

cromosomas 8, 11y 12.

Seguidamente quisimos comprobar si la técnica de MeDIP-CHIP era capaz de detectar
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Segun los datos obtenidos en el apartado 2.2 (Fig. 20 y 21, P&g. 56), la isla de MYOD]1

tendria que presentar su isla ligeramente metilada en sangre. Como puede observarse en la
figura 35, se apreciaba una ligera diferencia en la isla del MYOD] entre sangre y esperma, lo
que coincide con los datos de MeDIP-PCR. Sin embargo, estas diferencias eran similares a las
gue se podian observar en la isla asociada al gen MCM4, de expresidn constitutiva, en el que
se esperaba, por tanto, que la isla no estuviera metilada ni en sangre ni en esperma. Esto indica
gue, o bien la isla asociada a MCM4 se encontraba ligeramente metilada en sangre, o nos
encontrdbamos en el limite de metilacion de la técnica de modo que éramos capaces de
distinguir diferencias tan sutiles en el nivel de metilacién.
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Fig. 35. Andlisis comparativo de islas CpG asociadas a genes de expresidn constitutiva o genes especificos de

tejido. Datos de MeDIP-CHIP para las islas asociadas a los genes MCM4 y MYODT en DNA de sangre y esperma.

Otro indicativo de la limitacién de esta técnica para estimar adecuadamente diferencias
pequenas en los niveles de metilacion se observd al analizar dos genes de imprinting, H19 y
KCNQI. H19 se expresa desde el alelo materno y posee una region diferencialmente metilada
(DMR) 2 Kb corriente arriba de su promotor, la cual se encuentra meftilada en el alelo paterno y
no metilada en el materno. KCNQI también se expresa especificamente desde el alelo
materno y presenta una isla diferencialmente metilada en uno de sus infrones, desde la cual se

inicia la transcripcion de un RNA antisentido (KCNQ1OT1) en el alelo paterno, donde la isla se
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encuentra no metilada. En el alelo materno dicha isla se encuentra metilada, lo que impide la

produccién del transcrito antisentido y permite la correcta expresion del gen KCNQI. Por tanto,
el DMR asociado al gen H19 deberia estar totalmente metilado en esperma y hemimetilado en
sangre, mientras que la isla asociada al gen KCNQ1 tendria que estar desprovista de metilaciéon
en esperma y hemimetilada en sangre. Esto implica que en DNA de sangre la senal de ambas
islas deberia ser muy similar, ya que ambas se encuentran hemimetiladas. Sin embargo, esto no
ocurria. Pese a que en ambos casos se observaban diferencias entre la sefial de sangre y la de

esperma, la intensidad de la sefial que correspondia a hemimetilacién en el caso de HI9 en

sangre era equivalente, o muy similar, a la que correspondia a ausencia total de metilacién de
KCNQI en esperma (Fig. 36).
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Fig. 36. Andlisis comparativo de islas CpG asociadas a genes de imprinting. Datos de MeDIP-CHIP para la isla

asociada al gen KCNQI y el DMR (indicado con un recuadro negro) asociado al gen H19 en DNA de sangre y

esperma.

Todas estas observaciones nos han llevado a la conclusion de que la combinacién de
MeDIP con la hibridacién de tiling microarrays resulta Util para la deteccidén a nivel gendmico
de islas CpG metiladas pero no permite estimar de forma fiable niveles bajos o intermedios de

metilaciéon, por lo que no es aplicable al objetivo propuesto.
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3. DINAMICA DE GENERACION DE LAS ISLAS CpG EN EL GENOMA DE
MAMIFEROS

3.1 Antecedentes

Desde que se describieron las islas CpG, hace mds de veinticinco anos (Bird et al., 1985),
son muchos los algoritmos que se han propuesto para su identificacion a nivel gendmico (Tabla
4). Los mds antiguos se basan en pardmetros asociados a la secuencia de DNA como el
tamano, el contenido en guanina y citosina o la relacion entre CpGs observados y esperados
(CpG O/E) (Gardiner-Garden & Frommer, 1987; Ponger & Mouchiroud, 2002; Takai & Jones,

2002). Los algoritmos mds recientes se basan en pardmetros estadisticos para calcular la

probabilidad de una secuencia
) ALGORITMO CRITERIOS
de ser una isla CpG (Hackenberg
. Gardiner-Garden and
et al., 2006; Glass et al., 2007). Sin
Frommer (Gardiner- Longitud>200pb, G+C>50%, CpG O/E>0,60
embargo, cuando se han

Garden & Frommer, 1987)

confrastado los datos obtenidos ;
Takai and Jones (Takai &

. . itudz >55% >
mediante estos algoritmos con  jones, 2002) Longitud2500pD, G+C255%, CpG O/E20,65

datos de metilacion derivados de CpGPROD (Ponger &

Lo . ., . . Longitud>500pb, G+C>50%, CpG O/E>0,60
andlisis de metilacion a nivel Mouchiroud, 2002)

gendmico (Han & Zhao, 2009; CpGcluster (Hackenberg  Se basa en la distancia entre CpGs
Zhao & Han, 2009), se ha  etal, 2006) contiguos

observado que todos presentan  CG cluster (Glass et al., Humano: 227 CpGs en una regién < 531 pb

falsos positivos, es decir, regiones 2007) Ratén: 224 CpGs en una regién <585 pb

que no son islas CpG, como Tabla 4. Principales algoritmos utilizados para la identificacién de islas
ocurre en el caso de muchas CpG en el genoma de mamiferos.

repeticiones de la familia Alu. Por ofra parte, también se detectan falsos negativos, esto es,
regiones que no cumplen los requerimientos para ser clasificadas como islas CpG pero que se

encuentran desprovistas de metilacién.

Esta dificultad a la hora de generar un algoritmo que prediga de forma precisa la
presencia de islas CpG en el genoma sugiere que las islas no son regiones que puedan definirse
en base a unos pardmetros estrictos de tamano o composicidon de bases, sino que es posible
que en el genoma exista un rango de regiones con un contenido en G+C y CpG O/E, desde el
promedio gendmico de 40% de G+C y CpG O/E de 0,2 hasta el de las islas CpG candnicas,
asociadas con promotores, que satisfacen todos los pardmetros establecidos por los diferentes
algoritmos. Este grado de degeneracién nos indica la posibilidad de que las islas CpG no

constituyan una fraccién discreta del genoma, y nos ha llevado a cuestionarnos cudles son los
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mecanismos mediante los que se generan las islas CpG en el genoma de los mamiferos. En este

sentido, las islas CpG podrian representar el caso extremo de un proceso que eleva el
contenido en G+C de determinadas regiones y, eventualmente, previene la metilacion de las

mismas.

El inicio de la transcripcion en las islas podria hacernos pensar que el motivo por el que las
islas CpG se han generado en el genoma estd vinculado a la regulacién de la expresion
génica. No obstante, pese a la elevada colocalizacién entre islas CpG y promotores en
mamiferos, estas no constituyen elementos esenciales para la regulacidn de la expresion
génica puesto que mds del 30% de los genes de mamiferos se transcriben sin necesidad de
tener una isla CpG en su promotor. Ademds, existen muchos organismos, como Drosophila

melanogaster o Caenorhabditis elegans, cuyos genomas carecen de islas CpG.

Numerosas evidencias recopiladas de la literatura, que se comentardn en el apartado de
Discusidon, sugieren que las islas se han generado como consecuencia de fendmenos de
inestabilidad genética asociados, fundamentalmente, al inicio de la transcripcidn en estas
regiones en la linea germinal. Esta inestabilidad se habria traducido en una huella en la
secuencia de DNA caracterizada por el incremento en el contenido en guanina y citosina que,
una vez alcanzada una determinada densidad de CpGs, haria que estas regiones escaparan a

la metilacién gendmica convirtiéndose en lo que denominamos islas CpG.

Una prediccién de este modelo, asumiendo que los mecanismos que han generado las
islas CpG siguen operando en la actualidad, es que deberiamos encontrar en el genoma islas
en proceso de formacion, es decir, regiones que debido a estos procesos de inestabilidad
hubieran comenzado a incrementar su contenido en guanina y citosina y que, en aquellos
casos en que hubieran alcanzado una densidad de CpGs suficiente, escaparian a la
metilacion gendmica. Con el objetivo de validar esta hipdtesis llevamos a cabo varios andlisis

gue se detallan a continuacion.

3.2 Identificacién y caracterizaciéon de regiones no metiladas del genoma

que no se clasifican como islas CpG (MeDIP-CHIP)

En primer lugar, haciendo uso de los datos obtenidos mediante la combinacion del
MeDIP con la hibridacién de tiling microarrays, decidimos analizar aquellas regiones en las que
detectdbamos ausencia de metilacion pero que no cumplian los criterios minimos de los
algoritmos tradicionales, en cuanto a su composicion en G+C o a su frecuencia de

dinucledtidos CpG, para clasificarse como islas CpG.
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Para seleccionar las regiones a analizar se establecid el mismo umbral utilizado en el

apartado 2.5, por el cual se establecieron como regiones no metiladas todas aquellas que
presentasen un valor inferior a -0,3 para el logaritmo en base 2 del cociente entre el valor del
MeDIP sobre DNA de sangre o esperma vy el valor del MeDIP sobre DNA metilado in vitro (logz2
(IP/mIP) £ -0,3), incrementando en este caso el tamano minimo de 400 a 500 pb. Utilizando estos
pardmetros pudimos comprobar que la mayor parte de las regiones detectadas correspondian
con islas CpG. Se contrastaron las regiones obtenidas con las islas CpG predichas por el UCSC
Browser, que utiliza el algoritmo de Gardiner-Garden and Frommer (Gardiner-Garden &
Frommer, 1987) (Tabla 4), y por la herramienta MapViewer del NCBI (Sayers et al., 2011), que
utiliza el algoritmo de Takai and Jones (Takai & Jones, 2002) (Tabla 4), y seleccionamos aquellas
regiones que en ninguno de los casos se clasificaban como islas CpG. A continuacion se
comprobd que las regiones seleccionadas no coincidian con secuencias repetitivas ni se
encontfraban préximas a estas. Finalmente, se seleccionaron Unicamente aquellas regiones que
se detectaban como no metiladas tanto en DNA de sangre como en DNA de esperma (Fig.37).
Mediante estos criterios de seleccidon encontramos un total de 24 regiones distribuidas en los tres
cromosomas analizados (Tabla 5).
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Figura 37. Regiones desprovistas de metilacién en sangre y esperma. Datos de MeDIP-CHIP para una region
no metilada que no se clasifica como isla CpG. En el DNA de esperma se detecta una segunda regiéon

desprovista de metilacion que parece encontrarse metilada en el DNA de sangre.

En primer lugar decidimos confrastar nuestros datos de metilacion con los obtenidos en
los metilomas recientemente publicados (Laurent et al., 2010). Estos metilomas estén generados
mediante transformacién del DNA con bisulfito sddico combinada con secuenciacion masiva,
lo que ha permitido obtener un mapa de metilaciéon del genoma con resolucién de nucledtido.
Actualmente se dispone de estos datos para células madre embrionarias (hESC= Human

Embryonic Stem Cells), fibroblastos derivados de hESC vy fibroblastos de neonato (Fig. 38).
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POSICION hESC hESC FIBRO LOCALIZACION FANTOM DBTSS DBTSS FETAL %G+C CpG O/E

FIBRO

1 chrB:28,403 595-28,404.247 MM NI NI P X X X 52 0.61
2 chrl2:47 545 528-47 544,354 MM N N P X % i 56 0,43
3 chrl1:28,085.660-28 086,532 MM NBA NBA P X i i 53 0,60
4 chrl2:119.224,324-119.224.922 MM Y NI P X x X 43 0,62
5 chrl2:16,650,424-16,651 044 MM NI NBA P X i X 55 0,61
& ohrl1:66,764.313-66,765,158 MM Y NI P X 51 0,42
7 chrlZ:],584,757-1,585,39% MM MM NBA [ ¥ 7 X 56 0,4%
8 chrl1:57,256,308-57, 257,049 MM NI N e X x o 23 0,37
9 chrlZ:56,142,363-56,143.326 MM MM N e X 55 0,36
10 chrl1:66.763 423-66,764,001 M MM NI G X 55 0,25
11 chrl1:121,031,343-121,081,890 N MAA M [ 57 0,71
12 chrl 2:50827046-50827675 i N NI [ X 6 0,24
13 chrlZ:119,247 667-119,248,402 P PM MM G X i 55 0,59
14 chrl1:45.391.633-65,392,298 MM ¥ ¥ G X 56 0,58
15 chr8:1980031- 1980972 ¥ ¥ NIA P X X X 51 0,47
16 chrlZ:122.045 024- 122,045,849 ¥ M M e x &1 0,21
17 chrlZ:121,251,312-121,251 935 Y M M e X x 63 0,32
18 chrlZ:112,149,603-112,150,203 ¥ i M G x 51 0,22
19 chrl1:942,501-943,150 M ¥ M G X 51 0,32
20 chrll74.733.555-74.734,271 M ¥ M e ¥ 59 0,19
21 chrl1:34,278,380-34,278,950 M [ M e ® 41 0,36
22 chrll:118.491,331-118.492,322 M M M el X % % 58 0,51
23 chrB:859,429-590,097 ¥ (¥ M G X 57 0,57
24 chrd:102.749.013-102.749.723 M Y M e e X 54 0,22

12/24 12/24 14/24 7/24 19/24 11/24 14/24 23/24 17/24

50% 50% 58% 29% 7% 487 58% 2% %

Tabla 5. Andlisis de las regiones no metiladas no clasificadas como islas CpG. Se muestran, para cada una de las 24 regiones analizadas, los datos de
metilacion (NM: no metilado; M: metilado; PM: parcialmente metilado) para tres tipos celulares: hESC, fibroblastos derivados de hESC (hESC-FIBRO) y
fibroblastos de neonato (FIBRO). Ademds se indica la localizacién de estas regiones en relacion con los genes (P: promotor; I: regién intergénica; G:
regién intragénica) y la presencia (X) de sitios de inicio de la transcripcion (FANTOM, DBTSS en tejidos somdticos y DBTSS en tejidos fetales) en cada

regién. Se han sombreado aquellas regiones en las que los pardmetros analizados estdn mds préximos a los de las islas CpG.
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Figura 38. Detalle de los metilomas de hESC, fibroblastos derivados de hESC (hESC-
Fibro) y fibroblastos de neonato (Fibro) para una regién detectada como desprovista
de metilacion en sangre y esperma por MeDIP-CHIP. A. Mapa de la regién niUmero 1
de la tabla 5, sefalada con una linea negra, en el que se representa la posicion de los
dinucledétidos CpG (lineas verticales). B. Patron de metilacion de esta regién en las dos
cadenas del DNA (cadena lider: Fwd y cadena rezagada: Rev) para los distintos tipos
celulares analizados. La escala del eje Y indica el porcentaje de metilacion que se

representa como una linea vertical para cada uno de los dinucledtidos CpG.
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Mediante esta andlisis pudimos comprobar que, a pesar de que los tipos celulares son

diferentes de los utilizados en nuestro experimento de MeDIP-CHIP, mds del 50% de las regiones
que identificamos por MeDIP-CHIP se detectaban como no metiladas en alguno de los tfres

metilomas considerados (Tabla 5).

A continuacién nos preguntamos si en estas regiones, al igual que las islas CpG, se
iniciaba la transcripcion. Para comprobar si las regiones seleccionadas contenian promotores
de genes anotados utilizamos el navegador UCSC Browser, que integra los datos del Gen Bank
(Benson et al., 2008). Aproximadamente un 30% de las regiones analizadas correspondian a
promotores anotados de genes, mientras que el resto correspondia a regiones intergénicas
(12,5%) e intfragénicas (57,5%) (Tabla 5). Seguidamente, recurrimos a dos bases de datos, DBTSS
(Suzuki et al., 2002) y FANTOM (Kawaiji et al., 2009), en las que se describen sitios de inicio de la
transcripcién localizados utilizando diferentes aproximaciones (Ver materiales y métodos) (Fig.
39). Como puede observarse en la tabla 5, veintitrés de las veinticuatro regiones presentaban

sitios de inicio de la transcripcion en alguna de las dos bases de datos consultadas.
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Figura 39. Mapa de sitios de inicio de la transcripcion (TSS) en una de las regiones desprovistas de metilacion en
sangre y esperma que no se clasifica como isla CpG. A. Mapa de la regidn 22 de la tabla 5 en el que se
representa la posicion de los dinucledtidos CpG. B. Mapa de TSSs de la regidn 22 segin FANTOM. Cada flecha
indica la presencia de un sitio de inicio de la transcripcién y la orientacion de la misma. El color varia entre rojo
intenso y negro en funcién de que el nivel de expresidn sea alto o bajo, respectivamente. C. Mapa de TSSs de la
region 22 segun DBTSS. Se sefialan los TSSs indicando en cada caso el nimero de clones detectado. Las lineas
horizontales enumeradas del 1 al 5 a la derecha de cada secuencia representan cada uno de los tejidos

analizados.

76



RESULTADOS

Finalmente, analizamos el contenido en G+C de las 24 regiones identificadas, asi como la

proporcién CpG O/E. Encontramos que mds del 90% de estas regiones poseia un contenido en
guanina y citosina superior al contenido promedio del genoma, del 40%. Ademds, en torno a un
70% de ellos presentaba un CpG O/E que se encuentra muy por encima del 0,2 que constituye

el promedio gendmico (Tabla 5).

En conjunto, estos datos sugerian que las regiones analizadas presentaban caracteristicas
que se encontraban mds préximas a las islas CpG que al resto del genoma de modo que, de
acuerdo con nuestro modelo, podria tratarse de islas que se estdn generando en el genoma

humano.

3.3 Identificacion y andlisis de una isla CpG en proceso de formacion en el

genoma de Mus musculus

El locus pseudoautosdémico de los cromosomas X e Y de mamiferos es una regién de
homologia a través de la cual ambos cromosomas se aparean y que, por tanto, estd sometido

a elevadas tasas de recombinacién meidtica, siendo una zona de gran inestabilidad.

El gen FXY, también denominado MID1, es un gen ligado al cromosoma X en humano que
codifica una proteina de 667 aminodcidos, MID1, muy conservada en mamiferos, a excepcion
de la especie de ratén Mus musculus (Perry & Ashworth, 1999). MID1 posee actividad ubiquitin-
ligasa y se ha demostrado que se asocia a los microtUbulos, contribuyendo a la estabilizacion
de los mismos (Schweiger et al., 1999; Aranda-Orgillés et al., 2008). Ademds su mutacién se ha
relacionado con el sindrome de Opitz, que se caracteriza por diversas malformaciones que en

la mayor parte de los casos van acompanadas de retraso mental (Quaderi et al., 1997).

En Mus musculus este gen sufrié una traslocacion por la que el extremo 3’ quedd situado
dentro del locus pseudoautosdmico mientras que la regidn 5' permanecié en la parte
especifica del cromosoma X (Perry & Ashworth, 1999). Esta traslocaciéon no ha tenido lugar en
otras especies de mamiferos como humano o rata ni tampoco en la especie de ratdén Mus
spretus (Fig. 40) que divergié de Mus musculus hace unos tres millones de afnos, lo que indica
que dicha fraslocacién tuvo lugar en un momento relativamente reciente en la evolucién. Se
trata, por tanto, de una regién sometida a gran inestabilidad en el genoma de Mus musculus
en la que ademds se ha detectad un incremento en el contenido en guanina y citosina con
respecto a su ortéloga en otros mamiferos (Perry & Ashworth, 1999; Montoya-Burgos et al., 2003).

Esto convierte a esta regidn en un buen modelo para el estudio de la hipdtesis que hemos

77



RESULTADOS

propuesto por la que la inestabilidad genética en el entorno de las islas seria la responsable del

incremento en la composicion de G+C que caracteriza a estas regiones.

Homo sapiens  Mus musculus  Mus spretus

—
FXY
Fxy

Figura 40. Posicion del gen Fxy en el cromosoma X de Homo sapiens,

REGION UNICA DEL
CROMOSOMA X

REGION PSEUDO-
AUTOSOMICA

Mus musculus y Mus spretus. Se muestra la localizacion del gen Fxy
en el cromosoma X de cada una de las fres especies. Se senala
ademds la posicidn de la regidon pseudoautosémica y la regidon
Unica del cromosoma X. Las elipses representan la posicion del

cenfrobmero en cada caso.

Mediante un andlisis detallado del gen Fxy en ratén (Mus musculus), humano y rata
pudimos comprobar cémo la regién 5' del gen, que se encuentra en todas las especies en la
region especifica del cromosoma X, mostraba valores, tanto en el contenido en guanina y
citosina como en la proporcién CpG O/E, que se situaban en torno al promedio gendmico. Sin
embargo, la region 3' del gen mostraba un notable incremento en estos pardmetros en el ratén

(Mus musculus) (Fig. 41) pero mantenia estos valores similares a la regidén 5" en humano y rata.
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Figura 41. Contenido en G+C y ratio CpG O/E del gen Fxy. Se representa el mapa del gen
Fxy para cada especie: Mus musculus (A), Homo sapiens (B) y Rattus norvegicus (C). En el
mapa correspondiente a M. musculus se sefala, ademds, el limite de la regién
pseudoautosdémica (PAB: Pseudoautosomal Boundary). La linea de puntos sefiala el valor

promedio del genoma para el porcentaje de G+C y para la relacién CpG O/E.

RESULTADOS

79



RESULTADOS

Ese incremento en el contenido en guanina y citosina en M. musculus se hizo patente al

realizar un alineamiento multiple entre las secuencias ortdlogas de varios mamiferos para los
exones 1y 9 del gen Fxy. Al analizar el exdn 1, situado en la regidn especifica del cromosoma X,
pudimos observar cémo el nimero de sustituciones detectadas en ofras especies con respecto

a la secuencia de M. musculus aumentaba proporcionalmente a la distancia evolutiva. Por

ejemplo, se observaba un ftotal de 40

o ) A/T| G/C G/C A/T
susfituciones en  humano, la especie SUSTITUCIONES ! ! ! !
flogenéticamente mdas alejada, mientras que Sie] Al SIS WA
solo habia 3 sustituciones en M. spretus, que EXON 1
pertenece al mismo género que M. musculus M- sPrefus— M. musculus ] ] ] 0
(Tabla 6). El exén 9, por su parte, mostraba un R novegicus> M. musculus 126 0 0
nUmero de sustituciones mucho mayor que el S-vulgaris— M. musculus 0 19 2 2
exdén 1 en Mus musculus con respecto al resto  H- sapiens— M. musculus 1720 0 3
de especies consideradas. En este caso, R norvegicus— H. sapiens 14 26 1 2
incluso se observaba una mayor | EXON 9
conservacion entre el humano vy la rata que M. spretus— M. musculus 59 0 2 0
entre las dos especies de ratén, a pesar de R. norvegicus— M. musculus 63 3 2 0
pertenecer al mismo género (Tabla 8).  svuigaris— M. musculus 59 6 4 0
Mediante este andlisis pudimos comprobar, K sgpiens— M. musculus 5] 7 7 0
ademds, que la inmensa mayoria de las g norvegicus— H. sapiens 9 23 9 9

sustituciones que tenian lugar en el exén 9 de

M. musculus iban en la direccidén A/T — C/G,

Tabla 6. Andlisis del patrén de sustituciones de los exones 1

es decir. se producio una ganancia en G+C y 9 del gen Fxy del ratén de laboratorio (Mus musculus)

con respecto a sus regiones ortdlogas en ratéon de campo

con respecto a la regién ortdloga de los otfros
P 9 9 (Mus spretus), rata (Rattus norvegicus), ardilla (Sciurus

mamiferos analizados (Tabla 4). Esto no

vulgaris) y humano (Homo sapiens). En el exén 9 se
aprecia un claro sesgo hacia el incremento en G+C
(Sustituciones de ftipo A/T — G/C,

M.musculus con respecto al resto de especies analizadas.

ocurria en el caso del exdn 1, donde las
sustituciones A/T— C/G y C/G — A/T tenian sombreadas) en

lugar en proporciones similares.

La elevada relacion de CpG O/E en el extremo 3' del gen Fxy en M. musculus con
respecto al promedio gendmico (Fig. 41A) indicaba que, o bien esta regidon escapa a la
metilacion gendmica o bien la frecuencia con la que se generan CpGs debido a la
inestabilidad en este locus es mayor a la frecuencia con la que se pierden por desaminacion
espontdnea debida a la metilaciéon. Otfra evidencia que sugeria que esta regidon podria
escapar a la metilacion era la presencia de multiples sitios de inicio de la transcripcidn, pese a

fratarse del extiremo 3’ del gen (Fig. 42A). Sin embargo, al analizar con el mismo criterio la
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regién ortdloga en humano se apreciaba que la iniciacion de la franscripcién era

prdcticamente indetectable (Fig. 42B).

, 4 4 4 4
A. 166425k, 168426k, 168427k, 168428k, 168429k,
BB1. Fanton3/Fantomnd TC tisgue based
} €& o ren » EY ) <
> »»
AB3, Transcripts REFSEQ
NM_t0797 - Gene:Midl
NM_183151 - Gene:Midi
+ + t t t t t t t
B 10382k 10351k 10380k 10379k, 10378k 10377k 10376k 10375k 10374k 10373k
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Figura 42. Mapa de sitios de inicio de transcripcién en la regién 3’ del gen Fxy en M. musculus (A) y H.sapiens (B).

Con el objetivo de determinar el estado de metilacidén de esta regidn en M. musculus
llevamos a cabo un andlisis de metilacion por bisulfito sédico. Para ello utilizamos DNA
procedente de 2 muestras de cola y de 5 muestras de células madre embrionarias de ratén
(células ES). Se analizé el DNA transformado por bisulfito mediante PCR con oligonucledtidos
especificos para una regidon de 435 pb, correspondiente al Ultimo exdn del gen Fxy, que
contiene 42 CpGs. A continuacidon se clonaron los productos de PCR en E.coli y se
secuenciaron varios clones procedentes de cada muestra de DNA. Como puede observarse
en la figura 43B, el DNA procedente de las colas de ratén presentaba un porcentaje de
metilacién préximo al 100%. Sin embargo, en el caso de las células ES pudimos observar que en
las 5 muestras independientes que analizamos detectdbamos clones con niveles variables de
metilacién, desde clones prdcticamente desprovistos de metilacién hasta clones totalmente
metilados (Fig. 43A). Al realizar un computo global de todas las secuencias de células ES
analizadas pudimos comprobar que el porcentaje de metilacion promedio de esta regidén era
del 58%. Un porcentaje similar se observd al analizar de forma independiente el porcentaje de

metilacion promedio para cada CpG (Fig. 43C).

Estos resultados sugieren que existe cierta proteccién frente a la metilacién de esta regién
en células indiferenciadas como las células ES, mientras que en células diferenciadas como las
gue forman parte de la cola de ratén el mecanismo responsable de esa proteccion no parece

estar operativo.
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Figura 43. Andlisis de metilacion del exén 9 del gen Fxy de ratén (M. musculus). A. Mapa de la regidon analizada por
bisulfito en el que se representa la posicion de los dinucledtidos CpG (lineas verticales). B. Patrén de metilacién de los
distintos clones analizados para cada una de las cinco muestras de DNA de células ES. Cada linea horizontal
corresponde a un clon. C. Patrén de metilacidon de los distintos clones analizados para las dos muestras de DNA
procedentes de cola de ratén. D. Porcentaje de metilacion promedio para cada uno de los 42 CpGs de la regidn

analizada en el total de clones analizados para DNA de células ES y DNA de colas de ratén.

Finalmente, quisimos conocer el estado de metilacion del extremo 3' del gen Fxy en otras
especies, humano y M. spretus, en las que no se hubiera producido su traslocacién al locus
pseudoautosdmico y, por tanto, no hubieran sufrido un incremento en el contenido en guanina
y citosina en esta regidon. Para ello recurrimos a los datos de los metilomas humanos para hESC,
fibroblastos derivados de hESC vy fibroblastos de neonato. Como puede observarse en la figura
44 en los tres casos la regidn correspondiente al exén 9 del gen FXY se encuentra densamente
metilada, como cabia esperar dado que en humanos la regién 3’ del gen FXY presenta valores

de contenido en G+C y CpG O/E similares a los del promedio genémico (Fig. 41B).
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Figura 44. Detalle de los metilomas de hESC, fibroblastos derivados de hESC (hESC-Fibro) y
fibroblastos de neonato (Fibro) para el exén 9 del gen FXY humano. A. Mapa de la regidén del
exén 9 del gen FXY humano en el que se representa la posicion de los dinucledtidos CpG
(lineas verticales). B. Patron de metilaciéon de esta regidn en las dos cadenas del DNA
(cadena lider: Fwd y cadena rezagada: Rev) para los distintos tipos celulares analizados. La
escala del eje Y indica el porcentaje de metilacidén que se representa como una linea vertical

para cada uno de los dinucledtidos CpG.
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Por ofra parte, se llevd a cabo el andlisis de metilacidon por bisulfito sédico del extremo 3’

del gen Fxy de Mus spretus sobre dos muestras de DNA de cola. Se analizdé el DNA transformado
por bisulfito mediante PCR con oligonucledtidos especificos para una regién de 305 pb,
correspondiente al Ultimo exdn del gen Fxy, que contiene 8 CpGs. A continuacién se secuencid
el producto de PCR y pudimos comprobar que todos los CpGs de la regidn analizada se
enconfraban metilados (datos no mostrados).

En conjunto, estos datos indican una correlacidon entre el incremento en el contenido en
guanina y citosina como consecuencia de la inestabilidad generada en el extremo 3’ del gen
Fxy en el genoma de M. musculus vy la proteccién de esta regién frente a la metilacién, al
menos en células ES. Esta proteccidon no tiene lugar en otfras especies en las que no ha tenido
lugar este cambio en la composicién de bases. No obstante, también se pone de manifiesto
que la riqueza en guanina y citosina no es suficiente para proteger a una regién frente a la
metilaciéon en tejidos diferenciados, puesto que la misma regidén que escapa parcialmente a la
metilacion en células ES se encuentra densamente metilada en el DNA de cola. La metilacién
somdtica de esta regidn, sin embargo, no tendrd consecuencias en su composicion de bases a
nivel evolutivo, puesto que las mutaciones que pudieran producirse en tejidos somdaticos por

desaminacién de citosinas metiladas no pasardn a la siguiente generacion.
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DISCUSION

1. PAPEL DE LA REPLICACION DEL DNA EN LA PROTECCION FRENTE A
LA METILACION DE LAS ISLAS CpG

Cuando se inicié este trabajo existian varias evidencias en la literatura que sugerian que
la replicacién se iniciaba frecuentemente en regiones que contenian islas CpG (Delgado et al.,
1998; Keller et al., 2002; Ladenburger et al., 2002). Esta alta colocalizacién entre islas CpG y ORIs
se ha puesto de manifiesto posteriormente en varios mapeos de ORIs realizados mediante la
combinacidn del andlisis de intermediarios de replicacidon en cadenas nacientes de DNA con la
hibridacion de microarrays (Cadoret et al., 2008; Sequeira-Mendes et al., 2009). En estos trabajos
se ha observado que entre un 40 y un 50% de los ORIs descritos colocalizan con islas CpG, un
porcentaje muy superior al que se esperaria por azar, teniendo en cuenta que, en su conjunto,

las islas CpG representan apenas un 1% del genoma.

La elevada conservacion filogenética detectada en los ORIs CDKN2B y LMNB2 humanos
(Fig. 6 y 7 Pag. 34 y 35) nos llevd a preguntarnos si ésta seria una caracteristica habitual de los
ORIs de mamiferos, o al menos de los ORIs asociados a islas CpG. Por ello, analizamos el grado
de conservacion filogenética en otras siete regiones asociados a islas CpG en las que se habia
mapeado el inicio de la replicacidn. El resultado de este andilisis mostrd que en seis de las nueve
regiones analizadas, incluyendo los ORIs CDKN2B y LMNB2, se detectaba un alto grado de
conservacion en mamiferos a pesar de tratarse de regiones no codificantes (Fig. 8 Pag. 37 y Fig.
$1 A-F P&g. 145-150). Este resultado nos hizo preguntarnos si seriamos capaces de detectar ORIs
en el genoma mediante la bUsqueda de regiones conservadas no codificantes asociadas a
islas CpG. Para tratar de responder a esta cuestidn analizamos 21 Mb del genoma en
buUsqueda de regiones conservadas no codificantes en el extremo 5’ de islas CpG. Mediante
este andlisis pudimos comprobar que mds del 40% de las islas analizadas muestran una regién
conservada en su extremo 5' (Fig. 9 Pag. 38). A continuacién intentamos determinar si tres de
estas regiones, seleccionadas al azar, unian la maquinaria de inicio de replicacion. Para ello
llevamos a cabo la inmunoprecipitacién de cromatina con anticuerpos dirigidos contra ORC2 y
CDCé6, dos proteinas que forman parte de los complejos pre-replicativos. Los resultados
obtenidos indicaban que, al menos en dos de las tfres islas analizadas, la regién conservada no
coincidia con la zona que presenta una mayor unidon de ORC2 y CDCé (Fig.15 PAg. 45 y 46). No
obstante, la baja eficiencia obtenida en la inmunoprecipitacion de cromatina no nos permite
asegurar que estos resultados sean significativos. Por ello, basdndonos Unicamente en estos
datos, no podemos afirmar ni descartar que la conservacion filogenética en el entorno de las

islas CpG pueda servir como indicador de la presencia de un ORI.
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Por otra parte, varias evidencias recopiladas de la literatura asi como observaciones

realizadas en nuestro laboratorio sugerian una posible implicacion del inicio de la replicacién
en la proteccién de las islas CpG frente a la metilacion. Pese a que el niUmero de ORIs que se
habian descrito cuando se inicid este trabajo era escaso, existian varios indicios en la literatura
que sugerian que la replicacién se iniciaba frecuentemente en regiones que contenian islas
CpG (Delgado et al., 1998; Keller et al., 2002; Ladenburger et al., 2002). Ademds parecia existir
cierta tendencia a que los ORIs que colocalizaban con islas se situaran en el extremo 5' de las
mismas (Giacca et al., 1994; Taira et al., 1994; Keller et al., 2002; Ladenburger et al., 2002; Ghosh
et al., 2006; Gonzalez et al., 2006). Asimismo, se ha demostrado que algunas subunidades de
ORC permanecen unidas a los ORIs durante todo el ciclo celular (Kreitz et al., 2001;
Abdurashidova et al., 2003). Esto, unido a la observacién de que las islas CpG son mds proclives
a metfilarse por su extremo 3' (Ghazi et al., 1992; Rideout et al., 1994)(Cuadrado, Delgado &
Antequeraq, sin publicar), nos llevd a plantearnos la posibilidad de que la unién preferente de
ORC en el extremo 5' de las islas CpG podria contribuir a la proteccién de estas frente a la
metilacion. Esta hipdtesis se vio reforzada tras analizar el estado de metilacién de las islas CpG
asociadas a los ORIs CDKN2B y LMNB2 y comprobar que el limite de metilacién de estas islas en
5' coincidia exactamente con la regidon en la que se habia descrito la union de ORC. Estos
datos sugerian que ORC podia estar actuando como una barrera frente a la metilacién en el

extremo 5' de las islas CpG.

A continuacién quisimos saber si las regiones que habiamos seleccionado como ORIs
potenciales en base a su conservacién filogenética (Apartado 1.2 de Resultados) también
establecian el limite de metilacién de las islas CpG asociadas. Para ello seleccionamos al azar
cinco de estas regiones y llevamos a cabo su andlisis de metilacion por bisulfito sédico. Como
se observa en la figura 13, en todos los casos la regidon conservada marcaba el limite de
metilacion en el extremo 5' de las islas. Al contrastar estos resulfados con los datos de unidn de
ORC2 y CDC6 obtenidos por ChIP para fres de estas regiones, pudimos comprobar que, dl
menos en dos de ellas, la regidn conservada no coincidia con la de mayor enriquecimiento
para estas proteinas (Fig. 15 P&g. 45 y 46), en contra de lo que ocurria para los ORIs CDKN2B y
LMNB2. En una de estas regiones se comprobé mediante el andlisis de intermediarios de
replicacién en cadenas nacientes de DNA que el inicio de la replicacion coincidia con la
region en la que se detectaba el méximo enriquecimiento para ORC2 y CDCé por ChlP (Fig. 17
P&g. 48).

Varios tfrabajos publicados con posterioridad a nuestro andlisis ratificaron que es
frecuente detectar un alto grado de conservacién filogenética en la secuencia de las regiones

en las que se ha descrito el inicio de la replicacion en humanos. El mapeo de ORIs a lo largo
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del 1% del genoma permitié a Cadoret et al. (2008) y a Karnani et al. (2010) la identificacion de

283 y 150 nuevos ORIs en el genoma humano, respectivamente. Un 70% de los ORIs
identificados por Cadoret et al. (2008) y mds del 50% de los que mapean Karnani et al. (2010)
incluyen regiones evolutivamente conservadas identificadas en el genoma de mamiferos por el
proyecto ENCODE (Margulies et al., 2007). Esta conservacion filogenética es mayor en los ORIs
asociados a sitios de inicio de la transcripcidn, sobre todo aquellos que coinciden con islas
CpG. Pero incluso en los ORIs no asociados a TSSs la conservacion que se observa es mayor de
la que cabria esperar al azar (Necsulea et al., 2009). El hecho de que la secuencia de las
regiones que funcionan como ORIs en humano se encuentre frecuentemente conservada en
otros mamiferos sugiere que podria existir también una conservacién funcional, es decir, que la
localizacion de los ORIs en mamiferos podria estar conservada, al menos parcialmente, y por
tanto también podria estarlo el mecanismo mediante el cual se especifican los sitios en los que
se inicia la replicacion. De acuerdo con esta hipdtesis se ha observado que el patrén temporal
de iniciacion de la replicacion estd bastante conservado en regiones sinténicas entre humano

y ratén (Farkash-Amar et al., 2008; Ryba et al., 2010).

La ausencia de una secuencia consenso entre los ORIs caracterizados hasta la fecha,
unida al hecho de que ORC no muestra especificidad de secuencia (Vashee et al., 2003;
Schaarschmidt et al., 2004) indican que la frecuente conservacion filogenética observada en
los ORIs no parece deberse a que existan requerimientos especificos de secuencia para la
union de ORC. Sin embargo, esta conservaciéon podria ser indicativa de la unién especifica de
otfras proteinas que tal vez contribuirian al reclutamiento indirecto de ORC a estas regiones del

genoma.

Seria interesante determinar qué proteinas se unen a estas regiones conservadas de cara
a arrojar algo de luz sobre el modo en que se especifican los ORIs en el genoma de mamiferos.
Cadoret et al. (2008) han observado que existe un enriquecimiento en sitios de unién para los
factores de transcripciéon C-Jun y C-Fos en los 283 ORIs que describen en su estudio (Cadoret et
al., 2008). Ademds, existen evidencias de la interaccion entre factores de transcripcion y ORC
en distintos organismos (Bosco et al., 2001; Beall et al., 2002; Minami et al., 2006). Por ofra parte,
la asociacién preferente de los ORIs con sitios de inicio de la transcripcidon y una estructura
accesible de la cromatina (enriuecida en marcas activadoras de histonas y sitios de
hipersensibilidad a nucleasas) sugiere que la especificacion de las regiones en las que se inicia
la replicacion en mamiferos estd muy influenciada por el inicio de la transcripcidén y la
estructura de la cromatina asociada a esta, de modo que ORC podria aprovechar estos

entornos abiertos y accesibles que se generan en los promotores para unirse al DNA e iniciar la
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replicaciéon (Audit et al., 2009; Necsulea et al., 2009; Sequeira-Mendes et al., 2009; Karnani et al.,
2010).

Tomados en conjunto, nuestros datos indican que, pese a las observaciones realizadas en
los ORIs CDKN2B y LMNB2 la unién de ORC en el extremo de las islas CpG no parece ser el
principal mecanismo responsable de la proteccion frente a la metilacion de las mismas. Por
otra parte, si el inicio de la replicaciéon tuviera un papel relevante en la proteccion frente a la
metilacion todos los ORIs deberian encontrarse desprovistos de metilacion, no sélo en aquellos
asociados a islas CpG. Seria interesante caracterizar el estado de metilacidén de todos los ORIs
descritos haciendo uso de los metilomas de los que se dispone actualmente (Lister et al., 2009;
Laurent et al., 2010), para tratar de esclarecer cudl es la contribucion real del inicio de la
replicacién a la proteccién de las islas CpG frente a la metilacidon. No obstante, se ha
observado que en las islas CpG situadas en el cromosoma X inactivo en hembras de ratén, que
se encuenfran metiladas y transcripcionalmente inactivas, el inicio de la replicacién es
comparable al del cromosoma X activo (Cohen et al., 2003), salvo porque se produce un poco
mads tarde durante la fase S (Gomez & Brockdorff, 2004). Esta evidencia indica que la metilacion
no previene la unidén de ORC o la actividad de los ORIs, y apunta a que el inicio de la
replicacién probablemente no es el principal mecanismo responsable del estado no metilado

de las islas CpG.
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2. CONTRIBUCION DE LA TRANSCRIPCION AL MANTENIMIENTO DE LAS
ISLAS CpG EN ESTADO NO METILADO

2.1 Metilacion diferencial de las islas CpG y regulacion de la expresion génica

La metilacion de una isla CpG asociada a un promotor conlleva el silenciamiento del
mismo (Eckhardt et al., 2006; Weber et al., 2007). No obstante, la mayor parte de las islas CpG
permanecen libres de metilacion incluso en aquellos tejidos en los que el gen asociado no se
estd expresando (Weber et al., 2007; Rakyan et al., 2008; Suzuki & Bird, 2008). Esto sugiere que la
metilacién del DNA, aungue tiene una contribucién indiscutible en la represidon transcripcional,
no parece constituir el principal mecanismo para el silenciamiento génico en la célula. De
hecho, numerosas evidencias sefalan que la metilacién constituye un mecanismo de
silenciamiento estable de regiones previamente silenciadas por ofros medios (Wufz & Jaenisch,
2000; Feldman ef al., 2006).

El reciente desarrollo de técnicas de andlisis de metilacién a nivel gendmico ha puesto de
manifiesto que, ademds de las islas CpG localizadas en el cromosoma X inactivo de hembras y
las que se asocian a genes de imprinting, existe un porcentaje de islas CpG que se encuentran
metfiladas en cada tejido (Yamada et al., 2004; Weber ef al., 2005; Eckhardt et al., 2006; Weber
et al., 2007; llingworth et al., 2008; Rakyan et al., 2008; Rauch et al., 2009; Straussman ef al., 2009;
lllingworth et al., 2010; Maunakea et al., 2010). Un andlisis detallado del patrén de expresidn de
los genes asociados a estas islas ha puesto de manifiesto que entre ellos se encuentran
sobrerrepresentados genes implicados en el desarrollo (lllingworth et al., 2008), asi como genes
especificos de la linea germinal (Weber et al., 2007). Esto sugiere que, aungue existen otros
mecanismos primarios de silenciamiento génico, la metilacion del DNA constituye un
mecanismo muy eficiente para mantener el silenciamiento de genes cuya expresion aberrante

en un tejido inapropiado podria tener graves consecuencias.

En cualgquier caso, tanto si la metilacién ocurre como paso posterior a un silenciamiento
mediado por ofros mecanismos como si se produce de forma dirigida sobre determinados
promotores de tejidos concretos, el modo por el que la célula distingue entre las islas que han
de metilarse y las que no sigue siendo un misterio. El andlisis de la secuencia de las islas CpG
gue se encuentran metiladas con respecto a las que se encuentran desprovistas de metilacion
de manera constitutiva no ha revelado ninguna diferencia significativa en términos de
contenido en G+C y CpG O/E (llingworth et al., 2008; Rakyan et al., 2008; Straussman et al.,

2009). Straussman et al. (2009) proponen que la ausencia de metilacién se produce por el
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reconocimiento motivos especificos en la secuencia del DNA. Sin embargo, esto no explica por

qué hay islas que se metilan en unos tejidos pero no en otros.

2.2 Contribucion de la transcripcion activa a la protecciéon de las islas CpG

frente a la metilacion

Como se recoge en el apartado 2.4 de la infroduccién (PAg. 22), la hipdtesis mdas
aceptada en la actuadlidad acerca de la proteccidon de las islas CpG frente a la metilacion
apunta a que se produce por inhibicidn directa o indirecta de la unidn de las DNMTs mediada
por la maquinaria de inicio de la transcripcion y por la estructura de la cromatina en las islas
(Fig. 5C P&g. 24). El hecho de que la mayor parte de las islas CpG permanezcan libres de
metilacion incluso en aquellos tejidos en los que el gen asociado no se estd expresando sugiere
que el mecanismo que protege a estas regiones frente a la metiacién actia
independientemente de la actividad franscripcional. No obstante, se ha observado que las islas
CpG asociadas a genes de expresion especifica de tejido tienden a metilarse en lineas
celulares en cultivo, mientras que no ocurre o mismo con islas asociadas a genes de expresiéon
constitutiva (Antequera et al., 1990). Esto indica que, pese a la mayor parte de las islas CpG se
encuentran desprovistas de metilacién, la ausencia de franscripcidon activa en las islas
asociadas a genes especificos de tejido parece hacer a estas islas mds susceptibles a la
metilacién, sugiriendo que la transcripcion activa podria contribuir a que las islas se mantengan

libres de metilacion.

Por otra parte, experimentos de RNA-Seg han permitido observar la generacién de
franscritos bidireccionales de pequeno tamano en el TSS de muchos de los promotores de
humano vy ratdén, especialmente en aquellos promotores asociados a islas CpG (Core et al.,

2008; Seila et al., 2008; Taft et al., 2009). La generacién de estos RNAs no muestra correlaciéon

mESC TSSa-RNAs con el nivel de expresion de los
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Figura 45. Distribucién de RNAs pequefios asociados al TSS (TSSa-RNAs)

en células ES de ratén. Extraido de Seila et al. (2008) en los que se defecta este

fendmeno estd enriquecido en
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H3K4me3 y mdas del 50% presenta enriguecimiento en RNA Pol Il (Seila et al., 2008), ambas

marcas caracteristicas de las islas CpG no metiladas. Todo esto sugiere que, en contra de lo
que se creia, el inicio de la transcripcidn en los promotores de las islas CpG podria contribuir
activamente a que estas se mantengan libres de metilacién, aunque esta transcripcion no

genere RNAs mensajeros.

Para comprobar si esta mayor susceptibiidad a la metilacién en ausencia de
franscripcién activa era detectable no sélo en lineas celulares sino en muestras de tejido del
organismo, analizamos el patrén de metilacion de tres islas CpG asociadas a genes de
expresion especifica de tejido (MYODI, MT3 y HBAI1) en DNA de sangre humana, donde
ninguno de los tres genes seleccionados se expresa. Como control, analizamos el patrén de

metilacién de dos islas CpG asociadas a genes de expresion constitutiva (TOP1 y TIMM13).

El andlisis de estas islas mediante MeDIP sobre DNA de sangre y PCR con oligonucledtidos
especificos sobre el inmunoprecipitado reveld que las islas asociadas a genes de expresion
especifica de tejido mostraban un enriguecimiento de en torno a diez veces con respecto al
control negativo, mientras que las islas asociadas a genes de expresidn constitutiva no
mostraban enriquecimiento alguno (Fig. 20 — 22 PAg. 55 y 56). Este enriguecimiento no se
detectd cuando se realizd MeDIP sobre DNA de esperma, en el que todas las islas analizadas
mostraban una senal similar al control negativo (Fig. 23 Pdg. 57), lo que indicaba que los bajos
niveles de metilacion detectados en sangre eran significativos y no podian atribuirse a ruido de

fondo de la técnica o a un sesgo por una amplificacién mds eficiente de estas regiones.

Para determinar si estos niveles de metilacion podian vincularse a la ausencia de
transcripcién activa, realizamos MeDIP sobre DNA de la linea eritroide K562, en la que el gen
HBAT1 se expresa de forma activa y pudimos comprobar cémo el enriquecimiento detectado
en la isla asociada a este gen era equiparable al de la isla asociada a TIMM13 (Fig. 24 PAg. 58),
confirmando que no se detectaba metilacién cuando el gen se estaba expresando. Por ofra
parte, este experimento confirmod la tendencia de las islas asociadas a genes de expresidon
especifica de tejido a metilarse en lineas celulares, ya que tanto la islka de MYOD1 como la de

MT3 se encontraban totalmente metiladas en el DNA de K562.

Como se comenta en el apartado 2.4 de los resultados (Pdg. 59), el enriguecimiento
detectado mediante la técnica de MeDIP puede deberse a varios patrones de metilacién. Este
enriguecimiento podria deberse a que un bajo porcentaje de las células de la poblacién
tuvieran la regién analizada densamente metilada, pero también se detectaria si todas las

células de la poblacién tuvieran unos pocos CpGs metilados en la regidon analizada. Con la
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intencion de determinar cudl podria ser el patrén de metilacion de estas regiones analizamos

en mds detalle la isla CpG asociada al gen HBA1. Para ello, disefiamos una segunda pareja de
oligonucledétidos que cubria la otra mitad de la isla CpG. Los resultados de este andlisis
mostraron un mayor enriquecimiento en el extremo 3' de la isla (Fig. 25B Pdg. 60). Estos
resultados parecian indicar que la isla podria estarse metilando por el extremo 3', haciendo asi
gue se reduzca la ventana libre de metilacion. Seria interesante determinar si en esta isla CpG,
asi como en ofras islas asociadas a genes especificos de tejido, se produce la generaciéon de
franscritos de pequeno tamano en tejidos en los que el gen no se expresa de forma activa. De
ser asi nos indicaria que el inicio de la transcripcidon en esos promotores podria contribuir a
protegerlos frente a la metilacién, pero la ausencia de elongacién haria que la regién
protegida fuera de menor tamano, lo que podria explicar que las islas empezaran a metilarse
por su extremo 3', el mds alejado del TSS. Este resultado concuerda con la observacion de que
las islas CpG son mds proclives a metilarse por su extremo 3’ en lineas celulares (Rideout et al.,

1994) (Cuadrado, Delgado & Antequera, sin publicar).

Intentamos caracterizar a nivel gendmico este fendmeno por el que las islas CpG
asociadas a genes especificos de tejido son mds sensibles a la metilacion en ausencia de
transcripcién activa combinando la inmunoprecipitacién de DNA metilado con la hibridacion
de arrays de alta densidad (MeDIP-CHIP). Sin embargo, el andilisis de los datos obtenidos nos
permitié comprobar que la técnica de MeDIP-CHIP carece de la sensibilidad y resolucién
suficiente para estimar de forma fiable niveles bajos o intermedios de metilacién (Fig. 35 y 34
Pag. 69 y 70). No obstante, tal y como han puesto de manifiesto otros estudios en los que se
combina el MeDIP con la hibridacién de arrays de promotores (Rauch et al., 2009; Straussman
et al., 2009), esta técnica resulta muy Util para la deteccién a nivel gendmico de islas CpG
metiladas (Fig. 32 Pag 65).

Al observar el estado de metilacién de las islas analizadas en nuestro estudio en los
metilomas de lineas celulares de hESC, fibroblastos derivados de hESC vy fibroblastos de neonato
comprobamos que en los tres genes especificos de tejido se observa metilacion en las islas
CpG asociadas, mientras que las islas asociadas a los genes TIMMI13 y TOPI] se encuentran
totalmente desprovistas de metilacion (Fig. 46 y Fig. S3 PAg. 155-157). La metilacion que se
observa en las islas CpG asociadas a genes especificos de tejido se produce principalmente en

el extremo 3’ de las mismas, fal como sugieren nuestros datos.

La generacidén de metilomas sobre DNA de tejidos somdaticos mediante el andlisis de
metilaciéon por bisulfito sédico combinado con secuenciacion masiva nos permitird en un futuro

determinar si esta mayor susceptibilidad a la metilacidon en ausencia de expresion activa del
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gen asociado es extensible a todas las islas CpG asociadas a genes especificos de tejido.

Ademds, contrastando estos datos de metilacidén a nivel gendmico con la generacion de

franscritos de pequeno tamano detectada en experimentos de RNA-seq (Fig. 45) podremos ver

si existe una correlacion entre el tamano de la ventana libre de metilacién en estos genes y la

generaciéon de estos transcritos incompletos y con ello, determinar la contribucion del inicio de

la transcripcion a la proteccion de las islas CpG frente a la metilacion.
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Figura 46. Detalle de los metilomas de hESC, fibroblastos derivados de hESC (hESC-Fibro) y fibroblastos de neonato
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3. DINAMICA DE GENERACION DE LAS ISLAS CpG EN EL GENOMA DE
MAMIFEROS

La elevada colocalizacion de los promotores de los genes con las islas CpG apunta a que
existe una relacién funcional directa entre ambas caracteristicas. No obstante, las islas CpG no
constituyen elementos esenciales para la regulacion de la expresion génica. Prueba de ello es
que mds del 30% de los genes de mamiferos se transcriben sin necesidad de tener una isla en
su promotor. Ademds, la presencia de islas CpG en el promotor de los genes es una
caracteristica particular del genoma de vertebrados, especialmente en vertebrados de sangre
caliente como aves y mamiferos. Por ofra parte, las islas CpG son regiones altamente
degeneradas en cuanto a secuencia, que no comparten entre ellas ninguna secuencia
consenso, lo que es indicativo de que se trata de regiones dindmicas del genoma en las que la
presion selectiva es menor que en las regiones codificantes de los genes. Estas caracteristicas
de las islas en cuanto a su localizaciéon y variabilidad de secuencia, nos llevaron a plantearnos
la posibilidad de que las islas CpG hubieran surgido durante la evolucion de los vertebrados
como consecuencia de la inestabilidad asociada al inicio de la transcripcion. Esta inestabilidad
habria dejado una huella a modo de incremento en el contenido en G+C en los promotores de

los genes.

Las islas CpG constituyen regiones con una composicidén de bases y unas caracteristicas
estructurales y epigenéticas que las diferencian del resto del genoma. Estas propiedades
pudieron contribuir a facilitar el reclutamiento especifico de los complejos transcripcionales a
los promotores y, de este modo, haber supuesto una ventaja evolutiva importante a la hora de

regular la expresidn génica en genomas de gran tamano como son los de los vertebrados.
3.1 Inestabilidad genética en los promotores asociados a islas CpG

Las islas CpG constituyen promotores desde los que se inicia la transcripcién de los genes
de mamiferos. Mds del 70% de los genes humanos se encuentran asociados a una isla CpG, vy
este porcentaje podria ser muy superior, ya que estudios recientes han puesto de manifiesto
que incluso las denominadas islas huérfanas presentan en su mayor parte propiedades
caracteristicas de promotores funcionales (llingworth et al., 2010; Maunakea et al., 2010;
Medvedeva et al., 2010), lo que apunta a podria tratarse de promotores de genes que no se
han caracterizado, promotores alternativos de genes anotados o sitios de inicio de la
generaciéon de RNAs no codificantes. Los promotores asociados a islas CpG funcionan

frecuentemente como promotores bidireccionales (Trinklein et al., 2004) y es frecuente detectar
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en ellos la generacién de transcritos bidireccionales de pequeno tamano, tal y como se ha

indicado anteriormente (Fig. 45 PAg. 92).

Por otra parte, las islas CpG funcionan como ORIs desde los que se inicia la replicacion
bidireccional del DNA. Aproximadamente un 50% de los ORIs descritos en humano colocalizan
con islas CpG (Cadoret et al., 2008; Sequeira-Mendes et al., 2009) y se ha observado que los
ORIs asociados a islas CpG son los que presentan una mayor eficiencia de activacion
(Sequeira-Mendes et al., 2009). Un fendmeno similar al de la generacion de RNAs de pequeio
tamano se ha descrito en el caso de los ORIs, en los que se detecta la acumulacion de
infermediarios de replicacién de pequeho tamano que coinciden con el TSS del gen

adyacente durante la fase S del ciclo celular (Gdmez & Antequera, 2008).

Las islas CpG son, por tanto, regiones del genoma sujetas a una gran actividad, lo que
podria contribuir a que estas regiones estuvieran sometidas a una mayor inestabilidad,
favoreciendo una mayor frecuencia en la aparicion de danos en el DNA que deberian ser
reparados. Una tendencia en la reparacién de este dano hacia la intfroducciéon preferente de
G o C iria generando en estas regiones un incremento en el contenido en G+C de las mismas
que explicaria el sesgo en la composicién de bases que presentan las islas con respecto al resto

del genoma.

De acuerdo con esta hipdtesis, se ha observado que existe una correlaciéon positiva entre
las tasas de sustitucion y el nivel de expresidn de los genes en la linea germinal (Mugal et al.,
2010). Ademds, los promotores con islas CpG presentan unas tasas de sustitucidn superiores a
las detectadas para los promotores no asociados con islas, es decir, evolucionan mds
rdpidamente (Carninci et al., 2006). En relacién con esto, se ha observado que genes que se
expresan en la linea germinal o en el embrién poseen una isla CpG asociada a su promotor
(Yoshikawa & Aizawa, 1988; Gardiner-Garden & Frommer, 1994; Daniels et al., 1995; Daniels et
al., 1997; Ponger et al., 2001). Este es el caso del gen de la a-globina, que se expresa en fases
tempranas del desarrollo embrionario y posee una isla CpG en su promotor, mientras que otros
genes, como el de la p-globina, carecen de isla CpG y no se expresan en el embridon ni en la
linea germinal (Daniels et al., 1997). Seria interesante establecer si existe también una
correlaciéon entre los ORIs funcionales en linea germinal y la presencia de islas CpG para
determinar cémo afecta el inicio de la replicacidon en estas regiones a la inestabilidad de las

mismas.
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3.2 Incremento en el contenido en G+C en las regiones inestables del genoma

La hipdtesis que hemos propuesto, por la que la inestabilidad genética en el entorno de
las islas seria la responsable de su elevado contenido en guanina vy citosina, predice que otras
regiones del genoma sometidas a inestabilidad genética deberian presentar también un
enriguecimiento en G+C y que deberia existir una correlacién entre el tamano de la region

inestable y la zona enriquecida en G+C.

Junto con el inicio de la transcripcion vy la replicacién, otro de los procesos que genera
inestabilidad en el genoma es la recombinacidén. La hipdtesis de la conversidon génica sesgada
(BGC: Biased Gene Conversion) argumenta que las regiones sometidas a conversion génica
sufren un sesgo en la reparacion de los heterodUplex generados por la recombinacion entre
alelos heterocigdticos, que da lugar a la fijacion preferente de alelos ricos en G+C (Galtier et
al., 2001). Esta hipotesis tfrata de explicar el elevado contenido en G+C de las isocoras, que son
regiones del genoma cuyo tamano llega a alcanzar las 300Kb, caracterizadas por un
contenido en G+C superior al promedio gendmico que se correlaciona positivamente con una
mayor densidad de genes. De acuerdo con esta idea, numerosos estudios han detectado la
existencia de una correlacion positiva entre el contenido en G+C vy las tasas de recombinacion
(Fullerton et al., 2001; Meunier & Duret, 2004; Pollard et al., 2006; Spencer et al., 2006; Dreszer ef
al., 2007; Duret & Arndt, 2008; Berglund et al., 2009). Existe un amplio rango de tamanos de
regiones sometidas a conversidn génica que muestran un enriquecimiento en G+C, como el
caso de los genes de la a-globina donde la regidon que sufre conversion génica ocupa 1 Kb
(Fig. 47A) (Michelson & Orkin, 1983), o el caso de los genes de RNA ribosémico (Brock & Bird,
1997), donde el incremento en G+C se prolonga a lo largo de las 13,3 Kb de cada unidad

franscripcional (Fig. 47B).
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Figura 47. Contenido en G+C en regiones sometidas a conversiéon génica. A. Islas CpG
asociada al promotor de los genes HBA2 y HBAI. Se representa con una linea negra la

regidon sometida a conversion génica.
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Figura 47. B. Genes del RNA ribosomal (188, 5.8S y 28S). Se muestran tres repeticiones de
la unidad transcripcional.
Otras regiones sometidas a conversion génica en las que se detecta un incremento en el
contenido en G+C son las asociadas a los genes de choque térmico (Hsp70) (Kudla et al.,
2004), los genes del complejo de histocompatibilidad de clase Il (Hogstrand & Bohme, 1999) y

los clusters de genes de protocaderinas (Wu et al., 2001).

La asociacion entre las regiones ricas en G+C con procesos generadores de inestabilidad
sugiere que el sesgo en la composicidn de bases de estas regiones es intfroducido por una o
varias polimerasas implicadas en reparacién. Entre todas las polimerasas implicadas en
reparacion en mamiferos hay una en particular que ha llamado nuestra atencion. Se frata de
pol A, una polimerasa de la familia Pol X. Esta familia de proteinas participa en la reparacién de
roturas de doble cadena por el mecanismo de unidn de extremos no homologos (NHEJ), asi
como la eliminacion de bases danadas en el DNA mediante reparacion por escisiéon de base
(BER). Pol A ha sido implicada, al menos in vitro, en ambos procesos de reparacién (NHEJ: (Fiala
et al., 2004),(Nick McElhinny et al., 2005),(Picher ef al., 2006),(Lee et al., 2004); BER: (Fiala et al.,
2004), (Garcia-Diaz et al., 2002)). Ademds esta polimerasa carece de actividad exonucleasa
3'—=5" (proofreading) (Garcia-Diaz et al., 2002) lo que la hace mds proclive a cometer errores
qgue otfras DNA polimerasas. Ensayos in vitro han mostrado que la frecuencia con la que pol A
genera mutantes es seis veces mayor que la de pol B (Bebenek et al., 2003), ofra polimerasa
gue también pertenece a la familia X y que es la principal responsable de la reparacién por
BER. Estas evidencias, aunque se derivan de ensayos in vitro, muestran una tendencia de la pol
A a introducir errores a favor de C o G con mayor frecuencia que a favor de A o T (Garcia-Diaz
et al., 2002; Bebenek et al., 2003; Fiala et al., 2004; Maga et al., 2006; Picher et al., 2006) lo cual
es consistente con la posibilidad de que podria ser esta polimerasa la que, al reparar danos
producidos en el DNA, intfroduciria el sesgo en la composicidén de bases que ha dado lugar a la
formacion de las islas CpG. Otro dato interesante acerca de esta familia de polimerasas es que

estd ausente en organismos como Drosophila melanogaster o Caenorhabditis elegans
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(Uchiyama et al., 2009), que carecen de islas CpG y en los que prdcticamente no existe

metilaciéon del DNA (Simpson et al., 1986; Tweedie et al., 1997; Lyko et al., 2000). Finalmente, se
ha visto que la pol A se sobreexpresa en testiculo de ratén (Garcia-Diaz et al., 2000) asi como en
testiculo y ovario humanos (Nagasawa et al., 2000), detectdndose un nivel basal en el resto de
tejidos analizados. Esto tiene una gran importancia, puesto que para que el sesgo introducido
en la secuencia de nucledtidos se acumule de forma hereditaria es requisito indispensable que

tenga lugar en la linea germinal.

Existen diversas evidencias adicionales en la literatura de sesgos en la reparacién del DNA
hacia la introduccion preferente de G o C en lugar de A o T (Brown & lJiricny, 1987; Bill et al.,
1998). Por ejemplo, al analizar el patron de sustituciones en humanos con respecto a otros
primates de aquellas regiones que han sufrido una evolucidén mds acelerada con respecto al
resto del genoma (HARs: Human Accelerated Regions) se observa que existe una tendencia a
la sustitucion de bases débiles, Ay T, por bases fuertes, G y C (Pollard et al., 2006; Berglund et al.,
2009; Katzman et al., 2010) que también se ha observado en las islas CpG (Polak & Arndt, 2009;
Polak et al., 2010). Esta predisposicion también se detecta cuando se analiza la fijacion de
sustituciones en poblaciones humanas mediante el estudio de polimorfismos (Webster & Smith,
2004; Katzman et al., 2010).

Por otfra parte, varios andlisis han puesto de manifiesto que la composicion de bases en
torno al TSS en mamiferos es significativamente diferente de la composicidén de las regiones
intergénicas y codificantes (Aerts et al., 2004; Saxonov et al., 2006). Se ha observado que tanto
en humano como en ratén se produce un notable incremento en el contenido en G+C en
forno al TSS. Este incremento es considerablemente mayor en los genes asociados a islas CpG,
aungue también se observa una ligera diferencia en la composicion del TSS en aguellos genes
qgue no poseen una isla CpG en su promotor (Fig. 48). Esta colocalizacién entre el 1TSS vy el
enriguecimiento en el contenido en G+C apunta nuevamente a la inestabilidad asociada al

inicio de la transcripcidén como responsable de este sesgo en la composicidon de bases.

Otro ejemplo que ilustra la implicacion de la inestabilidad genética en el incremento en
G+C, es el caso del extremo 3' del gen Fxy tal y como se describié en el apartado 3.3 de
resultados (Pag. 77). Esta regidn, tras ser incluida en el locus pseudoautosémico como
consecuencia de una fraslocacidn y debido, probablemente, a la elevada tasa de
recombinacién que fiene lugar en esta zona del cromosoma X, ha visto como se ha
incrementado notablemente su contenido en G+C con respecto a la regién ortdloga en otros

organismos en los que dicha traslocacién no ha tenido lugar (Fig. 41 Pdag. 79). Ademds, al
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analizar el patrén de sustituciones se observa una clara tendencia a la sustitucion de Ay T por C
y G (Tabla é P&g.85).
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Figura 48. Andlisis de la composicién de bases en torno al TSS de los genes humanos. Se representa la

frecuencia promedio para cada nucledtido en 750 genes con isla CpG y 750 genes sin isla CpG,

alineados con respecto al TSS. (Adaptado de Aerts et al. 2004)

3.3 Dindmica de generacion de las islas CpG en el genoma de mamiferos y

mantenimiento del estado no metilado

Las evidencias recogidas en los apartados anteriores sustentan nuestra hipdtesis de que el
sesgo en la composicién de bases que se detecta en las islas CpG, puede haberse generado
como consecuencia de la inestabilidad que se produce en estas regiones, unida a un sesgo en
la reparacién del DNA hacia la infroduccién preferente de G y C. Esta hipdtesis predice que,
asumiendo que los mecanismos responsables de este incremento sigan actuando en la
actualidad, deberiamos ser capaces de encontrar en el genoma islas CpG en distintos estados

de formacion.

De acuerdo con esta prediccidén, la regidn que mds rdpidamente ha evolucionado en
humanos con respecto a otros primates (HART) se encuentra localizada en una isla CpG. La
regidn ortdloga en ratdén carece de isla CpG y tampoco muestra un contenido elevado en
G+C, lo que apunta a que se frata de una isla que se ha generado con posterioridad a que los

lingjes de humano y mamifero divergieran en la evolucion (Fig. 49).

Por otra parte, el andlisis de las regiones no metiladas detectadas mediante experimentos
de MeDIP- CHIP nos ha permitido encontrar regiones que, a pesar de no reunir los requisitos de
secuencia necesarios para clasificarse como islas CpG poseen propiedades que se encuentran
mds proximas a las de las islas que al promedio gendmico (Tabla 5 PAg. 74), lo que sugiere que

podria tratarse de islas que se estdn generando en el genoma humano.
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Figura 49. HAR1 (Human Accelerated Region 1). A. Mapa de la regidon en humano. Se representa con una linea
negra la posicion de la regidn HAR1 B. Mapa de la regién en ratén. C. Contenido en G+C en humano y ratén. D.

Relacién de CpG O/E en humano y ratén.

El caso del gen Fxy en el locus pseudoautosémico en el genoma de M. musculus también
podria incluirse como ejemplo de una regién que estd adquiriendo propiedades de isla CpG.
En esta regidon no sdélo se produce un enriguecimiento en G+C, sino que también se observa
que, al menos en células ES esta regidn se encuentra parcialmente protegida de la metilacién,
lo cual concuerda con su elevado contenido en CpGs (Fig. 41B PAg. 79) y con la presencia de
multiples sitios de inicio de la transcripcion a pesar de tratarse del extremo 3’ del gen (Fig. 42
Pd&g. 81).

La inestabilidad genética vy la reparaciéon sesgada del daino en DNA pueden explicar la
rigueza en G+C de las islas CpG, tal como indican las evidencias recogidas en el apartado
anterior, pero no explica la elevada densidad de CpGs que presentan estas regiones con
respecto al resto del genoma. Esta riqueza en CpGs se debe, probablemente, al hecho de que
las islas CpG estdn libres de metilacion y, por tanto, no estdn sometidas a la supresidon de CpGs
gue se produce por la desaminacién espontdnea de las citosinas. Esto sugiere que el proceso
responsable de la generacion de las islas CpG deberia contribuir al mantenimiento del estado
no metilado de las mismas o, al menos, que la velocidad a la que se generan dinucledtidos
CpG en estas regiones como consecuencia del incremento global de G+C tendria que ser
superior a la velocidad a la que se pierden las citosinas metiladas por deaminacion

espontdnea. Una posible explicaciéon seria que estas regiones de inestabilidad comiencen a
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incrementar su contenido en G+C hasta alcanzar un determinado umbral por encima del cual

se produzca la exclusidén de la metilacion. Un elevado contenido en G+C podria facilitar la
unién de factores de transcripcidn como SP1 y el reclutamiento de proteinas como CFP1 o
KDM2A, que tienen afinidad por CpGs no metilados, y que contribuyeran al remodelamiento

de la cromatina y la exclusion de las DNMTs de estas regiones.

De acuerdo con esta idea, al analizar el estado de metilacidon de 275 millones de CpGs

en el genoma humano Edwards et al. (2010) observaron que el nivel de metilacién aumentaba

A. de forma lineal a medida que se
Unique Sequences 1 5 3 4
10 e 25 incrementaba la densidad de CpGs de
g 28.7% e% g . .
g osf 1 m,‘- las  secuencias analizadas  hasta
- Q .
2 0‘6_/\ - :::fo’g""'“- 18.8% alcanzar una densidad de CpGs de
o
(O]
2 i Exon T
e il " B Pk == T 0,025 (1CpG cada 40 nucledtidos) a
o 29.0% . ,
é . partir  de la cual descendia
0.2F 44.5% b
s - bruscamente, de modo que los niveles
- . P
0.01 0.1 il 1 z H
CpG Density CpG (Millions): 11.2 0.83 1.34 0.34 mas bajos se detectaban en los
promotores asociados a islas CpG
) 1 2 3 a
Repeated Sequences s%  (Edwards ef al., 2010) (Fig. 50A).
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Figura 50. Relacidn entre el nivel de metilacién y la densidad de

CpGs. A. Regiones de copia Unica. B. Regiones repetitivas. (Extraido

repetitivas se observd que éstas se
mantienen metiladas hasta densidades

de CpG muy elevadas (Fig. 50B).

de Edwards et al. 2010).

Esta misma conclusién se deduce de los datos de metilacion obtenidos para el exén 9 del
gen Fxy de ratdn (Fig. 43 PAg. 82), en los que se observa que existe cierta proteccion frente a la
metilacion en células ES, pero la misma regidon se encuentra densamente metilada en DNA
procedente de cola. Por lo tanto, la riqueza en G+C y la elevada densidad de CpGs parecen
constituir un requisito necesario pero no suficiente para determinar la ausencia de metilacion
de una regién, como sugiere la existencia de islas que se metilen de forma diferencial en
2004; Weber ef al., 2005; Eckhardt et al., 2006; Weber et
al., 2007; llingworth et al., 2008; Rakyan et al., 2008; Rauch et al., 2009; Straussman et al., 2009;
lllingworth et al., 2010; Maunakea et al., 2010).

determinados tejidos (Yamada et al.,
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No obstante, existen evidencias que apuntan a que el inicio de la transcripcidén podria ser

el responsable no sélo del incremento en el contenido en G+C en torno al TSS (Fig. 48 P&g. 102)
sino de la proteccidén de estas regiones frente a la metilacién. En el apartado 2 de esta
discusion (Pdag. 91) se revisa la posible implicacion de la transcripcion en el mantenimiento del

estado no metilado de las islas CpG. Asimismo,

-

varios estudios han observado que la méxima

relacion de CpGs O/E coincide con el TSS y
decrece a ambos lados del mismo (Fig. 51)
(Saxonov et al., 2006; Jiang et al., 2007).

CpG OJE

Ademds, cuando se analiza la relacidn de

©
o

dinucledtidos TpG y CpA, que se generan

cuando se desaminan las citosinas metiladas,

o

-2,000 -1,000 0 1,000 2,000

Distancia al TSS

se observa que muestran la tendencia
opuesta (Jiang ef al., 2007), lo que apunta a
que existe una presidn de metilacidn a ambos  Figura 51. Relacién de CpGs O/E promedio para 15880

lados de las islas, mientras que es el centro de genes humanos alineados con respecto al TSS. Se han
considerado los genes incluidos en la base Ref Seq con

las mismas, asociado al TSS el que presenta
TSS anotados. (Adaptado de Saxonov et al. 2005)

una mayor proteccidn frente a la metilacion.

En conjunto, todos estos datos nos han llevado a proponer un modelo por el que el inicio
de la transcripcion en la linea germinal seria el principal mecanismo responsable del origen de
las islas CpG en el genoma de mamiferos. Por una parte, se frata de una fuente de
inestabilidad genética que, unida a una sesgo en la reparacién del DNA habria dejado una
huella a modo de incremento en el contenido en G+C en ftorno al 1SS, y por otro lado,
contribuiria a mantener estas regiones desprovistas de metilacion evitando el slenciamiento de
los genes asociados y la supresidon de CpGs a la que estd sometido el resto del genoma. Esta
proteccién inicial frente a la metilacién podria ser suficiente para que se generase una
densidad de CpGs tal que permitiera la unién de CFP1 y KDM2A, provocando la remodelaciéon
de la cromatina en estas regiones y contribuyendo a una exclusion mas efectiva de la
metilacién, lo que explicaria el brusco descenso en los niveles de metilacién que se observa en

regiones con una elevada densidad de CpGs (Fig. 50A).

El sesgo en la composicidn de bases en torno al TSS, que en un principio se produciria de
forma accidental e inevitable como consecuencia de la inestabilidad asociada a esas
regiones, pudo suponer una ventaja evolutiva importante para los vertebrados, facilitando a la
magquinaria de transcripcién la localizacién de los promotores en un genoma de gran tamano.

Esta maquinaria tendria que haberse adaptado a iniciar la transcripcidon en regiones con un
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elevado contenido en G+C y eso explicaria por qué regiones cuyo incremento en la

composicién de guanina y citosina se ha generado como consecuencia de la inestabilidad
asociada a la recombinacion, como es el caso del extremo 3' del gen Fxy de ratdn, ahora

recluten la maquinaria de inicio de transcripcidn y sean capaces de excluir la metilacion.
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Es frecuente encontrar regiones conservadas adyacentes a islas CpG que, en la mayor
parte de los casos analizados, establecen el limite de metilacién en su extremo 5'. Sélo
en algunos casos, el complejo de reconocimiento del origen (ORC) se une a estas
regiones y determina que la replicacién del DNA se inicie en ellas. Esto indica que el
inicio de la replicacion en las islas CpG no parece ser el mecanismo principal que
establece el limite de la regién no metilada, aunque no descarta que pueda contribuir

parcialmente a su proteccion frente a la metilacion.

Las islas CpG asociadas a genes especificos de tejido son mds susceptibles de metilarse
en tejidos somdticos normales en ausencia de transcripcion activa, tal y como se habia
descrito previomente en lineas celulares. Esta metfilacion  parece ocurrir
direccionalmente, comenzando por su extremo 3', y reduce progresivamente la regién

libre de metilacion.

Mediante inmunoprecipitacion de DNA metilado e hibridacion de microarrays hemos
detectado la existencia de regiones desprovistas de metilacidén en el genoma humano
con un contenido en G+C y una densidad de CpGs inferiores a los de las islas CpG. La
caracterizacion de estas regiones en términos de secuencia e inicio de la transcripcién
sugiere que poseen propiedades mds proximas a las de las islas CpG que a las del

promedio gendmico y que podria tratarse de islas en proceso de formacion.

El extremo 3’ del gen Fxy en la especie de ratdn Mus musculus ha experimentado un
incremento en su contenido en guanina y citosina con respecto a su regién ortéloga en
Mus spretus, rata y humanos. Este cambio estd asociado a su traslocacién a una regién
del cromosoma X sometida a una elevada tasa de recombinacion, y sugiere que la
inestabilidad genética resultante es la responsable del sesgo en su composicidn de
bases. Ademds, esta regidon es capaz de excluir parcialmente la metilacién en células
ES, por lo que probablemente represente un estadio evolutivo intermedio en la

formaciéon de unaisla CpG.

Generalizando a partir de las dos conclusiones anteriores, proponemos que las islas CpG
asociadas a promotores podrian haberse generado como consecuencia de la
inestabilidad genética asociada al inicio de la transcripcién en la linea germinal. Por
otra parte, regiones inestables del genoma no asociadas inicialmente a promotores
habrian sufrido el mismo proceso de incremento en G+C. A partir de un determinado
contenido en G+C, estas regiones serian capaces de reclutar la maquinaria de inicio de

la transcripcidn y excluir la metilacion, adquiriendo propiedades de islas CpG.
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MATERIALES Y METODOS

1. CULTIVOS CELULARES

Se utilizaron como modelo de células humanas las lineas Hela (carcinoma de cérvix) y HEK
293 (embrionaria de rindn). Ambas lineas se incubaron en condiciones asépticas a 37 °C en una
atmodsfera humidificada al 5% de CO2. Como medio de cultivo se utilizd DMEM suplementado

con 10% de suero bovino fetal, 2 mM L-glutamina y 1% de penicilina-estreptomicina.

2. PURIFICACION DE ACIDOS NUCLEICOS

2.1 Extraccion de DNA a partir de células en cultivo

La purificacion de DNA gendmico a partir de células en cultivo se llevé a cabo mediante
procedimientos estdndar (Sambrook et al., 1989). Las células fueron lavadas dos veces con PBS
a temperatura ambiente y a continuacion se incubaron con tripsina durante 2-5 min a 37 °C. Se
resuspendieron las células en tampdn de lisis (50 mM Tris pH 8,0; 10 mM NaCl; 10 mM EDTA pH
8,0; 0,5% SDS; 100 ug/ml Proteinasa K) y se incubaron a 50°C durante 2h o a 37 °C durante toda

la noche.

Se anadié al lisado un volumen de fenol y se mezcld suavemente. A continuacion se
centrifugd durante 10 min a 2500 g vy se pasd la fase acuosa a un nuevo tubo. Se repitid el
proceso Uutilizando un volumen de fenol:.cloroformo:alcohol isoamilico (IAA) (25:24:1) vy
seguidamente un volumen de cloroformo:lAA (24:1). Se precipitd el DNA anadiendo dos
volumenes de etanol frio. Se realizd un lavado con etanol al 70% y se dejé secar a temperatura

ambiente. Finalmente el DNA purificado fue resuspendido en TE (10 mM Tris pH 8,0; 1 mM EDTA).
2.2 Extraccion de DNA de sangre

El primer paso para extraer DNA a partir de una muestra de sangre es separar las células
mononucleadas del resto de componentes de la sangre. Para ello se centrifugaron 10 ml de
sangre a 300 g durante 15 min a 4 °C. De este modo la sangre se separa en fres fases: una fase
superior que corresponde al plasma, una interfase en la que se encuentran las células

nucleadas y una fase inferior enriquecida en eritrocitos.

Se recuperd la interfase y se sometid a tres lavados con H2O milliQ autoclavada. A
continuacién se resuspendieron las células en tampdn de lisis | (50 mM Tris pH 8,0; 25 mM KCI; 5
mM MgClz; 8% sacarosa) y se centrifugd durante 10 min a 500 g para eliminar los restos de
eritrocitos. Se resuspendieron las células en 2,5 ml de tampdn de lisis Il (2,125 ml de tampdn de

lisis I; 20 mM EDTA; Proteinasa K 80 ug/mly 1% SDS) y se incubd a 55 °C durante toda la noche.
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Se exirgjo el lisado con fenol, fenol:cloroformo:lAA y cloroformo:lAA, como se describe

en el apartado anterior, se precipitd con etanol frio y se resuspendié en TE.
2.3 Extracciéon de DNA de esperma

La extraccidén de DNA de esperma se llevd a cabo utilizando el método del tiocianato de

guanidina (Hossain et al., 1997).

Para separar los espermatozoides del liquido seminal se centrifugd el esperma durante 5
min a 1500 g y se lavd el precipitado 3 veces con PBS 1X. A continuacion se resuspendid en un
volumen pequeno de PBS y se observd al microscopio para determinar el nimero de
espermatozoides asi como el enriquecimiento de estos con respecto a otros tipos celulares
presentes en el esperma. Se anadieron a continuaciéon 5 ml de tampdn de lisis por cada 3x106-

1.2x107 espermatozoides y se incubd a 55 °C durante 3-4 horas.

Seguidamente se precipitd el DNA anadiendo dos volimenes de isopropanol 100% frio y
mezclando suavemente. Se formd un ovillo de DNA que se recuperd y se sometid a varios

lavados con etanol al 70%, resuspendiéndolo finalmente en 100 ul de TE 1X.

Se cuantificd el DNA obtenido en Nanodrop, observando cuidadosamente la calidad del
mismo (cocientes de absorbancia a 230 y 280) y, en las ocasiones en que fue necesario, se

purificd el DNA con fenol cloroformo para eliminar posibles restos de proteinas.
2.4 Purificacion de cadenas nacientes de DNA

La purificacidn de cadenas nacientes de DNA se llevé a cabo utilizando gradientes

neutros de sacarosa (Abdurashidova et al., 2000; Gémez & Antequera, 2008).

Para cada gradiente se empleo DNA gendmico de aproximadamente 2x108 células
creciendo exponencialmente. Este DNA se desnaturalizd durante 5-10 min a 100 °C y se
fracciond por tamanos mediante centrifugacién en un gradiente discontinuo de sacarosa con
siete capas de concentracion creciente (de arriba abajo) del 5 al 20%, con una diferencia de
2.5% entre cada capa vy la siguiente. Se centrifugd a 24000 rpm durante 20 h a 20 °C en un rotor
Beckman SW-40Ti. Tras la centrifugacion se recogieron 12 fracciones de 1ml cada una desde la
superficie hasta el fondo. Se precipité con etanol cada una de las fracciones y se tomaron
alicuotas del DNA purificado para comprobar en un gel alcalino de agarosa al 1% (50 mM

NaOH; 1 mM EDTA) gue el fraccionamiento habia sido correcto (Fig.53).
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Las fracciones que contenian  los
intermediarios de replicacién, cuyos rangos de
tamanos son 100-600 pb, 300-800 pb y 600-2000
pb, fueron tratadas con polinucleotido-kinasa
(PNK) para fosforilar los extremos 5'-OH. Esto

permite que las moléculas de DNA que no tienen

un primer de RNA en posicidn 5' sean digeridas
por la A-exonucleasa, de modo que eliminamos

de estas fracciones todas aquellas moléculas

pequenas de DNA que no procedan
directamente de intermediarios de replicacién. Figura 53. Fraccionamiento de DNA genémico en un
Para la reaccién de fosforilacion se utilizaron 100 gradiente neutro de sacarosa. Gel alcalino de
unidades de PNK en un volumen final de 200 yl en  @garosa al 1% en el que se muestran de derecha a
. . , izquierda las 12 fracciones recogidas del gradiente en
presencia de 1 nM dATP. Se incubd durante 30 9 o °
orden de tamano ascendiente.

min a 37 °C y a continuacién se inactivo la

enzima anadiendo 6,25 pg y 2,5 umoles de EDTA en presencia de sarkosyl 0,125%. A
continuacion se purificd el DNA fosforlado mediante extraccion vy precipitacion y se
resuspendidé en agua. El tratamiento con A-exonucleasa se llevd a cabo en un volumen final de
80 ul, utilizando 40 unidades de enzima e incubando a 37 °C durante toda la noche.
Seguidamente se inactivé la enzima incubando la mezcla durante 10 min a 75 °C y se purificd

nuevamente el DNA mediante extraccion y precipitacién, resuspendiéndolo finalmente en TE.

3. TECNICAS DE ANALISIS DE METILACION DE DNA

3.1 Andilisis de metilacion con bisulfito sodico

La transformacion del DNA mediante bisulfito sédico para el andlisis de metilacion es la
mds resolutiva de las técnicas disponibles hasta el momento, ya que permite conocer el estado
de metilacién del DNA a nivel de nucledtido (Clark et al., 1994; Rein et al., 1997; Grunau et al.,
2001). El fundamento de esta técnica consiste en utilizar el bisulfito sédico para desaminar las
citosinas transformdndolas en uracilos en unas condiciones en las que las citosinas metiladas no
son reactivas y, por lo tanto, no se ven modificadas. Esta diferente sensibilidad al bisulfito sddico
entfre citosinas metiladas y no metiladas es lo que nos va a permitir determinar el estado de

metilacion de cada dinucledtido CG (Fig.54).
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Figura 54. Andlisis de metfilacién con
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DNA con bisulfito sédico transforma
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las citosinas no metiladas en uracilos.

ATCGAUUUGAUGUAT De este modo, si se analiza el DNA

PCR fransformado mediante PCR con

oligonucledtidos especificos para una

A T C G A T T T G A T G T A T regién problema, se detectardn las

citosinas no metiladas como timinas,

mientras que sélo aquellas citosinas
que se encontraban metiladas en el
DNA de partida se mantendrédn como

tales en el DNA fransformado.

3.1.1 Fragmentacion del DNA genémico

Para facilitar la reaccién de transformacion del DNA con el bisulfito sdédico se fragmentd
el DNA gendmico total mediante sonicacién. También es posible utilizar una enzima de
restriccion para fragmentar el DNA. En este Ultimo caso serd necesario comprobar que en la

regiéon que queramos analizar no exista ningun sitio de corte para la enzima utilizada.
3.1.2 Desnaturalizacion del DNA fragmentado

Se partié de una cantidad inicial de 5 a 10 ug de DNA en 20 ul de agua a los que se
anadieron 30 yl de NaOH 1M, recién preparado, y 50 yl de agua. Esta mezcla se incubd

durante 30 min a 37 °C para desnaturalizar el DNA fragmentado.
3.1.3 Transformacién con bisulfito sédico

Para llevar a cabo la desaminaciéon de las citosinas no metiladas y su consiguiente
transformacién en uracilos se anadié al DNA desnaturalizado 1ml de una solucion de bisulfito
sédico 3,6 M e hidroquinona 60 mM a pH 5,0. Se mezcld cuidadosamente por inversion y se
incubd durante 16 horas a 50 °C anadiendo 300 ul de aceite mineral para evitar la

evaporacion.

A continuacién se purificd el DNA tfransformado utilizando el kit Wizard®DNA Clean-Up
System (Promegal), siguiendo el protocolo especificado por el fabricante. Se recuperd el DNA
en 100 yl de agua. Para evitar la formacion de estructuras secundarias se afadieron 45 ul de

NaOH 1 My 5 ul de agua y se incubd a 37 °C durante 30 min.
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Transcurrido este tiempo se anadieron 240 ul de acetato amdnico 5 M pH 7,0 y 10 ul de

agua, y se precipité el DNA anadiendo 20 ug de glicdgeno y dos volimenes de etanol 100%

frio. Se resuspendié el DNA precipitado en 100 ul de TE.

3.1.4 Andlisis por PCR

Para analizar el estado de metilacién de la regidon de interés se realizdé una reaccién de
PCR con oligonucledtidos especificos para el DNA transformado por bisulfito. En un volumen
final de 30 pl de reaccién se anadieron: 1 a 5 ul del DNA tratado con bisulfito sédico como
molde para la reaccion de PCR, 1 yl de MgCl 25 mM, 2 ul de dNTPs 10 mM, 2 ul de cada
oligonucledtido de un stock 50 uM, 0,25 ul de HotStarTag® DNA polimerasa (Quiagen) de un
stock a 5 U/uly 3 ul del tampdn 10X especifico de la polimerasa, completando con agua hasta
30 pl.

El programa de PCR utilizado fue el siguiente:

e 15min a 95 °C para la activacion de la HotStarTag ® DNA polimerasa

¢ 10 ciclos con las siguientes condiciones: 2 min de desnaturalizacion a 95 °C, 1 min a la
temperatura de anillamiento especifica para cada pareja de oligonucledtidos y 2 min de
extension a 68 °C.

e 20 ciclos en iguales condiciones de desnaturalizacion y anillamiento pero aumentando el
paso de extension a 68 °C 20 segundos en cada ciclo.

¢ Un paso de extensiéon final de 20 min a 68 °C.

Seguidamente se cortd la banda del gel correspondiente a nuestro producto de
amplificacion y se purificd el DNA utilizando el lllustra™GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) segun las especificaciones del fabricante. El tratamiento del
DNA con bisulfito sédico produce una drdstica reduccidon en la complejidad de la secuencia
del mismo, haciendo que la PCR sea generalmente muy ineficiente. Debido a esto es frecuente
gue no se detecte el producto de la amplificacién en un gel de agarosa. Cuando esto ocurre
suele realizarse una segunda reaccion de PCR utilizando como molde la primera y combinando
uno de los oligonucledtidos de la reaccidén anterior con otro en posicidn mds interna. El

producto de esta segunda amplificacion si suele ser facilmente detectable en gel de agarosa.

El producto de PCR purificado se cuantificé utilizando el NanoDrop® ND-1000 y se
utilizaron 50-150 ng para la secuenciacion automdatica del mismo o bien se clond en el vector

PGEM-T como paso previo d su secuenciacion.
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3.1.5 Clonacion y obtencién de DNA plasmidico

Se obtuvieron moléculas recombinantes mediante la ligacién de los productos de PCR
purificados con el vector plasmidico pGEM-T utilizando la T4 DNA ligasa (Fermentas). La mezcla
de ligaciéon se utilizd para transformar E.coli siguiendo el método descrito por Kushner et al.
(1978) (Kushner, 1978) y a continuacién se recuperaron las moléculas recombinantes por
métodos estdndar (Holmes & Quigley, 1981). La secuenciacidén automdtica de los fragmentos

clonados se realizd en el servicio de secuenciacion de la Universidad de Salamanca.
3.2 Inmunoprecipitacién de DNA metilado (MeDIP)

La inmunoprecipitacién de DNA metilado consiste en obtener, mediante la incubacion
con un anticuerpo que reconoce especificamente las 5-metil-citosinas (Eurogentec,(Reynaud
et al.,, 1992; Rougier et al., 1998)), un inmunoprecipitado enriquecido en regiones de DNA
metiladas (Weber et al., 2005; Mohn et al., 2009). La técnica consta de tres pasos bdsicos que
son la sonicacion, la desnaturalizaciéon y la incubaciéon del DNA con el anticuerpo o
inmunoprecipitacion (Fig. 55A). A contfinuacion pueden andadlizarse las regiones de interés

mediante PCR en tiempo real o utilizar el inmunoprecipitado para hibridar un microarray.
3.2.1 Sonicacion del DNA genémico

La sonicacion se llevd a cabo en el sonicador Bioruptor® (Diagenode) en tubos de 1,5 ml.
Se sonicaron 15 uyg de DNA en 200 ul de TE 1X durante 10 min con pulsos de 30 segundos ON/30
segundos OFF a mdxima potencia. A continuacion se cargaron 500 ng en un gel de agarosa all
1% de concentracidon para comprobar que los fragmentos obtenidos tenian el tamano

apropiado, esto es, entre 300 y 1000 pares de bases (Fig. 55B).
3.2.2 Desnaturalizacion

Se diluyeron 4 ug del DNA sonicado en un volumen total de 450 ul de TE 1X (10 mM Tris-HCI
pH 80 vy 1 mM EDTA) y se procedi® a su desnaturalizacién durante 10 min a 100 °C.

Inmediatamente después se incubd en hielo durante 10 min.
3.2.3 Inmunoprecipitacion de DNA metilado

Para cada inmunoprecipitacién se anadieron al DNA desnaturalizado 51 ul de IP Buffer
10X (100 mM Na-Phosphate pH 7,0; 1,4 M NaCl; 0,5% Triton X-100) y 10 pl de antficuerpo y se

incubd durante 2 horas a 4 °C con agitacion. A continuaciéon se anadieron a cada reaccién 40
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ul de Dynabeads® (Dynal Biotech), que previamente se sometieron a dos lavados de 5 min con

800 ul de PBS-BSA 0,1% a temperatura ambiente. Las Dynabeads® son lechos de poliestireno
magnéticos que llevan unido covalentemente a su superficie un anticuerpo que reconoce
especificamente las IgGs de ratén y que por tanto va a unirse al anticuerpo anti metilcitosinas,
capturando asi los complejos que este ha formado con los fragmentos de DNA metilado. Para
recuperar las Dynabeads® tras cada lavado se utiliza un imdn en el que se pueden adaptar los
tubos de 1,5 ml. De este modo las Dynabeads® serdn atraidas hacia la superficie del tubo en

contacto con el imdn y podremos retirar el sobrenadante sin perder Dynabeads®.

Tras la incubacién con las Dynabeads® se realizaron tres lavados de 10 min de duracién
con IP Buffer 1X a temperatura ambiente. Para eluir el DNA inmunoprecipitado se anadieron a
cada reaccién 250 ul de Digestion Buffer (50 mM Tris pH 8,0; 10 mM EDTA; 0,5% SDS) y 7 ul de
Proteinasa K a una concentracion de 10 mg/ml y se incubd durante 3 horas a 50 °C con
agitacion. Seguidamente se realizd una extraccion con fenol cloroformo y se precipitd el DNA
con dos volumenes de etanol 100%, 20 ug de glicégeno y 20 ul de NaCl 5 M, resuspendiendo el
DNA precipitado en 60 ul de TE 1X.

? Inmunoprecipitacién
e CG----
v l
INPUT Inmunoprecipitado

N Svel
Figura 55. Inmunprecipitacion de DNA metilado (MeDIP). A. Esquema de los distinfos pasos de los que consta la

técnica de MeDIP. B. DNA gendmico sonicado.
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4. INMUNOPRECIPITACION DE CROMATINA

La inmunoprecipitacién de cromatina consiste en purificar aquellas regiones del genoma
gue interaccionan directamente con una determinada proteina utilizando un anticuerpo que
reconoce especificamente a dicha proteina (Fig.56). La inmunoprecipitacion se llevd a cabo
siguiendo el protocolo descrito por Frank et al. (2001) con algunas modificaciones (Frank et al.,
2001).

Las células se cultivaron en placas de 10 cm de didmetro en las condiciones
anteriormente descritas. Es necesario que las células se estén dividiendo activamente de modo
gue podamos detectar mds facilmente las proteinas asociadas a los origenes de replicacion.

Por ello partimos de placas con un 50-60% de confluencia.
4.1 Cross-linking

Se elimind el medio de cultivo de cada placa y se anadieron 8 ml de PBS suplementado
con PMSF. A continuacion se agregd formaldehido a una concentracién final del 1% vy se
incubd durante 10 min a temperatura ambiente con agitacidn suave. Transcurrido este tiempo
se detuvo el cross-linking anadiendo glicina a una concentracién final de 0,125 M e incubando

durante 5 min mds.
4.2 Extraccion de los nUcleos y eliminacion del material citosdlico

Se realizaron dos lavados con PBS frio y se recogieron las células en PBS suplementado
con inhibidores de proteasas (PMSF 1 mM; aprotinina 1 pug/ml; leupeptina 1 ug /mly pepstatina
1 uM) vy se centrifugaron a 3200 g durante 5 min a 4 °C. Tras eliminar el sobrenadante se
resuspendid el precipitado en el tampdn de lisis | (5 mM PIPES pH 8,0; 85 mM KCI; 0,5% NP-40 e

inhibidores de proteasas) y se incubd en hielo durante 10 min.
4.3 Lisis y fragmentacion de la cromatina

Se centrifugd a 3200 g durante 5 min 4°C vy se resuspendid el precipitado en el tampdn de
lisis Il (50 MM Tris pH 8; 1% SDS; 10 mM EDTA pH 8,0 e inhibidores de proteasas) y se incubd en

hielo durante 10 min.

Para fragmentar la cromatina se sonicd el lisado utilizando el Bioruptor (Diagenode) de
manera que se obtuvieron fragmentos de un tamano comprendido entre 100 y 800 pb. A

continuacién se centrifuga el lisado a 16200 g durante 10 min de modo que los restos nucleares
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qguedardn en el precipitado y la cromatina sonicada permanecerd en el sobrenadante. Se

tomd una muestra de cromatina, se purificd el DNA y se cuantificd la cantidad de DNA
utilizando el NanoDrop® ND-1000.

4.4 Inmunoprecipitacion

Para cada inmunoprecipitacién se utilizd el equivalente en cromatina a 100 yg de DNA,
que fueron diluidos 10 veces con tampdn de dilucién IP (1% Triton X-100; 150 mM NaCl; 2 mM
EDTA pH 8,0; 20 mM Tris pH 8,0 e inhibidores de proteasas).

Como paso previo a la incubacién con el anticuerpo se lleva a cabo un prelavado de la
cromatina anadiendo 80 ul de beads de agarosa unidas a proteina A/G (Santa Cruz

Biotechnology) e incubando a 4 °C durante 2 h con agitacion.

Se centrifugd brevemente (3 min a 400 g) para sedimentar las beads. Se recuperd el
sobrenadante y se incubd con el anticuerpo deseado, utilizando 10 ug de los anticuerpos
especificos para ORC2 y CDCé, y 2 ug para el anticuerpo especifico para la histona H3. Se

incubd a 4°C durante toda la noche.

Se recuperaron los complejos inmunes anadiendo 80 ul de beads de agarosa unidas a
proteina A/G e incubando durante 2 h a 4 °C con agitacién. A continuacion se realizaron los

siguientes lavados:

e Tres lavados con 1 ml de tampdn Mixed Micelle (20 mM Tris pH 8,1; 150 mM NaCl; 5 mM
EDTA pH 8,0; 5% sacarosa; 1% Triton X-100; 0,2% SDS y 0,2% NaNg3)

e Dos lavados con 1 ml de tampdn 500 (50 mM HEPES pH 7,5; 0,1% dcido deoxicdlico; 1%
Triton X-100; 500 mM NaCl, T mM EDTA pH 8,0 y 0,2% NaN3)

e Dos lavados con 1 ml de tampdn de lavado LiCl/detergente (10 mM Tris pH 8,0; 0,5% Acido
deoxicdlico; 0,5% NP-40; 250 mM LICl; T mM EDTA pH 8,0 y 0,2% NaN3)

e Un lavado con 1 ml TE pH 8,0. Tras el Ultimo lavado se eluyeron las beads en 400 ul de
tampdn de eluciéon (1% SDS y 100 mM NaHCO3).

4.5 Reversion del cross-linking y purificacion del DNA inmunoprecipitado

Para revertir el cross-linking se anadi®é NaCl a una concentraciéon final de 200 mM vy se
incubd a 65 °C durante toda la noche. A continuacién se incubd el inmunoprecipitado con
tampodn de digestion (10 mM EDTA pH 8,0; 40 mM Tris pH 6,5; Proteinasa K 50 ug/ml) a 45 °C

durante 2-3 h con agitaciéon. Finalmente cada muestra se extrajo con fenol/cloroformo, se
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precipité con 2 volimenes de etanol y acetato sdédico 0,3 M y se resuspendid en 50 ul de TE. Se

utilizaron 2 ul para cada reaccién de gPCR.

Crosslinking Extraccion de Fragmentacion
nucleos de la cromatina

7 ¥ X -ﬂ
Elucion Recuperacion de Incubacion con el
complejos inmunes anticuerpo

Figura 56. Inmunoprecipitacion de cromatina. Esquema de los distintos pasos de los que consta la

técnica de inmunoprecipitacién de cromatina.

5. PCR CUANTITATIVA

Las reacciones de PCR cuantitativa en tiempo real (QPCR) se llevaron a cabo en el
modelo ABI Prism 7000 Detection System (Applied Biosystems) usando el kit SYBR Premix EX Tag y
siguiendo las instrucciones del fabricante. Todas las reacciones se realizaron por duplicado vy los
datos fueron analizados utilizando el ABI Prism 7000 SDS Software (version 1.2.3, Applied

Biosystems).
6. METILACION DE DNA GENOMICO “IN VITRO”

Para llevar a cabo la metiliacidon in vitro del DNA gendmico se utilizé la enzima Sssl
metiltransferasa (New England Biolabs), que metila la citosina de todos los dinucledtidos CpG,

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante.
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7. HIBRIDACION Y ANALISIS DE TILING MICROARRAYS

7.1
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Figura 57. Amplificacion de DNA inmunoprecipitado. Esquema
de los distintos pasos de los que consta la amplificacién del DNA

inmunoprecipitado.

incluye dUTP en la mezcla de dNTPs, lo cual permitird la posterior fragmentaciéon de las regiones

amplificadas mediante las enzimas APE1 (apurinic/apyrimidinic endonuclease) y UDG (uracil

DNA glycosylase) como paso previo a su marcaje a través de la enzima TdT (terminal

deoxynucleotidyl transferase) e hibridacién del array.
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7.2 Fragmentacién y marcaje del DNA amplificado

Tanto la fragmentacion como el marcaje de los fragmentos amplificados se llevaron a
cabo en la Unidad de gendmica de la Universidad de Salamanca, utilizando el kit

recomendado por el fabricante (GeneChip WT Double-Stranded DNA Terminal Labeling Kit).
7.3 Hibridacion de los tiling microarrays

La hibridacién de los tiling microarrays con el DNA inmunoprecipitado se llevd a cabo en
la Unidad de gendmica de la Universidad de Salamanca siguiendo las instrucciones del

fabricante.
7.4 Andlisis de datos

Los datos obtenidos de la hibridacién de los microarrays fueron analizados utilizando el
programa TAS (Tiling Analysis Software) de Affymetrix asi como el IGB (Integrated Genome
Browser) (Nicol et al., 2009) con la colaboracion del Dr. Luis Quintales, profesor ftitular del

Departamento de Informdtica y Automdtica de la Universidad de Salamanca.
8. HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

Una parte importante del trabajo de esta tesis doctoral se basa en la gendmica
comparativa mediante el andlisis de alineamientos multiples. Para ello hemos utilizado diversas

herramientas bioinformdticas que se detallan a continuacién.
8.1 Navegadores especializados

Para el rastreo de regiones conservadas en el extiremo 5’ de las islas CpG utilizamos
principalmente dos navegadores, Vista Browser (Frazer et al., 2004) y UCSC Browser (Kent et al.,
2002).

El Vista Browser es un navegador que incorpora alineamientos del genoma completo de
muchos organismos de modo que permite visualizar el nivel de conservacién de una regidon
determinada de un genoma de referencia, definido por el usuario, con respecto a la region
ortdloga de ofras especies. Este programa permite establecer umbrales de conservacion vy
tamano para definir las regiones conservadas y ademds presenta distintas anotaciones que
resultan de gran utilidad a la hora de analizar los patrones de conservacién, como es el caso

de la posicidn de los exones o las regiones repetitivas.
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El UCSC Browser es un navegador que contiene multiples anotaciones para los genomas

de muchos organismos modelo. Entre las anotaciones disponibles existe una seccidon de
gendmica comparativa en la que podemos visudlizar el grado de conservacidon de cada
region con respecto a su ortdloga en distintos organismos. Una ventaja de este navegador con
respecto al anterior es que nos permite ver el grado de conservacién global de una regién en
un grupo de organismos (primates, mamiferos y vertebrados), mientras que el Vista Browser nos
muestra el grado de conservacion individual de cada especie con respecto al genoma de la
especie de referencia. El grado de conservacidén se calcula en este caso mediante el
programa PhastCons (Siepel et al., 2005), que utiliza un método basado en modelos ocultos de
Markov, donde no existen umbrales de tamano o identidad de secuencia, sino que se calcula
la probabilidad de cada nucledtido de pertenecer a un elemento conservado basdndose en

el alineamiento multiple.
8.2 Programas de alineamientos multiples

Los alineamientos multiples se llevaron a cabo utilizando el programa ClustalX 2.0
(Chenna et al., 2003), que utiliza un método de alineamiento global. Esto significa que las
secuencias se alinean a lo largo de toda su longitud. En concreto los programas de la serie
Clustal emplean un método de alineamiento global progresivo, para lo cual realizan multiples
alineamientos, comparando individualmente cada secuencia con todas las demds en
alineamientos simples. Esto permite al programa generar un drbol filogenético de distancias

entre las distintas secuencias en el que se basard para realizar el alineamiento multiple.

Para el andlisis de regiones conservadas en el extremo de las islas CpG utilizamos el
programa Eshadow (Ovcharenko et al., 2004), el cual tiene en cuenta no solo el grado de
identidad de las secuencias, sino ademds la distancia filogenética entre ellas, permitiéndonos
visualizar aquellas regiones de nuestro alineamiento que evolucionan mds despacio, es decir,
los elementos conservados. Para ello el programa realiza en primer lugar un alineamiento
multiple utilizando el programa ClustalW y a contfinuacion estima el porcentaje de divergencia
en funcion del nUmero de emparejamientos errdneos de cada secuencia con respecto al
organismo base, que es definido por el usuario y en nuestro caso serd siempre la secuencia
humana. Con estos datos el programa genera una grdfica en la que se representa en el eje X
la posicion de la secuencia analizada y en el eje Y el porcentaje de divergencia. Sobre esta
grdfica el programa nos permite establecer un umbral de tamano minimo y divergencia

mdxima para definir los elementos conservados.
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8.3 Editor de alineamientos

Para la visuadlizacién y edicién de los alineamientos multiples realizados con el ClustalX
hemos utilizado el programa Jalview 2.5.1 (Waterhouse et al., 2009) que nos permite, entre ofras
cosas, colorear los alineamientos segun el grado de identidad, lo que hard mds sencilla la

deteccién visual de las regiones conservadas.

8.4 Bases de datos

8.4.1 TIiGER (Tissue-specific Gene Expression and Regulation)

TIGER contiene datos de expresidn de alrededor de 20.000 genes en 30 tejidos humanos
(Liu et al., 2008). Los perfiles de expresidn se basan en la cuantificacién de ESTs (Expressed
Sequence Tags), pequenas fracciones de genes expresados obtenidas a parfir de la
secuenciacion de cDNA clonado. Actualmente existen mds de 8 millones de ESTs disponibles en
la base de datos del NCBI para el genoma humano. El enriquecimiento (E) asignado a un gen X
en un tejido Y se calcula como la relacion entre los EST observados (ESTows) para el gen X en el
tejido Y con respecto a los EST esperados (ESTesp) en dicho tejido. El valor de EST esperados se
calcula como el producto de los ESTs totales del gen X (ESTx) por la fraccién de los ESTs totales

del tejido Y (ESTy) entre el nUmero total de ESTs en los 30 tejidos analizados (ESTroral).

E = ESTobs / ESTesp ESTesp = ESTx * (ESTy / ESTroraL)

8.4.2 DBTSS (Database of Transcriptional Start Sites)

DBTSS contiene informacién precisa de la localizacion de los sitios de inicio de la
transcripciéon (TSS) de los RNAs mensajeros (MRNAs) de humano y ratén (M. musculus) en varios
tipos celulares (Suzuki et al., 2002). El mapeo de los TSS se ha llevado a cabo mediante
secuenciacion masiva de librerias de cDNAs generadas a partir de RNAs mensajeros que
mantienen intactos sus extremos 5' y 3'. Para ello se lleva a cabo un proceso de seleccién que
consiste en sustituir la 7-metilguanosina (CAP) presente en el extremo 5’ del mRNA por un
oligonucledtido sintético. A continuacién se combina este oligonucledtido con un oligodT, que
se une especificamente a la cola poliA presente en el extremo 3' del mRNA. De este modo se

garantiza que sélo se generard cDNA a partir de mRNAs intactos.
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8.4.3 FANTOM (Functional Annotation of the Mammalian Genome)

FANTOM, al igual que DBTSS, contiene informacién acerca de la localizacién de los TSS
de mRNAs de humano y ratén en distintos tipos celulares y tejidos (Kawdqji et al., 2009). La
localizacion de los TSS se ha llevado a cabo mediante la técnica de CAGE (Cap Analysis of
Gene Expression) (Shiraki ef al., 2003) que consiste en secuenciar fragmentos de 20 o 21
nucledétidos derivados del extremo 5’ de los mRNAs. Para ello se lleva a cabo la union de
biotina a la estructura del CAP en el extremo 5 del mRNA y la introduccién de un
oligonucledtido sintético con sitios especificos para enzimas de restriccién, que permite digerir
el cDNA 20 0 21 nucledtidos corriente abajo del TSS generando asi pequenos fragmentos
derivados del extremo 5' del mRNA. A continuacion estos fragmentos son clonados y

secuenciados de forma masiva.
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ABREVIATURAS

A - Adenina

Asp — Acido aspdrtico

BER - Reparacion por escision de base — Base Excision Repair

C - Citosina

°C - Centigrado

CAGE - CAP Analysis of Gene Expression

ChIP - Inmunoprecipitacion de cromatina - Chromatin immunoprecipitation
CHO - Ovario de hdmster chino - Chinese Hamster Ovary

DMEM - Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA - Acido desoxirribonucleico

DNMTs — DNA Metiltransferasas

EDTA - Acido etilen diamino tetra acético - Ethylene diamine tetraacetic acid
ES — Embryonic Stem

G - Guanina

Gly - Glicina

hESC - Células madre embrionarias humanas — Human Embryonic Stem Cells
ICR - Cenftros reguladores de imprinting — Imprinting Confrol Regions

Kb - Kilobase

Mg - Microgramo

Ml - Microlitro

MM - micromolar

M - Molar

Mb - Megabase

MBDs - Proteinas de unidon a DNA metilado — Methyl Binding Proteins

MeDIP - Inmunoprecipitacién de DNA metilado — Methylated DNA Immunoprecipitation
MeDIP-CHIP — MeDIP combinado con la hibridacion de microarrays

mg - Miligramo

min - Minutos

ml - Mililitro

mM - Milimolar

ng - Nanogramo

NHEJ - Unidn de extremos no homologos - Non homologous end joining

nM - nanomolar

ORC - Complejo de reconocimiento del origen - Origin recognition complex
ORI - Origen de replicacion

pb - Pares de bases
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ABREVIATURAS

PBS - Tampodn fosfato salino - Phosphate buffer saline

PCR - Reaccién en cadena de la polimerasa - Polymerase Chain Reaction
PGC - Células precursoras germinales — Primordial Germ Cells
pre-RC - Complejo prerreplicativo - Pre-replicative complex
qPCR - PCR cuantitativa

RNA - Acido ribonucleico

RNApol Il - RNA polimerasa |l

rpm - Revoluciones por minuto

SDS - Dodecilsulfato sddico

T-Timina

TE - Tris/EDTA

tRNA - RNA de transferencia

TSS - Sitio de inicio de la transcripcién — Tanscription Start Site
U - Unidades

Val - Valina
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