CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECTICO NACIONAL

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE
BIOMEDICINA MOLECULAR

“IDENTIFICACION Y CARACTERIZACION
DEL PROMOTOR DEL GEN DE LA VARIANTE
DE HISTONA H2A.Z.2”

TESIS
Que presenta

LAQB. ROXANA ESMERALDA DELGADO PEREZ

PARA OBTENER EL GRADO DE

MAESTRA EN CIENCIAS

EN LA ESPECIALIDAD DE

BIOMEDICINA MOLECULAR

DIRECTORA DE LA TESIS:

DRA. ROSAURA HERNANDEZ RIVAS

Ciudad de México AGOSTO, 2019



ASESORES:

DRA. REBECA GEORGINA MANNING CELA

Departamento de Biomedicina Molecular

DR. NICOLAS VILLEGAS SEPULVEDA

Departamento de Biomedicina Molecular

DR. JOSE EFRAIN GARRIDO GUERRERO

Departamento de Genética y Biologia Molecular

(1]



[



Esta tesis fue realizada en el Departamento de Biomedicina Molecular del
Centro de Investigacion de Estudios Avanzados del Instituto Politécnico

Nacional, bajo la direccion de la Dra. Rosaura Hernandez Rivas.

[



AL CONSEJO NACIONAL DE CIENCIA Y TECNOLOGIA (CONACYT-MEXICO) LE
AGRADEZCO ESPECIALMENTE POR LA BECA RECIBIDA DURANTE LA
REALIZACION DE LA MAESTRIA

REGISTRO: 632394

(V]



DEDICATORIAS

Agradezco profundamente

A mi papa Francisco Javier y mi mama Rosa Ana

Quienes siempre me han apoyado y los amo infinitamente

A mis hermanos Paco, Pepe, Reynaldo y Luis que los quiero mucho

A mi novio Mario por sus consejos, apoyo incondicional y todos los momentos fantasticos

A Mariannela por ser mi amiga, por las risas y todos los momentos compartidos

A todos mis compafieros y amigos que integran el laboratorio Pedro, Lissuly Isabel,
Maricela, Dany y especialmente a David quien ha sido un gran amigo y compafiero en esta

travesia, gracias por las risas y hacer de este un lugar mas ameno.

(V]



Agradezco a mi comité integrado por los doctores Rebeca Georgina Manning Cela, Nicolas
Villegas Sepulveda, José Efrain Garrido Guerrero, por las criticas al trabajo, su ayuda técnicay

discusion cientifica.

Agradezco a mi directora de tesis la Dra. Rosaura Hernandez Rivas por haberme aceptado en su
laboratorio, por todo el conocimiento brindado, la discusion cientifica, por su apoyo, paciencia,

tiempo y dedicacion.

(vil



RESUMEN

Se han identificado dos genes que codifican para la variante de histona H2A.Z, los cuales son H2A.Z.1 y
H2A.Z.2. Esta histona ha sido la mas estudiada de las variantes de la histona candnica H2A por los multiples
procesos celulares en los que participa, tales como la memoria epigenética, reparacion del ADN, formacién
de heterocromatina y regulacion transcripcional. Debido a que no se han estudiado los mecanismos
moleculares que regulan la expresion del gen H2A.Z.2, la finalidad de este trabajo consistié en identificar y

caracterizar el promotor del gen H2A.Z.2.

Con el propdsito de localizar el promotor H2A.Z.2 inicialmente determinamos la ubicacidon del sitio de inicio
de la transcripcion. Para lo cual, buscamos la presencia de varias marcas de histonas como la H3K4me3,
H3K9ac y H3K27ac en el extremo 5°del gen H2A.Z.2. Esto nos permitid establecer una probable regién de
438 pb rio arriba del ATG donde posiblemente estaba situado el TSS. Posteriormente mediante la técnica de
RACE 5’ logramos determinar que el TSS corresponde a una guanina ubicada a 292 pb rio arriba del ATG,
donde esta guanina podria estar dentro de un core motif tipo “Inr”. Mediante ensayos de gen reportero
logramos demostrar que la region de 1221 pb localizada rio arriba del TSS funciona como un promotor.
Ademas el anadlisis de deleciones de esta region nos permitié identificar la ubicacién del promotor minimo
asi como la localizacion y probable funcion de dos elementos regulatorio upstream. Estos resultados, junto
con el andlisis bio informatico para la busqueda de los probables sitios de unién a FT sugieren que el
promotor minimo estd localizado rio abajo del TSS, y no contiene core motifs ubicados rio arriba del TSS
como una caja TATA. Por lo que el promotor de H2A.Z.2 seria un promotor “TATA less”. Respecto a los
elementos regulatorios upstream, nuestros resultados indican la presencia de elementos en cis con una
funcién activadora en la transcripcidn en la regién de -715 a -219. Mientras que en la regién de -218 a -74
probablemente existen elementos en cis con un funcién represora. Adicionalmente con la ayuda del analisis
bio informatico identificamos 6 sitios de unidn para los factores de transcripcién SOX que se podrian unir a
la regidn de -715 a -219, y mediante ensayos de gen reportero en los que se utilizé una construccidn con los
sitios para SOX mutados nos permitié determinar que estos FT no son capaces de controlar la expresion del

gen H2A.Z.2.

Finalmente, al realizar una comparacion entre los elementos en cis y los factores en trans que reconocen y
se unen a los promotores de los genes H2A.Z.1 y H2A.Z.2 encontramos que éstos son diferentes, ya que el
promotor de H2A.Z.1 a diferencia de H2A.Z.2 contiene una caja TATA. Ademas ambos promotores estan
constituido por diferentes elementos en cis, sugiriendo que diferentes factores de transcripcion podrian

regulan el encendido y apagado de ambos genes.

[VII]



ABSTRACT

Two genes encoding the histone variant H2A.Z have been identified, these are H2A.Z.1 and H2A.Z.2. This
histone has been the most studied of the canonical histone H2A variants due to the multiple cellular
processes in which it participates, such as epigenetic memory, DNA repair, heterochromatin formation, and
transcriptional regulation. Nevertheless, the molecular mechanisms that regulate the expression of the
H2A.Z.2 gene have not been studied. So the purpose of this work was to identify and characterize the
H2A.Z.2 gene promoter.

To locate the H2A.Z.2 promoter we initially determined the location of the transcription start site. For which,
we searched for the presence of several histone modifications such as H3K4me3, H3K9ac, and H3K27ac at
the 5'-end of the H2A.Z.2 gene. This allowed us to establish a probable region of 438 bp upstream of the
ATG where the TSS was possibly located. Subsequently, using the RACE 5' technique, we were able to
determine that the TSS corresponds to a guanine located at 292 bp upstream of the ATG, where this guanine
could be inside in a Inr-like core motif. Through reporter gene assays we were able to demonstrate that the
1221 bp region located upstream of the TSS functions as a promoter. Besides, the analysis of deletions from
this region allowed us to identify the location of the core promoter as well as the location and probable
function of two upstream regulatory elements. These results, together with the bio-computer analysis for
the search of the probable FT binding sites, suggest that the core promoter is located downstream of the
TSS, and does not contain core motifs located upstream of the TSS as a TATA box. So the H2A.Z.2 promoter
would be a "TATA-less" promoter. Regarding the upstream regulatory elements, our results indicate the
presence of elements in cis with an activating function in the transcription in the region of -715 to -219.
While in the region of -218 to -74 probably there are elements in cis with a repressor function. Additionally,
with the help of the computer-based analysis, we identified 6 binding sites for the SOX transcription factors
that could be linked to the region of -715 to -219, and by reporter gene assays in which a construction was
used with the sites for mutated SOX allowed us to determine that these FT are not able to control the
expression of the H2A.Z.2 gene.

Finally, when making a comparison between the elements in cis and trans factors that recognize and bind to
the promoters of the genes H2A.Z.1 and H2A.Z.2 we find that these are different since the H2A.Z.1
promoter, unlike H2A.Z.2, contains a TATA box. Also, both promoters are constituted by different cis
elements, suggesting that different transcription factors could regulate the switching on and off of both

genes.
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CAPITULO |

1. INTRODUCCION

1.1 Anatomia del pancreas

El pancreas es un érgano glandular alargado que se extiende casi en sentido transversal
sobre la pared abdominal, desde el duodeno hasta el bazo y estd conectado al higado, bazo e
intestino delgado. Anatdmicamente el pancreas se divide en cuatro porciones: cabeza, cuello,
cuerpo y cola (Figura 1B) y se considera un drgano mixto ya que esta constituido tanto por tejido
endocrino como por tejido exocrino (Figura 1A)(Jouvet & Estall, 2017). El tejido endocrino
representa alrededor del 2% de la masa de este drgano y estd compuesto por los islotes de
Langerhans los cuales contienen cinco tipos de células distintas: las a, B, 6, € yy (células PP) las
cuales secretan glucagdn, insulina, somatostatina, grelina y péptido pancredtico respectivamente
(Figura 1B). En lo que respecta al tejido exocrino representa alrededor del 98% de la masa
pancreatica y su funcion principal es la de sintetizar y secretar enzimas digestivas (Jouvet & Estall,
2017). El tejido exocrino esta formado por cuatro tipos células: 1) las células acinares, 2) las células
ductales, 3) las células centro acinares y 4) las células estrelladas pancreaticas (Pandol, 2010). Las
células acinares forman los acinos pancreaticos y junto con sus ductos drenantes constituyen la
unidad funcional del tejido exocrino. Estas células estan especializadas en sintetizar, almacenar y
secretar enzimas digestivas (Pandol, 2010). Las células ductales forman el epitelio de los ductos
drenantes. Mientras que las células centro-acinares estan situadas en la unién del acino vy el
ducto, estas células tienen las caracteristicas de una célula ductal pero probablemente sea una
célula progenitora para diferentes tipos de células del pancreas. (Pandol, 2010). Finalmente las
células estrelladas pancreadticas tienen la funcidn de establecer la membrana basal para dirigir la

formacidn de las estructuras epiteliales. Sin embargo, en condiciones patoldgicas (como el cancer)
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las células estrelladas son transformadas a un tipo celular miofibroblasto proliferante que secreta
proteinas de matriz extracelular, citocinas pro-inflamatorias y factores de crecimiento (Pandol,

2010).

Debido a la importante funcién que desempefia este érgano, alteraciones en el mismo
llegan a repercutir gravemente en la homeostasis del organismo y conducir al desarrollo de

enfermedades como la diabetes mellitus, la pancreatititis y cancer de pancreas.

Splenic artery

A)

B)

Exocrine Endocrine Pancrees
Acinar and duct tissue Islets of Langerhans

Pancreatic islets

Bile duct (from
gall bladder)

Common bile duct

Duodenum of
small intestine

Pancreatic duct Acinar cells
secrete digestive

enzymes

Exocrine acinus
Figura 1 Anatomia del Pancreas.

A)EI pancreas es un érgano mixto constituido por tejido exocrino (acinos y ductos) y tejido enddcrino (islotes de
Langerhans). La porcidn exocrina secreta enzimas digestivas, agua y NaHCO; dentro del duodeno mientras que la
porcién endocrina secreta hormonas al corriente sanguineo. B) Tipos de células pancreaticas. Las células acinares
forman los acinos, los cuales son la unidad funcional del tejido exocrino del pancreas, mientras que las células ductales y
las células centro acinares son células secretoras de bicarbonato. (Tomado de Pandol, SJ., 2010.)

1.2 Importancia clinica del cancer

El cancer pancreatico (CP) representa la séptima causa mas comun de muerte asociada a
cancer alrededor del mundo. El CP causa mas de 330, 000 muertes por afo, siendo los paises

desarrollados los que presentan una mayor tasa de incidencia (Simoes, Olson, Saldia, & Kurtz,
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2017). Debido a que el pancreas es un drgano mixto se generan dos tipos de tumores: 1) los
tumores endocrinos pancredticos, los cuales tienen su origen en las células endocrinas vy
representan menos del 5% de todos los casos cancer de pancreas y 2) los tumores exocrinos que
tienen su origen en las células exocrinas del pancreas y representan aproximadamente el 95% de

los canceres pancreaticos(llic & llic, 2016).

El tipo de tumor pancreatico exocrino mas comun es el adenocarcinoma ductal
pancredtico (ACDP) vy constituye el 90% de todos los casos de tumores exocrinos (Simoes et al.,
2017). EI ACDP se origina a partir de las células ductales y puede desarrollarse en cualquier porcién
del pancreas, siendo la cabeza del pancreas la porcidon donde se origina con mayor frecuencia. El
ACDP representa el 12*° tipo de cdncer mas comun a nivel mundial, aun cuando las tasas de
incidencia varian de 7.4 en Estados Unidos de América a 1 en regiones de Africa y sudeste de Asia
por cada 100,000 habitantes. Respecto a la incidencia del ACDP por género, la incidencia es mas
alta en hombres que en mujeres con tasas de 4.9 y 3.6 por cada 100, 000 habitantes

respectivamente (Ho et al., 2019; Simoes et al., 2017).

A pesar de no tener una incidencia comparable con la de otros tipos de cancer, la tasa de
mortalidad del ACDP se mantiene como la mas alta entre todos los tipos de cancer con una
supervivencia promedio de 6 meses al momento del diagndstico y una sobrevida a 5 afios menor
al 8%(Ho et al., 2019). Se estima que de continuar la tendencia como hasta ahora para el afio

2030 el ACDP sera la segunda causa de mortalidad por cancer a nivel mundial (Rahib et al., 2014).

La baja tasa de sobrevida que presenta el ACDP se debe a que el diagndstico de este tipo

cancer (en el 52% de los casos) se realiza en etapas avanzadas de la enfermedad (cuando el cancer
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ya se ha diseminado y creado metastasis). Respecto a lo anterior la ausencia de sintomas
especificos aunado a la falta de biomarcadores lo suficientemente sensibles y especificos para
realizar el diagndstico de la enfermedad son las principales causas de que el diagndstico se realice
en etapas tardias. La deteccion del ACDP en etapas tempranas es crucial ya que es en esta etapa
cuando la reseccidon quirdrgica del tumor representa la Unica opcidon de tratamiento
potencialmente curativa para los pacientes. Sin embargo solamente del 15-20% de los pacientes
diagnosticados con ACDP son candidatos para que se realice la pancreatectomia. No obstante aun
en esas circunstancias la tasa de sobrevida para estos pacientes a 5 afios se mantiene por debajo
del 20% incluso con quimioterapia adyuvante(Ho et al., 2019; Iguchi, Safgren, Marks, Olson, &

Fernandez-Zapico, 2016).

Otro factor que impacta en la agresividad del ACDP, es que es un tumor altamente
resistente a la quimioterapia convencional y a la radiacién. Actualmente la gemcitabina es la
opcidn mas empleada para el tratamiento del ACDP. Sin embargo, su empleo no ha mostrado
aportar un beneficio a la sobrevida de estos pacientes, y aunque numerosos estudios clinicos han
intentado mejorar este tratamiento probando combinaciones con otros agentes
guimioterapéuticos no se han obtenido resultados prometedores, por lo que existe una urgente
necesidad en desarrollar nuevas terapias que estén dirigidas especificamente a las vias alteradas

gue son mas relevantes en la patobiologia del ACDP (Lomberk & Urrutia, 2015).

1.2.1 Signos y Sintomas asociados a ACDP

El hecho de que el diagndstico del ACDP se realice en el 52% de los casos en etapas
avanzadas de la enfermedad, cuando la mayoria de las veces ya ha iniciado el proceso

metastdsico, refleja la falta de signos y sintomas clinicos especificos debido en parte a la
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localizacién anatdmica del pancreas y la infiltracion a érganos circundantes (Guillén-Ponce et al.,
2017). Los sintomas que son frecuentemente asociados al ACDP incluyen ictericia, astenia,
anorexia, pérdida de peso, dolor abdominal y coluria, todos estos sintomas no son especificos a

excepcion de la ictericia(Guillén-Ponce et al., 2017).

La ictericia se manifiesta por una coloracidn amarilla en la piel y en los ojos, y es causada
por una acumulacién de bilirrubina. Normalmente el higado excreta bilirrubina como parte de la
bilis, esta secrecién pasa a través del conducto colédoco hacia los intestinos donde funciona como
emulsionante de los acidos grasos(Guillén-Ponce et al., 2017). Cuando el colédoco se obstruye la
bilis no puede llegar hasta los intestinos ocasionando que la bilirrubina se acumule en el cuerpo.
Cuando el crecimiento tumoral se origina en la cabeza del pancreas, lo cual ocurre en el 60- 70%
de los casos, el tumor puede oprimir el conducto obstruyendo el paso de la bilis cuando aln es
pequeio, dando lugar a que sea detectado en etapas iniciales. Sin embargo el cancer que se
origina en el cuerpo y cola del pancreas (en el 20 - 25% de los casos), no ejerce presion en el
conducto sino hasta que se encuentra propagado por todo el drgano lo que hace que sea
detectado en etapas tardias(Guillén-Ponce et al., 2017). Sin embargo, el ACDP no es la causa mas
comun de ictericia, ya que trastornos inflamatorios del higado como la hepatitis y los calculos
biliares son los que mas frecuentemente producen ictericia. En contraste, pacientes en etapas
avanzadas de ACDP pueden tener una masa epigdstrica palpable, hepatomegalia debido a
metastasis al higado, ascitis debido a una carcinomatosis peritoneal y dolor severo causado por
infiltracidon nerviosa y vascular (Guillén-Ponce et al., 2017). Por lo que, por todo lo anteriormente
expuesto, se hace inminente realizar un diagndstico temprano que permita detectar la
enfermedad en sus etapas iniciales, lo que evitaria que la sobrevida del paciente se reduzca

debido a la propagacion del tumor.
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Actualmente, en la clinica se cuenta con tres herramientas de diagnodstico, las cuales,
ademas de detectar la presencia del tumor, ayudan a la estadificacién de la enfermedad. Los tres
métodos de diagndstico son: a) los estudios de imagenologia, los cuales son importantes para la
deteccion de la masa tumoral; b) los estudios de laboratorio que se encargan de detectar
marcadores tumorales en muestras bioldgicas como sangre y jugo pancreatico; y finalmente, c) los
estudios histoldgicos realizados en biopsias del tejido canceroso, los cuales confirman los dos
estudios anteriores, razén por la cual es considerado como el estandar de oro para el diagndstico
del cancer de pancreas (American Cancer Society, 2015; Hezel A., et al., 2006; Vincent A,, et al.
2011). Sin embargo, estos métodos de diagndstico convencionales no tienen la suficiente
sensibilidad ni especificidad para detectar al ACDP en estadios tempranos, por lo que el estudio e
identificacion de nuevas herramientas diagnosticas es un area que actualmente esta en desarrollo,
principalmente para la identificacién de biomarcadores especificos para esta enfermedad (Simoes

et al,, 2017).

1.3 Factores de riesgo asociados al ACDP

Las causas exactas que conducen al inicio del ACDP se desconocen, pero algunos factores
como el sexo, edad, y factores modificables como fumar, obesidad, diabetes y ciertas actividades

ocupacionales incrementan la probabilidad de desarrollar este tipo de cancer (Simoes et al., 2017).

1.3.1 Riesgos fijos

Se han reportado factores de riesgo fijos asociados al cancer pancreatico, entre
ellos es el sexo, siendo mdas comun el ACDP en hombres que en mujeres, con tasas de
incidencia global de 4.9 y 3.6 por cada 100,000 habitantes para hombres y mujeres

respectivamente. En el 2012 aproximadamente 178,000 hombres fueron diagnosticados con ACDP
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en comparacion con 160,000 mujeres. En este caso las diferencias en las tasas de incidencias
pueden ser atribuidas a los estilos de vida y habitos como el consumo de tabaco, alcohol, la

actividad ocupacional entre otros(Simoes et al., 2017; Wormann & Algtl, 2013).

Otro factor fijo que contribuye al desarrollo del ACDP es la edad, el riesgo de desarrollar
cancer pancreatico es relativamente bajo en personas menores de 40 afios sin embargo las tasas
de incidencia aumentan progresivamente conforme aumenta la edad de los individuos, pudiendo
incrementarse hasta en 100 veces la tasa de incidencia en individuos mayores a 85 afios con
respecto a los individuos menores de 40 afios. Ademas la edad promedio al momento del
diagndstico de ACDP es de 73 afios lo cual indica que los individuos de edad avanzada son mas

susceptibles a desarrollar esta enfermedad (Wérmann & Algiil, 2013).

1.3.2 Riesgos modificables

Existe una fuerte asociacién entre fumar y desarrollar ACDP. El tabaco es una mezcla
compleja que contiene al menos 50 carcinégenos conocidos los cuales probablemente inicien y
faciliten el desarrollo de los tumores pancreaticos. Se estima que fumar incrementa al doble el
riesgo de desarrollar cancer pancreatico, ademas éste se ve incrementado proporcionalmente con
el nimero de cigarros fumados por dia y los afios en que se ha fumado. De tal manera que el
riesgo para aquellos individuos que fuman mas de 35 cigarros por dia es 3 veces mayor comparado
con el riesgo de los no fumadores, y el riesgo para aquellos que han fumado por mas de 30 afos el
riesgo se incrementa a mas del doble. Estudios de casos control han mostrado que el riesgo para
los exfumadores disminuye luego de 20 afos de haber dejado de fumar teniendo un riesgo igual al

de los que nunca han fumado(Simoes et al., 2017).
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Otro factor de riesgo para el ACDP potencialmente modificable es el indice de masa
corporal (IMC). Un mecanismo propuesto que explica el incremento del riesgo en personas con un
IMC alto es la resistencia a la insulina, esto lleva a una mayor secrecién de insulina resultando en
hiperinsulinemia y en un incremento de los niveles del factor de crecimiento insulinico (IGF-1), el

cual inhibe la apoptosis y promueve el desarrollo de tumores pancreaticos (Simoes et al., 2017).

La diabetes mellitus (DM) también ha sido asociada con claro si la diabetes juega un
papel causativo en el desarrollo de esta enfermedad o si es una manifestaciéon temprana
del cdncer pancreético. El mecanismo por el cual se explica la contribucién de la DM al desarrollo
del cancer ya se ha descrito antes en el IMC como factor de riesgo modificable. Ademds se ha
establecido que el riesgo de desarrollar ACDP es mas elevado para aquellos pacientes con una
diabetes de corta duracién, de 1 a 4 afios, mientras que el riesgo disminuye considerablemente en
aquellos pacientes con una diabetes de duracién mds larga de 5 -9 afios y para aquellos con

diabetes de mas de 10 afios el riesgo disminuye ain mas (Simoes et al., 2017).

Por ultimo el consumo de alcohol es otro factor de riesgo para el desarrollo del ACDP y
también puede ser modificable. Se ha establecido que un consumo de alcohol mayor a 24 g/dia
incrementa el riesgo de desarrollar ACDP en hombres. Esto se ha atribuido al hecho de que
algunos metabolitos del alcohol como el acetaldehido pueden potenciar los efectos de otros
carcindgenos como los contenidos en el tabaco. Aunado a lo anterior un consumo fuerte de
alcohol puede causar pancreatitis crénica la cual también ha sido asociada con un mayor riesgo de

desarrollar este cancer (Simoes et al., 2017).
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1.3.3 Riesgos genéticos

Aproximadamente del 5 al 10% de los casos de ACDP se presentan en pacientes con una

historia familiar con este tipo de cancer, y éstos se atribuyen a factores genéticos heredables.

Clinicamente la predisposicién hereditaria al cancer pancreatico es dividida en tres casos:

1)

Sindromes de predisposiciéon tumoral. Los cuales estan asociados a mutaciones en
genes de linea germinal, éstos se caracterizan por tener un fenotipo clinico diferente al
cancer pancredtico. Ejemplos de estos sindromes incluyen el cancer hereditario de
mama y ovario, el Sindrome de Peutz-Jeghers (PJS), el melanoma multiple atipico
familiar (FAMMM), el sindrome de cancer de melanoma pancreatico, entre otros. Por
ejemplo las mutaciones en el gen BRCA2, que estan ligadas al cdncer de mama vy
ovario, son las mas cominmente encontradas en los casos de ACDP familiar y estan
asociadas con un riesgo de hasta tres veces a desarrollar este tipo de céncer. Otras
mutaciones que han sido identificadas en pacientes con una historia familiar de CP son
en el gen supresor de tumores CDKN2A, BRCA1 y PALB2 (Raphael et al., 2017).
Pancreatitis hereditaria y fibrosis quistica. La pancreatitis hereditaria esta asociada a
una mutacién de linea germinal en el gen PRSS1 que codifica para el tripsinédgeno
catidnico, la consecuencia de esta mutacién es un incremento de la conversién de
tripsindgeno a tripsina, el incremento en la tripsina altera el balance de proteasas- anti
proteasas induciendo pancreatitis, este trastorno inflamatorio incrementa 26 veces el
riesgo comparado con la poblacién en general de desarrollar cancer pancreatico (Ho et
al., 2019; Khan et al., 2017).

Cancer pancreatico familiar (CPF), el cual se refiere a familias en las que mas de dos

miembros de primer grado (MPG) estan afectados con adenocarcinoma pancreatico y
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no cumplen los criterios para incluirse en los sindromes de predisposiciéon tumoral. El
riesgo de padecer ACDP para la poblacién general es del 1.3 a 1.5%, mientras que para
individuos con una historia de cancer familiar el riesgo se incrementa dos a tres veces
mas. Por ejemplo para individuos con dos MPG con ACDP el riesgo estimado es 6.4
veces mayor respecto al riesgo de la poblacidn general y para individuos con mas de
tres MPG con ACDP el riesgo se incrementa hasta 32 veces mas (Woérmann & Algiil,

2013).

1. 4 Lesiones precursoras en cancer pancreatico

Yachida (2010) sugiere que los cambios genéticos observados en el ACDP y metastasis
toman casi 12 afios desde la mutacidon inicial en el pancreas hasta el desarrollo de un ACDP
invasivo. Es decir es un cancer que pasa por lesiones pre-neopldsicas antes de considerarse un
ACDP. Mediante estudios clinicos e histolégicos se han identificado 3 lesiones precursoras del
ACDP como son: la neoplasia intraepitelial pancreatica (PanIN), la neoplasia quistica mucinosa

(MCN) y la neoplasia intraductal papilar mucinosa (IPMN), de las cuales la PanIN es la mas comun.

1.4.1 PanIN
La lesion precursora mas estudiada y que se encuentra en el 82% de los pacientes con

ACDP es la neoplasia intraepitelial pancreatica (PanlIN), la cual se localiza mayormente en la cabeza
del pancreas(Hruban, Maitra, & Goggins, 2008). El PanIN es una lesién microscdpica, usualmente
menor a 0.5 cm que se originan en los ductos pancreaticos intralobulares pequeios, estd
compuesta de células columnares a cuboidales. Este tipo de lesién es clasificada de acuerdo al
grado de atipia celular y nuclear en tres tipos de lesiones: 1) lesiones de bajo grado PanIN-1A/B, 2)

lesiones de grado intermedio PanIN2 y 3) lesiones de grado alto PanIN-3. Esto ha conducido a que
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el modelo de progresidén propuesto para el cancer pancredtico sea un modelo multipasos, en el
gue el desarrollo de la neoplasia progresa linealmente de un epitelio normal primero a lesiones

pre-neoplasicas hasta llegar a un ACDP (Hruban et al., 2008).

Histolégicamente los PanIN-1 se componen de células epiteliales columnares con nucleos
uniformes y redondos orientados basalmente, pueden ser aplanadas como en el PanIN-1A o
papilares en el caso de PanIN-1B. Mientras que, las lesiones PanIN-2 presentan mas cambios
nucleares incluyendo la pérdida de la polaridad nuclear, aglomeracién nuclear, pleomorfismo
nuclear (variaciéon en el tamafio del nucleo), hipercromasia nuclear (abundancia de ADN que se
tifile de negro en preparaciones histoldgicas) y pseudoestratificacion nuclear (Hruban et al., 2008).
En el caso de las lesiones PanIN-3 también conocidas como carcinoma in situ muestran el mas alto
grado de displasia. Estas lesiones son arquitectéonicamente complejas, formando papilas vy
estructuras cribiformes, las cuales se caracterizan por la presencia de orificios o perforaciones, y
en algunos casos se encuentran grupos de células que brotan del epitelio en la luz del conducto.
Citolégicamente, los nucleos en las lesiones PanIN-3 son agrandados, pleomérficos y mal

orientados, los nucléolos son a menudo figuras prominentes y mitdticas (Hruban et al., 2008).

1.4.2 IPMN
El ADCP aunque con una menor frecuencia también puede derivar de otro tipo de lesiones

pre neoplasicas como la neoplasia intraductal papilar mucinosa (IPMNs) o de neoplasmas quisticos
mucinosos (MCNs)(Iguchi et al., 2016). La lesién IPMN es un tipo de lesién macroscdpica con un
tamafio mayor a 1cm, son mas grandes que las lesiones PanIN y por tanto mas faciles de detectar.
La IPMN se originan dentro del ducto pancreatico principal o de alguna de sus ramificaciones y

esta definida por una proliferacion papilar del epitelio ductal por tanto tienden a tener un mayor
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numero de papilas mucinosas que las PanlINs, y se caracteriza por la expresion de la mucina 2

(MUC2) cuya deteccidn facilita el diagndstico de una IPMN (Hruban et al., 2008).

1.4.3 MCN
La neoplasia mucinosa quistica (MCN), son las lesiones pre-neopldsicas menos frecuentes.

La prevalencia exacta de este tipo de lesidn es dificil de estimar. Sin embargo, Valsangkar en 2012
reporté cerca de 23% of MCN en pacientes con tumores quisticos resecados del pancreas. Estas
lesiones se originan principalmente en mujeres y se localizan usualmente en el drea que abarca del
cuerpo del pancreas a la cola y no muestran comunicacién con el sistema ductal pancreatico.
Histolégicamente los MCN son lesiones quisticas que pueden crecer muy grandes. Presentan una
superficie lisa y una pseudocapsula fibrosa de espesor variable y, a menudo, con calcificaciones.
Microscépicamente, el revestimiento epitelial de una MCN consiste en células columnares con un
grado variable de displasia (Diaferia et al., 2016; Distler, Aust, Weitz, Pilarsky, & Griitzmann, 2014;

Patra, Bardeesy, & Mizukami, 2017)
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Figura 2 Modelo de la progresion del ADCP y los cambios moleculares asociados al ACDP.
Alteraciones genéticas que se presentan tempranamente al inicio del ACDP como las mutaciones en KRAS, amplificacion

en HER2, la inactivacién de PTEN ocurren desde las lesiones PanIN de bajo grado PanIN | A/ B. La inactivacién de
CDKN2A ocurre en las lesiones PanIN-2, y finalmente la pérdida de SMAD4 y p53 ocurren en las lesiones PanIN-3. Al
mismo tiempo que ocurren las alteraciones genéticas también hay una desregulacidn de los mecanismos epigenéticas.
Modificaciones epigenéticas como la metilacidn aberrante del ADN y el aumento o disminucién en la expresion de

ciertos micro ARN es un evento que se ocurre desde las lesiones PanIN de bajo grado (Tomado de Khan et al., 2017).

1.5 Mecanismos moleculares en la patogénesis del ACDP

El modelo de la progresion del ACDP que explica el inicio y progresiéon del adenocarcinoma
ductal pancreatico a través de un proceso multipasos a partir de lesiones precursoras no invasivas
(PanIN, IPMN, MCN) hasta llegar a un ACDP va acompafiado de la acumulacién de tanto

alteraciones genéticas como epigenéticas las cuales se describiran a continuacion. (Figura 2).
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1.5.1 Alteraciones genéticas

Los eventos genéticos involucrados en el inicio y progresién del ACDP incluyen mutaciones
en genes claves que lleva a la activacion de oncogenes y a la inactivacion de genes supresores de
tumores y consecuentemente a la desregulacidn de las vias de sefializacién oncogénicas. Por lo

gue a continuacidon mencionaremos solo algunos de los ejemplos mas importantes.

1.5.1.1 Activacion de oncogenes

Las mutaciones activadoras en el oncogen KRAS2 es la alteracion genética que se presenta
con mayor frecuencia en el ACDP y estd presente en aproximadamente 93% de los casos. Las
mutaciones en KRAS ocurren desde las lesiones PanIN de bajo grado (PanIN-1A/B) (figura 2) y se
encuentran con una gran frecuencia lo que soporta su papel como un evento iniciador en el
desarrollo de cancer pancreatico(Maitra & Hruban, 2008). El gen KRAS codifica para una GTPasa
pequeia del mismo nombre que media diversas funciones celulares incluyendo proliferacion,
supervivencia celular, remodelacién del citoesqueleto y motilidad, entre otros. Una variedad de
estimulos como la unidn de factores de crecimiento a sus respectivos receptores inician una via de
transduccion de sefiales que culmina con la activacion de la proteina K-Ras(Maitra & Hruban,
2008). La mutacién en el gen K-RAS que se presenta con mayor frecuencia (en el 98% de los casos),
en este tipo de cédncer, es una mutacion puntual en el codén 12 la cual genera un cambio de GGT a
GAT, o de GGT a GTT, o de GGT a CGT lo que resulta en una sustitucion de una glicina por un
aspartato, valina o arginina respectivamente. Ademas de que mutaciones en los codones 13 y 69
también llegan a presentarse aunque con una menor frecuencia (Khan et al., 2017). La mutacién
que genera el cambio de glicina por aspartato estabiliza la configuracidon de la proteina K-RAS

unida a GTP lo que conduce a la activacién constitutiva de las vias efectoras de Ras: Raf/MEK/ERK
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(MAPK) y PI3K/AKT y culmina en la proliferacién celular y la supervivencia (Maitra & Hruban,
2008).

En los pocos casos de ACDP en los que la mutacion de K-RAS esta ausente (~7%) se han
identificado alteraciones genéticas en otros componentes de la via MAPK cinasas que conducen a
la activacién de esta via, un ejemplo es BRAF que se encuentra mutado en un tercio de estos
tumores en los que el gen KRAS se conserva normal. También se han observado mutaciones en
reguladores negativos de la via RAS-MAPK como NF1, SPRED1, and DUSP6 (Maitra & Hruban,

2008; Raphael et al., 2017).

C-MYC es otro oncogen que se encuentra sobre-expresado en ACDP debido a una
amplificacion del gen (incremento en el nimero de copias de una secuencia génica) la cual es
encontrada del 20 al 30% de los casos de ACDP. C-Myc es un factor de transcripcién que activa la
expresiéon de genes involucrados en la transformacién celular, crecimiento celular, progresion del
ciclo celular y metabolismo. La expresion de c-Myc en el contexto del ACDP se ha demostrado es
regulada y activada por el factor de transcripcién NFAT (factor nuclear de células T activadas) el
cual también se encuentra sobre expresado en los tumores pancreaticos desde las lesiones PanIN-

2 (Khan et al., 2017).

Otros ejemplos de oncogenes que también se encuentran alterados por amplificacidon en
ACDP es MYB, el cual estd amplificado en aproximadamente 10% de los tumores pancreaticos, y
ERRB2 que estd amplificado en ~ 2% de los casos de ACDP, y que el aumento en la expresion de
estos oncogenes es consecuencia de su amplificacién. El gen MYB codifica para una proteina que
actla como un activador transcripcional en la mayoria de los casos y también coopera con otros
factores de transcripcidon para inducir sinérgicamente la expresion de genes. En el cancer
pancreatico MYB promueve la progresidon tumoral a través de la disminucidn de la expresién de
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los genes CDKN1B/p27 y CDKN1A/p21. Estos dos ultimos genes codifican para proteinas
inhibidoras del ciclo celular, por lo que la ausencia de éstas favorece la division celular de las
células tumorales. En contraparte MYB incrementa la expresién del gen BCL que codifica para una
proteina anti apoptdtica confiriendo de este modo resistencia a la muerte celular a las células
tumorales. Aunado a lo anterior MYB favorece el fenotipo maligno de las células tumorales al
incrementar sus propiedades de invasién y migracidon ya que aumenta la expresién de los genes
VEGF (Factor de crecimiento del endotelio vascular) y MMP7 (metaloproteasa-7) necesarios para
la diseminacidn del tumor (Khan et al., 2017; Srivastava et al., 2015).

Por su parte ERRB2 que codifica para el receptor 2 del factor de crecimiento epidermal
humano (HER2), esta involucrado en la regulacién de varias funciones celulares incluyendo
crecimiento celular, supervivencia y diferenciacidon. La consecuencia de su sobreexpresion es un
aumento en la activacién de las vias de sefializacién rio abajo de este receptor lo que culmina con

el crecimiento tumoral (Khan et al., 2017).

1.5.1.2 Inactivaciéon de genes supresores de tumores

Por otra parte los principales genes supresores de tumores desregulados en ACDP son
CDKN2A/p16 (Inhibidor de cinasas dependiente de ciclinas), TP53 (proteina tumoral p53), y
SMADA4/DPCA4 los cuales se describiran a continuacion.

CDKN2A es el gen supresor de tumores mas comiUnmente inactivado en ACDP. Las
alteraciones genéticas en CDKN2A son adquiridas en las lesiones pre-neoplasicas de grado
intermedio PanIN-2 (Figura 2) y han sido observadas en una frecuencia 90% de los casos de
pacientes con ACDP. La pérdida de la funcién de CDKN2A ocurre por diferentes mecanismos

incluyendo delecién homocigota, en el 40% de los casos, mutacidn intragénica con pérdida del
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segundo alelo (40%) y por silenciamiento epigenético (~ 20%) el cual se abordara mas tarde
(Raphael et al., 2017).

Pero écomo las alteraciones genéticas en CDKN2A contribuyen a la progresién de las
lesiones precursoras a un ACDP? La proteina que codifica este gen, p16, es un inhibidor de las
cinasas dependientes de ciclina: CDK4 y CDK6 las cuales median el paso de la fase G1-S durante el
ciclo celular. La funcién normal de estas cinasas consiste en fosforilar a la proteina del
retinoblastoma (Rb) la cual normalmente se encuentra unida al factor de transcripcién E2F
manteniéndolo inactivo, al fosforilarse Rb cambia su conformacién y libera a E2F, y permite que
éste active la transcripciéon de genes requeridos para el paso de la fase G1 a la fase S del ciclo
celular. De tal modo que al no estar presente pl6, la proteina Rb resulta continuamente
fosforilada por CDK4 y CDK6 lo que conduce a la activacion de los genes blanco de E2F (Khan et al.,

2017).

La inactivacion del gen supresor de tumores TP53 es un evento tardio en la progresion del
cancer pancredtico generalmente se observa en lesiones pre neoplasicas de alto grado PanIN-3
(Figura 2) (Khan et al., 2017). La inactivacidn de este gen estd presente en aproximadamente el 50
— 75% de los casos de ACDP y ocurre a través de mutaciones intragénicas combinadas con la
pérdida del segundo alelo. La proteina p53, es un factor de transcripcién vy tiene diferentes
funciones en la célula incluyendo la regulacién del ciclo celular en la fase G1-S, el mantenimiento
del arresto en las fases G1-M y la induccién de la apoptosis. La inactivacion de TP53 conduce a la
progresion del ciclo celular en el paso de G2-M aun en presencia de dafio al ADN evitando que la
célula entre en apoptosis e incrementa de esta forma la inestabilidad gendmica, lo que permite

gue se acumulen mutaciones con mayor rapidez (Khan et al., 2017).
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Al igual que TP53 la inactivacién del gen SMAD4, también conocido como DPC4 (del inglés
deleted in pancreatic carcinoma) ocurre en las lesiones precursoras avanzadas PanIN-3 (Figura 2).
Este gen supresor de tumores es inactivado en aproximadamente 55% de los pacientes con cancer
pancredtico, el mecanismo de inactivacién ocurre por delecién homocigota en el 30% de los casos
o por mutacién intragénica y pérdida del segundo alelo en el 25% de los casos (Lomberk & Urrutia,
2015).

El gen SMAD4 codifica para un factor de transcripcién del mismo nombre, esta proteina se
encuentra rio abajo del receptor de factor de crecimiento transformante (TGF-B). La via de TGF-p
es activada cuando esta proteina se une a sus receptores transmembrana de tipo Il y tipo | (TBRIl y
TBRI) esto activa una cascada intracelular que resulta en la fosforilaciéon de las proteinas Smad 2 y
Smad 3 los cuales se unen a Smad4 formando un complejo trimérico que se transloca al nucleo
donde SMAD4 actia como un regulador transcripcional. SMAD4 inhibe la proliferaciéon celular
induciendo arresto del ciclo celular en la fase G1, por tanto la pérdida de SMAD4 en las células
cancerosas les confiere una ventaja de crecimiento selectiva. Por tal motivo la pérdida de TP53 y
SMAD4 que ocurren en las lesiones PanIN-3 son considerados eventos conductores de la
metastasis (Katsuno, Lamouille, & Derynck, 2013).

BCRA2 es otro gen que se encuentra inactivado en ACDP, y al igual que los anteriores ocurre
tardiamente en las lesiones PanIN-3. BCRA2 es un gen necesario para la reparacion del ADN. Por lo
gue su inactivacién genera inestabilidad gendmica incrementando la velocidad con la que se

acumulan las mutaciones (Khan et al., 2017).

Otro gen supresor de tumores que se encuentra deletado en ACDP aunque con una menor
frecuencia es PTEN. La pérdida de PTEN ocurre temprano en el desarrollo del ACDP en las lesiones

pre-neopldsicas tempranas PanIN-1. Este gen codifica para una fosfatasa que regula
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negativamente la via de PI3K-AKT-mTOR la cual promueve el crecimiento celular y la
supervivencia, en esta via la cinasa PI13K fosforila a un lipido de membrana PIP-2 (fosfoinositide-4,5
bifosfato) generando PIP3 (fosfatidil inositol-3,4,5-trifosfato). Este lipido es capaz de reclutar a la
serina treonina cinasa AKT a la membrana plasmdtica desencadenando una cascada intracelular
qgue conduce a la activacidn de varios efectores como mTORc1 el cual impacta en el crecimiento
celular. PTEN regula negativamente la via al defosforilar PIP-3 terminando de esta forma la
sefializacion, por tanto la perdida de PTEN lleva a la activacion constitutiva de la cinasa AKT y sus

efectores(Khan et al., 2017).

Otros genes involucrados en diferentes procesos celulares relacionados con proliferacién y
reparacion del ADN han sido encontrados alterados en el adenocarcinoma ductal pancredtico
aunque con menor frecuencia (Ho et al., 2019)(Figura 3). Sin embargo las alteraciones genéticas
no representan los Unicos mecanismos moleculares que conducen a la tumorogénesis como se

discutira a continuacion.

Growth factor receptor pathway PI3K/Akt pathway
5% 6%
_. AKT2 | BCL2
74-93% 2-3% 5%
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Figura 3 Genes que se encuentran alterados en el ACDP
En rojo KRAS, se encuentra ubicuamente mutado en 93% de los pacientes con ACDP. TP53, SAMD4 y CDKN2A son genes

supresores de tumores que se encuentran inactivados por alteraciones genéticas con una prevalencia que varia. Los
porcentajes representan la prevalencia de las mutaciones en muestras de pacientes con ACDP. (Tomado de Ho J, et al.
2018)
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1.5.2 Mecanismos epigenéticos involucrados en el desarrollo del ACDP

En la dltima década se ha logrado obtener la secuencia completa del genoma humano.
Este conocimiento ha permitido identificar las alteraciones genéticas involucradas en la
trasformacion de las células normales a células tumorales. Lo que ha ayudado a una mejor
comprension de los mecanismos moleculares involucrados en el desarrollo del ACDP. Sin
embargo, estos estudios no han sido suficientes para traducirse en el desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas contra el ACDP. Ademas de que las alteraciones genéticas ya descritas, no
permiten explicar la expresién diferencial de genes en el ACDP. Por lo que todo esto, ha llevado a
extender la investigacion al estudio de los mecanismos epigenéticos que regulan la expresion

génica en el ACDP.

1.5.2.1 Modificaciones epigenéticas

Actualmente se sabe que el desarrollo del ACDP no se debe exclusivamente a alteraciones

genéticas, sino que ademds existe un cross-talk con mecanismos epigenéticos (lguchi et al., 2016),
los cuales en conjunto dan origen a la transformaciéon neopldsica, ademdas de que también
determina muchas de las caracteristicas del fenotipo del cdncer y sus sintomas. Por lo que
entonces, tanto alteraciones genéticas como epigenéticas contribuyen al desarrollo y progresidn
de esta enfermedad. Afortunadamente, con el conocimiento de la epigenética, se ha logrado una
mayor comprensidn de los mecanismos que favorecen la progresién del ACDP, y se han logrado

proponer nuevas herramientas para el diagndstico y el tratamiento de esta enfermedad.

La epigenética es un tipo de memoria celular y molecular que abarca aquellos mecanismos
moleculares encargados de regular el encendido y el apagado de los genes sin que se modifique la

secuencia de ADN, los cuales son heredables y reversibles. Se han reportado siete mecanismos de
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regulaciéon epigenética entre ellos: 1) La metilacién del ADN, 2) las modificaciones post-
traduccionales de las histonas, 3) las variantes de histonas, 4) los complejos remodeladores de
cromatina dependientes de ATP, 5) miembros de la familia Policomb y Triotorax 6) RNA no
codificantes y 7) la protedlisis del extremo amino de las histonas.

Estos mecanismos epigenéticos ocurren tanto a nivel del ADN como a nivel de la cromatina y en
conjunto constituyen el cédigo epigenético que modula la expresién del genoma en diferentes
tipos celulares a través de etapas de desarrollo y en diversos estados de enfermedad incluyendo el
cancer. A continuacion se describiran brevemente cada uno de estos mecanismos epigenéticos y

se detallara como algunos de ellos participan en la biologia del ACDP (Silverman & Shi, 2016).

1.5.2.2 Modificaciones epigenéticas a nivel de ADN: Metilacion de ADN
La metilacion del ADN corresponde al Unico mecanismo epigenético que ocurre directamente
sobre el DNA. Esta modificacidn covalente ocurre en regiones extensas del genoma enriquecidas
en los dinucleétidos CpG de mds de 200 pb, llamadas islas CpG. Aunque la metilacion se lleva a
cabo casi siempre en las islas CpG otras citosinas localizadas en otras regiones del genoma pueden
también ser susceptibles a esta modificacion (McCleary-Wheeler et al., 2013). La metilacién del
ADN es realizada por las enzimas ADN metil transferasas (DNMTs) las cuales transfirieren un grupo
metilo de la S-adenosilmetionina (SAM) al carbono de la posicién 5 de la citosinas para formar la
5-metilcitosina (5mC). Existen tres DNMTs activas en mamiferos encargadas de realizar la
metilacion esta son: la DNMT1, la cual se encarga de mantener los patrones de metilacion
durante la divisidn celular y las DNMT3a y DNMT3b, las cudles efectian la metilaciéon de novo.
DNMT3L es una proteina regulatoria que no tiene actividad de metil transferasa pero estabiliza a

DNMT3a y DNMT3b para incrementar la metilacidn de novo. Por lo tanto la metilaciéon del ADN
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puede ser heredada a través de generaciones a las células hijas o puede ser adicionada de
novo(Silverman & Shi, 2016).

La manera en que la metilacién regula la expresién de genes es a través de los grupos metilo
adicionados en las islas CpG ubicadas en las secuencias promotoras de los genes. De tal manera
gue la adicién de estos grupos metilos, impiden la unién de los factores de transcripcion ademas
de atraer proteinas con dominios de unién a CpG metiladas (MBD) para iniciar la compactacién de
la cromatina. Por lo que la metilaciéon del ADN se asocia casi siempre con el silenciamiento en la
expresion de los genes o represion transcripcional. Mientras que, la metilacion en el cuerpo del
gen, puede facilitar la elongacién de la transcripcion y también se correlaciona con una
transcripcidn activa y splicing (Iguchi et al., 2016; Silverman & Shi, 2016).

La metilacién del ADN es una modificacion reversible, la eliminacién de los grupos metilo
es llevada a cabo por las enzimas TET (del inglés Ten eleven traslocation), estas enzimas a través de
una serie de pasos de oxidacidon sucesivas en presencia de agua, oxigeno y a-cetoglutarato
primero oxidan la 5-mC, en 5-hidroximetilcitosina (5hmC), luego a 5-formilcitosina (5-fC) y por
ultimo a 5-carboxilcitosina (5-caC). Después tanto 5-fC como 5-caC pueden ser reemplazadas por
un citosina no modificada a través de un mecanismo de reparacidn por escisién de base mediada
por glicosilasa de ADN timina (Jin et al., 2018). Asi, mientras que la metilacién impide la unién de
los factores de trascripcién, la demetilacion permite el acceso a la regién promotora de los
factores de transcripcion promoviendo la transcripcién de dichos genes (Silverman & Shi, 2016).

¢En general cdmo explica esta modificacion epigenética el inicio y progresion del cancer?
Este mecanismo epigenético favorece el proceso oncogénico a través de la metilacion aberrante
de los promotores de los genes supresores de tumores (hipermetilacién), evitando su expresién y
por otro lado la eliminacidon de las marcas de metilacion de las regiones promotoras de los

oncogenes (hipometilacion), conduce a su activacion, de hecho el silenciamiento transcripcional
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mediado por metilacidn de las secuencias promotoras del ADN es la alteracion epigenética mas
reconocida y estudiada en cancer(Khan et al., 2017).

La metilacién del ADN ha sido el mecanismo epigenético mds ampliamente estudiado en
el ACDP y ha sido reportado tanto en lesiones precursoras como en ACDP indicando que
alteraciones en el proceso de metilacion del ADN, juegan un papel importante en la iniciacién y
progresion del ACDP.

En el ACDP algunos promotores de genes supresores de tumores se han encontrado
metilados en las lesiones pre-neoplasicas (PanIN). Un ejemplo muy estudiado es el gen
CDKN2A/p16, del cual ya se ha descrito que se encuentra inactivado en el 90% de los casos de
ACDP y que aproximadamente en el 20% de los casos la inactivacidon del gen es mediada por
hipermetilacién de su promotor. El resultado de la adicidon de los grupo metilos es que ya no
pueden unirse al promotor de este gen factores de transcripcion que permiten su expresion como
SP-1y en su lugar se reclutan otras proteinas como las MBDs que pueden a su vez unir proteinas
efectoras como las HDACs lo cual conduce a la represién transcripcional de este gen (lguchi et al.,
2016; McCleary-Wheeler et al., 2013).

Otro ejemplo en donde la metilacion del ADN contribuye en el desarrollo del ACDP es el
gen FOXA1/2, el cual estd asociado con la inhibicién de la transicién epitelio-mesénquima (EMT), al
regular positivamente la transcripcion de E-cadherina. Este gen en el caso del ACDP, se encuentra
silenciado por hipermetilacion del promotor, lo cual favorece el fenotipo invasivo de la
enfermedad (Wang et al., 2014).

Sin embargo, los mecanismos por los cuales la metilacién de genes que normalmente no
deberian estar metilados y la pérdida del patrén de metilacion estdn alterados no son
completamente entendidos. Aunque varios estudios han demostrado que en ACDP existe una

sobre-expresiéon de la DNMT1, DNMT3a y DNMT3b. En el caso de la DNMT1 se ha encontrado
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gue su sobre-expresidn ocurre a través de la proteina nuclear 1 (Nurpl) y que la sobre-expresién

de DNMT1 coopera con la mutacién del gen KRAS®'?°

para el desarrollo de las lesiones pre-
neoplasicas PanlIN (Iguchi et al., 2016).

Paralelo a los eventos de metilacidn, otros genes normalmente silenciados en las células
pancredticas experimentan la eliminacién del patrén de metilacion de su promotor
(hipometilacion). Lo cual conduce a la expresidon de genes que en condiciones normales no
deberian ser expresados. Un ejemplo de esto se observa en el gen que codifica para el factor
intercambiador de nucledtidos de guanina especifico de células hematopoyéticas, VAV1, el cual
promueve la actividad de KRAS llevando a la proliferacion celular en ACDP (McCleary-Wheeler et
al., 2013).

Otro ejemplo de gen con pérdida de las marcas de metilacién en su promotor es el gen de
la mucina 4 (MUC4), el cual se encuentra sobre-expresado en las lesiones precursoras PanIN-I.
También los promotores de algunos oncogenes como JUNB, MYB y FOS se encuentran
hipometilados y sobre-expresados en ACDP. Pero esta hipometilacidon no sélo atafie a factores de
transcripcién sino también se ha observado en algunas proteinas modificadores de histonas como
la metiltransferasa de histona SETDS8, la cual es responsable de metilar a la histona H4 en la lisina
K20, y la histona demetilasa de lisina KDMG6A. Las cuales como consecuencia de la hipometilacion
de su promotor también se encuentra sobre expresadas en ACDP (lguchi et al, 2016).
Adicionalmente la pérdida de la metilacion de elementos repetitivos como los transposones puede

incrementar inestabilidad gendmica, conduciendo a deleciones cromosomales, translocaciones y

amplificaciones que son tipicas de muchos canceres (lguchi et al., 2016).

Esto ejemplos de metilacién aberrante de genes en el ACDP son importantes para

entender como ademds de las alteraciones genéticas otros mecanismos contribuyen a la
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inactivacién de genes supresores de tumores importantes y a la activacion de oncogenes que
finalmente van a contribuir al inicio y progresion de la enfermedad. A continuacion veremos como

la alteracidn en el patrdn de las marcas en las histonas también contribuye a la tumorogénesis.

1.5.2.3 Modificaciones epigenéticas a nivel de Ila cromatina:
Modificaciones post traduccionales de histonas (PTMs)

En lo que respecta a los mecanismos epigenéticos que ocurren a nivel de la cromatina se
encuentran las modificaciones post-traduccionales de las histonas, variantes de histonas,
complejos remodeladores dependientes de ATP, RNAs no codificantes, protedlisis del extremo

amino de la histona H3 y arquitectura nuclear.

Pero ¢écémo ocurre esto? Primero debemos recordar que el ADN se encuentra
empaguetado en el nucleo de las células eucariotas con histonas, proteinas reguladoras no
histénicas y ARN no codificantes largos y pequeiios en forma de un complejo llamado cromatina
cuya unidad funcional es el nucleosoma. Cada nucleosoma estd compuesto de un octamero de
histonas, dos de cada una de las histonas candnicas: H2A, H2B, H3 y H4, alrededor del cual se
enrollan aproximadamente 146 pares de bases. Otro tipo de histona, la H1 se une a las regiones de
ADN que conectan los nucleosomas adyacentes en la fibra de cromatina facilitando atin mas la

compactacién del ADN (Lomberk & Urrutia, 2015).

Las histonas representan el principal componente proteico de la cromatina y gran parte de
su sintesis esta ligada con la replicacion del ADN, es decir ocurre durante la fase S del ciclo celular
permitiendo un adecuado empaquetamiento del ADN recién replicado (Dryhurst et al., 2009). Su
extremo N-terminal, también llamado colas de las histonas, sobresale de los nucleosomas

guedando accesible a proteinas y complejos proteicos capaces de unir covalentemente grupos
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guimicos modificando post-traduccionalmente (PTM) a las histonas. Aunque actualmente se ha
corroborado que las PTMs no son exclusivas del extremo amino sino que también ocurren en el
extremo carboxilo de estas proteinas que aunque estan menos expuesto también son susceptibles
de sufrir PTMs que son importantes en la movilidad y estabilidad de las histonas (Lomberk &
Urrutia, 2015). Se conocen distintos tipos de PTMs que ocurren en las histonas tales como: la
acetilacidon, metilacién, ubiquitilacion, fosforilacion, sumoilacién, deaminacién. Todas ellas
referidas como “marcas de histonas” o “marcas epigenéticas” (Iguchi et al., 2016), que regulan la

transcripcién, replicacién y reparacién de genes.

Pero écudl es la relevancia bioldgica de estas PTMs? Estas constituyen la base de lo que se
ha nombrado “hipétesis del cddigo de histonas” la cual se ha propuesto para explicar la
correlacién entre la presencia de las marcas de histonas en distintas regiones del ADN: como
promotores, enhancers, cuerpo del gen y otros elementos regulatorios con un resultado bioldgico
particular. Ya que las PTMs de manera individual o en combinacién ocasiona el reclutamiento de
efectores modificadores de la cromatina determinando asi si un gen debe ser transcrito o

silenciado(lguchi et al., 2016).

¢Qué proteinas estan involucradas en realizar las PTM? Dentro del modelo del cddigo de
histonas se han establecido los conceptos de “escritores” para aquellas enzimas modificadoras de
histonas que colocan las marcas en estas proteinas, de “lectores” para las proteinas efectoras que
reconocen y se unen a las marcas teniendo un impacto en la estructura de la cromatina vy
“borradores” para las enzimas que eliminan las marcas (lguchi E., et al. 2016). Entre las enzimas
“escritoras” las mas estudiadas son las histona metiltransferasas (HMT), siendo las enzimas metil

transferasas de lisina (HKMT) las mas caracterizadas. Entre las proteinas que introducen los grupos
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acetilos en las lisinas estdan las histonas acetil transferasas (HAT). Algunos ejemplos
representativos de estds son: la proteina de union a CREB (CBP), p300 y el factor asociado a
p300/CBP (P/CAF), las cuales adicionan grupos acetilo, y las ubiquitin ligasas que adicionan
ubiquitina (Silverman et al, 2016). Debido a que la modificacion de las histonas es un proceso
dinamico, las reacciones catalizadas por estas enzimas son revertidas por otras enzimas que
eliminan los grupos quimicos y se conocen como “borradores”. Entre los borradores se incluyen a
las demetilasas de histonas (HDMs), las cuales eliminan los grupos metilo de las histonas, las
histonas deacetilasas (HDAC), las cuales eliminan los grupos acetilo de las histonas y las

deubiquitinasas (Lomberk & Urrutia, 2015).

De todas las marcas epigenéticas que ocurren en las histonas las mas estudiadas son las
modificaciones realizadas en el extremo amino de la histona H3 y en particular en los residuos de
lisina, como la metilacién y la acetilacion. Dependiendo del residuo de lisina que sea modificado el
resultado podria ser el silenciamiento o activacion transcripcional. Adicionalmente, en el caso de la
metilacion, cada residuo puede ser mono, di o tri metilado volviendo mdas compleja la regulacidon
(Silverman & Shi, 2016). Esto nos lleva a la siguiente pregunta écémo es que estas marcas
epigenéticas pueden causar la activacidn o represion transcripcional? En el caso de la acetilacion
en las lisinas de las histonas, la adiciéon de grupos acetilos neutraliza la carga positiva de las
histonas, ocasionando el debilitamiento de la interaccion entre el ADN cargado negativamente y
las histonas (cargadas positivamente), generando una estructura de cromatina mas abierta
permitiendo asi la transcripcion de los genes. De manera general se ha establecido que las marcas
de acetilacién en los residuos de lisina, 9, 13, 18, 23 y 27 de la histona H3 que conforman a los
nucleosomas ubicados en la regién promotora de un gen especifico permiten su activacion

transcripcional (lguchi et al., 2016).
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A diferencia de la acetilacion, la metilacion de las histonas no produce alteraciones en la
carga de las histonas, esta es la razén por la que la metilacién de histonas puede ser tanto una
marca activadora como represora dependiendo del residuo y grado de metilacién. La metilaciéon
puede ser realizada tanto en lisinas como argininas. Algunas marcas especificas de metilacion en
las lisinas de histonas localizadas en las regiones promotoras asociadas con activaciéon
transcripcional son: H3K4me3 y H3K36me3 mientras que la H3K9me3 y H3K27me3 estan
asociadas con represion transcripcional ya que favorecen la formacién de un cromatina compacta
gue no se transcribe (lguchi et al., 2016).

En el caso de la metilacidon de las argininas la adicién de los grupos metilos es realizada
por las enzimas metil-transferasas de argininas (PRMT). Las cuales pueden mono o dimetilar a las
argininas de manera simétrica o asimétrica (en el caso de la di-metilacion). La metilacién de las
argininas ocurre en los residuos R2, R17 y R26 de la histona H3 y es realizada por la
PRMT4/CARM1. En lo que respecta a la histona H4, ésta también puede ser metilada en la
arginina R3 tanto por PRMT1 y PRMTS5, con diferentes resultados. Ya que si la metilacién la realiza
la PRMT1 quién es capaz de mono o dimetilar a la R3 de manera asimétrica permitira la activacion
transcripcional. Sin embargo, si la adicion del grupo metilo es realizada por PRMT5 (la cual
dimetila de manera simétrica a la R3 de la histona H4), adquirird una marca epigenética asociada

al silenciamiento del gen (Bedford & Clarke, 2009).

1.5.2.4 Modificaciones post-traduccionales en el ACDP

Actualmente, la acetilacién y la metilacién de las histonas representan los unicos
mecanismos basados en PTMs de las histonas, que se sabe, tienen efectos sobre el proceso
carcinogénico del pancreas. A nivel global, se ha reportado la disminucion de la H3K27me3, la cual

se asocia al grado del tumor y a la propagacién a ganglios linfaticos adyacentes (Wei et al., 2008);
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mientras que la disminucién de la H3K4me2 y de la H3K9me2 se asocian con pobre sobrevida
(Manuyakorn et al., 2010). En el caso de la H3K4me3, la disminucidn de esta PTM indica una pobre
diferenciacion en el tumor (Watanabe et al., 2012). También un aumento en la acetilacion de la
lisina 18 de la histona H3 (H3K18ac), en la lisina 9 de la histona H3 (H3K9ac), y de la lisina 12 de la
histona H4 (H4K12ac), se asocian con una pobre sobrevida de los pacientes (Juliano et al., 2016)

Por otro lado, gracias a las técnicas de inmunoprecipitacion de la cromatina (ChIP), y de
gRT-PCR, se ha logrado identificar cambios en el enriquecimiento de ciertas PTMs en regiones
regulatorias de algunos genes, y se ha podido demostrar cdmo estos cambios modifican el estado
transcripcional de los mismos. Por ejemplo, se ha reportado un aumento en la H3K9Me2/3 en el
extremo amino de las histonas presentes en el sitio de inicio de la transcripcion (TSS), del gen
MUCI1 lo cual conduce a su represion. Mientras que en el gen MUC2, se ha demostrado que existe
un enriguecimiento de las marcas H3K4Me2/3, H3K9ac y acetilacién de la lisina 27 de la histona
H3 (H3K27Ac), en células de cancer de pancreas, las cuales permiten la expresion de MUC2.

Pero no solo la adicién de grupos acetilo y metilo a los extremos animo terminales de las
histonas parecen estar involucrados en el desarrollo del cancer pancreatico, sino también las
enzimas responsables de eliminar las marcas de acetilacién, es decir, las HDAC. Por ejemplo, se
conoce que la HDAC7 se encuentra significativamente elevada en ACDP, ademds de que su
expresion permite discriminar entre ACDP y otros tumores pancredticos (Ouaissi et al., 2008).
Adicionalmente, se ha observado una cooperacion entre el factor de transcripciéon ZEBI,
responsable del silenciamiento de E-cadherina, y las HDACs, ya que la hipermetilacién del gen
CDH1 (E-cadherina), se debe a la unién del complejo ZEB1-HDACs sobre promotor de E-cadherina.
La participacion de ZEB1 en reclutar a HDACs para reprimir la expresion de E-cadherina fue

corroborada en ratones knock-down para ZEB1. En estos ratones se observé que la ausencia de
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ZEB1 conlleva a la acetilacion de las histonas del promotor de E-cadherina permitiendo asi su
expresion (Schneider, Kramer, & Saur, n.d.).

En el caso del ACDP también se ha observado que existe tanto una expresién como
actividad alterada de varias de las enzimas “escritoras” que modifican a las histonas. Un ejemplo
de éstas es la proteina p300, la cual es una histona acetiltransferasa que estd altamente activa en
ACDP, dicha actividad este influenciada por factores de transcripcion especificos como NFAT
(Factor nuclear de células T activadas). Tanto en condiciones normales como en cancer, la via de
calcineurina/NFAT activa la transcripcién del oncogen c-Myec. El factor de transcripcion NFAT se
une al promotor de este oncogen y recluta a p300 a la regidon promotora de c-Myc. Por su parte
p300 induce hiperacetilacién y crea una estructura de cromatina permisiva para el reclutamiento
de Elkl una proteina requerida para una mdaxima activacion del promotor de c-Myc lo que
finalmente conduce a la expresidén de este gen. Esto es particularmente importante en ACDP ya
gue NFATc1 es inducido en las lesiones precursoras PanIN-2 y esta altamente expresado en las
mayoria de los ACDP avanzados. Ademads se ha demostrado que en células de ACDP el factor de
transcripcién NFAT promueve el crecimiento in vitro e in vivo a través de la induccidn

transcripcional de c-Myc (McCleary-Wheeler et al., 2013; Singh et al., 2010).

La metilacion como ya se menciond es también un importante componente del cédigo de
histonas, una de las enzimas que realiza esta PTM es la subunidad catalitica EZH2 del complejo
represivo Policomb (PRC2) la cual se encuentra sobre expresada en ACDP. De manera normal el
complejo PRC2 realiza la metilacién de la histona H3 en la lisina K27 localizada en las regiones
promotoras, subsecuentemente la marca depositada en la histona H3K27 por PRC2 recluta al
complejo PRC1 completando el silenciamiento transcripcional. La sobre expresién de EZH2 en

ACDP conduce al silenciamiento de genes supresores de tumores como la E-cadherina, CDK1C,
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BRCA1 y CDKN2A. Por lo que éste ultimo gen no solo es regulado por metilacion del ADN en su
region promotora sino también por la metilacién de las histonas H3 de los nucleosomas que estan

presentes en la regidon promotora del gen (lguchi et al., 2016; McCleary-Wheeler et al., 2013).

1.5.2.5 ARN no codificantes

Un mecanismo epigenético que ha sido muy estudiado en los ultimos afios corresponde a
los ARNs no codificantes (ARNncs). Por andlisis de secuenciacién masiva de ARN (RNA-seq), se
sabe que mas del 85% del genoma es transcrito, pero que, solo el 3% de estos transcritos codifican
para proteinas (Hangauer, Vaughn, & McManus, 2013), sugiriendo que el resto de los ARNs (82%)
puede tener funciones regulatorias. De acuerdo al tamafio que presentan los transcritos no
codificantes estos se pueden clasifican en ARNncs largos (ARNLncs), mayores a 200 nucledtidos
(nt), y ARNs pequefios (ARNsnc), menores a 200 nt. Especificamente los microARNs (miARNs), que
son un tipo de ARN no codificante pequeio, son secuencias que alteran la estabilidad del mRNA.
Por su parte, los ARNIncs pueden unirse a factores de transcripcién y reclutar complejos
modificadores y remodeladores de la cromatina alterando de esta forma la expresién de genes

(Holoch & Moazed, 2015).

1.5.2.6 miRNAS y ACDP

De todos los ARNnc pequefios, los miARN son los mds comunes, el nimero de especies de
miARN transcritas en el genoma humano son aproximadamente 2000 y cada miARN puede tener
multiples blancos. Se estima que los miARN controlan la actividad de aproximadamente el 30% de
todos genes que codifican para proteinas en mamiferos(lguchi et al., 2016). Los miARN son
moléculas de una sola cadena de ARN con un tamafio de 20 a 25 nucledtidos, que estan
involucrados en el control post-transcripcional de la expresidn génica en organismos

eucariontes(lguchi et al., 2016).
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Los miRNAS son transcritos por la ARN polimerasa Il, se transcriben inicialmente como
transcritos primarios o pri-miRNA con una “cap” en su extremo 5'y una cola de poli-adeninas
(poly-A) en su extremo 3'. Los pri-miRNA se procesan en el nlicleo en estructuras cortas de 70-
nucledtidos en forma de tallo-asa (stem-loop) conocidas como pre-miRNA por las enzimas
DROSHA y PASHA para formar los pre-miARNs. Después son transportados al citoplasma donde se
asocian con un complejo multiproteico que contiene las proteinas DICER y ARGONAUTA llamado
complejo de silenciamiento inducido por ARN (RISC). En este punto el loop de la estructura stem-
loop es cortado por la enzima DICER generando un miARN maduro que guia al complejo RISC a la
secuencia complementaria al extremo 3" de su ARN mensajero blanco. Una vez unidos los miARN
a su mARN blanco ejercen una regulacién negativa sobre la expresién génica por diferentes
mecanismos: 1) deanilacién del mARN por reclutamiento de un complejo deadenilasa que
desestabiliza el mMARN y lo conduce a su degradacion; 2) Inhibicién de la iniciacidn de la traduccién
y 3) Inhibicion de la elongacidn de la traduccién (Iguchi et al.,, 2016; McCleary-Wheeler et al.,
2013).

En los ultimos afios se ha estudiado el papel de los microARNs en la biologia del cancer,
principalmente en la capacidad que tienen para facilitar el crecimiento tumoral, invasion,
angiogénesis y evasion de la respuesta inmune. Ademas a nivel clinico el perfil de ciertos miARN
puede definir el subtipo de cancer, estadio, sobrevida y algunos otros sirven como prondstico o
para monitorear la respuesta al tratamiento.

En el ACDP se han detectado alteraciones en la expresién de una gran cantidad de miARNs
lo cual se debe principalmente a la alteracién en la metilacién de sus regiones promotoras. Hasta
la fecha se ha reportado la alteracién en la expresion de aproximadamente 422 miARNs en ACDP
(pancreaticcancerdatabase.org/2015). De éstos solo algunos miARNs han sido descritos que

participan en etapas tempranas del ACDP. Por ejemplo el miR-138A se encuentra silenciado por
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hipermetilacidon en su promotor en lesiones pre-neoplasicas Panly Panll. Por otro lado miembros
de la familia miR-200 se encuentran disminuidos en ACDP invasivo. La baja expresiéon de los miR-
200s favorece el fenotipo metastdsico e invasivo, ya que la funcién normal de estos miARN es
regular negativamente la expresiéon de ZEB1 y ZEB2. Estas son proteinas que funcionan como
represores transcripcionales de la E-cadherina, una proteina que forma parte de las uniones
adherentes de célula-célula y por tanto modula negativamente la transicidn epitelio mesénquima
(EMT). Por lo que al no estar expresados los microARN de la familia miR-200 hay mayores niveles
de ZEB1 y ZEB2 los cuales inhiben la expresion de la E-caherina lo que conduce finalmente a la
EMT (McCleary-Wheeler et al., 2013). Otro ejemplo de microARN cuya expresién se encuentra
disminuida en ACDP es el miR-34, uno de sus blancos es el gen antiapotético Bcl-2, en condiciones
normales la expresion de este miARN es dependiente de p53, esto es particularmente relevante en
tumores en los que se ha perdido la funcién de p53 y en consecuencia la expresion de miR-34 se
ve disminuida. Sin embargo, la expresion de miR-34 se ha encontrado que es inactivada por
metilacién en las islas CpG de su promotor independientemente del estado de p53. Esto es
interesante ya que es un ejemplo de cdmo un mecanismo epigenético regula la funcién de otro
(McCleary-Wheeler et al.,, 2013). Un ejemplo de microARN cuya expresién se encuentra
aumentada en ACDP es el miR-155. El blanco de este miARN es el mMRNA de TP53INP1, el cual es
una proteina pro-apoptdtica. En condiciones normales la induccién del gen TP53INP1 también es
dependiente de p53. En ACDP la sobre-expresion del miR-155 conduce a una disminucion de
TP53INP1 creando un efecto aditivo en la resistencia a la muerte celular en los tumores en los que
p53 se encuentra mutado. El aumento en la expresiéon del microARN-155 se ha detectado
comienza a partir de las lesiones pre-neopldsicas PanIN-3(McCleary-Wheeler et al., 2013).
También existe asociacién entre algunos microARN vy la resistencia a la quimioterapia. Por

ejemplo miR-21 se encuentra sobreexpresado en ACDP lo cual es considerado un marcador de mal
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prondstico, este miARN aparece en células cancerosas después del tratamiento de quimioterapia
con gemcitabina.

Sin embargo los miARN no son los Unicos ARNnc que participan en la regular la expresidn
de los genes ya que hace mds de una década se empezd a demostrar que los ARNInc tienen un

papel predominante en regular la expresidn génica por lo que se describiran a continuacidn.

1.5.2.7 ARN largos no codificantes

Ya se ha mencionado que los ARNInc tienen un tamafio mayor a 200 bases, y que al igual
gue los mARN son transcritos por la ARN polimerasa ll, tienen frecuentemente en su extremo 5’
una estructura “cap”, sufren de splicing y poliadenilacién en su extremo 3” (Quinn et al, 2016). Los
ARNInc son clasificados de acuerdo a la regidn del gen en el que transcriben como: 1) intrdnicos,
cuando se originan dentro de los intrones de un gen codificante de proteinas, 2) cis-antisentido
cuando son transcritos a partir de la cadena opuesta a su ARNm, o 3) intergénicos, cuando son
transcritos entre genes que codifican para proteinas (Marchese, Raimondi, & Huarte, 2017).

Los ARNInc estan involucrados en diversos procesos ya que: 1) Pueden funcionar como
sefiales moleculares que integran la informacion celular espacio-temporal, de desarrollo vy
especifica de estimulo para la activacién trancripcional de genes especificos. 2) También
funcionan como un sefiuelo, ya que tienen la habilidad de secuestrar a distintas proteinas: factores
de transcripcion, proteinas de splicing, modificadores de la cromatina formando complejos
ribonucleoproteicos y evitando su acceso al ADN, y finalmente 3) funcionan como guias para una
adecuada localizacién de los complejo modificadores de cromatina asi como de otras proteinas
nucleares a loci gendmicos particulares para ejercer sus efectos ya sea la activacidn o represion de

genes especificos (Marchese et al., 2017).

1.5.2.8 ARN largos no codificantes y ACDP
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También se ha encontrado que los ARN largos no codificantes estan expresados
diferencialmente en el ACDP indicando su participacién en la biologia de este tipo de cancer. Un
ejemplo de ARNInc que estd diferencialmente expresado en ACDP es el ARNInc H19 cuya
expresion estd incrementada en tumores pancredticos. Normalmente H19 es altamente
expresado en etapas tempranas en la embriogénesis y vida fetal en muchos érganos. Sin
embargo después del nacimiento practicamente no se expresa. Pero ¢cémo participa H19 en la
progresion tumoral? Se cree que H19 funciona como una esponja molecular del micro ARN let-7,
es decir H19 se une por complementariedad a let-7 impidiendo que let-7 se una a su mRNA blanco
el cual es el ARNm de la proteina HMGA2 (proteina del grupo de alta movilidad A2). Por su parte
HMGA2 actia como factor de transcripcion y media la EMT. El mecanismo por el cual HMGA2
media este fendmeno es a través de la cooperacion con los factores de transcripcion SMAD para
unirse al promotor de SNAIL1 promoviendo su transcripcidn. Por su parte SNAIL1 también es un
factor de transcripcién que reprime la expresién de la E-cadherina. Por lo tanto al estar sobre
expresado H19 no habrd suficiente micro ARN let-7 que regule negativamente la expresién de
HMGA?2, por lo que se promovera la transicién epitelio mesénquima favoreciendo asi la invasién y
metastasis (Kallen et al., 2013).

Como ya se menciond previamente los ARN largos no codificantes actlan por diferentes
mecanismos moleculares, por ejemplo pueden actuar como guias de complejos remodeladores de
cromatina y regular la expresién de los genes. MALAT-1 es un ARNInc que precisamente actla de
este modo, ya que MALAT-1 interacciona con EZH2, la subunidad del complejo Policomb 2 (PRC2)
con actividad de histona metil-transferasa, este complejo MALAT-1-EZH2 es llevado al promotor
del gen de la E-cadherina donde EZH2 mono, di y trimetila a la lisina K27 de la histona H3 ubicadas
en esta regidn del gen lo que reprime la expresidn de este gen y promueve la metastasis (Iguchi et

al., 2016).
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Los procesos de replicacidn, reparacion del ADN, transcripcidon de genes y exporte de los
mARN son también regulados por la manera en que estdn organizadas las secuencias gendmicas
en el nucleo y la compartamentalizacidn de la maquinaria molecular involucrada en esos procesos,
en conjunto a esta organizacién del genoma en el ndcleo se le ha nombrado arquitectura nuclear

la cual se describira a continuacion.

1.5.2.9 Arquitectura nuclear

El ndcleo esta organizado en compartimientos especificos que incluyen cuerpos nucleares,
dominios de heterocromatina, territorios cromosomales, complejos multiproteicos
compartamentalizados y poros nucleares que permiten el transporte nucleo-citoplasma. La
organizacién espacial, temporal y dinamica del nucleo de las células eucariotas es un
determinante mds que regula o controla la activacion o represiéon de los genes. Por lo que
alteraciones en la arquitectura nuclear como cambios en la matriz nuclear, plegamiento de la
cromatina de alto orden, disposicion los cromosomas en el nucleo pueden conducir a un estado
patolégico al desregular los procesos de replicacion y reparacién del ADN o transcripcion (Lomberk
& Urrutia, 2015).

Una de las caracteristicas mdas comunes de las células cancerosas es la alteraciéon
morfoldgica visible de los nucleos detectables mediante microscopia déptica con la tincion de
rutina, y de hecho, los patdlogos suelen utilizarla para clasificar y especificar el tipo de cancer y la
etapa, asi como la transicién de una lesién pre neoplasica PanIN 1B a PanIN 2. Por lo que estudios
de la morfometria nuclear puede servir como un indicador prondstico en el cancer de pancreas no
resecable, asi como proporcionar informacidon preoperatoria importante para evaluar la
resecabilidad del pancreas. Otro informe demostré que hay una deformacion significativa en el
territorio del cromosoma 8 en una pequefia cohorte de muestras de pacientes con ACDP en

comparacién con el epitelio ductal histolégicamente normal. Sin embargo, la evaluacién detallada
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de alteraciones comunes en la arquitectura nuclear en ACDP junto con los enlaces mecanicistas y
su impacto especifico sobre las funciones nucleares aln esta en su infancia (Lomberk & Urrutia,

2015)(Lomerk et al, 2015).

1.5.2.10 Variantes de Histonas

El ultimo mecanismo epigenético que tiene lugar en un contexto cromatinico, corresponde
a las variantes de histonas. Por lo que entonces la regulacion epigenética se vuelve mds compleja
debido a la existencia de las variantes de histona. Las variantes de histona presentan diferencias
en su secuencia de aminoacidos y a nivel estructural con respecto a las histonas candnicas, debido
a estas diferencias las variantes de histona son sujetas a distintas modificaciones post-
traduccionales y a la vez reclutan factores especificos incrementando aun mas la complejidad
funcional de la cromatina(Solomon, Augustine, & Yoon, 2010). Las variantes de histona
representan una pequefia porcion del pool total de histonas que existen en la célula, tienen
patrones de expresion temporal y tejido especifico y su incorporacion en los nucleosomas requiere
de factores adicionales llamados chaperonas que pueden interactuar con complejos
remodeladores de la cromatina (Vardabasso C., et al., 2016).
éQué diferencias existen entre las histonas candnicas y sus variantes? Estas fascinantes proteinas
difieren de las candnicas en varias caracteristicas protedmicas y genédmicas. A nivel gendmico los
genes de las variantes de histona son no alélicos, es decir solamente poseen una copia de ese gen,
frecuentemente contienen intrones y los transcritos comunmente estan poli adenilados. Respecto
a su expresion y sintesis ocurre a lo largo del ciclo celular de una forma independiente a la
replicaciéon, en contraste a las candnicas cuya sintesis es dependiente de la replicacion. A nivel de
proteina las histonas candnicas y sus respectivas variantes pueden tener diferencias en la

secuencia de sus aminodacidos desde uno pocos hasta la adicion de dominios completos,
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permitiendo asi cambios en la estructura del nucleosoma, estabilidad y como ya se menciond la
adquisicion de diferentes modificaciones post traduccionales (Zink & Hake, 2016).

Las histonas candnicas H2A, H3 y H1 contienen las variantes de histona mas
representativas, en contraparte la histona candnica H4 carece de variantes de histonas en
organismos eucariontes (Vardabasso et al., 2014) todas las histonas candnicas la histona H2A tiene
la mayor cantidad de variantes (19 en humanos), la mayoria de éstas mantiene una considerable
homologia con la histona candnica H2A a excepcidon de algunas variantes atipicas: H2A.Z, H2A X,
macroH2A (mH2A), H2A.B y H2A.) de las cuales en este proyecto se describiran solo las de mayor

relevancia biolégica (Vardabasso et al., 2014).

1.5.2.11MacroH2A

La histona mH2A estructuralmente es la mas distinta de las variantes de histona de la
familia H2A debido a la presencia de un macro dominio globular de aproximadamente 30kDa en
su extremo carboxilo terminal lo que hace que esta histona presente un tamaio
aproximadamente 3 veces mayor al de la histona H2A (Vardabasso et al., 2014). MacroH2A se
encuentra asociada normalmente con cromatina condensada por lo que la principal funcidn que se
le reconoce a mH2A es como un represor transcripcional, mH2A se encuentra enriquecida en el
cromosoma X inactivado transcripcionalmente, en “foci” heterocromaticos asociados a
senescencia (SAHF), y en grandes dominios silenciados transcripcionalmente (Vardabasso et al.,

2014).

1.5.2.12 H2A.Z

La variante de histona H2A.Z fue descrita por primera vez en los 80s, se encuentra
altamente conservada a través de la evolucidn, y presenta un 60% de identidad en su secuencia

de aminodcidos respecto a la histona candnica H2A. H2A.Z representa aproximadamente el 15%
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del total de la histona H2A y ha sido de particular interés debido a que se encuentra enriquecida
en fracciones de cromatina transcripcionalmente activas (Vardabasso et al., 2014; Weber &
Henikoff, 2014). La variante de histona H2A.Z presenta dos isoformas: H2A.Z-1 y H2A.Z-2, que son
productos de dos genes no alélicos denominados H2AFZ y H2AFV, en donde este Ultimo gen puede
generar por splicing alternativo una tercera isoforma denominada H2A.Z.2.2 (Vardabasso et al.,
2014).

Las isoformas H2AZ.1 y H2AZ.2.1 difieren en solamente tres aminodacidos indicados por
dos puntos (posicién 15, 39 y 128). Por su parte la isoforma H2AZ.2.2 en su extremo amino
terminal presenta sus mayores diferencias ya que tiene una delecion de 13 aminodcidos
resultados del splicing alternativo ademas de que tiene seis aminodcidos diferentes a las otras 2
isoformas (Vardabasso et al., 2014; Weber & Henikoff, 2014)(Figura 4 A). A pesar del alto
porcentaje de similitud entre las tres isoformas de H2A.Z, aun no son claras las funciones que
realiza cada isoforma debido a que no hay un anticuerpo especifico para cada una de las

isoformas.

1.6 Funciones de H2A.Z

H2A.Z es expresada constitutivamente a través del ciclo celular y es incorporada a la
cromatina de manera independiente de la replicacidon, una vez incorporada H2A.Z influencia
diferentes procesos celulares como: regulacidn transcripcional, memoria epigenética, establece los
limites de la heterocromatina, estabilidad del genoma, segregacion de los cromosomas e
integridad de los teldmeros (Giaimo, Ferrante, Herchenrdther, Hake, & Borggrefe, 2019). Sin
embargo, la funcién mejor caracterizada de H2A.Z es en el control transcripcional (Vardabasso et
al., 2014). Esta variante se encuentra enriquecida en los promotores de los genes y otras regiones
regulatorias como “insulators” y “enhancers”, y aunque H2A.Z generalmente tiene un efecto

[42]



positivo en la expresiéon de genes también se han identificado genes a los que regula
negativamente (Vardabasso et al.,, 2014). ¢Cédmo H2A.Z es capaz de participar en esta gran
variedad de eventos celulares?, esto se debe en gran parte a las modificaciones post-
traduccionales a las que son sujetas ambas isoformas (Vardabasso et al., 2014). Entre las PTMs
que sufre la histona H2A.Z incluyen acetilacion, metilacién, ubiquitilacion y sumoilacion (Figura 4B)
(Dryhurst et al., 2009).

Ambas isoformas H2A.Z.1 y H2A.Z.2 son acetiladas en su extremo amino terminal en las
lisinas K4, K7 y K11. Ademds H2A.Z.1 es acetilada en la lisina K13. Como se explicd antes la
acetilacion debilita las interacciones entre en ADN vy las histonas favoreciendo una conformacion
mas abierta de la cromatina por lo que funcionalmente estas PTMs promueven la activacion de la
transcripcidon (Dryhurst et al 2009). El extremo amino de H2A.Z también es monometilado en los
residuos de lisina K4 y K7 por la histona metiltransferasa SETD6, debido a que estas PTM bloquean
la acetilacién en los mismos residuos donde es acetilada se ha propuesto que la metilacién en
estos residuos es una marca que media el silenciamiento transcripcional (Sevilla & Binda, 2014).
Finalmente tanto la isoforma H2A.Z.1 como la H2AZ.2.1 presentan sitios de ubiquitilacidon en su
extremo carboxilo, especificamente en los residuos de lisina K120, K121, y K125, en contraste la
isoforma H2AZ.2.2 que es mas corta en su extremo carboxilo no presenta estos sitios de
ubiquitilacidn. Sin embargo experimentalmente solo ha sido demostrada la ubiquitilacion de los
residuos K120, K121 y K125 en la isoforma H2AZ.1 por la subunidad RING1B del complejo
represivo policomb 1 (PRC1). La ubiquitilacion permite mantener el balance entre la represion y
activacidon en los genes bivalentes, éstos son genes que codifican para la mayoria de los
reguladores del desarrollo en las células troncales embrionarias, la principal caracteristica de los
genes bivalentes es que sus promotores se encuentran enriquecidos tanto con marcas activacién

(H3K4me3), como con marcas represivas, (H3K27me3), lo que les permite mantenerse silenciados
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pero listos para expresarse durante el proceso de diferenciacién. Esta modificacion en el extremo

carboxilo terminal no ha sido observada para la isoforma H2A.Z.2. (Surface et al., 2016).

* & *
10 20 30 40 70 80
H2A.Z 1 AGGKAGKDSGKAKTKAVSRSQRAGLOFPVGRIHRHLKSRTTSHGRVGAT AAVY SAATI LAGNASKDLKVER
H2A.Z.2.1 AGGKAGKDSGEAKAKAVSRSQRAGLOFPVGRIHRHLKTRTTSHGRVGATAAVYSAAILEYLT LAGNASKDLEVER
H2A.Z.2.2 AGGKAGKDSGEKAKAKAVSRSQRAGLOFPVGRIHRHLKTRTTSHGRVGATAAVYSAATI LAGNASKDLXVKR
*tﬁt****t*t** **k******tttt’t*******t AT AR R A A A A A A AT AT TTRXRRR AR A A Ak &
N {_aN_} {__al }—
90 100
H2A.Z.1 ITPRHLOLAIRGDEE ¢ = icetylation

H2A.Z.2.1 ITIPRHLOLAIRGDEH
H2A.Z.2.2 ITIPRHLOLAIRGPEHIDSLIKATIAGGEKRRCS

LR Rk

— a3 < aC | C
L M8 | L M7 |

® = ybiquitination

Figura 4. Alineamiento de las isoformas de variante de histonas H2A.Z.

Las isoformas H2AZ.1 y H2AZ.2.1 difieren en solamente tres aminodcidos indicados por dos puntos (posicion 15, 39 y
128). Por su parte la isoforma H2AZ.2.2 en su extremo carboxilo terminal presenta sus mayores diferencias ya que
tiene una delecidn de 13 aminoacidos y ademas tiene seis residuos de aminoacidos diferentes a las otras 2 isoformas.

1.7 H2A.Z: UNA VARIANTE DE HISTONA ONCOGENICA
En varios tipos de cancer se ha encontrado que la histona H2A.Z estad sobre-expresada. Tal es el

caso del cancer de préstata, mama, vejiga, melanoma maligno y cancer de higado (Vardabasso et

al., 2014).
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De manera mas especifica tanto en cancer de vejiga como en melanoma se ha demostrado
qgue H2A.Z regula la expresién de genes involucrados en proliferacion celular (Kim et al., 2013;
Vardabasso et al., 2015). Actualmente se sabe que, en el 13 al 52% de los casos de melanoma
maligno, el incremento en la expresion de H2A.Z se debe al aumento en el nimero de copias de
los genes H2AFZ y H2AFV respectivamente(Vardabasso et al., 2015).

En lo que respecta al cancer de mama, la sobreexpresion de H2A.Z se debe a que el
receptor ERa se enriquece en el promotor del gen de H2AFZ lo cual favorece su elevada tasa de
transcripcién (Hua et al., 2008). Adicionalmente la sobreexpresién de H2A.Z en células MCF7 (una
linea celular de cédncer de mama), promueve significativamente la proliferacién celular, en
comparacién con células que sobre expresan a la histona candnica H2A (Svotelis A. et al, 2010).
Esto se debe a que los nucleosomas que contienen H2A.Z se enriquecen alrededor del TSS (sitio de
inicio de la transcripcion), de genes reguladores del ciclo celular generando una estructura de
cromatina abierta que favorece la elevada expresion de oncogenes como YAP1 , CCND1 y del

protooncogen Myc (Kim et al., 2013).

En el caso del cancer de prdstata los niveles totales de la variante H2A.Z estan elevados
debido a un aumento de la expresion de la isoforma H2A.Z.1. Al igual que en cancer de mama la
sobre expresién del gen H2A.Z.1 ocurre en parte por la unién del factor de transcripcion c-Myc al
promotor de H2AFZ. En este caso la isoforma H2A.Z.1 junto con el receptor de andrdégenos regula
la transcripcion del gen PSA (antigeno especifico de prdstata). Ademas recientemente un analisis
del epigenoma de las células epiteliales de prdstata normal y células epiteliales de prdstata
transformadas permitié establecer que la isoforma H2A.Z.1 acetilada estaba asociada con
oncogenes permitiendo su expresion, mientras que la isoforma H2A.Z.1 no acetilada se
encontraba enriquecida en la regidon promotora de genes supresores de tumores y los cuales no se

expresaban. Lo que indica que la histona H2A.Z.1 acetilada es necesaria para activar la expresion
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del gen y que la presencia de la variante H2A.Z.1 por si sola no es suficiente para activar la

expresion gen (Dryhurst et al., 2009).

En lo que respecta a el carcinoma hepatico, la isoforma H2A.Z.1 también se encuentra
sobre expresada y tiene un papel crucial en la tumorogénesis hepatica al promover la proliferaciéon
de las células tumorales, ya que regula positivamente la transcripcion de genes que codifican para
proteinas permisivas del ciclo celular como las cinasas dependientes de ciclina (CDK2, CDK4 y
CDK6) y regula negativamente la expresion de los moduladores negativos del ciclo celular como
p21 y p27 (Yang et al., 2016). Ademas de que la isoforma H2A.Z.1 también participa en la
adquisicion de un fenotipo invasivo al inducir la EMT. Esta isoforma regula de manera negativa la
expresién de la E-cadherina, proteina que ya se menciond, forma parte de las uniones adherentes
célula-célula, por lo que niveles bajos de la E-cadherina conducen a la pérdida de las uniones
adherentes entre las células epiteliales permitiendo que las células aumenten su movilidad
iniciando de esta manera el proceso de EMT. Al mismo tiempo la isoforma H2A.Z.1 regula
positivamente la expresién de la fibronectina (FN), la cual es una proteina de matriz extracelular
que promueve la EMT (Yang et al., 2016).

En melanoma ambas isoformas (H2A.Z.1 y H2A.Z.2) se encuentran altamente expresadas,
sin embargo se demostrd que Unicamente la isoforma H2A.Z.2 participa en la progresién tumoral.
Esto se debe a que H2A.Z.2.1 promueve la expresion de los genes blancos del factor de
transcripcién E2F, los cuales codifican para ciclinas y otras proteinas regulatorias del ciclo celular
promoviendo de esta forma el paso de la fase G1 a S(Vardabasso, Hake, & Bernstein, 2016). En las
células de melanoma la isoforma H2A.Z.2.1 se encuentra enriquecida en las regiones promotoras
de estos genes y a través del reclutamiento de la proteina de bromodominios Brd2 y E2F1
promueve la expresion de los genes blanco de E2F como las ciclinas y otras proteinas regulatorias

del ciclo celular (Vardabasso et al., 2016).
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Todos estos datos sugieren que la variante de histona H2A.Z actia como un importante
oncogen, al regular de manera positiva la transcripcién de genes que participan en la proliferacion
y adquisicidon de un fenotipo invasivo y regulando negativamente a genes supresores de tumores

(Vardabasso et al., 2016)

1.8 H2AZ Y ACDP
En el caso del ACDP, se desconocia si las variantes de histonas también contribuian en el

desarrollo de esta enfermedad. Por lo que entonces, en el laboratorio se empezd a estudiar la
participacién de un mecanismo epigenético no analizado anteriormente en la biologia del ACDP:
las variantes de histonas. De las dos variantes analizadas (H2A.X y H2A.Z), se encontré que en
lineas celulares de adenocarcinoma ductal pancreatico (Capani, BxPC3, Panc-1), existe una sobre-
expresién del transcrito de H2A.Z con respecto a la linea celular de pancreas normal hTERT-HPNE.
Otra demostracion de la relacién que existe entre la sobreexpresion H2A.Z y la tumorigénesis en
ACDP, proviene de los resultados obtenidos del analisis inmunohistoquimico de 57 biopsias de
pacientes con ACDP y 17 muestras de pancreas normal; en donde se encontré mediante inmuno
histoquimica que a nivel de proteina H2A.Z estad incrementada 3.0 veces mas en biopsias de
pacientes con ACDP en comparacion con las biopsias de individuos sanos. Adicionalmente, y de
manera aln mas interesante, encontramos que la sobre-expresion de la histona H2A.Z es exclusiva
de ACDP ya que en biopsias de pacientes con diabetes, pancreatitis aguda y crénica o con tipo de
cancer de pancreas diferentes al ACDP, los niveles de H2A.Z, son similares a los de las biopsias de
individuos normales. Ademas mediante ensayos de gRT-PCR realizados en lineas celulares de
ACDP se encontrd que de forma diferente a lo descrito en los otros tipos de cancer en donde esta
isoforma esta sobre-expresada, las tres isoformas (H2AZ.1, H2A.Z.2.1 y H2A.Z.2.2) estan
incrementadas con respecto a la linea celular de pancreas normal hTERT (Figura 5). Sugiriendo

que en el ACDP las tres isoformas podrian promover la tumorigénesis en este tipo de cancer.
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Para investigar lo anterior, se realizé el silenciamiento de las tres isoformas de H2A.Z en la linea
celular PANC-1 mediante un knockdown (KD), lo que permitié demostrar que la sobre expresion
de las tres isoformas, H2A.Z.1, H2A.Z.2.1 y H2A.Z.2.2 permite superar una barrera oncoprotectora
asociada con la senescencia. Este fendmeno ha sido definido como un estado en el que la célula
pierde su capacidad replicativa, por lo que representa uno de los principales mecanismos
fisiolégicos que evitan la transformacion de una célula normal a tumoral. Ademads también se
demostré que tras el KD de las tres isoformas de H2A.Z las células PANC-1 se vuelven

guimiosensibles reduciendo asi el crecimiento tumoral in vivo.

Debido al papel importante que tienen cada una de estas isoformas en la progresién del ACDP, es
gue se vuelve interesante conocer los mecanismos moleculares que regulan la expresién de estos
genes y/o en este caso de la sobreexpresion de estos genes. Si consideramos que H2A.Z es sobre
expresada tanto a nivel de mensajero como a nivel de proteina, esto lleva a sugerir que la

expresion de estos genes podria ser regulada en parte nivel de la transcripcion.

H2A.Z isoforms in PANC-1 H2A.Zisoforms in Capan-1

15 151

B

Relative expression
Relative expression

H2ZAZA H2AZ.2.1 H2AZ22

H2A.Z1 H2A.Z.2.1 H2AZ.2.2

Figura 5. Niveles de expresion de las isoformas de H2AZ.

En las lineas celulares PANC-1y Capan-1. Las 3isoformas H2A.Z.1, H2A.Z.2.1y H2A.Z.2.2 se
encuentran sobre expresadas.
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Hasta la fecha la Unica regidn promotora caracterizada ha sido la del gen H2A.Z.1. En este trabajo
se encontro que el promotor proximal para H2AZ.1, se localiza 200 pb rio arriba del sitio de inicio
de la transcripcion (TSS) y que esta constituida por tres elementos CCAAT y dos elementos
GGGCGG (cajas GC) (Figura 6). Mediante ensayos con el gen reportero de luciferasa se determind
gue de estos elementos, las cajas CCAAT central y proximal asi como el elemento distal GGGCGG
son los que principalmente determinan la actividad transcripcional de la isoforma H2AZ.1.
Ademads, de que se demostré que el factor de transcripcién Sp-1 se une a los elementos

GGGCGG (HATCH & BONNER, 1995).

En cuanto al gen H2AZ.2 (cuyo transcrito genera por splicing las isoformas H2A.Z.2.1 y
H2A.Z.2.2) se desconoce cdmo se regula su expresion a nivel transcripcional. Hasta la fecha no se
ha determinado en donde se ubica el sitio de inicié de la transcripcién de H2AZ.2 y por lo tanto no
se ha podido establecer donde se ubica su regién promotora y mucho menos que elementos en cis
constituyen al promotor de este gen. En el 2009 Dryhurst, realizé un anilisis in silico y comparé la
region promotora del gen H2A.Z.1 con la regidn upstream del gen H2A.Z.2. Este andlisis arrojo que
tanto la regién promotora de H2A.Z.1 asi como una regidn de -433 pb (ubicada rio arriba del ATG)
del gen H2AZ.2 tenian una secuencia nucleotidica diferente y que por lo tanto la arquitectura
de ambas regiones es completamente diferente. En el caso de H2A.Z.1 ademds de los elementos
ya mencionados también se identificaron una caja TATA y un elemento de unidn para el factor de
transcripcién c-Myc, cuyo papel en incrementar los niveles de transcripcién de la isoforma
H2A.Z.1 en el cancer de mama y prdstata ya ha sido demostrado experimentalmente (Dryhurst et

al., 2009).
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Para el caso del gen H2A.Z.2 este analisis mostré la presencia de sitios probables a los cuales se le
podrian unir factores de transcripcion como: c-Myc y N-myc. Sin embargo, para el caso de H2A.Z.2
los sitios de union para c-Myc, estan localizados en la posicion (-115 con respecto al ATG),
mientras que para la isoforma H2A.Z.1, el sito de uniéon para este factor se localiza a -

450pb (Figura 6) (Dryhurst et al., 2009).

UPSTREAM REGION PROXIMAL PROMOTER REGION
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Figura 6 Diagrama del andlisis in silico de los promotores H2A.Z.1 y H2A.Z.2.

En cajas negras se muestran los elementos que han sido demostrados experimentalmente. (Tomado de
Dryhurst (2009).

[50]



2. JUSTIFICACION

Debido a que las isoformas de la variante de histona H2A.Z estan sobre-expresadas tanto en
biopsias de pacientes como en lineas celulares de ACDP y que ya se ha demostrado que esta sobre
expresion estd asociada con un fenotipo quimioresistente y de células, es que se vuelve
interesante conocer los mecanismos que regulan la expresién a nivel transcripcional del cual
especificamente del gen H2A.Z.2 de cual aun no se caracterizado su promotor lo que nos

permitiria comprender los mecanismos que regulan su expresion.
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3. HIPOTESIS

Los elementos en cis del promotor del gen H2A.Z.2 son diferentes a los elementos en cis del
promotor del gen H2A.Z.1 por tanto diferentes factores en trans se podrian unir a ambos

promotores.
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4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL.

1. Identificar y caracterizar la regién promotora del gen que codifica para la variante

de histona H2A.Z.2

4.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1. Identificar el sitio de inicio de la transcripcion.

2. Caracterizar la region promotora del gen H2A.Z.2

2.1 Determinar si la regidn upstream al sitio de inicio de la transcripcién
funciona como un promotor.

2.2 Predecir los probables elementos en cis que constituyen a la region
promotora del gen H2A.Z.2 mediante un andlisis in silico.

2.3 Establecer en donde se encuentra el promotor minimo y los elementos

regulatorios upstream.
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CAPITULO Il

5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Cultivo de células PANC-1

Durante la realizacion de este trabajo se utilizé la linea celular PANC-,1 la cual es una linea celular
de adenocarcinoma ductal pancreético. Esta se empled para la extraccién del ADN genédmico, ARN

total, obtencién de extractos nucleares y la realizacion de ensayos de gen reportero.

Brevemente las células PANC-1 fueron mantenidas en cultivo en cajas 100 mm CORNING con 7 mL
de medio completo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle's Medium), el cual fue preparado de la
siguiente manera: inicialmente para preparar medio DMEM base se pesaron 13.535 g de “DMEM
High glucose” en polvo de BIOWEST (Glucosa 4500 mg/L, L-glutamina 584 mg/L y piruvato de
sodio) y se disolvié en 900 mL de agua mediante agitacion, una vez disuelto, se adiciond 3.7 g de
bicarbonato de sodio y se continud agitando hasta su completa disolucion para después llevar la
solucion a un volumen final de 1L. Esta solucion fue esterilizada usando una unidad de filtracién
con una membrana de 0.22 um de Millipore. Antes de su uso el medio DMEM base se suplementd
con los mL necesarios de suero fetal bovino (SFB) de BIOWEST (# Cat. $1650) para llevarlo a una
concentracién final de 10% y con solucidn stock de penicilina-estreptomicina 100X, de la cual se

agregaron los mL necesarios para que estuviera a una concentracion final 1X.

Las células se cultivaron en una atmdsfera hiumeda a 37°C con 5% CO,. Se realizaron cambios del
medio de cultivo cada 5 dias o bien cuanto éste cambiara a un color amarillo. Las células fueron

mantenidas en estas condiciones hasta que alcanzaron una confluencia aproximada del 90%.
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5.1.1 Pase de cultivo y crio preservacion de células PANC-1

Una vez que las células alcanzaron la confluencia necesaria para sub cultivarlas, éstas fueron
procesadas de la siguiente forma: se aspiré el medio de cultivo a la caja de cultivo donde se
sembraron las células. Después se lavd la monocapa de células adicionando 3 mL de solucién
salina PBS 1X estéril (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 10.1 mM Na,HPO4, 2 mM KH,P0O4). Hecho lo
anterior se retird la soluciéon de PBS 1X. Para desprender la monocapa de células se adicioné 2 mL
de solucidn de tripsina al 0.25% - EDTA 0.53mM (GIBCO) y se incubaron a 37°C durante 5 minutos.
Transcurrido el tiempo de incubacidn se verificé que se hubiera desprendido la monocapa de
células observando al microscopio, y posteriormente se adicionaron 4 mL de medio DMEM
completo para detener la acciéon enzimatica de la tripsina. Hecho lo anterior, las células fueron
transferidas a un tubo cénico de 15 mL en donde se centrifugaron a 1500 rpm durante 5 minutos.
Después de la centrifugacion se retird el sobrenadante y el botdon de células fue resuspendido en
1 mL de medio DMEM completo ya sea para realizar un pase de cultivo sin contar las células o para
congelarlas. Cuando se requirié crio preservar a las células, aproximadamente 2 x 10° células/mL
se transfirieron a crio viales y como agente crioprotector, para mantener la viabilidad vy
funcionalidad de las células, se adicioné DMSO estéril (dimetilsulfoxido) al 5% y se almacenaron a -

80°C.

5.1.2 Sub cultivo de la linea celular PANC-1

Cuando se requirié de la siembra de un cierto nimero de células, el botén se resuspendié en 1 mL
de solucién PBS 1X estéril y se realizé el conteo de las células utilizando una cdmara de Neubauer.
Brevemente , para contar las células se tomaron 10 plL de la suspensidn de célulasy se diluyd en
90 pL de azul de tripano, con la ayuda de la micropipeta se mezclé esta dilucién. Se tomaron 10 pL
los cuales se colocaron en la cdmara de Neubauer. La cuadricula de recuento de la cdmara de

Neubauer esta formada por 9 cuadros grandes, pero Unicamente se hizo el conteo de las células
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presentes en los 4 cuadros de las esquinas. Hecho el conteo para calcular el nimero de células
presentes en 1 mL de medio, el nimero total de células que se contaron se divide entre 4 (que son
los 4 cuadros donde se contaron las células) y se multiplica por el factor de dilucidn y en seguida
por el factor de la cdmara (1x 10%). Finalmente, de acuerdo al nimero de células requerido se

colocaron los microlitros necesarios en las cajas de cultivo.

5.2 Extracciéon de ADN gendmico

Para la extraccion del ADN gendmico (ADNg) se utilizo el Kit “Genelute Mammalian genomic DNA”
de SIGMA (# catilogo RTN70), este protocolo se basa en la purificacién del ADN mediante el uso
de una membrana de silica. Inicialmente se adiciona al botén de células una solucidn que contiene
una sal caotrdpica la cual lisa a las células y desnaturaliza las macromoléculas, posteriormente la
adicién de etanol permite que el ADN se una a la membrana de silica y después mediante varios

lavados se eliminan contaminantes para que finalmente el ADN sea eluido.

Brevemente, una vez que las células alcanzaron una confluencia éptima (90%), éstas fueron
procesadas de acuerdo a lo descrito en el punto 5.1.1 hasta que se obtuvo el botdn de células.
Después de retirar el sobrenadante, el botdn de células se resuspendié en 200 pL de solucidn
estéril PBS 1X y se transfirieron a un tubo eppendorf en donde se adiciond 20 pL de Proteinasa Ky
200 pL de la solucién de lisis de SIGMA (sal caotrodpica). El contenido de este tubo eppendorf se
mezcld por vortex y para completar la lisis, las células se incubaron por 20 minutos a 56°C.
Transcurrido este tiempo se adicionaron 200 uL de etanol grado biologia molecular (96%-100%) a
la muestra y se mezcld por vortex durante 15 segundos. El contenido total del tubo fue transferido
a una columna proporcionada por el kit (la cual previamente se inserté en un tubo colector) y se
hizo pasar la muestra a través de la columna por lo que se centrifugé a 8,000 rpm durante 1

minuto, este paso de centrifugacion fue repetido 2 veces mas. Posteriormente se lavé la columna

[57]



adicionando 500 pL de la soluciéon de lavado y se centrifugé a 8,000 rpm por 1 minuto, este paso
de lavado se realizd dos veces. Después de los lavados la columna junto con el tubo colector se
centrifugaron durante 1 minuto mas a 14,000 rpm para eliminar las trazas de etanol. Finalmente,
la columna fue colocada en un tubo eppendorf nuevo en donde para eluir el ADN se adicionaron
100 pL de H,0 libre de nucleasas (aunque la cantidad de agua puede variar de acuerdo al nimero
de células), y se incubd la columna a 65°C durante 3 minutos. Transcurrido este tiempo el tubo
colector junto con la columna, se centrifugaron a 14,000 rpm por un minuto. Después de la
centrifugacion el volumen total del filtrado fue recuperado del tubo colector (ya que este
contiene el ADN) se transfiriéd a un tubo eppendorf nuevo el cual se etiqueté y se almacend a -

20°C hasta su uso.

La concentracién del ADN se determind utilizando el equipo Nanodrop por determinar la
absorbancia de la muestra a 260 nm. La pureza del ADN se verificd calculando la relacion entre la

absorbancia 260/280 nm la cual fue mayor a 1.8.

5.2.1 Electroforesis en gel de agarosa

Para corroborar la integridad del ADN gendmico se preparé un gel de agarosa al 1% para lo cual se
pesaron 300 mg de agarosa los cuales se colocaron en un matraz y se adicioné 30 mL de Buffer
TBE 0.5 X el cual fue preparado con una dilucién 1:10 partir de una solucién “stock” TBE 5X (TRIS
0.445 M, acido boérico 0.444 M, EDTA 10mM). Esta mezcla fue calentada para fundir la agarosa y
una vez fundida se le adiciond 1 pL de bromuro de etidio (BrEt) 10 mg/ml por cada 10 mL de la
solucién de agarosa (el BrEt es un molécula que se intercala entre las base nucleotidicas del ADN
de doble cadena y que al exponerse a luz UV vuelve visible las moléculas de ADN). Posteriormente
la solucion de agarosa fue vertida en un molde donde se mantuvo hasta que la agarosa solidifico.

Finalmente se tomd 1 puL de ADN al cual se le adiciond 1 plL buffer de muestra 6X que contiene dos
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colorantes: azul de bromofenol y cianol xileno (con los cuales se pudo seguir la migracion del ADN)
y 4 ulL de H,0, esta muestra se tomd con una micropipeta y se colocé en uno de los pozos de gel
de agarosa, como buffer de corrida se utilizé6 TBE 0.5X. Una vez que concluyé la electroforesis el
gel de agarosa se expuso a la luz ultravioleta. La imagen del gel para observar la integridad del

ADN se documenté utilizando el equipo MiniBis PRO de Bio-imaging Systems.

5. 3 Extraccion del ARN total

Para realizar la purificacién de ARN a partir de la linea celular PANC-1 se utilizé el “TRIzol Reagent”
de INVITROGEN (# Cat.15596026). Este reactivo es una solucién monofasica de fenol e
isotiocianato de guanidina, el cual es un compuesto altamente desnaturalizante que lisa las
células, solubiliza sus componentes y simultdneamente desnaturaliza las ARNasas enddgenas

evitando asi la degradacién del ARN (Chomczynski, 1993).

La purificacidon del ARN se realizé6 como se explica a continuacidn. Brevemente, de una caja de
cultivo de 100 mm se cosecharon aproximadamente 1x10° células, para lo cual, a diferencia del
procedimiento seguido para la extraccidon del ADN gendmico no fue necesario obtener el botdn de
células, sino que Unicamente se retird el medio de cultivo y se lavé dos veces la monocapa de
células con una solucién de PBS 1X estéril y fria, preparada con agua DEPC (Dietil pirocarbonato).
Después de los lavados se adicioné 1mL de “TRIzol reagent” directamente sobre la monocapa de
células para lisarlas, luego de la adicién de este reactivo se verificd que la monocapa se hubiera
desprendido y se transfirié este mL de lisado celular a un tubo eppendorf en donde con la ayuda
de una micropipeta se homogenizo el lisado celular. A este lisado celular se adicioné 200 pL de
cloroformo por cada mL del “TRIzol reagent” y se mezclé utilizando vortex durante 15 segundos
para después dejar incubando 3 minutos a temperatura ambiente. Después de la incubacion se

centrifugd la muestra a 12,000 g por 30 minutos a 4°C, en este paso de centrifugacion se
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observaron dos fases: una fase orgdanica en la cual el ADN y proteinas son extraidas mientras que
en la fase superior acuosa permanece el ARN. Por lo que entonces, la fase superior acuosa se
transfirié a un tubo nuevo en donde se le adiciond 500 uL de isopropanol (por cada mL del “TRIzol
reagent”), con lo cual el ARN fue precipitado, y se dejé incubando toda la noche a 4° C. Al dia
siguiente esta solucién se centrifugd a 12,000 g por 30 minutos a 4° C, en este punto se observo la
formacién de una pastilla blanca en el fondo del tubo la cual corresponde al ARN. Se retird el
sobrenadante y la pastilla de ARN se lavé por adicionar 1 mL de etanol al 70% (este paso permite
eliminar las sales) para nuevamente centrifugarlo a 10,500 g durante 10 minutos a 4°C. Hecho lo
anterior se retird el sobrenadante y la pastilla se dejoé secando al aire (el tubo eppendorf se dejo
sobre una sanita con la tapa abierta). Finalmente, con base al tamafio del botén del ARN fue la
cantidad de H,O DEPC que se utilizé para resuspender el botédn de ARN. Al igual que con el ADN
gendmico la concentracién del ARN fue determinada por utilizar el equipo Nanodrop leyendo la
absorbancia de la muestra a 260 nm. Del volumen total en que se eluyé el ARN se prepararon

varias alicuotas las cuales fueron almacenas a -80°C hasta su uso.

5.3.1 Tratamiento con ADNasa |

Para asegurar que el ARN extraido no tuviera trazas de ADN se le dio un tratamiento con ADNasa |
de la siguiente manera: En un tubo eppendorf de 1.5 mL se adiciond los microlitros equivalentes a
5 pg del ARN, 5 pl de “10X ADNasa Buffer” (100 mM Tris-HCI, 25 mM MgCl2 1 mM CaCl2, pH 7.5)
de INVITROGEN, 2 pl de ADNasa | “RNasa free” (1 U/ ul) de INVITROGEN vy H,0 DEPC necesaria
para llevar a un volumen final de 50 pl. Todos estos reactivos se mezclaron con la ayuda del vortex
y se le did un “spin” en la microcentrifuga, finalmente se dejo incubando la reaccién a 37 °C
durante 30 minutos en un bafio Maria. Después de este tiempo de incubacién, nuevamente se
centrifugo brevemente el tubo y se le agregd 1 uL mas de ADNasa | y se volvié a incubar a 37°C
durante 15 minutos mas.
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Posteriormente, con el propdsito de eliminar el ADN contaminante y subsecuentemente remover
la ADNasa | y cationes divalentes de la muestra de ARN se adiciond a la reaccién un décimo del
volumen total de la reaccion (50 pL) de la solucién inactivadora de ADNasa | de INVITROGEN. Con
esta solucidn, la muestra se dejé incubando 5 minutos a temperatura ambiente. Durante ese
tiempo el tubo se agité levemente con el dedo cada minuto. Por ultimo el tubo se centrifugd a
10,000 g durante 15 minutos a temperatura ambiente y el sobrenadante que contiene el ARN libre
de ADN se transfirid a un tubo eppendorf nuevo y se cuantific6 nuevamente en el equipo

Nanodrop.

5.3.2 Reaccion en cadena de la Polimerasa (PCR)

Para corroborar que la muestra de ARN tratada con ADNasa | estaba libre de ADN se prepararon

tres reacciones de PCR como a continuacion se detalla en la tabla 1:

Tabla 1Componentes de la reaccion de PCR

Componentes de la reaccidn
(reactivos de Thermo Scientific)
10X Taq Buffer
(100mM Tris-HCI, pH 8.8, 500mM 1.25puL
KCl, 0.8% v/v Nonidet P40)

Cantidad

dNTPs mix 2.5 mM 1o ut

0.75 pL para una concentracion

MgCl, 25mM final de 1.5 mM
1pul
Oligo sentido 10 uM "
1ul
Oligo antisentido 10 uM H
ARN (o ARN) UL correspondientes a 100 ng
Taq DNA polimerase 0.25 uL
H,0 para un vol. final de 12.5 pL
Volumen final 12.5 uL

*Los componentes generales de la PCR en la que se utilizé esta ADN polimerasa recombinante (Thermo
Scientific) fueron utilizados en las mismas cantidades para todas las PCR realizadas durante este trabajo
con la misma enzima, por lo que de aqui en adelante esta tabla serd la referencia.



En una de estas reacciones de PCR se utiliz6 como templado el ARN sin tratamiento con ADNasa |,
en otra reaccioén se utilizd el ARN tratado con la ADNasa | (libre de ADN), mientras que en la Gltima
reaccion se adiciond6 ADN gendmico como templado. En estas reacciones se empleé un
oligonucledtido sentido de secuencia 5-3° TGGCGCGCATCCATTTACTA y un oligonucledtido
antisentido de secuencia 5-3" GGTCTCCCTAAGTCCCCGAA. Estos oligonucledtidos estan disefiados
para amplificar un fragmento de 90 pb del promotor del gen KRAS (Figura 7). De tal forma que
Unicamente se obtuvo el producto del tamafo esperado en las reacciones que se utilizé como
templado el ADNg y el ARN no tratado, mientras que en la reaccidn en la que se utilizé como

templado el ARN tratado con ADNasas | no se obtuvo el producto del tamafio esperado.

KRAS

ADNg T

SS
-6|97 -sz? ,9 UTR 5

—_

ARN m I» UTR 5’
— -

Figura 7 Oligos empleados para amplificar parte del promotor de KRAS

Las condiciones de amplificacién fueron una temperatura de desnaturalizacién inicial de 95° C por
2 minutos; 35 ciclos de 95°C por 30 segundos, una temperatura de alineacién de 61°C por 30
segundos y una temperatura de extension de 72°C durante 30 segundos, y un ultimo ciclo de 5
minutos de a 72°C (extension final). Los productos de estas reacciones de PCR fueron analizados
mediante electroforesis en gel de agarosa, para lo cual se prepard un gel de agarosa a una
concentracién del 2% pesando 600 mg de agarosa a los cuales se les adicioné 30 mL de buffer TBE

0.5X el resto del protocolo se realizd de acuerdo a lo descrito en el punto 5.2.1
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5.3.3 Electroforesis de ARN en gel de agarosa desnaturalizante

Después del tratamiento del ARN con ADNasa | y con el propdsito de evaluar la integridad
del ARN, éste fue analizado mediante un gel de agarosa desnaturalizante de acuerdo al método
descrito por Sue Kyes (2000). Para lo cual se prepard un gel de agarosa desnaturalizante al 1.2 %
de la siguiente manera: se pesaron 360 mg de agarosa los cuales se colocaron en un matraz,
después se midid y adiciond 30 mL de buffer TBE 1X, el cual se prepard a partir de TBE 5X
diluyéndolo 1:5 con agua DEPC. Posteriormente para fundir la agarosa, se calentd el matraz que
contiene la agarosa y el TBE 1X durante 35 segundos en un horno de microondas, para después
dejarla enfriar a una temperatura aproximada de 55°C. Al alcanzar esta temperatura la agarosa, se
adiciond 150 pL de una solucion de isoticianato de guanidina preparada recientemente a una
concentracién final de 5 mM y se mezcld para después adicionar la agarosa fundida en el molde.
Hecho lo anterior se dejo solidificar la agarosa durante 30 minutos. Al mismo tiempo se tomaron
los pL equivalentes a 2 pug de ARN tratado con ADNasa | los cuales se colocaron en un tubo
eppendorf y se agregd un volumen igual de formamida. Esta mezcla se calenté a 65°C durante 3
minutos para desnaturalizar el ARN y eliminar las estructuras secundarias. Finalmente, en una
camara de electroforesis se colocd el gel de agarosa al 1.2% y buffer TBE 1X, después de esto se
cargd la muestra de ARN desnaturalizado en uno de los pozos en el gel. Adicionalmente en otro
pozo del gel se colocaron 2 pL de buffer de muestra 6X el cual como ya se mencioné en el punto
5.2.1 contiene dos colorantes lo que permitié seguir visualmente la migracién del ARN durante la
electroforesis. La electroforesis se inicié a 110 Volts por 15 minutos y después se disminuyé el
voltaje a 70-80 V durante el resto de la corrida. Una vez que el azul de bromofenol del buffer de
carga migré % partes del gel se detuvo la electroforesis, y posteriormente para tefiir el ARN y
poder visualizarlo, el gel se colocd en una solucion de bromuro de etidio (BrEt) a una

concentracién 0.5 pg/mL, la cual se preparé disolviendo 5 pL de la solucidn stock de BrEt 10 pg/uL
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en 100 mL de agua DEPC. El gel se mantuvo en agitacidon en esta solucion de BrEt durante 10
minutos. Para desteiiir el gel, éste se colocé durante un minuto en un recipiente que contenia
buffer TBE 1X. Finalmente el ARN pudo ser visualizado utilizando el equipo MiniBis PRO de Bio-

imaging Systems en el cual se documentd la fotografia del gel.

Una vez que se corrobord la integridad del ARN, las muestras de ARN fueron mantenidas a -80°C

hasta su uso.

5.4 Retro-transcripcion reversa del ARN

Con el propésito de sintetizar ADN complementario (ADNc) a partir de la muestra de ARN libre de
ADN para posteriormente utilizarlo como templado en reacciones de PCR, se utilizé oligo(dT) de
Invitrogen. Este oligonucledtido hibrida con la cola de poli A de los ARN poli-adenilados, de esta
manera y con la ayuda de la enzima retro transcriptasa reversa se sintetiza el ADN

complementario a los ARN poli-adenilados.

La reaccion se prepard en un microtubo de PCR adicionando: 1.5 plL de Oligo dT (0.5 pg/uL), 1 uL
de dNTPs mix 10mM vy los microlitros equivalentes a 1.5 pg de ARN. Esta mezcla se incubd a 70°C
durante 5 minutos en el termociclador y después de este tiempo se agregaron los reactivos en el
siguiente orden: 2.5 uL DTT 0.1 M (ditiotreitol), 5 pL de 5X “First strand Buffer” (250 mM Tris-HCI
pH 8.5, 375 mM KCl, 15 mM MgCl), y H,O DEPC para llevar la reaccidn a un volumen final de 25 pL.
Posteriormente la reaccién se incubd a 42°C por 2 minutos. Una vez que transcurrid este tiempo
se adiciond 1 pL de la transcriptasa reversa “SuperScript 11” de Invitrogen, y enseguida se mezclé el
contenido del tubo mediante vortex y un “spin” en la micro centrifuga y se dejé incubando a 42°C
durante 90 minutos. Para terminar la reaccion se incubd a 70°C por 5 minutos, finalmente el ADNc

obtenido se cuantificé mediante Nanodrop.
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5.5 Anadlisis in silico para la busqueda de marcas epigenéticas

Se realizd una busqueda in silico para las marcas de histona H3K4me3, H3K9ac, asi como de
nucleosomas que contienen a la variante de histona H2A.Z.2 en el extremo 5'gen H2A.Z.2 para lo
cual se empled Ila base de datos “Integrative genomics Viewer” (IGV)

https://software.broadinstitute.org/software/igv/ lo anterior permitié delimitar la localizacion

probable del sitio de inicio de la transcripcion (TSS del inglés Transcripcional start site).

5.6 Reaccidn en cadena de la polimerasa (PCR) para el mapeo del extremo 5°del ADN

Para realizar el mapeo del sitio de inicio de la transcripcion del gen H2A.Z.2 se realizaron cinco
reacciones de PCR en las cuales se utilizd como templado el ADNc, y 5 oligonucledtidos sentido
localizados a 205, 289, 309, 366 y 514 pb rio arriba del ATG de este gen (cuyas secuencias y
localizacién se muestran en la tabla 2 y figura 2 respectivamente) y un oligonucleétido anti sentido
localizado a 93 rio arriba del ATG, figura 2, el cual se empled para cada una de estas reacciones.
Las reacciones de PCR fueron preparadas en microtubos de PCR con los mismos componentes
generales ya descritos en la tabla 1 y la temperatura de alineacién (Ta) para cada una las
reacciones se determind de acuerdo a la Ta mas baja de cada par de oligonucledtidos mismas que

se indican en la tabla 2. El resto de las condiciones de amplificacion se detallan a continuacion:

1 Desnaturalizacion 95 2 min
inicial

35 ciclos Desnaturalizacion 95 30 seg
Alineacién - 30 seg
Extensidn 72 30 seg

1 ciclo Extensidn final 72 5 min

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados en las reacciones de PCR para el
mapeo del sitio de inicio de la transcripcion

[65]


https://software.broadinstitute.org/software/igv/

Tabla 2 Oligos empleados en la reacciones de PCR para el mapeo del TSS

Estrategia Nombre Secuencia 5'- 3’ Ta
experimental  del oligo

Mapeodel  Fwd UTR  CTG GCT AGA AGG AGG CGC GC 63°C

Sitio de inicio 5-3
dela Fwd-up- GCG AGG CG TCC AAT CTC ATT 59°C

transcripciéon TSS
Fwd-Kpn-  AGT CAC TAT TGG GGC TGG AGG 57°C

1-200
Fwd-Kpnl- GTC TCA GAA GCG GGA AAA CCAA  61°C

500
Rvs- CGC CGG AGC CGG ACA ATA C 59°C

Hindlll-2

H2A.Z.2

ADN genémico

5 | UTR 5’ 3
514 366 309 289 205
| | ORF
TSS
én UTR 5’
-93
ARNm (ADNc) ﬁ |
ORF
205
—_—— <
289
_— -—
309 > ________.
-
366 —> _ _ _ _ ____________ -—
514 > . <
Rvs-Hind IlI-2

Figura 8 Localizacién de los oligonucleétidos utilizados para el mapeo del TSS.
Se emplearon 5 oligos sentido localizados a una distancia de 205, 289, 309, 366 y 514 pb rio arriba

del ATG

Adicionalmente se prepararon otras cinco reacciones de PCR en las que, a diferencia de las ya
descritas se utilizé como templado el ADN gendmico, esto se hizo con el propdsito de corroborar
que los oligonucledtidos empleados en estas PCRs amplificaran y se descartd que en caso de no

amplificar en las reacciones que contenian ADNc como templado fuera por un problema con los
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oligos. Después de la PCR las reacciones fueron analizadas por migrar los amplicones en un gel de

agarosa al 1.2 % de acuerdo a lo descrito en el punto 5.2.1.

5.7 Amplificacion rapida del extremo 5°del ADNc (RACE 5°)

Con el objetivo de determinar con exactitud el nucleétido que corresponde al TSS se utilizé el
sistema RACE 5 (por sus sigla del inglés Rapid Amplification of cDNAs Ends). Esta técnica permite
caracterizar la secuencia desconocida del extremo 5°de los ARN mensajeros que tienen un bajo
numero de copias, por tanto es una técnica ideal para determinar el sitio de inicio de la

transcripcion.

5.7.1 Sintesis de ADNc oligo especifico

Para realizar esta técnica se utilizd el “RACE 5’system” de INVITROGEN (# Cat. 18374-058) de
acuerdo al protocolo descrito por el proveedor. Brevemente, como primer paso para la sintesis del
ADNCc se prepard una reaccién en un microtubo para PCR con los siguientes componentes: se
adiciond de 1-5 pg de ARN tratado con ADNasa |, 1 uL del oligonucledtido anti sentido Rvs-Hind IlI-
2 de concentracidon 10pmol/uL especifico para el ARNm de la variante de histona H2A.Z.2 (cuya
secuencia y localizacion se indican en la tabla 3 y figura 3), y H,0 DEPC para llevar la reaccién a un
volumen final de 15.5 pL. Los componentes de la reaccidon se mezclaron mediante vortex y se le
dio un “spin” en una micro centrifuga y después se incubd 10 minutos a 70°C en el termociclador,
con el propédsito de desnaturalizar el ARN. Transcurrido este tiempo de incubacion el tubo se
coloco en hielo durante 1 minuto, y se adicioné al tubo de PCR 2.5 pL de “10X Buffer PCR” (200
mM Tris-HCI pH 8.4, 500 mM KCl), 2.5 uL de MgCl, 25mM, 1uL de un mix dNTPs 10mM vy 2.5 uL de
DTT 0.1 M (todos estos reactivos son proporcionados en el Kit RACE 5" de INVITROGEN). La mezcla
se colecté mediante una breve centrifugacién y se incubd 1 minuto a 42°C y finalmente se agregd

1uL de la enzima transcriptasa reversa “Superscript II” (200 units/pl), también proporcionada en
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el kit. Esta reaccion fue incubada durante 50 minutos a 42°C, después de este tiempo y para
inactivar la “Superscript 117, el tubo se incubé a 70°C por 15 minutos. Posteriormente el ARN usado
como templado para la sintesis del ADNc se degradd, por adicionar 1 uL de ARNasa mix el cual es
una mezcla de ARNasa H y ARNasa T1. La ARNasa H degradd el ARN que se encuentra formando

moléculas hibridas ARN/ADN mientras que la ARNasa T1 degradd ARN de cadena sencilla, con lo

cual se evito la posible renaturalizacion ARN-ADNCc.

Tabla 3 Oligos utilizados en la técnica RACE 5°

Nombre del oligo Secuencia 5’- 3’ Ta ‘
Rvs-Hind IlI-2 CGCCGG AGCCGGACAATAC 59°C
Rvs-Hind-IlI-1 CCGCTTGTCTTG CTG GTT CGA 59°C
(anidado)
AAP (Abridged GGC CAC GCG TCG ACT AGT AC(G)14 113°C
Anchor Primer)
H2AZ2 3
ARNm g 145 9
| | (0]3{3
ADNC 3 = ‘<
£—  RusHind-2
Rvs-Hind-1
PCR aninada

Figura 9 Localizacion de oligos gen especifico empleados en el RACE 5°
Para la sintesis del ADNc se utilizé el Rvs-2 que estd localizado a 93 pb rio arriba del ATG, el oligo Rvs-
1 se empled para llevar a cabo la PCR anidada.
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5.7.2 Adicidn del tracto homopolimérico de citosinas

Una vez que se sintetizé el ADNc oligo especifico se procedié al segundo paso de la técnica RACE
5" el cual consistié en la adicion de un tracto homopolimérico de citosinas en el extremo 3’ del
ADNCc para lo cual a un microtubo de PCR se adicionaron los siguientes componentes: 5ul de
“Buffer tailing 5X” (50 mM Tris-HCl pH 8.4, 125 mM KCl, 7.5 mM MgCl2), 2.5 ul de dCTPs 2mM,
(proporcionados en el Kit), 5.2 ul del ADNc oligo especifico sintetizado en el paso anterior y H,0
DEPC para llevar la reaccion a un volumen final de 24 pl. Esta mezcla se incubd por 3 minutos a
94°C en el termociclador y finalizado el tiempo de incubacién, el tubo se colocé durante 1 minuto
en hielo, se centrifugd brevemente y se adiciond 1 pl de la enzima deoxinucleotidil transferasa
terminal (TdT 20 U/uL) y se llevd la reaccion a un volumen final de 25 pl. Esta reaccién se incubd
durante 10 minutos a 37 °C y finalmente la enzima TdT fue inactivada por calor a 65°C durante 10

minutos.

5.7.3 PCR del ADNc- dCTPs-3°

Una vez que se adiciond el adaptador de citosinas al ADNc en su extremo 3° (ADNc-dCTPs-3°), y
con el objetivo de conocer las secuencias localizadas entre el adaptador de citosinas y el oligo
especifico (Rvs-Hind l11I-2), se realizé una PCR con el propdsito de amplificar esta secuencia. La
reaccion fue preparada como se describe a continuacién: brevemente, en un microtubo para PCR
se adiciond 2.5 puL de Buffer PCR 10X, 1.5 pL de MgCl, 25 mM, 0.5 pL de dNTPs mix 10mM, 1 puL
del mismo oligo antisentido especifico utilizado para la sintesis del ADNc, 1 pL del oligo sentido
AAP (Abridged Anchor Primer proporcionado en el Kit “RACE 5’system”) que es complementario al
adaptador de citosinas, como templado se agregd 2.5 uL del cDNA-dCTPs-3" y 16 uL de H,0 para
llevar la reaccidn a un volumen final de 25 pL. Después de la adiciéon de estos componentes se
agrego 0.5 ul de la enzima Tag ADN polimerasa 5U/uL de Thermo Scientific (# Cat. EP0402). Las

condiciones de amplificacidon para esta reaccion fueron:

[69]



1 Desnaturalizacion inicial  95°C 2 min

35 Desnaturalizacion 95 °C 30 seg
Alineacién 59°C 30 seg
Extension 72°C 30 seg
1 Extension final 72°C 5 min

El producto de esta PCR fue analizado mediante una electroforesis en gel de agarosa de acuerdo a

lo descrito en el punto 5.2.1

5.7.4 PCR anidada

Con el objetivo de corroborar la especificidad del amplicon obtenido de la reaccién anterior se
realizd una segunda PCR en donde el ADN templado fue el amplicén obtenido en la primera PCR.
La reaccion de PCR se preparé como se describié para la primera PCR, pero a diferencia de la
primera se utilizd un 1 pL de un oligonucleétido anti sentido anidado (Rvs-Hind-1, Figura 9) y el
oligo AAP. Las condiciones de reaccion fueron las descritas para la primera PCR. Finalmente el
producto de esta PCR fue analizado mediante electroforesis en un gel de agarosa tal como se

describié en el punto 5.2.1

5.8 Secuenciacion del producto RACE 5°

Con el propdsito de conocer la secuencia amplificada y de esta manera poder determinar la
posicion +1 o el TSS, el producto de esta segunda PCR se secuencio utilizando el oligonucledtido

Rvs-Hind-1.

5.9 Amplificacion del promotor de H2A.Z.2

Con el propésito de amplificar parte de la regidén upstream del gen H2A.Z.2 se obtuvo la secuencia
nucleotidica de esta region a partir de la base de datos NCBI/Pubmed (nimero de referencia

NC_000007.14). Con base a esta secuencia se disefié un oligonucledtido sentido, al que se le dio el
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nombre de “Fwd-1500", que esta localizado a 1514 pb rio arriba del ATG y un oligonucléotido anti
sentido, Rvs-Hind IlI-2, localizado a 93 pb rio arriba del ATG. De tal forma que mediante PCR se
amplificé un fragmento de 1421 pb (Figura 10), las secuencias de estos oligonucledtidos sentido y
anti sentido estdn indicadas en la tabla 4. Ademas con el objetivo de realizar la clonacién dirigida
de este fragmento en el vector pGL3-Basic, a estos oligos sentido y anti sentido se les adiciond los
sitios de restriccidn para las enzimas Kpn | y Hind Il respectivamente.

5.9.1 Amplificacién de sub fragmentos de la region F-1500 del promotor del gen
H2A.Z.2

Adicionalmente con el propédsito de determinar donde se localiza el promotor minimo y las
secuencias regulatorias presentes en el fragmento de 1421 pb (F-1500), se amplificaron
fragmentos cada vez mds cortos en su extremo 5" mediante PCR. Para lo cual, se disefiaron cinco
oligonucledtidos sentido localizados a una distancia de 1007, 510, 365, 309, 204 pb rio arriba del
ATG. Estos oligonucledtidos contienen también en su extremo 5el sitio de restriccion para Kpn |.
Para la amplificacion de cada uno de estos fragmentos se utilizd el mismo oligonucleétido anti
sentido (Rvs-Hindlll-2) que se empled para la amplificacién del fragmento de mayor tamafio (1421
pb) y al que se le adicioné el sitio de restriccion para Hind IlIl. La localizacién y secuencias de estos

oligonucledtidos se muestran en la Figura 10y Tabla 4.
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Tabla 4 Secuencias de los oligonucledtidos sentido y anti sentido utilizados para la amplificacion del

promotor del gen H2AZ.2.

Nombre Secuencia 5- 3’ Ta Fragmento

del oligo amplificado
Rvs-Hind cccaagcttCGCCGGAGCCGGACAATAC 59°C Todos los
-2 fragmentos
Fwd-Kpnl-  ggggtaccCTGGGAGTTATCCTCCAAATTTTA 59°C F-1500
1500
Fwd-Kpnl-  ggggtaccGGGCAGATCACCTGAGGTCAG 63 °C F-1000
1000
Fwd-Kpnl-  ggggtaccGTCTCAGAAGCGGGAAAACCAA 61°C F-500
500
Fwd-Kpn-I-  ggggtaccGCGAGGCGTCCAATCTCATT 57°C F-250
250
Fwd-Kpn-I-  ggggtaccAGTCACTATTGGGGCTGGAGG 61°C F-200
200
Fwd-Kpnl-  ggggtaccCTGGCTAGAAGGAGGCGCGC 63°C F-113
113
Rvs-upTSS-  cccaagcttGACGCGCTCTCTGCCTTTCA 59°C F-1221
Hind 111
Fwd-Kpn I-  ggggtaccGCTTTTGTTTTTGTTTGTTTGTTTTGAGACGATGCG F-SOX WT
SOXWT TCGCCCAGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATCTCGGCTCACT

GCAACCTCCGCCT

Fwd-Kpn |-  ggggtaccGCTTCCTTTTCCTTTTGTCCTTTTTGAGACGATGC F-SOX Mut
SOXMut GTCGCCCAGCTGGAGTGCAGTGGCGCGATCTCGGCTC

ACTGCAACCTCCGCCTCC

*En negritas estan resaltados los sitios de restriccidn para las enzimas Kpnl y Hind IlI.
**En el oligo Fwd-Kpn I-SOXMut fueron cambiadas tres bases del “core motif” para el factor de transcripcion SOX9, estas letras
estan resaltadas en rojo.

H2A.Z.2
an UTR 5’

1513 1007 507 365 309 204 9?

ORF

-
Fwd-1500 >
Fwd-1000 —> Rvs-2

Fwd-500 —>
Fwd-250 = —>
Fwd-200 o

Fwd-113

Figura 10 Ubicacion de los oligos utilizados en la amplificacion del promotor del gen H2A.Z.2
Las posiciones de cada uno de los oligos estan indicadas con respecto al ATG. Para la amplificacidn de cada uno

de estos fragmentos se utiliz6 el oligo antisentido Rvs-Hind 1lI-2 localizado a 93 pb rio arriba del ATG
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Para la amplificacién de los fragmentos F-1500, F-1000, F-500 (Tabla 4) se utilizé la enzima “GoTaq
DNA polimerase” de PROMEGA (# Cat. M3001). Cada reaccion de PCR se prepard adicionando en

un microtubo de PCR los siguientes reactivos:

Componente Cantidad

5X Green GoTaq Reaction 4 pulL

Buffer
dNTPs mix 2.5 mM 1.6 puL
Oligo sentido (10 pmol) 1L

Oligo antisentido (10 pmol) 1 pL
ADN gendmico de PANC-1 100 ng

“GoTaq DNA polimerase” 0.25puL
(5U/ pL)
H,0 para 20 pL -

Volumen final 20 uL

Las condiciones de la amplificacion fueron las siguientes:

No. De ciclos _ Paso ~ Temperatura : Tiempo
1 Desnaturalizacién inicial  95°C 2 min
35 Desnaturalizacién 95 °C 30 seg
Alineacién 59°C para F- 30seg
1500, 500 vy
61.3°C para F-
1000
Extensidn 72°C 1 minuto por cada
Kb
1 Extension final 72°C 5 min
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Mientras que para la amplificacion del F-250, F-200, F-113 se utilizé la enzima “Phusion High

Fidelity” de Thermo Scientific (# Cat. F-530XL), cada reaccion se prepard con los siguientes

componentes:

Componente Cantidad
5X Phusion HF 4 L
Buffer

dNTPs mix 2.5 mM 1.6 uL
Oligo sentido (10 pM) 1puL
Oligo antisentido (10 uM) 1l
ADN genémico de PANC-1 100 ng
Phussion HiFi polimerase 0.2 uL
(Thermo Scientific) (2U/ pL)

H,0 para 20 pL
Volumen final 20 uL

Las condiciones de amplificacién para estas reacciones fueron:

1 Desnaturalizacién inicial 98°C 30 seg
35 Desnaturalizacién 98 °C 10 seg
Alineacién 59°C para F-200 30 seg
F-113 y 57°C
para F-250
Extensién 72°C 30 seg
1 Extension final 72°C 5 min

Ademas de los productos anteriores de PCR, se amplificaron otros dos fragmentos mas de la
region upstream del gen H2A.Z.2 de un tamaiio de 735 pb cada uno, para lo cual se utilizé un
oligonucledtido sentido, “Fwd-SOXmut”, localizado a 827 pb rio arriba del ATG el cual contiene 9

nucledtidos cambiados respecto a la secuencia wildtype reportada en la base de datos Pubmed
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(los cuales aparecen resaltados en color rojo en la Tabla 4. Esto se hizo con el objetivo de
modificar los motivos de unién para un factor de transcripcidén que estan presentes en esta regién
del promotor. El segundo fragmento se amplificdé con el mismo oligonucleétido, salvo que este
contiene la secuencia wildtype. Para la amplificacion de estos fragmentos también se utilizo la
enzima “Phusion High Fidelity”, por lo que se utilizaron los mismos componentes asi como las

condiciones de amplificacién ya descritos para la amplificacion de F-250, F-200, F-113.

Por ultimo, se amplificé un fragmento de 1221 pb, para lo cual se utilizé el oligonucledtido sentido
“Fwd-1500"” pero a diferencia de los anteriores fragmentos amplificados, se utilizd como
oligonucledtido anti sentido “Rvs-upTSS-Hind 111", el cual estd localizado a una distancia de 292 pb
hacia el extremo 5’relativo al ATG. Esto se hizo con el propdsito de determinar si la regién ubicada

rio abajo del oligo “Rvs-upTSS-Hind IlI” contiene el promotor minimo.

Después de las PCRs, las reacciones fueron analizadas mediante electroforesis en un gel de
agarosa al 1.2% tal como se describié en el punto 5.2.1. Una vez que se corroboré que los
productos de la PCRs tuvieron el tamafio esperado, las bandas de los fragmentos amplificados
fueron cortadas del gel de agarosa y se colocaron en un tubo eppendorf para posteriormente

purificar el ADN amplificado.

5.9.2 Purificacion de los productos de PCR a partir de gel de agarosa

Para realizar la purificacién de los productos de PCR se utilizé el Kit “High Pure PCR product
purification” de ROCHE Life Science (# Cat. 11 732 668 001). Este Kit estd basado en un principio
similar al del método empleado para la extraccidn del ADN gendmico ya que para purificar los
productos de PCR del gel de agarosa una vez que son liberados del gel de agarosa se hacen pasar

por una columna de silica en la cual el ADN se une.

[75]



La purificacidon se realizd de la siguiente manera: brevemente, se determiné el peso de los
fragmentos de agarosa pesando un tubo eppendorf vacio y después se pesd el tubo contenia los
fragmentos de agarosa, con base a este peso se adiciond 300uL del “binding buffer” (3 M
Tiocianato de guanidina, 10 mM Tris-HCl, 5% etanol (v/v), pH 6.6) por cada 100 mg de agarosa.
Posteriormente con el propdsito de disolver la agarosa y liberar el ADN esta mezcla se incubé a
65°C por 10 minutos y durante ese tiempo cada dos minutos se mezcld la solucién utilizando el
vortex. Transcurrido este tiempo, se adicionaron 150 uL de isopropanol por cada 100 mg de
agarosa, y después se mezclé el contenido de este tubo por vortex. Enseguida la solucién se
transfirié a una columna (que previamente se insertd en un tubo colector), y se centrifugé a 13000
rom durante 30 segundos. Después de este paso de centrifugacién se adicionaron 500 uL del
Buffer de lavado (20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCI, pH 7.5) sobre la columna y se centrifugé a 13,000
rom durante 1 minuto. Se realizé un segundo lavado adicionando 200 pL del mismo buffer de
lavado y se centrifugd a las mismas revoluciones por minuto (rpm). Para eliminar las trazas de
etanol la columna se centrifugd un minuto mas a las mismas rpm. Después la columna se insertd
en un tubo eppendorf nuevo, y finalmente los productos de PCR se eluyeron adicionando 40 pL de

H,O0 libre de nucleasas.

Posterior a la purificacién y para corroborar la integridad de los fragmentos se utilizé un décimo
del volumen en que se eluyeron cada uno de los fragmentos amplificados y se analizaron
mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1.2%, una vez que se verificd su integridad se

almacenaron a -20°C hasta su uso.

5.10 Clonacidn de los fragmentos del promotor

Con el objetivo de evitar la pérdida de producto de PCR ya purificado a consecuencia de los pasos

subsecuentes de digestién y purificacion, se empled la estrategia de clonar directamente los
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productos de PCR en un vector intermedio pGEM-T y/o pJET-1.2/blunt, las caracteristicas de estos

vectores se muestran en la Figura 11.

Xmnl 2009
Scal 1820 Magl 2707 Apal
\ Aatll

1 ori Sph

Amp" Mot
e pGEM*-T Easy laeZ ggéln
Vector EcoRl
{3015bp)

pJET1.2/blunt
2974 bp

Figura 11 Vectores utilizados para la clonacion de los fragmentos del promotor.

El vector pGEM-T es ideal para la clonacién de insertos con una sola desoxiadenosina en sus extremo 3" ya que
este vector contiene en su extremo 3’desoxitimidinas facilitando asi la ligacion del inserto. Mientras que el
vector pJET 1.2 solo permite la ligacion de insertos con extremo romos (blunt). Tomado de
https://assets.thermofisher.com y worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-vector-systems

5.10.1 Ligacion de los insertos en los plasmidos pGEM-T y pJET 1.2

Debido a que la enzima “GoTaqg” que se utilizé para amplificar los fragmentos F-1500 F-1000 y F-
500 tiene actividad de transferasa terminal no dependiente de templado con la cual se adiciona
una Unica desoxiadenosina (dA) al extremo 3’de los productos amplificados. Estos fragmentos se
clonaron utilizando el vector pGEM-T de PROMEGA (# Cat. A1360). Este vector contiene una
desoxitimidina que sobresale en su extremo 3" lo cual lo vuelve adecuado para la ligacidon de

insertos que en sus extremos 3'sobresale una dA (tal como se muestra en las Figuras 11y 12).

A pesar de varios intentos para clonar el fragmento F-1500 en el pGEM-T, no se logré obtener la

construccion en este vector, por lo que se optd por clonar este fragmento empleando el vector
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pJET-1.2/blunt. Sin embargo este vector solo permite la ligacidon de insertos cuyos extremos son
romos (blunt), por lo que antes de realizar la ligacién del F-1500 al pJET-1.2/blunt se eliminé la dA
de ambos extremos 3"del amplicédn “F-1500” por utilizar el kit “CloneJET PCR Cloning” de Thermo

Scientific de la siguiente manera:

En un microtubo para PCR se adiciond 2 uL del “10X Buffer T4 DNA ligase” (400 mM Tris-HCI, 100
mM MgCI2 , 100 mM DTT, 5 mM ATP pH 7.8), 2 ulL del F-1500 purificado, 17 pL de H,0 libre de
nucleasas y 1 pL de la enzima “DNA blunting”. El contenido de este tubo se mezcld brevemente
por vortex y se le dio un “spin”. Hecho lo anterior el tubo se colocé en el termociclador donde se
incubé a 70°C durante 5 minutos. Posteriormente se adiciond a la mezcla de reaccién: 1 uL
pJET1.2/blunt (50ng/uL) y 1 uL de la enzima “T4 DNA ligase” (5U/L) y se dejo incubando todas la

noche a 16°C en el termociclador.

Para realizar la ligacion del F-1000 y F-500 la reaccidn de ligacién fue preparada en un microtubo
de PCR y se le adicionaron los siguientes componentes: 2 plL del “10X Buffer T4 DNA ligase”, 1 uL
del vector pGEM-T (50ng/uL), mas los pL necesarios de los fragmentos purificados para que la
relacion molar del inserto: vector fuera de 3:1, 1 uL de “T4 DNA ligase” de Thermo Scientific y H,0O
suficiente para llevar la reacciéon a un volumen final de 20 pL la reaccidn. De igual manera la

reaccion se dejé incubando toda la noche a 16°C en el termociclador.
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PGEM-T

Figura 12 Estrategia de clonacion utilizando el vector pGEM-T

Tomado de worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-vector-systems

5.10.2 Transformacidn de las células competentes

Una vez que los insertos fueron ligados a los plasmidos, con el propdsito de transformar cada una
de las construcciones generadas se utilizaron células competentes E. coli de las cepa XL-10 Gold
y/o TOP 10. Estas cepas poseen un fondo genético que las hacen adecuadas para la clonacién ya
gue ambas cepas tienen inactivado el gen RecA (recombinasa A) lo que disminuye la ocurrencia de
recombinaciones en el ADN clonado, y por otro lado son deficientes de la endonucleasa | (EndA)
mejorando asi la calidad del ADN plasmidico obtenido, pero ademas de esto poseen otras

caracteristicas genotipicas que se enlistan en la Tabla 5.
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Tabla 5 Genotipo de las células E. coli XL-10 Gold y Top 10
Tomado de https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C404010

TOP 10 XL 10 Gold
Genotipo Genotipo
RecAl forma inactiva del gen RecA (recombinasa RecAl forma inactiva del gen RecA
A) (recombinasa A)
AEndA Carece de endonucleasa | AEndA Carece de endonucleasa |
nupG Este gen regulatorio permite la expresion  ®80lacZAM15

constitutiva de genes de sintesis de
desoxiribosas los cuales permiten la
captacion de plasmidos de gran tamafio.

®80laczZAM15 Carece de los aminodacidos del extremo A(mcrA)183 Carece de todos los sistemas de
amino del gen LacZ A(mcrCB- restriccion conocidos
hsdSMR-
mrr)173
hsdR Eficiente transformacion de productos de gyrA96 Mutacion en el gen de la girasa de
PCR no metilados ADN, genera resistencia al acido
nalidixico

Estas cepas fueron transformadas mediante el método de choque térmico el cual se basa en
exponer a las bacterias con el ADN de interés a cambios de temperatura ocasionando la
permeabilizacién de la pared celular de las bacterias y en consecuencia la introduccién de los

acidos nucleicos (Chung, et al 1989).

Para efectuar la transformacién se trabajé con un mechero para asegurar las condiciones de
esterilidad necesarias, el protocolo se realizé como a continuacién se describe: en un tubo de
vidrio estéril se adiciond 100 pL de las bacterias competentes E. coli de la cepa XL-10 Gold y/o TOP
10y 5 uL de la reaccién de ligacion, para mezclarlos se le dio unos golpecitos al tubo de vidrio en la
parte inferior. Hecho lo anterior el tubo se dejé incubando 30 minutos en hielo, transcurrido ese
tiempo el tubo se incubd por 2 minutos a 42°C y 1 minuto en hielo. Posteriormente se adiciond 1
mL de medio LB, preparado a partir del medio LB base en polvo de INVITROGEN (10g de peptona,
5 g de extracto de levadura y 5 g de cloruro de sodio por litro), al tubo de ensayo y se colocaron en

agitacién durante 1 hora a 250 rpm. Al terminar la hora de incubacién se transfirié el contenido

(80]



https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/C404010

del tubo a un tubo eppendorf estéril y se centrifugd 1 minuto a maxima velocidad en una micro
centrifuga. Después de centrifugar, se retiraron 800 puL del sobrenadante y el botdn de bacterias
fue resuspendido en el resto del volumen (200 uL). Posteriormente las bacterias se colocaron
sobre una placa agar-LB ampicilina (100mg/mL). La suspension de bacterias colocada en estas
cajas de LB-agar ampicilina se espatuld para distribuir homogéneamente las bacterias sobre la
superficie. La adicidon de ampicilina a estas cajas permitié Unicamente el crecimiento de colonias
de bacterias que hayan incorporado ya sea el vector vacio o el vector con el inserto de interés. Las
cajas de LB-agar ampicilina fueron incubadas durante 12 horas a 37°C para permitir el crecimiento

de las colonias.

5.11 PCR de colonia

Para identificar las colonias que contenian el vector con el inserto de interés se realizd una PCR de
colonia de la siguiente forma: cada reaccién de PCR se prepard adicionando los componentes y las
cantidades indicadas en la Tabla 1 (Seccidn 5.3.2), los oligonucledtidos y cantidades utilizadas de
éstos fueron 1 pL del oligonucledtido sentido Fwd-500 (10pmol) y 1 uL del oligonucleétido anti
sentido (10pmol) especifico del vector, “Rvs-SP6” en el caso del pGEM-T o “Rvs pJET-1.2” para el
vector pJET-1.2/blunt cuyas secuencias se muestran en las Tablas 4 y 6. Para adicionar el ADN de
las bacterias de cada colonia, se picaron varias colonias que crecieron en la placa de agar (de una
por una) con una punta de micropipeta de tal manera que con ese indculo primero se picé otra
placa de agar para generar una réplica de la placa y en seguida la punta de micropipeta se
introdujo en el tubo de PCR donde se prepard cada una de las reacciones. Finalmente se adicioné
la enzima Tagq polimerasa (Tabla 1), se mezclé el contenido de los tubos con vortex y se colocaron

en el termociclador con las siguientes condiciones de amplificacidn:
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1 Desnaturalizacion inicial  95°C 2 min

35 Desnaturalizacion 95 °C 30 seg
Alineacién 48°C para 30seg
pGEM-T-
1000/500 y
63°C para pJET-
1.2-1500
Extensidn 72°C 30 seg
1 Extension final 72°C 5 min

Tabla 6. Oligonucleétidos utilizados en la PCR de colonia.

Vector Oligonucledtido Secuencia 5°-- 3°
0GEM-T Rvs-SP6 ATT TAG GTG ACA CTA TAG 43
Fwd T7 TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG 43
DJET-1.2 Rvs- pJET-1.2 AAG AAC ATC GAT TTTCCATGG CAG 63
Fwd- pJET-1.2 CG ACT CAC TAT AGG GAG AGCGGC 69

Después de la PCR los amplicones obtenidos fueron analizados mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% de acuerdo a lo descrito en la seccidon 5.2.1 lo cual permitid identificar las colonias

positivas.

5.12 Extraccion del ADN plasmidico

Con el objetivo de extraer y purificar el ADN plasmidico de las construcciones clonadas, se
prepararon cultivos con 10 mL de medio LB a los que se les adicioné 10 pL de ampicilina (100
mg/mL). Estos cultivos fueron inoculados con una Unica colonia positiva tomada de la placa
réplica. El cultivo de bacterias se incubd a 37°C, con agitacién a 250 rpm y durante ~14 horas para

permitir que las bacterias alcanzaran una fase de crecimiento logaritmico.

Para la extraccién del ADN plasmidico se utilizé el procedimiento descrito por Birnboim y Doly,

1979 y Ish-Horowicz; y Burke 1981. Este método se basa en la lisis alcalina de las bacterias
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utilizando una solucién de dodecil sulfato de sodio (SDS) e hidréxido de sodio (NaOH). EI SDS es un
detergente anidnico que rompe la pared celular de las bacterias y desnaturaliza las proteinas,
mientras que el NaOH desnaturaliza el ADN cromosomal y plasmidico. Esta mezcla es neutralizada
con acetato de potasio lo que ocasiona que el ADN plasmidico convalentemente cerrado vuelva a
alinearse, y que los “debris” celulares, proteinas, ADN cromosomal y el SDS formen un complejo

con los iones de potasio lo que hace que precipiten después de un paso de centrifugacion.

Se utilizd el kit “Zippy Plasmid miniprep” de ZYMO Research (# Cat. D4036), de acuerdo al
protocolo descrito por el proveedor. Brevemente, los 10ml de cultivo bacteriano fueron
transferidos a un tubo cénico de 15mL en donde las bacterias fueron colectadas por un paso de
centrifugacion a 4000 rpm durante 15 minutos. Después de centrifugar se retiré el sobrenadante y
el “pellet” de bacterias se resuspendidé en 600 puL de Buffer TE (Tris 100Mm Ph 8.0, EDTA 10 mM),
de este volumen se tomaron 300 L y se transfirieron a un tubo eppendorf para adicionarles 100
pL del Buffer de lisis (0.2 N NaOH y SDS 1%), el tubo se mezclé por inversién 3 veces y se dejé
reposando 2 minutos a temperatura ambiente. Después de este tiempo se adicionaron 350 pL del
buffer de neutralizacion (acetato de potasio) y se mezclé por inversidén hasta que se observé la
formacién de un precipitado amarillo y desaparecio el color azul del buffer de lisis. En seguida el
tubo se centrifugd a 13,000 rpm durante 4 minutos y posteriormente se transfirié el sobrenadante
a una columna proporciona por el Kit y se centrifugd a 13,000 rpm durante 30 segundos. El
material filtrado se descartd, ya que el ADN plasmidico quedé retenido en la silica que contiene la
columna, para eliminar las impurezas de la columna se le agregé utilizando 200 pL del “Endo wash
buffer” (el cual contiene etanol) y se centrifugd a 13,000 rpm durante 30 segundos. El filtrado se
descartd y se realizd un segundo lavado para lo cual se adiciond a la columna 400 pL del “wash
buffer” y se centrifugéa 13,000 rpm por 30 segundos. Nuevamente la solucién filtrada fue
descartada y la columna se colocé en un tubo eppendorf nuevo para eluir el ADN plasmidico. Para
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lo cual se agregd 50 pL de H,0 a la columna y se centrifugd a 13,000 rpm durante 1 minuto para
recuperar en el sobrenadante el ADN plasmidico. Para corroborar la integridad del ADN
plasmidico, de esta elucién se tomd 1 pL, y se corridé en un gel de agarosa al 1% de acuerdo a lo
descrito en el punto 5.2.1. La concentracidn del plasmido se determind por emplear el equipo

Nanodrop a una absorbancia de 260 nm y se guardé a -20°C hasta su uso.

5.13 Digestion de las construcciones pGEM-T-1000/500 y pJET 1.2-1500

Con el objetivo de corroborar la presencia de cada uno de los insertos en las construcciones
generadas (pGEM-T-1000, pGEM-T-500 y pJET-1.2-1500) asi como obtener suficientes cantidades
de cada uno de los fragmentos F-1500, F-1000 y F-500, se realizé una doble digestidn utilizando las
enzimas Kpn | y Hind lll, de la siguiente manera: en un tubo eppendorf se adicioné el volumen
total en que se eluyd cada uno de los plasmidos purificados (pGEM-T-1000, pGEM-T-500 y pJET-
1.2-1500), 7 ylL del “10X NEbuffer 2.1” (500mM NacCl, 100mM Tris-HCI, 100mM MgCl2) de New
England Bio Labs , 2.5 pL de Kpn | (15 U/uL), 2.5 pL de Hind Il ( 10 U/ uL )de New England Bio
Labs, 0.7 uL de BSA 100 pg/ml (albumina de suero bovina) y agua para llevar la reaccién a un
volumen final de 70 uL. La reaccidon se dejoé incubando 2 horas a 37°C. Concluido este tiempo, ya
que la enzima Kpn | tiene solo 75% de actividad en el “NEbuffer 2.1” se adiciond a cada una de las
reacciones 1 pL mas de Kpn | y se dejaron incubando una hora mas a 37°C. Finalmente todo el
producto de la reaccidn de digestién fue analizado en un gel de agarosa preparativo a una
concentracion de 1%. Las bandas de ADN en el gel, correspondientes a cada uno de los
fragmentos, fueron cortadas y se purificaron utilizando el kit “High Pure PCR product purification”
de acuerdo a lo descrito en el punto 5.9.2. Una vez purificados los insertos se almacenaron a -20°C

hasta su uso.
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5.14 Doble digestion con las enzimas de restriccion KPN | y HIND 11

En el caso de los insertos F-250, F-200, F-113, F-1221, F-SOXWT y F-SOXMut se clonaron de
manera directa en el vector pGL3-Basic sin necesidad de clonarlos en un vector intermedio. Para
clonarlos de manera directa y dirigida en el pGL3-Basic una vez que se purificaron estos
fragmentos después de la PCR, se realizd una doble digestidn con las enzimas de restricciéon Kpn |y
Hind Ill, las reacciones se prepararon de la siguiente manera: se adiciond el volumen total en que
se eluyd cada uno de los fragmentos purificados, 1.5 uL de Hind Ill, 2 uL de Kpn I, 5 pL del “10X
NEBuffer 2.1”, 0.5 pL de BSA 100X y se llevé la reaccién a un volumen final de 50 pL. La reaccién se
dejo incubando 2 horas a 37°C. Concluido este tiempo, se purificaron cada uno de los fragmentos
digeridos con el kit “High Pure PCR product purification” de acuerdo a lo descrito en la seccion
5.9.2. Después de la purificacién se corrobord la integridad de los fragmentos digeridos tomando
un décimo del volumen de la elucién para analizarlos mediante electroforesis en gel de agarosa de

acuerdo a lo descrito en el punto 5.2.1.

5.15 Clonacidn y sub clonacidn en el vector pGL3-Basic

5.15. 1 Digestion del plasmido pGL3-Basic

Simultaneamente, para permitir la clonacién dirigida de los fragmentos F-250, F-200, F-113, F-
1221, F-SOXWT y F-SOXMut previamente digeridos con las enzimas Kpn | y Hind lll y la
subclonacién de los insertos F-1500, F-1000 y F-500 en el vector pGL3-Basic, se realizd la digestion
de este plasmido con las enzimas de restriccidn antes mencionadas. La reaccidn se preparé
adicionando: los pL equivalentes a 5ug del plasmido (pGL3-Basic), 6 uL de “10X NEbuffer 2.1”, 2.5
uL de Kpn I, 2.5 plL de Hind 11, 0.6 pL de solucidon de BSA 100X vy se adiciond H,O suficiente para
llevar la reaccién a un volumen final de 60 pL. La reaccion fue incubada por 2 horas a 37°C,

transcurrido este tiempo se adicioné 1 uL mas de Kpn | y se volvié a incubar a 37°C por 1 h mas.
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Concluido este tiempo de incubacién la reaccidn de digestidn se corrié en un gel de agarosa al 1%

y el plasmido digerido se purific6 como se describié en la seccién 5.9.2.

5.15.2 Ligacidn de los fragmentos al vector pGL3-Basic

Para realizar la ligacién de cada uno de los fragmentos del promotor del gen H2A.Z.2 en el vector
pGL3-Basic e incrementar la eficiencia de ligacidn, antes de preparar la reaccién de ligacion se
realizé una electroforesis en gel de agarosa con una concentracién entre 1 -2% (dependiendo del
tamanio del inserto). En este gel de agarosa se corrid tanto el inserto como el plasmido y con base
a este gel fueron calculadas las cantidades de inserto y vector para que la relacién molar vector:

inserto estuviera entre 1:1 a 1:10.

La reaccidn de ligacion fue preparada adicionando: 2 pL del 10X Buffer “T4 DNA ligase”, cantidades
del vector: inserto a una relacién molar de 1:5 veces, 1 uL de “T4 DNA ligase” y H,0 suficiente para

llevar la reaccién a un volumen final de 20 uL. La reaccidn se incubd toda la noche a 16°C.

5.16 Transformacidn de las bacterias competentes

Con el propdsito de clonar cada una de las construcciones generadas en el vector pGL3-Basic se
utilizd células competentes de la cepa XL-10 Gold y/o TOP 10 y se transformaron de acuerdo al

protocolo ya descrito en el punto 5.10.2.

5.17 PCR de colonia

Para identificar las colonias que contenian el vector con el inserto de interés se realizé una PCR de
colonia de acuerdo a lo descrito en el punto 5.11 con la Unica diferencia de que en estas PCRs se
utilizé para todas las reacciones el oligonucledtido anti sentido GLprimer2 de secuencia 5’
CTTTATGTTTTTGGCGTCTTCCA 3’ el cual es especifico para el vector y como oligonucleétido

sentido para identificar las colonias positivas para las construcciones pGL3-Basic-1500, 1000 y 500
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se utilizd el oligo Fwd-500. Mientras que para identificar las colonias positivas pGL3-Basic-250,
200, 113, 1221, SOXMut, SOXWT se utilizaron los oligonucledtidos sentido con los que fueron
amplificados inicialmente cada uno de estos los fragmentos clonados (F-250, F-200, F-113, F-1221,

SOXMut, SOXWT) ver Tabla 4.

5.18 Extraccion del ADN plasmidico

Con el objetivo de extraer y purificar el ADN plasmidico de las construcciones clonadas en el vector
pGL3-Basic, se prepararon cultivos con medio LB-ampicilina (100 mg/mL) los cuales fueron
inoculados con una colonia positiva tomada de la placa réplica, el resto del protocolo se realizd

conforme a lo descrito en el punto 5.12.

Para corroborar la calidad del ADN plasmidico purificado, se tomd 1 pL, y se migré en un gel de
agarosa al 1%. Posteriormente se el ADN se cuantificd utilizando el equipo Nanodrop por

determinar la absorbancia a 260 nm y se guardd a -20°C hasta su uso.

5.19 Digestion de las construcciones pGL3-Basic-promotor H2A.Z.2

Una vez que se purificd el ADN plasmidico de cada una de las construcciones y para corroborar la
presencia de los respectivos insertos se realizd una doble digestion con las enzimas Kpn | y Hind III.
La cantidad de plasmido utilizada para digerir fue calculada con base al tamafio del inserto con
respecto al vector de tal modo que la cantidad de inserto que pudiéramos obtener después de la
digestion fuera de al menos de 100 ng lo que permitiria visualizarlo facilmente. El resto del
protocolo se realizé de acuerdo a lo descrito en el apartado 5.13. Posteriormente la reaccién de
digestion fue analizada mediante una electroforesis en gel de agarosa al 1% para las
construcciones con los inserto de mayor tamafio 6 al 2% en el caso de los insertos mds pequeiios

196 y 113 pb.
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5.20 Secuenciacidn de las construcciones pGL3-Basic

Al corroborar la liberacion de los insertos del tamaifio esperado, se procedié a secuenciar cada
uno de las construcciones generadas en el vector pGL3-Basic, para lo cual se llevaron las muestras
de cada uno de los plasmidos al departamento de fisiologia celular de la UNAM. Para la
secuenciacion de cada una de las construcciones se utilizaron los oligonucleétidos descritos en la

Tabla 7:

Tabla 7 Oligonucleétidos utilizados para la secuenciacion de cada una de las construcciones en el vector
pGL3-Basic

Construccidn Tamaiio del inserto Oligonucledtidos
pGL3-Basic-1500 1421 pb Fwd-Kpnl-1500, Fwd-
Kpnl-1000, Fwd-Kpnl-500,
GLprimer2 (Rvs)
pGL3-Basic-1000 915 pb Fwd-Kpnl-1000, Fwd-
KpnI-500, GLprimer2 (Rvs)
pGL3-Basic-500 418 pb Fwd-Kpnl-500, GLprimer2
(Rvs)
pGL3-Basic-250 274 pb GLprimer2 (Rvs)
pGL3-Basic-200 196 pb GLprimer2 (Rvs)
pGL3-Basic-113 113 pb GLprimer2 (Rvs)
pGL3-Basic-1221 1221 pb Rvprimer3, Fwd-Kpnl-
1000, GLprimer2 (Rvs)
pGL3-Basic-SOX-WT 736 pb Rvprimer3, Fwd-Kpnl-500,
GLprimer2 (Rvs)
pGL3-Basic-SOX-Mut 736 pb Rvprimer3,Fwd-KpnI-500,
GLprimer2 (Rvs)

5.21 Transfeccion transitoria de las células PANC-1

Con el objetivo de determinar si la regién upstream del gen H2A.Z.2 es capaz de activar la
transcripcién asi como realizar la caracterizacidn funcional de los elementos regulatorios del
promotor y analizar la localizacién del promotor minimo se realizaron ensayos de gen reportero de

luciferasa. Para esto las células PANC-1 fueron transfectadas utilizando el reactivo “Turbofect
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reagent” de Thermo Scientific (# Cat. R0532). Este reactivo es una solucién estéril de un polimero
catidénico, el cual tiene una carga positiva lo que permite que forme un complejo con el ADN
plasmidico que tiene una carga negativa, dando al complejo ADN-Turbofect un carga positiva

general facilitando asi la captacion de estos complejos por las células.

La transfeccidn se realizé como a continuacion se describe. Brevemente, en una placa de 24 pozos
fueron sembradas 5 x 10* células de la linea celular PANC-1. 24 horas después de que las células
alcanzaron una confluencia de aproximadamente el 70%, éstas fueron transfectadas. Para esto
inicialmente, se etiquetd debidamente varios tubos eppendorf estériles para cada una de las
construcciones generadas en el vector pGL3-Basic. Luego se adicion6 100 pL de medio DMEM base
sin suero a cada uno de los tubos y 500 ng de cada una de las construcciones (al tubo
correspondiente). Al mismo tiempo, se prepararon un par de tubos adicionales donde en cada uno
de éstos se adicionaron 100 pL de medio DMEM sin suero y 500 ng del pldsmido pGL3-Basic vacio
en un tubo y 500 ng del pGL3-Promoter en el otro tubo los cuales fueron utilizados como control
negativo y positivo respectivamente. Ademds a todos los tubos también se adicioné 50 ng del
vector pRL-SV40 (el cual fue utilizado como control interno para la normalizacién) y 2 uL del
“TurboFect Reagent”. Los componentes de la reaccidn de transfeccién fueron mezclados con la
ayuda de la micropipeta subiendo y bajando lentamente el volumen total. La mezcla de
transfeccion se dejo incubando durante 15 minutos a temperatura ambiente lo cual permitio la
formacién de los complejos ADN-lipido. Transcurrido el tiempo de incubacién, se adiciondé 100 pL
de cada una de las mezclas de transfeccion a cada pozo y para asegurar una distribucion
homogénea del complejo ADN-lipido sobre la monocapa de células, la placa de 24 pozos se movid
suavemente en circulos. Una vez transfectadas las células se dejaron incubando a 37°C durante 48

horas y pasado este tiempo se realizé el ensayo de luciferasa.
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Se realizaron tres experimentos independientes en los cuales se realizé la transfeccidon para cada

una de las construcciones por duplicado.

5.22 Ensayo de gen reportero luciferasa

Este ensayo se basa en el uso de un vector reportero pGL3-Basic que contiene la secuencia
codificante del gen de luciferasa de la luciérnaga Photinus pyralis. Rio arriba de este gen se localiza
el sitio de clonacién multiple o MCS (por sus siglas del inglés Multi Cloning Site) en el cual se
inserta la regién promotora o secuencia de interés del gen que se quiere evaluar Figura 13. De tal
manera que Unicamente la ligacidon de una secuencia que funcione como un promotor hara que el
gen de la luciferasa se exprese y que pueda ser detectado al medir la luminiscencia emitida por
esta enzima la cual sera proporcionar a la actividad transcripcional de la secuencia analizada. En
este ensayo se utilizd un segundo vector reportero el pRL-SV40 el cual contiene el gen de la

luciferasa de la Renilla reniformis con el cual fueron normalizados los resultados obtenidos.

Synthetic poly(A)
— signal / transcriptional
pause site

- — (for background
= Amp" ~/ reduction)
|
|
{ [Kpn 5 /
1 ori Y| {|Bac 1 {
| [IMiul 5
| |Mhel 21
. | Sma 28 pRL-SV40
PGL3-Basic [ e 132 1883 BamHI— Vector Balll 1
Vector —, |H9 368 —
(48186p) | H&l—ind I |83 SVAD late (3,7050p) Kpni 58
L ) / \— olyl A
!/ ool se poly(A) s =Y S0 Early
et fol ) 1631 Xbal ", Y, Enhancer/
Narl 12 Promoter
T7
“—Hindill 420
Sv40 Iate — N Patl 462
{A) signal | . A
ffor ey reponiar) | T € Rlue "\ ~ihel 684
Hpal 1202 Xbal 1742 Cspas 700

Figura 13 Vector pGL3-Basic y pRL-SV40.

El pGL3-Basic contiene la luciferasa de Photinus pyralis, carece de elementos regulatorios como un
promotor o un enhacer y contiene el gen de resistencia a la penicilina lo que permite seleccionar las clonas
de bacterias transformadas. Mientras que el pRL-SV40 contiene la luciferasa de Renilla reniformis cuya
expresion esta conducida por el promotor T7.
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Para realizar el ensayo de gen reportero de luciferasa se utilizé el kit “Dual Luciferase Assay
System” de PROMEGA (# Cat. E1910), para lo cual 48 horas después de la transfeccion se aspiré el
medio de cultivo de las células y se lavd cada uno de los pozos adicionando 1 mL de solucién
estéril de PBS 1X. Después de esto, se adiciond a cada pozo 100 pl del buffer de lisis pasiva (PLB
1X) y se incubaron 15 min a temperatura ambiente con agitacidn suave para permitir la lisis de las
células. De este lisado se tomaron 20 pul y se colocaron en una placa de 96 pozos opaca, después se
adiciond 20 pL del reactivo LARII que contiene el sustrato de la enzima luciferasa, la luciferina, e
inmediatamente se introdujo la placa en el luminédmetro (TECAN) para realizar la lectura de la
luminiscencia emitida por cada una de las muestras. Una vez cuantificada la luminiscencia de la
luciferasa (Photinus pyralis), se adiciond en cada uno de los pozos 20 ulL del reactivo “Stop & Glo”,
el cual contiene el sustrato de esta enzima y se midié la luminiscencia emitida por la luciferasa de
la Renilla reniformis. Para normalizar los datos obtenidos se dividié la actividad de la luciferasa
Firefly de una muestra particular entre la actividad de la luciferasa de la Renilla reniformis de la
misma muestra. El valor obtenido fue utilizado para realizar las comparaciones entre muestras y

graficar los resultados.

5.23 Analisis in silico para la prediccion de sitios de union a factores de transcripcién

Para predecir los probables FTs que se unen al promotor del gen H2A.Z.2 se utilizaron cuatro bases

de datos: TRANSFAC http://genexplain.com/transfac/#section0, TFBIND INPUT:

http://tfbind.hgc.ip/, PROMO http://alggen.lsi.upc.es, ucsc GENOME BROWSER:

https://genome.ucsc.edu/. De esta manera y para elegir los sitios de unién mas confiables se

seleccionaron Unicamente aquellos que coincidieron en tres de cuatro programas.
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CAPITULO 1l

6. Resultados

Recientemente nuestro grupo de trabajo encontrd que ambas isoformas producto del gen H2A.Z.2 estaban
sobre expresadas en el ACDP, y ademds se demostré que éstas promueven la progresion de esta
enfermedad. Por lo tanto se vuelve importante estudiar los mecanismos moleculares que regulan su
expresion (Avila et al., 2016). Debido a esto el objetivo general de este trabajo consistié en identificar y
caracterizar al promotor del gen H2A.Z.2. Por lo que inicialmente se determind la posicion “+1” o el sitio de
inicio de la transcripcion ya que se sabe que rio arriba de esta posicion, en los genes que son transcritos por
la ARN polimerasa ll, inicia el promotor del gen. Por lo tanto, su identificacién era esencial para determinar
doénde se localiza el promotor, para que posteriormente pudiéramos determinar los elementos regulatorios

que lo conforman y que controlan la expresion del gen H2A.Z.2.

6.1 Determinacion del sitio de inicio de la transcripcion (TSS)

Como primera aproximacion para determinar el sitio de inicio de la transcripcion se realizé un andlisis bio
informatico utilizando la base de datos “Integrative Genomic Viewer” (lgv,

https://software.broadinstitute.org/software/igv/) en donde se buscé la presencia de varias marcas

epigenéticas como la H3K4me3, H3K9ac, H3K27ac asi como de nucleosomas que contienen a la variante de
histona H2A.Z rio arriba del extremo 5°del gen H2A.Z.2. Se utilizaron estas marcas epigenéticas, ya que se
sabe que éstas se encuentran enriquecidas alrededor de los sitios de inicio de la transcripcion de los
promotores de los genes activos (Li, Carey, & Workman, 2007). De tal manera que esta aproximacion nos
permitié delimitar una region donde posiblemente estaba localizado el TSS. Ademds de estas marcas de
histonas también se buscd la presencia de sitios de hipersensibilidad a ADNasa (DHS por las siglas en inglés
DNase | hypersensitive site), estos sitios son regiones libres de nucleosomas donde suelen estar localizador
elementos regulatorios como promotores y enhancers, y se sabe que los TSS suelen ser regiones

desprovistas de nucleosomas (Li et al., 2007).
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Este analisis nos permitié determinar que existe un enriquecimiento para la H3K4me3, H3K9ac asi como de
nucleosomas que contienen a la variante de histona H2A.Z tanto rio arriba como rio abajo del ATG (Figura
14). Ademas, justo entre los picos de estas marcas se localiza un sitio de hipersensibilidad a DNAasa de
aproximadamente 370 pb (Figura 14). Por lo que tomando en cuenta las marcas epigenéticas, la presencia
de nucleosomas que contienen a H2A.Z y el DHS, este andlisis nos indicaba que el probable TSS podria

localizarse a 438 pb con respecto al ATG (Figura 14).

6 54 3 2 1

fhm - ——
PRI H2A7 FURS
H2AFY
1211
B L - . H3K4me3
[0- 139
H3K9ac
B ——— Ny
- 157
-I - H3K27ac
fa-31)
H2A.Z
R
[0-244)

R L 2LE

Figura 14 Analisis bio informatico para la busqueda de marcas de histonas.
En la parte superior de la figura se muestra un esquema del gen H2A.Z.2 el cual esta constituido por 6 exones (cada
uno de los exones aparece enumerado), las flechas que estdn en sentido a la izquierda en el mismo esquema del
gen indican que la transcripcion del gen se realiza en la cadena antisentido. La linea negra inferior a este esquema
indica la regidn upstream del gen H2A.Z.2 en la que se buscé las marcas epigenéticas, la histona H2A.Z y los DHS.
En el esquema se muestra que existe un enriquecimiento tanto rio arriba como rio abajo del primer exdn del gen
H2A.Z.2 de las marcas epigenéticas H3K4me3 (verde), H3K9ac (café), H3K27ac (rojo) nucleosomas que contienen a
la variante H2A.Z (rosa). El sitio de hipersensibilidad a DNAasa estd localizado entre los picos de las sefiales
anteriores (azul).
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6.2 El probable TSS esta localizado en la region comprendida entre 309 y 289 pb rio
arriba del ATG
Considerando que el sitio “+1” o el TSS es la primera base incorporada en el ARN mensajero y con

el propdsito de identificar este sitio para el gen H2A. Z.2, con mayor precisién que el abordaje
bioinformatico decidimos emplear dos estrategias experimentales. En la primera estrategia, se
realizd una RT-PCR en la que se empled como templado ADN complementario y oligonucleétidos

sentido disefiados en direccidon 5” del gen. En la segunda estrategia se realizé la técnica de RACE 5.

Para realizar la RT-PCR inicialmente se extrajo el ARN total de la linea celular PANC-1 utilizando el
reactivo TRIzol. Una vez que se purificd el RNA se le dio un tratamiento con ADNasa | para eliminar
las trazas de ADN. Tras corroborar mediante una PCR que efectivamente se elimind el ADN de la
muestra de ARN, se verificd la integridad del ARN tratado. Para lo cual el ARN se migré en un gel
de agarosa en condiciones desnaturalizantes. La integridad de la muestra de ARN se pudo
confirmar al observar la presencia de dos bandas bien definidas que corresponden a los ARN

ribosomales 28S y 18S (Figura 15).

ARN PANC-1

28 S-

18 S-

Figura 15 Integridad del ARN de la linea celular PANC-1
El ARN proveniente de la linea celular PANC-1 se migré en un gel de agarosa al 1.2% con
tiocianato de guanidida, al término de la electroforesis el gel se tifidé con una solucidn de BrEt
para poder visualizar las bandas de ARN correspondientes a los ARN ribosomales 28Sy 18S.
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Una vez que se verificé la integridad del ARN tratado con ADNasa |, éste se usé como templado
para la sintesis del ADN complementario para lo cual se empled oligo(dT) y la enzima retro
transcriptasa reversa. Este ADNc por provenir del ARNm Unicamente contiene la region
codificante, la region 5'UTR, y carece de las secuencias que estan situadas rio arriba del TSS, es
decir el promotor. Por lo que el empleo de este ADNc nos permitiria identificar una regién donde
posiblemente se ubica la base “+1” o el TSS. Para esta PCR se utilizaron cinco oligonucleétidos
sentido disefiados a lo largo del extremo 5'del gen H2A.Z.2 a partir de la posicién -205 y hasta la
posicién -510 relativas al ATG (Figura 16 y 17A). Para todas las reacciones se utilizd el mismo
oligonucledtido anti sentido localizado a una distancia de 93 pb rio arriba del ATG, tal como se

muestra en la Figura 16 y 17A.
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-438 pb

-358 pb

-278 pb

-198 pb

-118 pb

-38 pb

TAGCTAATTT TGCTGTCCTT CCCAGTGGCC CGCCTCCCTT GCTCGCGGGC GATAT A TTGGCTTTCG TCTGCGAGGC

GTCCAATCTC ATTGGTTTGC CTTTCTGTTC GTCAGGCTTG GGCGCCTGGT GAAAGGCAGA GAGCGCGTCA CTATTGGGGC

TGGAGGCCCC GCCTCCGCGT GCCGTGTGCA AAAACAAACA GCCGTTAGGA AGGCGGTGCC GGGGGGGCGG GGTCTGGCTA

GAAGGAGGCG CGCGATTGAA CAGCCGCTGG GGTTCGAACC AGCAAGACAA GCGGGCATTG GCCACAGCAG CGCGAGGCGG

GCACGGGGTA TTGTCCGGCT CCGGCGGCGG CGGTCGGTGC TGCGAGAGCG GCGGCGGCGG CGCGGGTCGG CAGCGGGAGG

GCGCGCGGCC GAGCGGAGGC GGAGTCGGCG CCGAGAACATG

Figura 16 Secuencia correspondiente a los 438 pb en donde probablemente este localizado el TSS

En este esquema se muestra la secuencia correspondiente a los 438 pb obtenida por el analisis bioinformatico. El

coddn de inicio de la traduccion del gen H2A.Z.2 esta resaltado en letras rojas. La posicion de los nucledtidos en

esta secuencia esta indicada con respecto al ATG. Las flechas rojas indican las posiciones de los oligonucleétidos

disefiados para la PCR para mapear el TSS.

A)
ADN gendmico
+1 UTR 5’
/ [~
ORF
/7
+1 UTR 5’

ARNmM |—>
ORF

B)

-1000 pb
412 -500 pb
273 -300 pb
216
196

-100 pb

112

Figura 17 Estrategia utilizada para el mapeo de la region 5'UTR del gen H2A.Z.2.

A) Localizacién de los oligonucledtidos utilizados para las reacciones de PCR. B) Reacciones realizadas
utilizando como templado el ADNc (parte izquierda del gel), o utilizando como templado el ADN
genodmico (parte derecha del gel) .

[97]



El resultado de esta PCR se muestra en la Figura 17-B donde Unicamente observamos los
amplicones del tamaino esperado para los oligonucleétidos que estan localizados a 205 y 289 pb
rio arriba del ATG (carril 1y 2 parte izquierda del gel). Mientras que, con el oligonucledtido situado
a 309 pb rio arriba del ATG ya no se obtuvo producto amplificado (Figura 17-B). Para corroborar
qgue la falta de amplificaciéon de los oligos localizados en las posiciones -309, -360 y -510 no se
debia a que los oligos no funcionaran, sino mas bien a la falta de templado en el extremo 5 del
ADNCc, se realizaron otras reacciones de PCR empleando los mismos oligos pero utilizando como
templado el ADN gendmico. Como se observa en la Figura 17-B (parte derecha del gel) se obtuvo
el producto del tamafio esperado en todas las reacciones de PCR. Por lo que entonces estos
resultados indican que el probable TSS podria estar localizado en la region comprendida entre 309

y 289 pb rio arriba del ATG.

Con el objetivo de determinar con exactitud qué base corresponde al sitio +1, utilizamos la técnica
de RACE 5° (Amplificacién rdpida del extremo 5° cDNA). Estd técnica es ideal ya que permite
caracterizar las secuencias no conocidas de los extremos 5” de los ARNm. Como primer paso para
realizar el RACE 5’, a partir del ARNm que se extrajo de la linea celular PANC-1 se sintetizo ADNc
para lo cual se utilizé un oligonucledtido anti sentido especifico para el ARNm de H2A.Z.2 “Rvs-
Hind-2" localizado a una distancia de 93 pb rio arriba del ATG (Figura 18). De esta forma

Unicamente se sintetizo el ADNc del ARNm de H2A.Z.2.
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Rvs-Hind-2
Rvs-Hind-1
PCR aninada

Figura 18 Localizacion del oligo gen especifico empleado para la sintesis del ADNc.

Para conocer la secuencia del extremo 3’ del ADNc de H2A.Z.2 en el cual se encuentra el sitio “+1”,
era necesario amplificarlo y posteriormente mandarlo a secuenciar. Sin embargo, ya que no
conociamos la secuencia en el extremo 3’del ADNc entonces el siguiente paso del RACE 5’consistio
en la adicién de un tracto homopolimérico de citosinas al extremo 3'del ADNc (Figura 19). Este
tracto de citosinas funciona como una secuencia de anclaje conocida y complementaria a un
oligonucledtido sentido permitiendo de este modo amplificar el ADNc. La adicidn de las citosinas
en el extremo 3’del ADNc se realizé utilizando la enzima deoxinucledtidil transferasa terminal

(TdT) en presencia de dCTPs (Figura 19).
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Figura 19 Esquema de la técnica RACE 5°
Para la adicion del adaptador de citosinas se utilizé la enzima TdT (deoxinucleétidil transferasa
terminal). En la primera PCR del ADNCc tailed se utiliz6 el oligo “Rvs-Hind-2" y en la segunda PCR
un oligo aninado “Rvs-Hind-1"

Una vez que se obtuvo el ADNc, el cual contiene ahora un tracto de citosinas en su extremo 3’
(ADNc-tailed) se realizé una primera PCR en la que se utilizé el mismo oligonucleétido anti sentido
que se empled para la sintesis del ADNc y el oligonucleétido sentido AAP (Abridged anchor primer)
que es complementario al tracto de citosinas (Figura 19). El producto de esta PCR fue analizado en
una electroforesis en gel de agarosa. Sin embargo al exponer el gel a la luz UV no se observd
ninguna banda probablemente a que habia un bajo numero de copias. Por lo que debido a que no

obtuvimos una buena cantidad de amplificado y para dar mayor especificidad al ensayo, el
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producto de esta PCR se empleé como templado para una segunda PCR en la que se utilizd un
oligonucledtido “Rvs-Hind-1” ubicado a 49 pb rio arriba del oligo “Rvs-Hind-2” (PCR anidada)

(Figura 19).

El amplicon obtenido de esta segunda PCR se migré en un gel de agarosa en el que se observa un
producto de aproximadamente 200 pb (Figura 20A). Con la finalidad de recuperar una buena
cantidad de este amplicdn se realizaron cuatro reacciones de este PCR anidada, todas las bandas
de ADN en el gel correspondientes a este fragmento fueron cortadas, purificadas y el fragmento
purificado se secuencid. El resultado de la secuenciacién indica que el sitio “+1” 6 el TSS

corresponde a una guanina (G) ubicada a 292 pb rio arriba del ATG (ver Figura 20B).

-292

r

GTCACTATTGGGGCTGGAGGCCCCGCCTCCGCGTGCCGTGTGCAAA
AACAAACAGCCGTTAGGAAGGCGGTGCCGGGGGGGCGGGGTCTGG

1000 pb-
CTAGAAGGAGGCGCGCGATTGAACAGCCGCTGGGGTTCGAACCAG
s00pb- CAAGACAAGCGGGCATTGGCCACAGCAGCGCGAGGCGGGCACGGG
300 pb- 200 pb GTATTGTCCGGCTCCGGCGGCGGCGGTCGGTGCTGCGAGAGCGGC
100 pb- GGCGGCGGCGCGGGTCGGCAGCGGGAGGGCGCGCGGCCGAGCGG

AGGCGGAGTCGGCGCCGAGAACATG

Figura 20 El sitio de inicio de la transcripcion se ubica a 292 pb rio arriba del ATG

A) En esta PCR se utilizo el oligonucleétido antisentido anidado y el oligo AUP. Se realizaron cuatro
reacciones ya que cada una de estas bandas se recuperé del gel de agarosa para después purificarlo y
clonarlo. B) La secuenciacién de este amplicon indicé que el sitio de inicio de la transcripcion
indicado con una flecha esta localizado a 292 pb rio arriba del ATG.

6. 3 Amplificacion de 1421 pb de la region upstream del gen H2A.Z.2

Una vez determinado el sitio de inicio de la transcripcion y para evaluar si la region localizada rio arriba del

TSS era capaz de conducir la expresidn del gen H2A.Z.2, es decir si esta regidén corresponde al promotor, se
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realizé un ensayo de gen reportero de luciferasa en la linea celular PANC-1, para lo cual inicialmente se

amplificaron 1421 pb de la region upstream de este gen.

Para el disefio de los oligonucledtidos empleados en la amplificacion del promotor de H2A.Z.2 se considerd
los resultados reportados por Dryhurst (2009), quienes al realizar un analisis in silico de la regién upstream
del gen H2A.Z.2, encontraron que esta region carecia de una caja TATA. Por lo que si tomamos en cuenta
que los promotores “TATA less” suelen tener elementos en cis ubicados rio abajo del TSS que ayudan al
ensamblaje del complejo de pre-inicio de la transcripciéon (PIC) (Juven-Gershon & Kadonaga, 2010),
decidimos amplificar un fragmento de 1421 pb (al cual denominamos F-1500). Para lo cual disefiamos un
oligonucledtido sentido “Fwd-1500” situado a una distancia de 1221 pb rio arriba del TSS y el
oligonucledtido anti sentido “Rvs-Hind-2"” ubicado a 200 pb rio abajo con respecto al sitio de inicio de la
transcripcion, en donde pudiéramos identificar elementos en cis que en ausencia de la caja TATA ayuden al

ensamble del PIC (Juven-Gershon & Kadonaga, 2010).

10 000 pb -
3000 pb -
1500 pb - -1421 pb

1000 pb -

750 pb -

500 pb -

250 pb -

Figura 21 Fragmento de 1421 pb de la region upstream del gen H2A.Z.2.

El F-1500 se amplificd empleando un oligo “Fwd-1500" situado a 1421 pb rio arriba del TSS y un oligo
“Rvs-Hind-2" ubicado a 200 pb rio abajo del TSS. El amplicén obtenido se analizé en un gel de
agarosa al 1.2% tefiido con bromuro de etidio. M, marcador de 1Kb
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Como se observan en la figura 21 el producto de la PCR fue del tamafio esperado (1421 pb), el cual
fue cortado del gel de agarosa para posteriormente clonarlo en el vector pJET 1.2/blunt. De esta
forma obtuvimos la construccion “pJET 1.2-1500”, la cual se transformé en las células E.coli de la

cepa XL-10 Gold.

Para identificar las colonias que contenian el vector con el inserto de interés se realizd una PCR de
colonia. En esta PCR se utilizo el oligonucledtido anti sentido “Rvs- pJET-1.2”, que es especifico del
vector y que se localiza a 33 pb rio abajo del sitio de multiple clonacién (Figura 22A) y un
oligonucledtido sentido “Fwd-500” que es complementario a una secuencia interna del inserto
ubicado en la posicion -218 a -197 relativo al TSS. De tal forma que se esperaba obtener un
producto de 457 pb (Figura 22B). Como se aprecia en la Figura 22B de las cuatro colonias

analizadas fueron todas positivas.

A) Kpn Hind Il

//; PIET-1.2 F-1500 PJET-1.2 ﬁ//
418 pb ﬁ, 33pb

Fwd-500 Rvs-pJET-1.2

B) b

10 000
2000 -
1000 -

500 - — R
250 -

Figura 22 Identificacion de las colonias recombinantes mediante PCR de colonia.

A)Para esta PCR se utilizé el oligonucledtido anti sentido especifico del vector que esta localizado a 30 pb
rio abajo del sitio de multiple clonacién (MCS) y un oligonucleétido sentido especifico (Fwd-500 ) del
inserto que esta localizado en la posicion 418 del F-1500 B) Todas las colonias analizadas resultaron
positivas
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A fin de obtener el ADN plasmidico de la construccidon pJET 1.2-1500, una de estas colonias
(ndmero 3) se inoculdé en un medio liquido LB-ampicilina y para corroborar la presencia del inserto
“F-1500” se realizé6 una doble digestidon del plasmido pJET 1.2-1500 empleando las enzimas de
restriccion Kpn |y Hind lll. La reaccién de digestidn se analizé en un gel de agarosa al 1% y una vez
gue se corrobord que el inserto liberado tuvo el tamafio esperado (1421 pb) (Figura 23), la banda
de ADN correspondiente al F-1500 fue cortada del gel y purificada para posteriormente sub

clonarla en el vector pGL3-Basic.

pJET 1.2-1500

pb M Kpn | / Hind 11l

10 000-

3000-

1500-

750-

500-

Figura 23 Digestion del plasmido pJET 1.2 -1500

Para verificar la presencia del inserto se realiz6 la digestion de la construccién con las enzimas Kpn |y
Hind Il1, en el gel se observa la liberacidn del producto del tamafio esperado. Gel de agarosa al 1%
tefiido con bromuto de etidio. M, marcador de 1Kb
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6.4 Obtencidn de la construcciéon pGL3-1500

Con el objetivo de evaluar si esta region de 1421 pb es capaz de activar la transcripcién, el inserto
“F-1500” se subcloné en el vector pGL3-Basic. Este vector contiene el gen reportero de la
luciferasa y carece de un promotor (ubicado rio arriba del gen reportero), asi como de otros
elementos regulatorios como enhancers. De tal manera, que el gen de la luciferasa sélo se
expresara si en el sitio de multiple clonacién (que estd ubicado rio arriba del gen reportero), es

clonado un promotor capaz de dirigir la expresién del gen reportero.

Una vez que se ligé el fragmento F-1500 al vector pGL3-Basic, bacterias E.coli de la cepa XL-10
Gold fueron transformadas con la construccidon a la que se le dio el nombre de pGL3-1500.
Posteriormente las colonias recombinantes que contenian la construccién de interés fueron
identificadas mediante PCR de colonia. Para lo cual, se picaron 6 colonias y se utilizd un
oligonucledtido anti sentido especifico del vector (GLprimer2) localizado a una distancia de 53 pb
rio abajo del sitio de restriccion de Hind Il y el mismo oligonucledtido sentido (Fwd-500)
empleado en la PCR de colonia anterior (Figura 24-A). De tal forma que esperabamos obtener un
producto de aproximadamente 471 pb. Como se aprecia en la Figura 24-B, todos los productos de
PCR que se migraron en el gel de agarosa tuvieron el tamafio esperado por lo tanto las 6 colonias

analizadas fueron positivas.
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A) Kpn | Hind 1

[
/ /; pGL3-Basic F-1500 pGL3-Basic ﬁ//

418 pb 53 pb

Fwd-500 GlLprimer2
pGL3-1500
Kpn I/Hind Il
B) ) :
Colonias pGL3-1500
10,000 -
1 2 3 4 5 6 -4818 pb
pGL3-Basic
3000 -
-1421 pb
10000 - 1500-
3000 -
1000 -
1000 - 750 -
500 -471Pb
500 -

250 -

Figura 24 Generacidn de la construccion pGL3-1500
A) Localizacion de los oligonucleétidos utilizados en la PCR de colonia. B) Se analizaron 6 colonias de las cuales
todas resultaron positivas, para la esta PCR se utilizé un oligo especifico del vector localizado a 53 pb rio abajo
del sitio de multiple clonacién y el oligo Fwd-500 . C) Digestion del plasmido pGL3-1500 con las enzimasKpn |y
Hind IIl.

De estas colonias elegimos a 2 de ellas para aislar el ADN plasmidico, el cual se digirié con las
enzimas Kpn | y Hind Ill. El producto de la digestion se migré en un gel de agarosa en el que se

observo la liberacion del producto del tamario esperado (Figura 24-C).

6.5 Secuenciacion de la construccion pGL3-basic

Una vez que generamos la construccion de interés (pGL3-1500), y debido a que era muy
importante saber si durante la amplificacién de este fragmento, no se hubiera introducidos
cambios que pudieran alterar los motivos de uniéon a los factores de transcripcion ésta se

secuencid. La secuenciacion reveld que la construccion, pGL3-1500 presento un 100% de identidad
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con la secuencia reportada en Pubmed (Numéro de referencia NC_000007.14), para el gen

H2A.Z.2 (Anexo 1).

6.6 La region de 1421 pb es capaz de activar la transcripcion

Una vez que se corrobord que el inserto clonado en el vector pGL3-Basic efectivamente

correspondia a parte de la regién upstream del gen H2A.Z.2 se realizé el ensayo de luciferasa.

Para realizar este ensayo, inicialmente se transfectd la construccidon pGL3-1500 a las células PANC-
1, este pldsmido fue cotransfectado con el vector pRL-SV40. Este ultimo, contiene el gen reportero
de la luciferasa de la Renilla reniformis y se utiliz6 como control interno para normalizar los datos
obtenidos. Adicionalmente otro pozo de células fue transfectado con el pGL3-Basic vacio el cual
fue utilizado como control negativo, y para estar seguros de que estdbamos realizando el
experimento de manera correcta como control positivo se utilizé el pGL3-Promoter en el cual la
expresién de la luciferasa es conducida por el promotor del SV40. En ambos casos se co-
transfecté con el vector pRL-SV40. Transcurridas 48 horas después de la transfeccidn, se realizd el

ensayo de luciferasa.

En este ensayo se encontré que la actividad de luciferasa de la construccién pGL3-B-1500 presentd
casi 80 veces mayor actividad comparada con el vector vacio (Figura 25) lo que indica que la regién
upstream (F-1500) del gen H2A.Z.2 es capaz de activar la transcripciéon. Ademas la actividad de
luciferasa del pGL3-1500 fue similar a la obtenida con el pGL3-Promoter (Figura 25), indicando que
la regién upstream del gen H2A.Z.2 activa la transcripcién con una fuerza similar al promotor del
SV-40, el cual es considerado como un promotor de fuerza intermedia. Por lo tanto, este resultado
sugiere que el fragmento de 1421 pb funciona como un promotor capaz de conducir la expresiéon

del gen reportero de la luciferasa.

[107]



1001
°
Q
o g 804
a T —
€ Qo
8 8 601
o >
S =
<
% o 40
83
& 201
o
0-
X Q X
& & S
< oy <
NG N <©
o © R
Q N O\’%
N

Figura 25 El fragmento de 1421 pb de la region upstream del gen
H2A.Z.2 es capaz de conducir la expresion del gen de la luciferasa

6.7 Caracterizacion funcional del promotor del gen H2A.Z.2 mediante un andlisis de
deleciones

Se sabe que los promotores de los genes que son transcritos por la ARN polimerasa Il (ARNpol Il)
tienen una estructura bipartita formada por un promotor minimo que tipicamente abarca de la
posicidon -50 a +50 respecto al TSS y elementos regulatorios upstream, los cuales estan formados
por motivos en cis a los cuales se pueden unir factores de transcripcion (FTs) que pueden activar
y/o reprimir la transcripcion (Juven-Gershon & Kadonaga, 2010). Para tratar de identificar donde
se localiza el promotor minimo asi como los elementos regulatorios upstream, y de esta forma
realizar una caracterizacion funcional de los elementos en cis que controlan la expresion del gen
H2A.Z.2. se generaron varias construcciones en el vector pGL3-Basic con fragmentos del promotor
500 pb mas cortos en su extremo 5 de tal forma que por PCR se obtuvieron fragmentos de 918,
415, 273, 196 y 113 pb a los que se les dio el nombre de F-1000, F-500, F-250, F-200 y F-113

respectivamente.
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6.8 GENERACION DE LAS CONSTRUCCIONES PGL3-1000/500/250/200 Y 113

Al igual que con la construccidn pGL3-1500 el primer paso para generar estas construcciones fue
realizar una PCR para amplificar cada uno de estos fragmentos. Para su amplificacidon se empled
como templado el ADN plasmidico de la construccidon pGL3-1500, el mismo oligonucledtido anti
sentido (Rvs-Hind-2) empleado para amplificar el fragmento F-1500 y oligonucleétidos sentido

localizados en las posiciones -715, -218, -73, +1 y +88 con respecto al TSS (Figura 26 A-B).
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A)

H2A.Z.2 UTR 5’
-1421 -715 -218 -73 |—>+ss +200 _
- A
Fwd-1500 Rvs-2
-
Fwd-1000 -~
Fwd-500 _s,
Fwd-250 _s
Fwd-200 —>
Fwd-113
B)

CTGGGAGTTA TCCTCCAAAT TTTAACCTAA TGATGTAA GCAAAATAAA CACACTGAAG AGGTTGAGAA AAGAAAAACG
Fwd-1500

GCTCACAACA GTCTGAGCTC TGTGAGGTCT GCAAAATGTA TTAGGCCTAG AGGGACATGA GTATGGGACT TCGGTTATGC

-1221

CCACCCTCTG CCCCCACATA CACACATACC CAATCCCATG CATACCCAAT TGTTTAAAGT CATTTCATTC CTGACTATCG
-1041 GCCTCATCCA TTACCTTTTT TTTTATTATT ATTTTTTAGA CAGGGTATAT TCTGTCTCCC AAGCTGGAGT GCAGTGGTGC

GATCATGACT CACTGCAGCC TCGACCTCCT GGGCTCAAGA GATCCTCCTG TCTCAGTCTT GACAGTAGGT GAGGCTACAG
-881 GTTCGCGCCA CCAAGCCGGC CCCATTATCT TCGTGTTCTT AGAATTTGTA ATACATGCCG GGCGCGGTGG CTCACGCCTG

N\ Fwd-1000
TAATCCCAGT ACTTTGGGAG GCAAAGGGGG GCAGATCACC TGAGGTCAGG AGTTCGAGAC CAGCCTGACC AACACGGAGA

-721 AACCCCGTCT CTATTAAAAA TACAAAAGTT AGCTGGGCAT TGGGGCGCGC GCCTGTAGTC CCAGGACTCC ATCTCTAAAA
AAGGAAAAAG AATTTGTCAT ACAAATAACA ATATGTAGCC AATTGATAGC TTTTGTTTTT GTTTGTTTGT TTTGAGACGA
-561 TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC
CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT
-401 GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA
CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA
-241 ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA

-218 Fwd-500
ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT ATTGGC

-81 TTTCGTCT$3C GAGGCGTCCA ATCTCATT@G TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG

+1 Fwd-250
CGTCACTATT GGGGCTGGP{G GCC%CG(’C(ZZ'IO'S CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG
wd-

+82 GGC(ggGGTCT GGCTAGAAGG AGQCGFCGdC(]i.éaTTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC
+ wd-

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCGGCGG CGGTCGGTGC TGCGAGAGCG GCGGCGGCGG
Rvs-Hind-2 +200
CGCGGGTCGG CAGCGGGAGG GCGCG CGGCCGAGCG GAGGCGGAGT CGGCGCCGAG AACATG

Figura 26 A-B Localizacién de los oligos empleados para amplificar cada uno de los fragmentos del promotor de
H2A.Z.2
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Las reacciones de PCRs se migraron en un gel de agarosa y tras corroborar que los amplicones
obtenidos eran del tamafio esperado (Figura 27), las bandas de ADN del gel se cortaron y se

purificaron para clonarlas.

6,000 pb- 1,000 pb-
3,000 pb-
500 pb-
300 pb- 273 pb
1,000 pb- -196 pb
100 pb-
500 pb-
250 pb-

Fiqura 27 Fragmentos amplificados de 918, 415, 273, 196 v 113 pb.
A) Gel de agarosa al 1.2% tefiido con BrEt en donde se observa los amplicones de 415 y 918 pb, carriles

1y 2 respectivamente., M: marcador de 1Kb. B) Amplicones de 273, 196 carriles 1 y 2 respectivamente
se migraron en un gel de agarosa al 2%, M: marcador de 100 pb.

Los fragmentos F-1000 y F-500 inicialmente se clonaron utilizando un vector intermedio y
posteriormente se subclonaron en el vector pGL3-Basic. Mientras que para los insertos F-250, F-
200 y F-113 fueron ligados directamente en el vector pGL3-Basic. En la figura 28 se muestra los
plasmidos obtenidos para las construcciones pGL3-1000/500/250/200 y 113 en donde ademas
después de la digestidn de estos pldsmidos con las enzimas Kpn | y Hind Ill cada uno de ellos liberd

el inserto del tamafio esperado.

Finalmente se secuencid cada una de las construcciones generadas, con el propdsito de
comprobar que cada uno de los insertos clonados se trataba del promotor del gen H2A.Z.2 y que

durante el proceso de amplificacion y/o clonaciéon no se hubieran producido cambios en la
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secuencia nucleotidica que pudieran alterar los resultados en los ensayos de gen reportero (Anexo

2).

pGL3-113
pGL3-1000/500 pGL3-250/200 Knn | Hind 11

Knn | Hind 111 Kon | Hind 111
nn n 1 M 1

L

M 1 2

N ——

-4818 pb
10,000 pb- 4818 pb 1000 pb- 1000 pb-
3000 pb-| 500 pb- 500 pb-
1000 pb- 918 pb 300 pb-
200 pb-
500 pb- -415 pb 100 pb- 100 pb- 3o

Figura 28 Digestién de las construcciones pGL3-1000/500/250/200/113 con las enzimas de restriccion Kpn | Hind 111

A) Gel de agarosa al 1% M, marcador de 1Kb. Carrril 1, plasmido pGL3-500. Carril 2, pGL3-1000. B) Gel de agarosa al 2%
M, marcador de 100 pb. Carril 1 pGL3-200. Carril 2 pGL3-250. C) Gel de agarosa al 2% M, marcador de 100 pb. Carril 1
pGL3-113.

El alineamiento de cada una de estas secuencias con la secuencia reportada de la region 5°del gen
H2A.Z.2 mostré que no hubo cambios durante la amplificacion del inserto (Anexo 2). Con lo cual se
pudo corroborar que las secuencias clonadas son idénticas a la reportada en Pubmed.

6.9 La region ubicada entre 715 y 218 pb rio arriba del TSS contiene elementos en cis
activadores de la transcripcion

Hecho lo anterior se procedid a realizar los ensayos de gen reportero con todas las construcciones
generadas. Para lo cual, 5 x 10" células de la linea celular PANC-1 fueron sembradas en una placa de 24
pozos. Las células se dejaron crecer por 24 horas para permitir que alcanzaran una confluencia del 70%. En
este punto las células fueron transfectadas transitoriamente con cada una de las construcciones utilizando el

reactivo “TURBOFECT”. En todos los casos estas construcciones fueron co-transfectadas con el vector pRL-
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SV40. Los datos obtenidos indican que la actividad de luciferasa del pGL3-1000 fue similar a la de pGL3-
1500, mientras que la actividad de luciferasa obtenida con la construccién pGL3-500 disminuyd casi en un
50% con respecto a las construcciones pGL3-1500 y pGL3-1000 (Figura 29). Este ultimo resultado sugiere
que en la regidn localizada entre los nucledtidos -715 y -219  hay elementos en cis que regulan
positivamente la transcripcidon del gen H2A.Z.2. Esto porque al eliminar esta region del promotor disminuye
la actividad transcripcional significativamente. Sorprendentemente con la construccién pGL3-250 la
actividad de luciferasa vuelve a incrementarse significativamente aproximadamente un 25 % mds con
respecto al pGL3-500 sugiriendo la presencia de elementos en cis que pueden funcionar como represores de
la transcripcién en la regién ubicada entre los nucleétidos -218 a -74 (posiciones con respecto al TSS)
(Figura 29). Por ultimo la construccién pGL3-113 retuvo un 14% de la actividad de luciferasa sugiriendo que
en esta regidn de 113 pb localizada entre las posiciones +88 a +200 (relativo al TSS), puede estar contenido

el promotor minimo (Figura 29).

En conclusion estos resultados indican que el promotor de H2A.Z.2 contiene dos elementos regulatorios:
uno que esta ubicado en la posicion -715 a -219 (relativo al TSS) al que probablemente se unan proteinas
con una funcién activadora de la transcripcidn, y otro elementos regulatorio que abarca de la posicion -218 a
-74 al que posiblemente se unan proteinas con una funcidn represora. Mientras que el promotor minimo

podria estar localizado rio abajo del TSS entre los nucleétidos +88 a +200.

[113]



-1221

+200

<715

-218

-73

‘wwww

+89

Luc
+1

Luc

Luc

Luc

Luc

Luc

Luc

pGL3-B1500
pGL3-B-1000

pGL3-B- 500

pGL3-B- 250 —

peL3-B-1134 B

1GL3-B- 1221 4 -

. —

EET LY

- — : P <0.0001

0 50 100 150
% Actividad Luciferasa

Figura 29 Caracterizacion funcional del promotor del gen H2A.Z.2.

Las células PANC-1 fueron transfectadas transitoriamente con las construcciones pGL3-1500 (-1221 a +200),

a +200), pGL3-500 (-218 a +200), pGL3-250 (-73 a +200), pGL3-113 (+87 a +200) y pGL3-1221 (-1221 a +1). 48 horas después de
la transfeccion se midié la luminiscencia emitida por cada una de las muestras. La actividad de luciferasa fue normalizada con
la actividad de luciferasa de la renilla reniformis del vector pRLSV40 y expresada como porcentaje de actividad relativa de
luciferasa, donde la construccién con el fragmento de mayor tamafio pGL3-1500 tiene el 100% de actividad. Se realizd un
andlisis estadistico utilizando la prueba de ANOVA donde se realizé comparaciones multiples de cada una de las construcciones

contra la construccién pGL3-1500.

El promotor minimo se localiza a una distancia de 89 pb rio abajo con respecto al TSS

Para corroborar que en la region de +88 a + 113 pb puede estar contenido el promotor minimo generamos

una construccidn adicional que Unicamente contenia los 1221 pares de bases localizados rio arriba del TSS y

que carece de la region rio abajo del TSS, donde los resultados anteriores sugieren esta localizado el

promotor minimo. De tal modo que esperdbamos, qué aunque esta construccion contiene todos los

elementos regulatorios upstream del promotor al carecer del promotor minimo en donde se ensambla el PIC

no se expresaria el gen de la luciferasa.

En la Figura 30 se observa que tras la digestidn de la construccion pGL3-1221 se liberd el insertd del tamafio

esperado. Nuevamente para confirmar que durante la amplificacion y/o clonacién no se hayan generado

cambios en la secuencia clonada en la construccidon pGL3-1221 se secuencio (Anexo 3).
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Figura 30 Generacion de la construccion pGL3-1221.

La construccidén pGL3-1221 se digirié con las enzimas Kpn | y Hind 11l con lo que se pudo corroborar la
presencia del inserto. Gel de agarosa al 1%. M, marcador 1 Kb

Una vez que se corrobord que la secuencia del inserto “F-1221” era correcta, el plasmido pGL3-1221, se
utilizd para realizar el ensayo de luciferasa. Inesperadamente encontramos que la construccion pGL3-1221
tuvo una actividad de luciferasa del 20% con respecto al pGL3-1500 (ver Figura 29). Si bien esta construccién
es capaz de activar la expresidon del gen de la luciferasa, el porcentaje de actividad de luciferasa es bajo si se
compara con la construccion pGL3-1500. Por lo que, si tomamos en cuenta que la construcciéon pGL3-1221
contiene todos los elementos regulatorios upstream del promotor presentes en la construccién pGL3-1500,
lo cual sugiere que la regidn localizada rio abajo del TSS es necesaria para que el promotor alcance una

completa actividad transcripcional.

En conjunto nuestros datos indican que el promotor del gen H2A.Z.2 es un promotor bipartito, constituido
por un promotor minimo que esta localizado rio abajo del TSS en la posicion +88 a +200 (con respecto al
TSS) por lo que probablemente sea un promotor “TATA-less” y que existen dos elementos regulatorios
upstream importantes para la actividad transcripcional: uno localizado en regién comprendida entre -715y -
219 pb (relativo al TSS) y conformado por elementos en cis a los que posiblemente se unen FTs que activan
la transcripcidn, y otra region situada de la posicidn -218 a -74 la cual estd constituida por elementos en cis a

los que probablemente se le unan FTs que reprimen la transcripcion del gen H2A.Z.2 (ver Figura 31).
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Figura 31 El promotor del gen H2A.Z.2 es un promotor “bipartito”

El promotor esta constituido por un promotor minimo localizado de la posicion + 88 a +200 y dos
elementos regulatorios upstream ubicados entre los nucledtidos -715 a -219 y de -218 a -73 que tienen
una posible funcion activadora y represora en la expresién del gen H2A.Z.2

6.10 El analisis in silico para los sitios de unidén a factores de transcripcion revela
multiples motivos de unidn para los factores de transcripcion SOX.

Durante el mapeo del promotor del gen H2A.Z.2 nuestros resultados revelaron la posible localizacién de los
elementos regulatorios activadores y represores contenidos en el fragmento de 1421 pb. Con el objetivo de
caracterizar ain mas esta region y tener una idea de los probables factores de transcripcidn que se podrian
unir y regular la actividad transripcional del promotor del gen H2A.Z.2, se realizd una busqueda in silico de
los posibles motivos de unidn para FTs presentes en el promotor. Para esto se utilizaron cuatro bases de

datos: PROMO (http://alggen.lsi.upc.es), TFBINDINPUT (http://tfbind.hgc.jp/) TRANSFACT

(http://genexplain.com/transfac/#section0), USCS Genome Browser (https://genome.ucsc.edu/). En el

esquema de la Figura 32 se muestran los motivos de unién para aquellos FTs que coincidieron en tres de los

cuatro programas lo que aumenta la posibilidad de que estos FTs sean los mds probables.

Este analisis reveld que el promotor del gen H2A.Z.2, posee probables sitios de union para factores de
transcripcion ubicuos como SP-1, CREB, AP-1, asi como para FTs especificos de tejido (en este caso de células
ductales pancreaticas ya que el modelo de estudio es la linea celular PANC-1) como PAX-2 y FOXA2.
Interesantemente, el analisis in silico, reveld que en la region ubicada entre la posicion -715 y -219 pb
relativo al TSS, contiene sitios de unién para FTs que se sabe pueden funcionar como activadores de la
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transcripcion. Este dato es congruente con los resultados obtenidos en el ensayo de luciferasa, que sugieren
la presencia de elementos en cis, en esta region, a los que se estarian uniendo FTs que funcionen como

activadores (Ver figura 29).

SP-1
AP-1 apa SOX ¢ OXSO:OX APS-IZ’_I AP-2 MZF-1 -‘;;1 +1
| | E2F4 CREB 501 EZIFI sox k1 E2F SP1 EF pp

— e

-1221pb -1069 pb -715 pb 218 pb 73 pb

Figura 32 Esquema de los probables sitios de union para los FTs presentes en el promotor H2A.Z.2

Este analisis se realizo utilizando cuantro bases de datos: PROMO, TFBIND INPUT, TRANSFACT y USCS

Por otro lado el analisis in silico mostrd que la regidn de -218 a -73 (posiciones relativas al TSS) contiene
sitios de union para TFs que funcionan como represores de la transcripcion como es el caso de MZF-1y IK-1
(Vishwamitra et al., 2015). Lo anterior también coincide con los resultados obtenidos en los ensayos de
luciferasa (ver figura 29) los cuales sugieren la presencia de elementos en cis en esta region (-218 a -73 pb
relativo al TSS) con una funcién represora ya que al eliminar esta region la actividad de luciferasa se vuelve a

incrementar de manera significativa.

6.11 Generacién de construcciones pGL3-SOXmut /SOXwt
Considerando los resultados anteriores que sugieren que en la regién comprendida de -715 a -218 (497 pb)
relativo al TSS contiene elementos regulatorios que controlan positivamente la transcripcion y que son

importantes para el nivel de transcripcidn del gen H2A.Z.2 nos preguntamos équé factor de transcripcion se

estaria uniendo a estos elementos para activar la transcripcion?
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Un andlisis detallado esta region (-715 a-219) revelé que a lo largo estas 497 pb estan distribuidos 6
probables motivos de union para las proteinas SOX. Se sabe que esta familia de proteinas funcionan como
activadores transcripcionales y que se han identificado alrededor de 20 en humano, siendo una de estas
proteinas especifica de pancreas (SOX9) (She & Yang, 2015). Ademas, se ha reportado por varios grupos de
trabajo que SOX9 esta sobre expresada en el ACDP (Zhou et al., 2018; Sun et al., 2013). Por lo que, tomando
en cuenta todo esto nos preguntamos si esta proteina era capaz de regular positivamente la transcripcion

del promotor del gen H2A.Z.2.

Para evaluar esta posibilidad, realizamos un ensayo de luciferasa con la construccion (pGL3-SOXMut) que
contenia un fragmento del promotor de H2A.Z.2 de 735 pb en el que 3 bases de tres de los 6 sitios SOX de
secuencia consenso TTGTTT ubicados entre las posiciones -570 a -502 fueron cambiados por los nucleédtidos
CCT. Este fragmento (735 pb) fue amplificado empleando un oligo sentido que abarca de la posicion -535 a -
448, el cual contiene 3 sitios SOX mutados (sustitucion de las bases TTG por CCT). Adicionalmente se
amplificé un fragmento del mismo tamafo, pero a diferencia del anterior, se utilizd un oligo sentido que
contiene la secuencia “wild type” (los sitios SOX no fueron modificados) con el cual se generd la

construccidon pGL3-SOXWT. En ambos casos de empled el oligo “Rvs-Hind-2".
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Figura 33 Digestién de las construcciones pGL3-SOXMut/SOXWT.
Cada una de las construcciones fueron digeridas con las enzimas de restriccion Kpn |y

Hind Il y se analizaron en un gel de agarosa al 1%.

Una vez que se obtuvieron las construcciones pGL3-SOXMut y pGL3-SOXWT se digirieron con las enzimas
Kpn | y Hind Ill. Como se observa en la figura 33 ambas construcciones liberaron el producto del tamario
esperado. Finalmente, para estar seguros de que la construccion pGL3-SOXMut contenia los 3 sitios de unién
para SOX mutados y que la construccion pGL3-SOXWT contenia los motivos SOX “wildtype”, cada una de
éstas se secuenciaron y tras corroborar el cambio de bases nucleétidicas (TTG por CCT) en los tres sitios SOX
mutados se realizaron los ensayos de luciferasa. En los cuales se esperaba, que de ser alguna de las
proteinas SOX las que se unan y regulen positivamente la actividad transcripcional en esta regién (-715 a-
219) del promotor, entonces al modificar su sitio de uniéon al ADN como consecuencia, ya ho se unirian a
estos sitios y la actividad de luciferasa de la construccion pGL3-SOXMut seria similar a la obtenida con las
construcciones pGL3-SOXWT y pGL3-500. Contrario a lo que esperdabamos la actividad de luciferasa obtenida

con ambas construcciones (pGL3-SOXMut y pGL3-SOXWT) fue similar (Figura 34).
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Figura 34 Los sitio SOX ubicados entre las posiciones -570 a -502 no regulan positivamente la actividad
transcripcional del promotor

Se realiz6 un ensayo de luciferasa con la construccion pGL3-SOXMut la cual contiene los sitios SOX mutados, la actividad
de luciferasa obtenida con esta construccion se compard con una construccion adicional la cual contiene el mismo
inserto pero con la secuencia wild type.

Este resultado sugiere que al menos los tres sitios SOX ubicados entre los nucledtidos -570 a -502 no son
funcionales y que los factores de transcripcion SOX no controlan positivamente la actividad transcripcional
del promotor H2A.Z.2, aunque habria que investigar si los tres sitios restantes, que no fueron mutados,
podrian ser funcionales. Finalmente esto también genera la pregunta de qué factores de transcripcion

podrian ser los que se estén uniendo al promotor del gen H2A.Z.2.
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CAPITULO IV

DISCUSION

H2A.Z es una variante de la histona candnica H2A, la cual participa en diferentes procesos celulares como: la formacién
de heterocromatina, regulacidn transcripcional, reparaciéon del ADN, memoria epigenética, entre otros (Giaimo et al.,
2019). De todos estos procesos la funcidon mas estudiada ha sido su papel en la regulacidn transcripcional (Vardabasso et
al., 2014). Recientemente se ha demostrado que la expresidon de los genes H2A.Z.1 y H2A.Z.2 que codifican para la
variante de histona H2A.Z esta alterada en diferentes tipos de cancer incluyendo el adenocarcinoma ductal pancredtico
(ACDP) y que esto contribuye a la progresion de la enfermedad (Vardabasso et al., 2014; Avila et al., 2016). Sin embargo
a pesar de la importancia de esta variante de histona, hasta la fecha no se ha estudiado cdmo se regula la expresion del

gen H2A.Z.2.

Si tomamos en cuenta que el inicio de la transcripcion es reconocido como el principal punto de control de la expresiéon
génica en eucariontes (Maston, Evans, & Green, 2006), es que en este trabajo nos preguntamos si la expresion de este
gen podria ser regulada en parte, por la regidon promotora del gen H2A.Z.2, por lo que entonces procedimos a identificar

y caracterizar al promotor del gen H2A.Z.2.

Los resultados de este trabajo indican que el sitio de inicio de la transcripcion del gen H2A.Z.2 esta localizado a una
distancia de 292 pb rio arriba con respecto al ATG y que la region de 1421pb localizada a 92 pb rio arriba del ATG es
capaz de conducir la expresion del gen. Ademds, nuestros hallazgos sugieren que el promotor de H2A.Z.2 es “bipartito”,
el cual esta formado por un promotor minimo y por elementos regulatorios en cis a los que se le unen factores de

transcripcidn que activan y reprimen la transcripcién del gen H2A.Z.2.

EL promotor del gen H2A.Z.2 tiene una transcripcion “focused” y posee un core motif
tipo Inr en el cual esta contenido el TSS.

El principal punto de regulacion de los genes que codifican para las proteinas ocurre durante la
transcripcidn la cual, a su vez puede ser regulada en diferentes etapas como el inicio, la elongacion
y la terminacion de la transcripcion. Siendo el inicio de la transcripcion el principal punto de

control de la transcripcion (Maston et al., 2006). A su vez, el inicio de la transcripcién puede ser
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regulado a nivel de la cromatina y a nivel del promotor (Maston et al., 2006). De tal modo que,
para que un gen se exprese primero se requiere que ocurra un remodelamiento de la cromatina.
Es decir, que la estructura de la cromatina de un gen en particular adquiera una estructura mas

relajada y accesible para que permita el acceso de los FT (Li et al., 2007).

Los genes que codifican para proteinas son transcritos por la ARNpol Il y se ha descrito que tienen
dos clases de elementos regulatorios: el promotor y los elementos regulatorios distales como los
enhancers, insulators y regiones de control de locus (LCR)(Maston et al., 2006). A su vez, el
promotor estad formado por un promotor minimo (o “core promoter”) que estd constituido por
secuencias cortas (core motifs) de 5 a 8 nucledtidos que permiten la unidon de los factores
generales de la transcripcion (TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE y TFIIH) para que se ensamble el complejo
de pre inicio de la transcripcion (PIC) y los elementos regulatorios upstream a los que se unen

factores que activan o reprimen la transcripcién (Maston et al., 2006).

Debido a que el objetivo de este trabajo consistié en identificar y caracterizar al promotor del gen
H2A.Z.2 inicialmente, procedimos a determinar donde se localiza la posicion “+1” o el sitio de
inicio de la transcripcién (TSS), ya que esto nos permitiria establecer la localizaciéon del promotor
del gen H2A.Z.2. Por lo que, para conocer en donde podria estar localizado el TSS se realizé un
analisis bio informatico en el que se buscd la presencia de varias marcas de histonas a lo largo del
gen H2A.Z.2. Se buscaron estas marcas ya que ha sido reportado que marcas epigenéticas como: la
histona H3 trimetilada en la lisina 4 (H3K4me3), la histona H3 acetilada en la lisina 9 (H3K9ac), y la
histona H3 acetilada en la lisina 27 (H3K27ac) estan enriquecidas alrededor del TSS de los genes
transcripcionalmente activos (Li et al., 2007). De esta forma, al mapear la ubicacion de la
H3K4me3, H3K9ac y H3K27ac en la regién upstream del gen H2A.Z.2 logramos determinar que el

probable TSS del gen H2A.Z.2 se ubica a 438 pb rio arriba del ATG.
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Posteriormente mediante ensayos de RT-PCR y la técnica de RACE 5°, pudimos establecer
experimentalmente que la posicion “+1” corresponde a una G (guanina) localizada a una distancia
de 292 pb rio arriba del ATG. Ademas, al realizar el ensayo de RACE 5 obtuvimos un solo producto

amplificado lo que sugiere que el promotor minimo posee un solo TSS.

En la literatura ha sido descrito que con base al numero de sitios de inicio de la transcripcion, un
promotor minimo puede ser clasificado como “focused” si solo posee un TSS bien definido,
“dispersed” si tiene multiples y cercanos TSS los cuales son empleados con la misma frecuencia, o
mixtos si poseen varios TSS débiles con un sitio de inicio de la transcripcion predominante (Juven-
Gershon & Kadonaga, 2010). Por lo que tomando en cuenta los resultados obtenidos en la técnica
RACE 5’, el promotor minimo del gen H2A.Z.2 se podria tratar de un promotor “focused”. Sin
embargo, no descartamos la opcidn que pudiera tratarse de un promotor “mixto” los cuales tienen

un TSS predominante.

La transcripcién “focused” de un promotor minimo tipicamente inicia dentro del core motif “Inr”
(iniciador) en el cual esta contenido el TSS. La secuencia consenso que se ha establecido para este
core motif es “YYANWYY” (Y= C/T, W= A/T, y N= A/T/G/C) donde el nucledtido A (adenina)
usualmente se designa como la posicién “+1” aunque realmente la transcripcidn no inicie en este
sitio (Kugel & Goodrich, 2017). Sin embargo, otros estudios en donde analizaron los TSS a nivel del
genoma completo han propuesto una secuencia consenso mas corta para el Inr la cual es “YR”
donde la “Y” es una pirimidina y la “R” corresponde a la posicion “+1” y puede ser una Ao G
(guanina) (Frith et al., 2008; Kugel & Goodrich, 2017). Acorde con esto, los resultados obtenidos
con la secuenciacién del producto del RACE 5 indican que la posicién “+1” corresponde a una G
localizada a una distancia de 292 pb rio arriba del ATG y que esta G podria estar contenida dentro

de un core motif tipo “Inr” de secuencia consenso “YR”.
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El promotor minimo del gen H2A.Z.2 esta localizado a 88 pb rio abajo del TSS y se trata

de un promotor “TATA-less”.
Para determinar si la region localizada rio arriba del TSS funcionaba como un promotor se realizd

un ensayo de gen reportero. Esto nos permitié establecer que la region de 1421 pb situada 92 pb
rio arriba de ATG era capaz de conducir la expresiéon del gen de luciferasa y por lo tanto
funcionaba como un promotor. Mediante un analisis de deleciones del extremo 5°del fragmento
de 1421 pb, logramos establecer una regién de 113 pb que fue capaz de mantener niveles basales
de la transcripcion del gen reportero de la luciferasa. Sugiriendo que esta region localizada a 88 pb
rio abajo del TSS (+89 a +200) contenia al promotor minimo del gen H2A.Z.2. Por lo que, este

Ill

resultado indica que el “core promoter” estd ubicado rio abajo del TSS sugiriendo la presencia de

core motifs situados rio abajo del TSS.

Consistente con esto, mediante una busqueda in silico de los probables elementos en cis
presentes dentro del promotor minimo de H2A.Z.2, encontramos que de manera similar a lo
reportado por Dryhurst (2009) el promotor de H2A.Z.2 carece de core motifs situados rio arriba del
TSS como una probable caja TATA, la cual se sabe estd localizada aproximadamente 30 pb rio
arriba al TSS (Juven-Gershon & Kadonaga, 2010), por lo que el promotor minimo del gen H2A.Z.2

corresponderia a un promotor “TATA-less”.

El mapeo de varios promotores “TATA less” ha establecido que en ausencia de una caja TATA,
existen core motifs ubicados rio abajo del TSS como el DPE (downstream promoter element) o al
MTE (Motif ten element). Estos elementos (DPE, MTE) suplen la funcién de la caja TATA, es decir
permiten la unidn del TFIID a través de sus TAF's (Factores asociados a la TBP) (Haberle & Stark,
2018). En este sentido los datos que obtuvimos del analisis in silico indican que en la posicién +40
a +45 hay una probable secuencia (TGCAAAA) que corresponde a la secuencia consenso del DPE.

Sin embargo, se ha establecido que el elemento DPE usualmente estd ubicado en la posicién +28 a
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+33 respecto al sitio “+1”(Juven-Gershon & Kadonaga, 2010). Importantemente, también se ha
demostrado que se requiere de un espaciamiento estricto entre el DPE y el Inr para que se reclute
al TFIID al promotor minimo (Haberle & Stark, 2018). Por lo que, considerando nuestros resultados
en donde el DPE del gen H2A.Z.2 esta mas alejado (+40 a +45) que lo reportado en eucariontes

(+28 a +23), probablemente este elemento no sea funcional.

Adicionalmente, un analisis estadistico de ~10,000 promotores humanos revelé que solo
aproximadamente el 25% de éstos, contienen promotores minimos constituidos por el elemento
DPE, y que otro 25% de estos 10,000 promotores no contiene ninguno de los elementos antes
descritos (caja TATA, DPE y MTE) (Maston et al., 2006). Por lo que, en conjunto nuestros hallazgos
experimentales y lo reportado en la literatura nos lleva a sugerir que el promotor minimo de
H2A.Z.2 podria contener otros elementos en cis posicionados rio abajo del TSS no descritos
anteriormente o bien que el core motif tipo “Inr” es suficiente para dirigir la iniciacién de la

transcripcién por la ARNpol Il.

Adicionalmente para corroborar que la regidn que abarca del nucleétido +89 a +200 corresponde
al promotor minimo, realizamos un experimento de luciferasa con una construccién que
Unicamente contenia las 1221 pb situadas rio arriba del TSS y carecia de la regién donde
previamente habiamos establecido se localizaba el promotor minimo. Por lo que, nosotros
esperabamos que al no contener la regidn minima necesaria para que ensamblara el PIC, no se
expresaria el gen de la luciferasa. Sin embargo, nuestros resultados indican que esta regién de
1221 pb fue capaz de activar la transcripcién. Lo anterior se podria explicar si en esta region del
promotor existen secuencias presentes capaces de reclutar el PIC. Pero también este resultado
enfatiza que la regién de +88 a +200 es necesaria para que el promotor de H2A.Z.2 alcance la

mayor actividad transcripcional, ya que esta construccién retuvo solo un 20% de la actividad de
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luciferasa con respecto a la construccién pGL3-1500. Lo que indicaria que efectivamente es
necesaria la regiéon donde se localiza el promotor minimo para que las sefiales de activacion y/o
represién sean llevadas al PIC y de esta forma se regule la expresion del gen.

El promotor del gen H2A.Z.2 contiene probables elementos en cis en la regién

comprendida entre -218 a -74 que podrian reclutar proteinas represoras de la

transcripcion
Ademas de determinar la regién donde esta ubicado e

Ill

core promoter”, la serie de deleciones del
fragmento “F-1500” nos permitido determinar la posible localizacién y funcién de los elementos
regulatorios upstream. De acuerdo con los ensayos de luciferasa, el promotor de H2A.Z.2 presenta
al menos dos regiones que podrian contener elementos en cis importantes para la actividad

transcripcional del gen H2A.Z.2.

Una de estas regiones estd comprendida entre la posicion -218 a -74 relativo al TSS. El ensayo de
gen reportero muestra que al eliminar esta regién en la construccidén pGL3-250 (que abarca de -73
a +200) la actividad de luciferasa vuelve a incrementarse respecto a la construccion pGL3-500 (-
218 a +200). Esto sugiere que la region de -218 a -74 probablemente se unan proteinas con una
funcién represora de la transcripcidn. De acuerdo al analisis in silico que se realizé para determinar
los probables factores de transcripcidn que podrian unirse al promotor, muestra que algunos de
los posibles FT que podrian unirse a esta region (-218 a -74) corresponden a proteinas con una

funcidén represora, lo cual refuerza los resultados del ensayo de gen reportero.

En este sentido, los datos obtenidos mediante la busqueda in silico de los probables FTs indican
que el promotor de H2A.Z.2 contiene probable sitios de unién para los factores de transcripcién
MZF-1 y IK-1, los cuales se ha reportado tienen una funcién represora en la transcripcion
(Vishwamitra et al., 2015). También en el trabajo de Vishwamitra (2015) se demostré que ambos

factores de transcripciéon (MZF-1y IK-1) cooperan para regular negativamente la expresion del gen
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IGF-IR (Receptor del factor de crecimiento parecido a la insulina tipo 1). Por lo que, para corroborar
si estos factores de transcripcion se unen y regulan el promotor de H2A.Z.2, se podria generar una
construccion con el fragmento del promotor F-500 en donde los motivos de unién para estos dos
FTs presentes en la regidon de -218 a -74 sean mutados para posteriormente realizar los ensayos de
luciferasa.

El promotor del gen H2A.Z.2 contiene elementos en cis ubicados en la posicidn de -715

a -219 que podrian reclutar proteinas activadoras de la transcripcion
La segunda region identificada con la serie de deleciones del promotor, se ubica entre las

posiciones -715 a -219, relativo al TSS. Acorde a nuestros resultados, en esta region (-715 a -219)
probablemente existen elementos en cis a los cuales se le unen factores de transcripcion que
controlan positivamente la transcripcion del gen H2A.Z.2. Esto porque al eliminar los 497 pb que
comprenden esta region, la actividad de luciferasa disminuye en un 50% respecto a las
construcciones (pGL3-1500 y pGL3-1000) que si contienen esta region del promotor. Por lo que
para caracterizar aun mads esta region realizamos un andlisis in silico en el que encontramos que
todos los factores de transcripcion (AP-1, SP-1, CREB, FOXA2, SOX, PAX-2, Figura 32) que podrian
unirse a esta region del promotor del gen H2A.Z.2 pueden funcionar como activadores. Esto
correlaciona con los resultados obtenidos del analisis de deleciones (Figura 29). De estos
probables factores de transcripcion que se unen a la regidn de -715 a -219 algunos son designado
como ubicuos (porque son expresados en todos los tejidos), como SP-1, AP-1 y CREB (Mayr &
Montminy, 2001). Mientras que otros son especificos tejido (en este caso del pancreas) como

FOXA2, PAX-2 (MacDonald, Swift, & Real, 2010).

En este punto surge la pregunta: ¢COmo estos factores de transcripcion podrian tener una funcidn
activadora en la transcripcién? Por mencionar solo algunos, en el caso del factor de transcripcién

CREB (proteina de unién al elemento de respuesta AMP cicilico), al ser fosforilado es capaz de
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unirse a los promotores de los genes a través de su dominio de unién al ADN, y una vez unido al
promotor puede reclutar a una histona acetil transferasa, p300. Esta ultima, es una enzima
modificadora de la cromatina que acetila el extremo amino de las histonas creando una cromatina

accesible y en consecuencia permitiendo la unidn de otros FTs (Mayr & Montminy, 2001).

Por otro lado FOXA2 es un factor de transcripcion tejido especifico, que es expresado
tempranamente durante el desarrollo del pancreas (Dassaye, Naidoo, & Cerf, 2016). Este FT es
considerado un factor pionero de la transcripcidon ya que tiene la capacidad de unirse al ADN
nucleosomal que se encuentra en una cromatina compacta, y es capaz de remodelar la cromatina
del promotor (lwafuchi-Doi, 2019). Se ha descrito que la unién de FOXA2 desplaza localmente a la
histona H1 lo cual vuelve mds accesible al ADN que se encuentra alrededor del nucleosoma,

permitiendo de esta manera la unién de otros factores de la transcripcién(lwafuchi-Doi, 2019).

Un andlisis mas detallado de esta region reveld la presencia de seis probables motivos de unidn
para los factores de transcripciéon SOX distribuidos a lo largo de esta region de 497 pb (-715 a -
219). Estos seis sitios SOX estan distribuidos de la siguiente manera: 1 de ellos se localiza entre el
nucledtido -715 a -552; 4 de ellos entre la posicidon -570 a -386, y solo un sitio SOX de -405 a -219
(posiciones relativas al TSS). Este dato nos parecio relevante ya que la familia de proteinas SOX es
un grupo de reguladores transcripcionales, y en el humano han sido identificadas alrededor de 20
proteinas SOX (Aguilar-Medina et al., 2019; She & Yang, 2015). En donde, todos los miembros de
esta familia comparten un dominio de unién de ADN conservado que reconoce la secuencia
consenso (A/T)(A/T)CAA(A/T)G y se caracterizan por regular procesos de diferenciacion y

desarrollo de diversos tejidos (She & Yang, 2015).

Debido a que la linea celular de adenocarcinoma ductal pancreatico (PANC-1) fue nuestro modelo

de estudio y tomando en cuenta la presencia de 6 probables sitios SOX nos dimos a la tarea de

[128]



averiguar si alguna de las 20 proteinas SOX era especifica de pancreas. De acuerdo a la literatura
encontramos que SOX9 no solo se expresa en el tejido neuronal sino también en una poblacién de
células progenitoras pancreaticas. En estas células progenitoras pancreaticas SOX9 es esencial
para su mantenimiento, proliferacién y supervivencia (Reichert & Rustgi, 2011). Pero ademas se
encontré que la expresion de SOX9 se mantiene tras la diferenciacion de los progenitores
pancreaticos en los progenitores exdcrinos y que persiste en las células ductales del pancreas pero

no en las células acinares (Reichert & Rustgi, 2011).

Aunado a lo anterior, también se ha reportado por varios grupos de trabajo que SOX9 se
encuentra sobre expresado a nivel de mensajero y de proteina en lineas celulares de ACDP
incluyendo la linea celular PANC-1(Sun et al., 2013; Zhou et al., 2018). También, se ha demostrado

€120 an las células

por David (2012) que la sobre expresidon de SOX9 junto con la mutacién de KRAS
acinares son capaces de inducir el desarrollo de la metaplasia acinar a ductal (ADM), la neoplasia
intraepitelial pancreatica (PanIN) y finalmente el ACDP (David et al., 2012) . En este mismo estudio
mostraron que en usencia de SOX9 se bloquea completamente el desarrollo de la ADM vy las

€120 mutado. Por otro lado Sun (2013) reporté que

lesiones PanINs aun en la presencia del KRAS
SOX9 confiere propiedades de invasividad a las células PANC-1 y que muy probablemente ocurra
por alterar la expresidn de genes involucrados en la transicidn epitelio mesénquima. Esto sugiere
que este SOX9 puede alterar la expresién de una gran cantidad de genes de manera temprana y

durante la progresion del ACDP. Por lo que considerando estos antecedentes nos preguntamos si

SOX9 podria unirse al promotor de H2A.Z.2.

Para investigar esta posibilidad, nuevamente mediante un ensayo de luciferasa determinamos la
actividad transcripcional de una construccién en la que tres bases del motivo de unién (TTGTTT)

para las proteinas SOX fueron mutadas por -CCT- (pGL3-SOXmut). Estos cambios se realizaron en
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tres de los cuatro sitios SOX presentes en la region de -570 a -386. Por lo que, si en estos sitios
realmente se une alguna proteina SOX y tiene una funcién activadora de la transcripcidn entonces
la actividad de luciferasa seria similar a la obtenida con la construccién pGL3-500. Sin embargo,
como se menciond, debido a que todas las proteinas que pertenecen a esta familia, reconocen el
mismo motivo unidn al ADN aunque con distintas afinidades, con este experimento Unicamente se

podria sugerir que se trata de un FT SOX pero no de SOX9 (Aguilar-Medina et al., 2019).

Contrario a lo que esperdabamos obtuvimos que la actividad de transcripcional de la construccién
pGL3-SOXmut fue igual a la obtenida con la construccidon pGL3-SOXWT (sitios SOX sin modificar).
Por lo que, estos resultados sugirieren dos posibilidades: la primera es que si las proteinas SOX se
unen al promotor del gen H2A.Z.2 sea a través de los 3 sitios probables restantes que no fueron
modificados. Por lo que, para probar lo anterior podriamos utilizar la misma estrategia, es decir,
mutar estos 3 sitios para SOX y realizar los ensayos de luciferasa. La segunda posibilidad es que
realmente estos sitios no sean funcionales y en consecuencia que no sean los responsables de
activar la transcripcion en esta regidon del promotor (-715 a -219). De ser este el caso, para
identificar las proteinas que se unen tanto en la region de -715 a -219 como a la regidn de -218 a -
73 (la cual probablemente tenga una funcidon represora) podriamos realizar un ensayo de
oligonucledtido pulldown. Para el cual disefiariamos varias sondas de ADN que abarquen en su
totalidad ambas regiones, para después ponerlas a interactuar con los extractos nucleares de las
células PANC-1 y por ultimo identificar las proteinas mediante espectrometria de masas.

Los promotores de los genes H2A.Z.1 y H2A.Z.2 estan constituidos por diferentes

elementos en cis
Previamente se menciond, que los genes H2A.Z.1 y H2A.Z.2 codifican para la variante de histona

H2A.Z, en donde este ultimo gen (H2A.Z.2) genera por splicing alternativo dos isoformas (Z.2.1y

Z.2.2) de esta variante de histona. Interesantemente, se reportd que el transcrito del gen H2A.Z.1
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pero no las isoformas del gen H2A.Z.2 estd sobre expresado cancer de mama, préstata y
carcinoma hepatico (Hua et al., 2008; Yang et al., 2016). En el estudio realizado por Hua (2008) se
encontré que en cancer de mama en respuesta al estrogeno, el factor de transcripciéon Myc se une
al promotor del gen H2A.Z.1, pero no al promotor del gen H2A.Z.2 y de esta manera incrementa la
transcripciéon de H2A.Z.1. Esto genera la pregunta si estas diferencias en la expresiéon de ambos
genes podrian ser atribuidas en parte a los sitios de unién para los factores de transcripcion
presentes en ambos promotores. Para estudiar esto, realizamos una busqueda in silico de los
probables sitios de unidn a FTs presentes en el promotor del gen H2A.Z.1. De acuerdo a los datos
del analisis in silico, en concordancia a lo reportado por Dryhurst (2009), encontramos diferencias
claras en ambos promotores. Por ejemplo la presencia de una probable caja TATA perfectamente
posicionada (-25 a -30 relativo al TSS), asi como la presencia de tres probables cajas CAAT, las
cuales son reconocidas por el factor de transcripcién NF-Y1, en el promotor del gen H2A.Z.1 pero
no en el promotor del gen H2A.Z.2 Figura 35. También el analisis arrojé la presencia de tres
probables sitios para el factor de transcripcion USF y dos probables sitios para el factor de
transcripcién AhR/ARNT en el promotor de H2A.Z.1, los cuales estan ausentes en el promotor del

gen H2A.Z.2 esto podria explicar diferencias en el patrén de expresion entre ambos genes.

En contraste a lo reportado en los otros tipos de cancer, nuestro grupo de trabajo encontré
interesantemente, que en el ACDP las tres isoformas (2.1, Z.2.1, Z.2.2) de H2A.Z estan sobre
expresadas (Avila et al., 2016). Lo que sugiere en este sentido, que probablemente los promotores
de H2A.Z.1 y H2A.Z.2 podrian compartir sitios de unidn para FT. En linea con esto, el analisis in
silico de ambos promotores reveld probables sitios para factores de transcripcion presentes como
SP-1, AP-2 y AP-1 (Figura 35). Por lo que creemos que seria interesante evaluar la posibilidad de
que estos factores de transcripcién sean, en parte los responsables de la sobre expresion de los

transcritos de las tres isoformas de H2A.Z en el ACDP.
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Finalmente, ya que estamos interesados en saber si la expresiéon del gen H2A.Z.2 podria ser

alterada en parte por la regulacién a nivel del promotor en el contexto del ACDP, y en este sentido

la presencia y/o ausencia de FTs podrian incrementar los niveles de expresién de este gen,

podriamos realizar los ensayos de luciferasa y oligonucleétido pulldown tanto en la linea celular no

tumorogénica (hTERT) como la linea celular PANC-1 lo que nos permitiria identificar FTs que estén

presentes o ausentes en una u otra linea celular.

AP-1

NF-Y  NF-Y NF-Y
USF-1 TBP
F-1 +1
USE-1 by CAAT  CAAT CAAT Caja TATA
USF-1 Shive sp1 sP1
// | — |
-553 -357 -197 -116 -72 -30
sp-1
SOX
AP-2 SP-1 1
AP b SOX sox sP-1 MZF-1 E2F *
SP-1 | | E2F4 CREBT)X | |ET1 rox IK-1 E2F | SP1  E2F |ﬁ
-1221pb -1069 pb -715 pb -218 pb -74 pb

Figura 35 Diagrama de los probables sitios de union para factores de transcripcion (FTs) presentes en el promotor del gen

H2A.Z.1y H2A.Z.2

A) Diagrama del promotor H2A.Z.1 |a Busqueda in silico se realizé empleando los mismos programas
utilizados para el analisis de la secuencia del promotor de H2A.Z.2 (TRANSFAC, TFBIND INPUT,
PROMO y UCSC Genome Browser. Los factores de transcripcion que se muestran en cuadros verdes
son aquellos que han sido demostrados experimentalmente B) Diagrama promotor H2A.Z.2.
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CONCLUSIONES

El presente trabajo nos permitié identificar y realizar una caracterizacion preliminar del promotor

del gen H2A.Z.2 con lo que podemos concluir:

e El sitio de inicio de la transcripcién del gen H2A.Z.2 corresponde a una guanina situada a
292 pb rio arriba del ATG, esta guanina podria formar parte de un “core motif” tipo Inr.

e Laregion de 1221 pb y 200 pb ubicadas rio arriba y rio abajo del TSS respectivamente, es
capaz de conducir la expresién del gen H2A.Z.2.

e Esta regién de 1421 corresponde por tanto al promotor del gen H2A.Z.2, el cual tiene una
estructura “bipartita” formada por un promotor minimo y elementos regulatorios
upstream.

e El promotor minimo corresponde a una region de 113 pb ubicadas rio abajo del TSS

e Los elementos regulatorios que constituyen al promotor de H2A.Z.2 y que parecen
importantes para su actividad transcripcional son al menos dos.

e Uno de éstos se ubica en la regidén de -715 a -219 pb a la cual probablemente se le unan
proteinas activadoras de la transcripcién.

e Esta region contiene sitios probables para factores de transcripcion como FOXA2, CREB,
AP-1, SP-1, PAX-2.

e El otro elemento se localiza entre el nucleétido -218 a -74 y probablemente se le unan
proteinas con una funcién represora en la transcripcion.

e Este elemento contiene sitios probables para factores de transcripcion que pueden

funcionar como represores como Mzf-1 e IK-1.
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PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se realizd una caracterizacion preliminar del promotor del gen H2A.Z.2. Por
lo que, con base en los hallazgos realizados se propone seguir con la identificacidn de los
elementos en cis y factores en trans que controlan la transcripcion del gen H2A.Z.2. Para lo cual se

proponen las siguientes perspectivas de trabajo.

e Determinar mediante ensayos de luciferasa si los factores de transcripcion AP-1, SP-1, AP-
2 se unen a la regidn de -715 a -219 pb y son capaces de activar la transcripcion
empleando construcciones con el promotor del gen H2A.Z.2 que contenga mutaciones en

los sitios de unién para estos factores de transcripcion.

e Determinar mediante ensayos de luciferasa si los factores de transcripcién MZF-1, IK-1, se
unen y son capaces de reprimir la transcripcion en la region de -218 a -74 pb, mediante el
empleo de construcciones con el promotor del gen H2A.Z.2 que contenga mutaciones en

los sitios de union para estos factores de transcripcidn.

e |dentificar a los Factores de transcripcion que se unen en ambas regiones (-715 a -219, y -

218 a -74) mediante ensayos de super retardamiento.

e Determinar si la sobreexpresion del gen H2A.Z.2 en la linea celular PANC-1 se debe en
parte a FT que en un contexto normal (no tumorogénico) no estarian regulando la
actividad transcripcional del gen. Para lo cual se realizardn los experimentos en la linea
celular no tumorogénica de células ductales de pancreas y en la linea celular de ACDP

(PANC-1)
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ANEXOS

ANEXO 1

Alineamiento de la secuencia del inserto F-1500 con la secuencia del extremo 5°del gen de la variante de histona H2A.Z.2 reportada
en la base de datos Pubmed

F-1500 CTGGGAGTTA TCCTCCAAAT TTTAACCTAA TGATGTAA GCAAAATAAA CACACTGAAG AGGTTGAGAA AAGAAAAACG
NC_000007.14 | CTGGGAGTTA TCCTCCAAAT TTTAACCTAA TGATGTAA GCAAAATAAA CACACTGAAG AGGTTGAGAA AAGAAAAACG

F-1500 GCTCACAACA GTCTGAGCTC TGTGAGGTCT GCAAAATGTA TTAGGCCTAG AGGGACATGA GTATGGGACT TCGGTTATGC
NC_000007.14 | GCTCACAACA GTCTGAGCTC TGTGAGGTCT GCAAAATGTA TTAGGCCTAG AGGGACATGA GTATGGGACT TCGGTTATGC

F-1500 CCACCCTCTG CCCCCACATA CACACATACC CAATCCCATG CATACCCAAT TGTTTAAAGT CATTTCATTC CTGACTATCG
NC_000007.14 | CCACCCTCTG CCCCCACATA CACACATACC CAATCCCATG CATACCCAAT TGTTTAAAGT CATTTCATTC CTGACTATCG

F-1500 GCCTCATCCA TTACCTTTTT ATTATT ATTTTTTAGA CAGGGTATAT TCTGTCTCCC AAGCTGGAGT GCAGTGGTGC
NC_000007.14 | GCCTCATCCA TTACCTTTTT ATTATT ATTTTTTAGA CAGGGTATAT TCTGTCTCCC AAGCTGGAGT GCAGTGGTGC

F-1500 GATCATGACT CACTGCAGCC TCGACCTCCT GGGCTCAAGA GATCCTCCTG TCTCAGTCTT GACAGTAGGT GAGGCTACAG
NC_000007.14 | GATCATGACT CACTGCAGCC TCGACCTCCT GGGCTCAAGA GATCCTCCTG TCTCAGTCTT GACAGTAGGT GAGGCTACAG

F-1500 GTTCGCGCCA CCAAGCCGGC CCCATTATCT TCGTGTTCTT AGAATTTGTA ATACATGCCG GGCGCGGTGG CTCACGCCTG
NC_000007.14 | GTTCGCGCCA CCAAGCCGGC CCCATTATCT TCGTGTTCTT AGAATTTGTA ATACATGCCG GGCGCGGTGG CTCACGCCTG

F-1500 TAATCCCAGT ACTTTGGGAG GCAAAGGGGG GCAGATCACC TGAGGTCAGG AGTTCGAGAC CAGCCTGACC AACACGGAGA
NC_000007.14 | TAATCCCAGT ACTTTGGGAG GCAAAGGGGG GCAGATCACC TGAGGTCAGG AGTTCGAGAC CAGCCTGACC AACACGGAGA

F-1500 AACCCCGTCT CTATTAAAAA TACAAAAGTT AGCTGGGCAT TGGGGCGCGC GCCTGTAGTC CCAGGACTCC ATCTCTAAAA
NC_000007.14 | AACCCCGTCT CTATTAAAAA TACAAAAGTT AGCTGGGCAT TGGGGCGCGC GCCTGTAGTC CCAGGACTCC ATCTCTAAAA

F-1500 AAGGAAAAAG AATTTGTCAT ACAAATAACA ATATGTAGCC AATTGATAGC TTTTGTTTTT GTTTGTTTGT TTTGAGACGA
NC_000007.14 | AAGGAAAAAG AATTTGTCAT ACAAATAACA ATATGTAGCC AATTGATAGC G GTTTGTTTGT TTTGAGACGA

F-1500 TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC
NC_000007.14 | TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC

F-1500 CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT
NC_000007.14 | CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT

F-1500 GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA
NC_000007.14 | GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA

F-1500 CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA
NC_000007.14 | CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA

F-1500 ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA
NC_000007.14 | ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA

F-1500 ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC
NC_000007.14 | ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC

F-1500 TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG
NC_000007.14 | TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG

F-1500 CGTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG
NC_000007.14 | CGTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG

F-1500 GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

NC_000007.14 | GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

F-1500 AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG

NC_000007.14 | AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG
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ANEXO 2

Alineamiento de la secuencia del inserto F-1000 con la secuencia del extremo 5°del gen de la variante de histona

H2A.Z.2 reportada en la base de datos Pubmed

F-1000
NC_000007.14

GGG GCAGATCACC TGAGGTCAGG AGTTCGAGAC CAGCCTGACC AACACGGAGA
GGG GCAGATCACC TGAGGTCAGG AGTTCGAGAC CAGCCTGACC AACACGGAGA

F-1000
NC_000007.14

AACCCCGTCT CTATTAAAAA TACAAAAGTT AGCTGGGCAT TGGGGCGCGC GCCTGTAGTC CCAGGACTCC ATCTCTAAAA
AACCCCGTCT CTATTAAAAA TACAAAAGTT AGCTGGGCAT TGGGGCGCGC GCCTGTAGTC CCAGGACTCC ATCTCTAAAA

F-1000
NC_000007.14

AAGGAAAAAG AATTTGTCAT ACAAATAACA ATATGTAGCC AATTGATAGC TTTTGTTTTT GTTTGTTTGT TTTGAGACGA
AAGGAAAAAG AATTTGTCAT ACAAATAACA ATATGTAGCC AATTGATAGC TTTTGTTTTT GTTTGTTTGT TTTGAGACGA

F-1000
NC_000007.14

TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC
TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC

F-1000
NC_000007.14

CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT
CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT

F-1000
NC_000007.14

GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA
GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA

F-1000
NC_000007.14

CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA
CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA

F-1000
NC_000007.14

ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA
ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA

F-1000
NC_000007.14

ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC
ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC

F-1000
NC_000007.14

TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG
TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG

F-1000
NC_000007.14

CGTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG
CGTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG

F-1000
NC_000007.14

GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

F-1000
NC_000007.14

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG
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Alineamiento de la secuencia del inserto F-500 con la secuencia del extremo 5°del gen de la variante de histona
H2A.Z.2 reportada en la base de datos Pubmed

F-500
NC_000007.14

GTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA
GTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA

F-500
NC_000007.14

ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC
ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC

F-500
NC_000007.14

TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG
TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG

F-500
NC_000007.14

CGTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG
CGTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG

F-500
NC_000007.14

GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

F-500
NC_000007.14

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG

Alineamiento de la secuencia del inserto F-250 con la secuencia del extremo 5°del gen de la variante de histona

H2A.Z.2 reportada en la base de datos Pubmed

F-250
NC_000007.14

GC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG
GC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG

F-250
NC_000007.14

CGTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG
CGTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG

F-250
NC_000007.14

GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

F-250
NC_000007.14

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG

Alineamiento de la secuencia del inserto F-200 con la secuencia del extremo 5°del gen de la variante de histona

H2A.Z.2 reportada en la base de datos Pubmed

F-200
NC_000007.14

GTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG
GTCACTATT GGGGCTGGAG GCCCCGCCTC CGCGTGCCGT GTGCAAAAAC AAACAGCCGT TAGGAAGGCG GTGCCGGGGG

F-200
NC_000007.14

GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

GGCGGGGTCT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

F-200
NC_000007.14

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG

Alineamiento de la secuencia del inserto F-113 con la secuencia del extremo 5°del gen de la variante de histona

H2A.Z.2 reportada en la base de datos Pubmed

F-113
NC_000007.14

CT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

CT GGCTAGAAGG AGGCGCGCGA TTGAACAGCC GCTGGGGTTC GAACCAGCAA GACAAGCGGG CATTGGCCAC

F-113
NC_000007.14

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTATTGTCCGGCT CCGGCG

AGCAGCGCGA GGCGGGCACG GGGTA TTGTCCGGCT CCGGCG
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Alineamiento de la secuencia del inserto F-1221 con la secuencia del extremo 5°del gen de la variante de histona

H2A.Z.2 reportada en la base de datos Pubmed

F-1221
NC_000007.14

CTGGGAGTTA TCCTCCAAAT TTTAACCTAA TGATGTAA GCAAAATAAA CACACTGAAG AGGTTGAGAA AAGAAAAACG
CTGGGAGTTA TCCTCCAAAT TTTAACCTAA TGATGTAA GCAAAATAAA CACACTGAAG AGGTTGAGAA AAGAAAAACG

F-1221
NC_000007.14

GCTCACAACA GTCTGAGCTC TGTGAGGTCT GCAAAATGTA TTAGGCCTAG AGGGACATGA GTATGGGACT TCGGTTATGC
GCTCACAACA GTCTGAGCTC TGTGAGGTCT GCAAAATGTA TTAGGCCTAG AGGGACATGA GTATGGGACT TCGGTTATGC

F-1221
NC_000007.14

CCACCCTCTG CCCCCACATA CACACATACC CAATCCCATG CATACCCAAT TGTTTAAAGT CATTTCATTC CTGACTATCG
CCACCCTCTG CCCCCACATA CACACATACC CAATCCCATG CATACCCAAT TGTTTAAAGT CATTTCATTC CTGACTATCG

F-1221
NC_000007.14

GCCTCATCCA TTACCTTTTT ATTATT AT TAGA CAGGGTATAT TCTGTCTCCC AAGCTGGAGT GCAGTGGTGC
GCCTCATCCA TTACCTTTTT ATTATT ATTTTTTAGA CAGGGTATAT TCTGTCTCCC AAGCTGGAGT GCAGTGGTGC

F-1221
NC_000007.14

GATCATGACT CACTGCAGCC TCGACCTCCT GGGCTCAAGA GATCCTCCTG TCTCAGTCTT GACAGTAGGT GAGGCTACAG
GATCATGACT CACTGCAGCC TCGACCTCCT GGGCTCAAGA GATCCTCCTG TCTCAGTCTT GACAGTAGGT GAGGCTACAG

F-1221
NC_000007.14

GTTCGCGCCA CCAAGCCGGC CCCATTATCT TCGTGTTCTT AGAATTTGTA ATACATGCCG GGCGCGGTGG CTCACGCCTG
GTTCGCGCCA CCAAGCCGGC CCCATTATCT TCGTGTTCTT AGAATTTGTA ATACATGCCG GGCGCGGTGG CTCACGCCTG

F-1500
NC_000007.14

TAATCCCAGT ACTTTGGGAG GCAAAGGGGG GCAGATCACC TGAGGTCAGG AGTTCGAGAC CAGCCTGACC AACACGGAGA
TAATCCCAGT ACTTTGGGAG GCAAAGGGGG GCAGATCACC TGAGGTCAGG AGTTCGAGAC CAGCCTGACC AACACGGAGA

F-1221
NC_000007.14

AACCCCGTCT CTATTAAAAA TACAAAAGTT AGCTGGGCAT TGGGGCGCGC GCCTGTAGTC CCAGGACTCC ATCTCTAAAA
AACCCCGTCT CTATTAAAAA TACAAAAGTT AGCTGGGCAT TGGGGCGCGC GCCTGTAGTC CCAGGACTCC ATCTCTAAAA

F-1221
NC_000007.14

AAGGAAAAAG AATTTGTCAT ACAAATAACA ATATGTAGCC AATTGATAGC TTTTGTTTTT GTTTGTTTGT TTTGAGACGA
AAGGAAAAAG AATTTGTCAT ACAAATAACA ATATGTAGCC AATTGATAGC TTTTGTTTTT GTTTGTTTGT TTTGAGACGA

F-1221
NC_000007.14

TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC
TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC

F-1221
NC_000007.14

CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT
CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT

F-1221
NC_000007.14

GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA
GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA

F-1221
NC_000007.14

CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA
CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA

F-1221
NC_000007.14

ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA
ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA

F-1221
NC_000007.14

ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC
ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC

F-1221
NC_000007.14

TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG
TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG
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ANEXO 3

Alineamiento de la secuencia del inserto F-735 SOX MUT con la secuencia del extremo 5°del gen de la variante de
histona H2A.Z.2 reportada en la base de datos Pubmed. Tres bases de tres sitios de unién para los FTs SOX fueron

modificadas (estan resaltadas en negritas)

F-735
NC_000007.14

GC TTCCTTTTCCT TTGTCCT T TTTGAGACGA
GC TTTTGTTTTT GTTTGTTTGT TTTGAGACGA

F-735
NC_000007.14

TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC
TGCGTCGCCC AGCTGGAGTG CAGTGGCGCG ATCTCGGCTC ACTGCAACCT CCGCCTCCGG GGTTCAAGCG ATTCTCCCGC

F-735
NC_000007.14

CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT
CTCAGCCTGC CGCGGACCTT GTCAGGGTCC GCGCTGAGAG GACGTCAGGG TAGTCAGTCC GCCAGAATAC GGCTGAGCAT

F-735
NC_000007.14

GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA
GAGGCCTGCC TAACCTTGAA ACCCAGCGCC CTCCTGATCC ACACGTTCTA AGACGAATAA ATCCTCACAG TCTGTGAAAA

F-735
NC_000007.14

CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA
CCCACCAGGA GAAGCACGTC CAACACTCTT TACCTCCCCA AACAACAGTC TGTGAAAACC CACCAGGAGA AGCACGTCCA

F-735
NC_000007.14

ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA
ACACTCTTTAC CTCCCCAAAC AAGTCTCAGA AGCGGGAAA ACCAACGCCG CGAATGGGCG GGAAAGCCAC AGCGCCTGCA

F-735
NC_000007.14

ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC
ATCGCTTCAC CTTATTAGCT AATTTTGCTG TCCTTCCCAG TGGCCCGCCT CCCTTGCTCG CGGGCGATAT TTTTATTGGC

F-735
NC_000007.14

TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG
TTTCGTCTGC GAGGCGTCCA ATCTCATTGG TTTGCCTTTC TGTTCGTCAG GCTTGGGCGC CTGGTGAAAG GCAGAGAGCG
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