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RESUMEN







REGULACION E IMPACTO EPIGENETICO DEL ELEMENTO MOVIL HUMANO LINE-1 EN UN
GENOMA PLURIPOTENTE

LINE-1 o L1 (Long INterspersed Element class 1) es un tipo de ADN movil,
concretamente un retrotransposén auténomo de la clase no LTR (Long Terminal Repeats),
gue se encuentra actualmente activo en el genoma humano. Existen unas 500.000 copias
en el genoma, ocupando un 17% del mismo, y de las cuales se estima que tan solo 80-100
copias son retrocompetentes o activas. Estas tienen una longitud de 6 kb, presentan una
region no traducida con actividad promotora y dos marcos abiertos de lectura que
codifican la maquinaria enzimatica requerida para su movilizacién. Los elementos LINE-1
retrocompetentes se movilizan mediante un mecanismo de “copia y pega” denominado
retrotransposicion, generando una nueva copia del elemento en otra localizacién
gendmica, usando un intermediario de ARN. La retrotransposicién, que mayoritariamente
se produce en etapas tempranas de desarrollo, inserta una nueva secuencia de DNA en el
genoma y esto produce una serie de consecuencias para el genoma, pudiendo incluso
causar una nueva enfermedad. De hecho, se han identificado mas de 100 enfermedades
asociadas a la actividad de LINE-1. Por ello, existen diversos mecanismos celulares para el
control de la retrotransposicién. A nivel post-transcripcional existen evidencias de que
distintas especies de ARN (piRNAs, siRNAs y microRNAs) que pueden controlar la
retrotransposicion. Ademds, existen datos que sugieren que el complejo proteico
DROSHA/DGCR8 implicado en la biogénesis de microRNAs podria regular la
retrotransposicion. No obstante, se desconoce el efecto real sobre la retrotransposicion asi
como el mecanismo. Por otro lado, existen evidencias de que las copias de LINE-1
presentes en el genoma humano podrian estar reguladas epigenéticamente mediante
modificaciones de histonas. Ademads, se ha demostrado que la mayoria de las nuevas
inserciones de L1 en células humanas pluripotentes, producidas desde pldsmidos que
contienen elementos L1 retrocompetentes recombinantes, son silenciadas
epigenéticamente mediante desacetilaciéon de histonas. Sin embargo, se desconocen
cudles son las modificaciones de histonas implicadas en esta represidn de las nuevas
inserciones de LINE-1 cuando se integran en el genoma humano. Ademas, se desconoce el
impacto epigenético de las nuevas inserciones sobre el genoma adyacente durante el
desarrollo embrionario temprano.

En primer lugar, mediante ensayos de retrotransposicion se determind que el
microprocesador (DROSHA/DGCRS8) afecta negativamente la retrotransposicidn
probablemente a través de su interaccidn con la regidn 5’ no traducida del ARNm de LINE-
1.
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Por otro lado, para conocer mas acerca de la regulacién epigenética de las inserciones
de novo de LINE-1 y su impacto epimutagenico en un genoma pluripotente, en esta tesis se
ha generado una serie de lineas clonales con una nueva inserciéon de LINE-1 en células
pluripotentes humanas (células de carcinoma embrionario y células madre embrionarias).
Para ello, se utilizé un nuevo vector de retrotransposicion que permite la recuperacion de
la insercién y, por tanto, conocer su localizacién gendmica. Posteriormente, mediante
inmunoprecipitaciéon de cromatina seguida de PCR cuantitativa se ha demostrado que la
mayoria de las nuevas inserciones de LINE-1 acumulan modificaciones de histonas
asociadas con represion transcripcional como trimetilacidon de la lisina 9 de la histona 3
(H3K9me3) y probablemente trimetilacion de la lisina 27 de la histona 3. Ademas, se ha
demostrado que algunas de las nuevas inserciones de LINE-1 generan cambios en los
niveles de enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma adyacente llegando estos cambios
hasta 1-1,5kb desde el sitio de insercidn.

Por otro lado, también se han generado datos que sugieren que las inserciones
nuevas enddgenas de LINE-1 en células madre embrionarias humanas pueden estar
también enriquecidas en H3K9me3. Sorprendentemente, el promotor de una de las
inserciones enddgenas se encontraba enriquecido en un modificacién asociada a actividad
transcripcional como es la trimetilacién de la lisina 4 de la histona H3 (H3K4me3), lo que
supondria que tedricamente pudiera ser transcrita y, por tanto, que pudiera llevar a cabo
un nuevo ciclo de retrotransposicion.

Estos hallazgos son importantes, pues constituyen, por un lado el primer dato
existente de que una nueva insercidén de un retrotransposon activo en el genoma humano
puede generar “epimutaciones” las cuales podrian tener un gran impacto funcional
dependiendo de su localizacion y, por otro lado, la primera evidencia de que una nueva
insercién enddgena de LINE-1 podria permanecer activa después de su integracion en el
genoma humano pudiendo realizar un nuevo ciclo de retrotransposicion.
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Secuencias Repetidas en el Genoma Humano

1. Introduccion

1.1. Secuencias repetidas en el genoma humano

La secuenciacion del genoma humano desvelé algo que parecia realmente una
contradiccién ya que sélo o menos del 5% del genoma humano se corresponde con
secuencias codificantes y mas o menos el 50% se corresponde con secuencias repetidas

[1].
Las secuencias repetidas se pueden clasificar en 5 grandes grupos:

Transposones

Pseudogenes

Repeticiones de secuencias simples (A),, (CA),0 (CGG),

Segmentos de ADN de entre 10-300kb duplicados, es decir, copiados de un sitio a
otro.

O O O O

o Bloque de repeticiones en tdndem (centromero, telémeros, brazos cortos de los
cromosomas acrocéntricos y los grupos de genes ribosémicos).

De todas las clases, la mas representativa son los elementos transponibles o
transposones que conforman el 45% del genoma. Este 45% del genoma humano se divide
en cuatro grupos de elementos modviles que se clasifican segun el mecanismo de
transposicion:

— Elementos moéviles que se movilizan a través de un intermediario de ADN mediante
un mecanismo de “corta y pega”:

o ADN transposones.

— Elementos moviles que se movilizan a través de un intermediario de ARN mediante
un mecanismo de “copia y pega”.

o Retrovirus endégenos (ERVs del inglés Endogenous Retroviruses).
o Short Interspersed elements (SINEs).
o Long Interspersed elements (LINEs).

Los elementos moviles que se movilizan a través de un intermediario de ARN se
denominan retrotransposones. A su vez, éstos se clasifican en funcién de si codifican la
magquinaria enzimatica requerida para llevar a cabo su propia retrotransposicién:
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— Retrotransposones Auténomos:
o Retrovirus enddégenos

o LINEs
— Retrotransposones no Auténomos:
o SINEs
- (aproxnmado)
ADN TRANSPOSONES 2- 3kb 300.000 %
RETROTRANSPOSONES
AUTONOMOS
Retrotransposones LTR?
Retrovirus Endégenos | 6-10kb >450.000 8% 1 Provirus
Intacto
Retrotransposones no LTR!
LINE-1 | 6kb 516.000 17% S|
NO AUTONOMOS
SINEs
Alu | 300bp 1.090.000 11% S|
SVA | 2kb 2.700 0,2% S|
Pseudogenes variable 8.000-17.000 8000-17000 | SI
Procesados copias

Tabla 1: Elementos méviles en el genoma humano. Adaptada de [1]-[4]. ILTR, del inglés Long
Terminal Repeats.

1.2. Elementos mdviles en el genoma humano

1.2.1. ADN transposones

Este tipo de ADN movil representa un 3% del genoma humano. Estos elementos se
encuentran repartidos en cuatro grandes familias que engloban unas 300.000 copias
aproximadamente, siendo los mas abundantes los denominados MER1-Charlie y MER2-
Tigger. La estructura de la secuencia de estos elementos es la siguiente: dos repeticiones
invertidas en tandem denominadas TIR (del inglés Tandem Inverted Repeats) que
flanquean un marco abierto de lectura que codifica para una transposasa (Figura 1). El ciclo
de transposicién comienza con la transcripcién y la posterior sintesis proteica de la
transposasa. Una vez, la transposasa esta de vuelta en el nucleo, ésta se une a las
secuencias TIR escindiendo la copia del ADN transposén e insertandolo en una localizacion
gendmica diferente. No obstante, los ADN transposones nos son activos en el genoma
humano a dia de hoy. Todos las copias de ADN transposones del genoma humano pueden
ser considerados fésiles. Por otro lado, la transposasa no es totalmente especifica ya que
reconoce las Ultimas 26 pares de bases de la secuencia de los ADN transposones de tal
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forma que puede reconocer y movilizar tanto una copia activa como una copia que ya se
encuentre inactiva. Por ello, los ADN transposones, necesitan la transmisidon horizontal
para perpetuarse a lo largo de la evolucién de los genomas. De esta forma, y en general, su
expansion en un mismo genoma esta condenada a la extincidn. Sin embargo, existen casos
demostrados de transmision horizontal, de una especie a otra, como es el caso del ADN
transposdn de mamiferos Mariner que engloba unas 14.000 copias en el genoma humano.
En este caso, existen evidencias de que este ADN transposén ha llegado al genoma
humano por transferencia horizontal desde insectos debido a su gran parecido de
secuencia. Ademas para otros ADN transposones del genoma humano, existe también un
elevada similitud con otros ADN transposones del genoma de especies muy alejadas
filogenéticamente [1], [5].

1.2.2. Retrovirus endogenos

Los retrovirus endégenos son muy similares a retrovirus exdgenos como pueden ser
gamma-retrovirus, beta-retrovirus o spuma-retrovirus. Representan el 8% del genoma en
humano y el 10% del genoma en ratdn. Segun los elementos que componen su secuencia
se distinguen hasta cuatro tipo diferentes de retrovirus endégenos:

— Retrovirus enddégenos completos: presentan largas repeticiones terminales
denominadas LTRs (del inglés Long Terminal Repeats) que varian en longitud y que
pueden ir desde 300 pares de bases hasta 1000 pares de bases acomodando éstas, las
sefiales que regulan la transcripcién. Las LTRs delimitan un espacio de 6-9 kb donde se
encuentran los genes GAG, POL y ENV, ademas de las sefiales para la poliadenilacién del
ARNm, sefales para el empaquetamiento de viriones y sefales para la replicacion (PBS,
del inglés Primer Binding Site) asi como un tracto de poli purinas (PPT, del inglés Poly
Purine Tract). Por ultimo, suelen estar flanqueados por duplicaciones del sitio de
insercién cortas de 4 a 6 pares de bases (Figura 1). Atendiendo al grado de similitud de
las regiones conservadas del gen POL respecto a distintas clases de retrovirus exégenos,
estos elementos completos se pueden clasificar a grandes rasgos en tres clases: Clase 1
similares a Gamma retrovirus, Clase Il similares a Beta retrovirus, Clase Ill similares a
spuma retrovirus. En ratén y en humanos se pueden encontrar estas tres clases.
Ejemplos de retrovirus enddgenos pertenecientes a esta categoria son el MVL (del
inglés Murine Leukemia Virus) en raton y el HERV-K (del inglés Human Endogenous
Retrovirus with K-tRNA PBS) en humano.

— Retrovirus enddgenos deficientes. Los retrovirus que se encuadran dentro de esta
categoria presentan la falta de alguna de las regiones codificantes, generalmente el gen
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ENV. Dos ejemplos de estos retrovirus son el MusD (del inglés Mus type-D related
retrovirus) e IAP (del inglés Intacisternal A- Particle) en ratén.

— Retrovirus enddgenos que presentan unicamente las LTRs con la sefiales PBS y PPT bien
posicionadas junto con sefiales de empaquetamiento. Entre las LTRs existe
generalmente ADN no codificante. Son seguramente retrotranspuestos por la
maquinaria de los retrovirus endégenos completos. Algunos ejemplos de esta categoria
son el ETn (del inglés Early Transposon) en ratén y MalLR (del inglés Mammalian
aparent LTR Retrotransposon) en raton y humanos.

— Retrovirus “Solo LTRs”. Sélo presentan una LTR. Dificiles de identificar, sélo si se
comparan con las LTRs de otros retrovirus enddgenos. Su aparicion se debe a la
recombinacién entre la dos LTRs de un retrovirus endégeno quedando Unicamente una
LTR. Son bastante abundantes en el genoma humano de hecho, representan un 85% del
total de retrovirus enddgenos y frecuentemente actan como promotores.

En el genoma de humano el n2 de retrovirus enddgenos activos queda restringido a la
presencia de alguna variante rara de la familia HERV-K ya que existen locis en individuos
gue tienen una insercién de este elemento completa o bien presentan sélo el “Solo LTR" y
el alelo vacio. De hecho, recientemente, analizando 2500 genomas humanos se ha
identificado un provirus de la familia HERV-K intacto en el cromosoma X de algunos
individuos [6]. Por otro lado, en el genoma de ratdn existen varios miembros de distintas
clases que se pueden retrotransponer. Ademas, algunos son incluso infecciosos y, por
tanto, tienen un ciclo extracelular.

En general, para simplificar solo se habla de tres clases y se obvia el hecho de la falta
de algunos componentes en su secuencia y todos los ERVs se clasifican dentro de las tres
clases determinadas segun la conservacién del gen POL (Clase |, II, 11).

A continuacidn se muestra una tabla con las distintas familias de los retrovirus
endogenos de ratén y humano segun la clase a que pertenecen y segln si son todavia
activos o se sospecha que pueden serlo. Existen distintas formas de nombrar a los
retrovirus endégenos basadas en cuando se descubrieron. En primer lugar, se nombraba
en funcién del virus exdégeno mas cercano filogenéticamente mientras que en la actualidad
se nombran en funcién del organismo donde fue primero descubierto y la letra que
representa el ARN transferente que utilizan como cebador para su reversotranscripcion tal
como HERV-K que significa, del inglés, Human Endogenous Retrovirus with K-tRNA PBS.
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Retrovirus endégenos

Ratén Humano
Clase Auténomo | Componentes Ciclo? Movilidad | Clase Movilidad
Clase | Clase |
Subclase | HERV- No
H
MuRRs No Mutados Gag, No HERV- No
Pol, Env W
MuERV-C No Mutados Gag, No HERV-E No
Pol, Env
GLN Si Gag, Pol, Env Extra Si
MmERV Si Gag, Pol ,Env 1 provirus
intacto
VL30 No Provienen de
deleciones de
MmERV
MCcERV Si Gag, Pol, Env 3 provirus
mutados
Subclase Il
MuLV Si Gag, Pol, Env Extra Si
Clase Il Clasell
MMTV Si Gag, Pol, Env 2 03 alelos | HERV-K 1 provirus
completos intacto
activos
MusD Si Gag, Pol Intra Si
ETn No Derivados de Intra Si
MusD. ADN no
codificante
IAP Si Gag, Pol Intra Si
Clase 1l Clase
]l
MUuERV-L Si Gag, Pol Intra Si HERV-L No
MaLR No ADN no Intra Si MalLR No
codificante

Tabla 2: Clases y familias de retrovirus enddgenos en los genomas de raton y humano con algunas
de sus caracteristicas.'Extra o intra es la abreviacién para extracelular e intracelular
respectivamente. Los nombres de las familias son los siguientes: MuRR, murine retroviral-related
sequences; MUERV-C, Murine Endogenous Retrovirus with C-tRNA PBS;, MmERV, Mus musculus
Endogenous Retrovirus; VL30, Virus Like 30; McERV, Mus caroli Endogenous Retrovirus; MulV,
Murine Leukemia Virus; MMTV, Mouse Mammary Tumor Virus; MusD, Mus type-D related
retrovirus; ETn, Early Transposon; IAP, Intracisternal A-type Particle; MUERV-L, Murine Endogenous
Retrovirus with L-tRNA PBS, MalLR, Mammalian apparent LTR Retrotransposon. HERV-H, Human
Endogenous Retrovirus with H-tRNA PBS; HERV-W, Human Endogenous Retrovirus with W-tRNA PBS,
HERV-E, Human Endogenous Retrovirus with E-tRNA PBS; HERV-K, Human Endogenous Retrovirus
with K-tRNA PBS; HERV-L, Human Endogenous Retrovirus with L-tRNA PBS. Adaptada de [3], [7].
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o Adaquisicion y amplificacion de los retrovirus enddgenos en el genoma murino y humano.

Se postula que la adquisicién de estos elementos moéviles en el genoma humano tuvo
lugar a través de la infeccion de células germinales por retrovirus exdgenos hace
aproximadamente 20-40 millones de afos. Por tanto, una vez que existe un provirus en el
genoma hospedador, éste puede desaparecer, fijarse o incluso aumentar su nimero de
copias en la poblacidon en funcién de su impacto sobre la capacidad reproductiva del
individuo. Este tipo de adquisicidn de retrovirus enddgenos en el genoma fue demostrado
con experimentos en ratones en la década de los 70 y de los 80. El trasplante de oocitos no
infectados en hembras infectadas, reveld la presencia de retrovirus enddgenos en el
genoma de la descendencia lo que demostraba una infeccion de dichas células [3].

De este modo, el proceso de adquisicidon de un retrovirus endégeno comienza por la
endogenizacién de un virus exdégeno convirtiéndose en un retrovirus enddgeno. El nimero
de copias de este elemento en el genoma hospedador puede aumentar por una nueva
infeccion de las células germinales por un virus exégeno del mismo grupo, por reinfeccion
de células germinales por el propio retrovirus endégeno o bien por retrotransposicion
mediante la adquisicion de un ciclo intracelular. Los retrovirus enddgenos activos que
tengan los genes, GAG, POL y ENV intactos pueden reinfectar células germinales mediante
la formacidn de particulas virales exégenas. De hecho, para algunos retrovirus endégenos
de raton se han detectado tales particulas virales y hoy dia, es conocido, que estos
elementos siguen amplificdndose en el genoma de ratén via reinfeccidn del células
germinales debido a la actividad de aquellos ya insertados en el genoma. Por otro lado, en
humano se podria especular con que este fendmeno todavia podria tener lugar debido a la
existencia de un provirus intacto de la familia HERV-K [6]. Por otro lado, existen algunos
tipos de retrovirus enddgenos de ratdon que han aumentado su fitness replicativo bien
adquiriendo un ciclo de replicacion intracelular (IAP) evitando la respuesta del hospedador
a la infeccién o bien movilizandose en trans, es decir, utilizando la maquinaria de otros
retrovirus enddgenos auténomos enddgenos o bien la maquinaria de retrovirus exégenos
(VL-30, MaLR).

Otro fendmeno asociado a los retrovirus enddgenos es la recombinacidn a nivel de
ARN. Retrovirus enddgenos no activos pueden convertirse en activos bien mediante la
recombinacién de su ARN con el ARN de un retrovirus enddgeno activo o bien mediante la
recombinacién con un retrovirus exdgeno. Asimismo, la recombinacién entre dos
retrovirus enddgenos parcialmente inactivos puede llevar a la formacién de un retrovirus
enddgeno activo que podria ser incluso infectivo. El fendmeno de la recombinacién esta
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muy bien documentado para retrovirus endogenos de Clase | de ratéon. Ademas, en el
laboratorio se ha conseguido resucitar un retrovirus endégeno de humano de la familia
HERV-K con muy baja capacidad infectiva mediante recombinacién de ARN.

Revisado en [1], [3], [7]-[9].

1.2.3. LINE-1

Los elementos tipo LINE-1 son retrotransposones auténomos. Es el Unico tipo de ADN
movil que se moviliza actualmente en el genoma humano de forma auténoma. Constituye
el 17% del genoma humano. De hecho, existen aproximadamente 500.000 copias en el
genoma. No obstante, su actividad también ha contribuido a la formacién de otro 11% del
genoma humano ya que ha movilizado en trans otros retrotransposones no LTR como es el
caso de los retrotransposones no autonomos conocidos como SINEs (descritos en apartado
1.2.4). Existen datos que muestran que los elementos LINE-1 son activos a dia de hoy en el
genoma humano ya que con frecuencia desencadenan la aparicién de una enfermedad
genética por una nueva insercion que desactiva un gen. De hecho, en los ultimos 30 afos
se han identificado numerosas inserciones de LINE-1 causantes de enfermedad tales como
la hemofilia A, la distrofia muscular y la granulomatosis crénica [10]. El dato que confirma
la movilizacidon actual de este elemento es la ausencia de la insercidon causante de la
enfermedad en los padres del paciente como se demostré para un paciente de
granulomatosis crénica [11]. Ademas, las inserciones progenitoras de aquellas inserciones
responsables de la generacion de enfermedades son activas en un ensayo de
retrotransposicion in vitro [11], [12]. Por otra parte, se ha conseguido aislar inserciones
presentes en individuos de un determinado origen étnico que no estdn presentes en otros
individuos de un origen étnico diferente [13]. Asimismo, estas inserciones todavia
mantienen su capacidad para retrotransponerse en un ensayo de movilidad in vitro [12],
[13]. A dia de hoy, también se han identificado inserciones de novo de LINE-1 en tumores
de diversa indole las cuales estaban ausentes en el tejido sano [14]-[16]. Por tanto, todas
estas evidencias conjuntamente indican que los elementos LINE-1 son actualmente activos
en el genoma humano.

Una copia activa de LINE-1 tiene una longitud de 6000 pares de bases, donde se
distinguen tres grandes fracciones: una primera parte de esta secuencia que corresponde
con una region 5’ no traducida denominada 5'UTR (del inglés 5’ Untranslated Region) con
actividad promotora de unas 900 pares de bases, una segunda parte llamada marco
abierto de lectura 1 denominado ORF1 (del inglés Open Reading Frame 1) que codifica
para una proteina de unos 40kd de nombre ORF1p (del inglés Open Reading Frame 1
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protein) y una tercera parte llamada marco abierto de lectura 2 denominado ORF2 (del
inglés Open Reading Frame 2) que codifica para una proteina de unos 150kd de nombre
ORF2p (del inglés Open Reading Frame 2 protein), revisado en [2]. ORF1 codifica para una
proteina que tiene una actividad demostrada de chaperona de unién a acidos nucleicos
[17] mientras que ORF2 codifica para una proteina que tiene dos actividades enzimaticas
tales como endonucleasa [18] y reversotranscriptasa [19]. ORFlp y ORF2p son
indispensables para la retrotransposicion [12]. Asimismo, en el extremo 3’ de la secuencia
de LINE-1, existe una corta region sin traducir denominada 3’UTR (del inglés 3’
Untranslated Region) que es prescindible para la retrotransposicién [12]. Esta regidn sin
traducir en 3’ termina en una serie de adeninas que conforman la denominada cola de poli
A la cual es necesaria para la retrotransposicién [20] (Figura 1). (La estructura de LINE-1 se
detalla mas adelante en el apartado 1.3.1.)

o Ciclo de retrotransposicion.

El ciclo de retrotransposicién comienza con la transcripcién desde el promotor de la
region 5 UTR que da lugar a un ARN mensajero bicistronico. Este ARNm sale al nucleo
donde es traducido, generandose en el citoplasma ORF1p y ORF2p que se unen a su propio
ARNm en cis y da lugar a la formacion de una ribonucleoparticula que es un intermediario
de la retrotransposicion. La ribonucleoparticula, una vez formada, penetra en el nucleo
donde ORF2p reconoce una secuencia consenso y mediante un mecanismo denominado
TPRT (del inglés Target Primed Reverse Transcription) genera una nueva insercion de LINE-
1 en el genoma, en la mayoria de los casos flanqueada por duplicaciones del sitio de
insercién de una longitud variable (2-20nt). Ademas, la mayoria de las nuevas inserciones
de LINE-1 se resuelven con una truncacién en 5’, perdiendo parte de su secuencia [2]. (El
ciclo de retrotransposicion se detalla mas adelante en el apartado 1.3.2.)

1.2.4. SINEs

Los SINEs son un tipo de retrotransposdn no auténomo especifico de primates. Para
su movilizacién necesitan la maquinaria enzimatica codificada por el retrotransposon
auténomo LINE-1. Junto con LINE-1 constituyen los dos elementos transponibles que son
activos a dia de hoy en el genoma humano. Dentro de los SINEs se distinguen dos tipos de
elementos: los elementos Alu y los elementos SVA. En primer lugar, los elementos Alu son
los mas abundantes dentro de este tipo y ademas es el elemento mdvil con un mayor
numero de copias en el genoma ya que existen 1.000.000 de copias del mismo. Estos
elementos Alu derivan ancestralmente del ARN 7SL que forma parte del ribosoma. En
segundo lugar, se encuentran los elementos SVA, mucho menos abundantes en el genoma
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ya que solo existen 2.700 copias. Estos se caracterizan por ser una composicion de
porciones de otros retrotransposones y son exclusivos de primates superiores.

1.2.4.1. Elementos Alus

La longitud de un elemento Alu es 280 pares de bases que se reparten de la siguiente
forma: dos mondmeros derivados del ARN 7SL separados por una region central corta pero
rica en adeninas. El mondmero de la izquierda contiene secuencias cajas Ay B conservadas
para que el Alu sea transcrito por la polimerasa Ill, probablemente al principio del mismo.
Por otro lado, al final del mondmero de la derecha también se encuentra una zona rica en
adeninas. Este elemento, no contiene secuencias terminadoras de la transcripcién, con lo
que suele usar terminadores (regiones ricas en timinas, normalmente mas de 4
consecutivas) situados aguas abajo en el genoma adyacente generando transducciones en
3’ las cuales consisten en arrastrar secuencias gendmicas situadas aguas abajo de Ia
insercién e insertarlas en una nueva localizacion gendémica (Figura 1) (detallado en
apartado 1.3.4.4.) [21].

o Ciclo de retrotransposicion

Los elementos Alu dependen integramente de los elementos LINE-1 para su
movilizacion en el genoma humano, pues su movilidad es dependiente de ORF2p.
Probablemente, el hecho de utilizar dnicamente una de las proteinas codificadas por el
elemento LINE-1, ha favorecido una mayor efectividad en la colonizacién del genoma
humano llegando hasta el millén de copias. De esta forma, en tejidos donde los elementos
LINE-1 no son capaces de retrotransponerse, quizas los Alus puedan hacerlo y ademas
pueden nutrirse de las ORF2p sintetizadas desde el ARNm de LINEs mutados en ORF1p que
no sean activos.

El ciclo de retrotransposicidon de los elementos ALU comienza con la transcripcidn
desde su promotor por la polimerasa Il generandose un ARN el cual presumiblemente se
ensambla en un complejo con tres proteinas: el heterodimero SRP9/14 (del inglés Signal
Recognition Particle 9/14) y la proteina unidora de Poli A (PABP del inglés Poli A Binding
Protein). Ademas existe una tercera proteina que reconoce la estructura de ARN. Este
complejo parece formarse en el nucléolo y favorece la interaccion con el ribosoma donde
se estd produciendo la sintesis de las proteinas provenientes del elemento LINE-1. Es alli
donde supuestamente, el elemento Alu secuestra ORF2p. Este complejo ARN/proteinas
migra al nucleo para generar una nueva copia de Alu mediante TPRT (mas detallado en el
apartado 1.3.2.) mediado por ORF2p de LINE-1. Por ello, las inserciones candnicas de ALU
se encuentran flanqueadas por duplicaciones del sitio de insercién, se integran en sitios del
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genoma con secuencias consenso reconocidas por el dominio endonucleasa de ORF2p vy,
aungque son raros, los elementos Alu también se pueden encontrar 5’ truncados.

o Particularidades de los elementos Alu

Al igual que ocurre con los elementos LINE-1, no todas las copias de Alu son capaces de
retrotransponerse, de hecho, solo algunas inserciones tienen todavia hoy dia la capacidad
de llevar a cabo este proceso dentro de una subfamilia. Esto se debe a una serie de
caracteristicas de las inserciones de Alu, que se detallan a continuacion:

— El promotor de los elementos Alu es bastante débil, y esta bastante influenciado por el
contexto gendmico/epigenético donde la nueva insercidn ha aterrizado.

— En cada ronda de movilizacién, los elementos Alu pueden acumular mutaciones en la
cola de poli A generando una secuencia que parece un microsatélite y que afectan a su
movilidad negativamente.

— Ademas, en cada ronda de movilizacién, la cola de poli A se acorta lo cual también
afecta negativamente a su movilizacion.

— Por otro lado, la secuencia del elemento Alu acumula mutaciones lo cual hace que se
afecten partes de la secuencia del ARN que pueden ser importantes para la adquisicion
de la estructura secundaria del ARN o bien para la interaccion con proteinas
importantes para la movilizacion.

— Por ultimo, también la longitud de la secuencia adyacente genémica que arrastra en su
extremo 3’ (dependiente de la localizaciéon del terminador de la transcripcién en el
genoma adyacente) puede afectar negativamente a la retrotransposicion.

Existen evidencias de que los elementos Alu activos hoy dia en el genoma humano
pertenecen a la subfamilia Y [22]. De hecho, existe un elevado nimero de inserciones en la
poblaciéon humana de esta subfamilia que son polimdrficos, lo que quiere decir, que se
estdn presentes en el genoma de un individuo y no en el genoma de otros. Incluso algunos
de éstos son dimoérficos, es decir, que estan en el genoma de algunas razas y no estan
presentes en el genoma de otras. De hecho, todas las inserciones causantes de
enfermedad, excepto una, donde se pudo identificar el origen filogenético del elemento
Alu, pertenecen a la subfamilia Y.

(Revisado en [10], [23]-[25].
1.2.4.2. Elementos SVAs

El otro tipo de elemento SINE, también activo en el genoma humano, es un
retrotransposdn formado por porciones de otros retrotransposones. La estructura tipica de
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un elemento SVA (del inglés SINE-VNTR-Alus) es la siguiente, presenta en su extremo 5’
una repeticién del hexdamero CCCTCT seguido de dos elementos ALU antisentido, seguido
de un numero variable de secuencias repetidas en tandem ricas en GC, y por ultimo, una
secuencia que tiene homologia con el gen ENV 'y una secuencia LTR procedentes ambas de
un retrovirus enddgeno ancestral, seguido todo ello de una sefial de poliadenilacion
candnica AATAAA (Figura 1). Las inserciones de SVA tienen mds o menos una longitud de
2.000 pares de bases aunque pueden oscilar entre 700 y 4.000 pares de bases.

o Ciclo de retrotransposicion

Existen varias lineas de evidencia que indican que es la polimerasa Il probablemente Ia
encargada de transcribir los elementos SVA. Dicha transcripcion puede comenzar aguas
arriba de la insercién o bien en un promotor interno de la misma. El andlisis de algunas
inserciones retrocompetentes indica que el inicio de la transcripcién ha tenido lugar aguas
arriba de la insercidon usando un promotor vecino, constituyendo este tipo de insercion
alrededor del 8% de las inserciones de SVA. La transcripcion puede terminar en varios
lugares de la insercion, bien en la seial de poliadenilacién candnica, en la sefial interna en
la zona de homologia con retrovirus endégeno ancestral y, por otro lado, puede saltarse
estas sefales y terminar la transcripcion en una sefial de poliadenilacion situada en el
genoma adyacente dando lugar a transducciones en 3’ (detallado en apartado 1.3.4.4).
Cualquiera de las formas de terminacién de la transcripcion da lugar a un ARN
retrocompetente. Posteriormente, el ARN tiene que entrar en contacto con la
ribonucleoparticula de LINE-1 lo cual se desconoce si produce a nivel del ribosoma o bien a
nivel del nucléolo. Una vez incorporado a la ribonucleoparticula, el ARN de SVA se reverso
transcribe por ORF2p y se integra en su nueva localizacion gendmica [26]. Esta nueva
insercién de SVA presenta las caracteristicas tipicas de una insercidon de LINE-1 ya que
suele presentar duplicaciones del sitio de insercidn, una cola de poli A, integracion en la
secuencia consenso reconocida por ORF2p y ademas presenta truncaciones en 5’ aunque
son menos abundantes que las truncaciones en 5’ del retroelemento LINE-1 [26].

Los SVA son todavia activos en el genoma humano, de hecho, algunas de las
inserciones nuevas que se generan dan lugar a enfermedades como por ejemplo una
insercién de novo en el gen BTK que es responsable de la agammaglobulinemia [27], [28] o
bien la insercién de novo en el gen de la a-espectrina que genera la eliptocitosis
hereditaria [29]. Ademas existen otras 10 inserciones asociadas a enfermedad en
humanos.

(Revisado en [10], [30]).
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Figura 1: Tipos de ADN movil en el genoma humano. Se muestra la estructura candnica de cada
uno de los tipos de ADN mavil presentes en el genoma humano. Las abreviaciones usadas son las
siguientes: TIR, Tandem Inverted Repeats; ERVs (endogenous retroviruses), HERV-K (Human
Endogenous Retrovirus-K); LTR (Long Terminal Repeats); GAG, group specific antigen; POL,
polymerase; ENV, envelope protein; ORF1, open reading frame 1; ORF2, open reading frame 2; 5’
UTR (5’ Untranslated Region); CC, coiled coil; RRM, RNA Recognition Motif; CTC, Carboxyl-Terminal
Domain; EN, Endonuclease; RT, Reverse Transcriptase; C, Cysteine-rich domain; 3’, region 3’ sin
traducir; Ay B, caja Ay B del promotor de Alu reconocidas por la Polimerasa Ill; AAA, zona rica en
adeninas VNTR, Variable Number of Tandem Repeats; SINE-R, dominio derivado de un HERV-K. An
significa cola de poli A; 5°,3’ hacen referencia a regiones sin traducir; Ex, Exon. Las flechas negras
hacen referencia a las duplicaciones del sitio de insercion propias del mecanismo de integracion
mediado por ORF2p. Adaptada de[2], [4].

! Para evitar confusiones con la traduccidn, en esta figura se ha utilizado la nomenclatura en inglés
para cada una de las partes de los distintos elementos moviles.
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1.2.5. Pseudogenes procesados.

Se puede considerar otro tipo de retrotransposdn no auténomo a los pseudogenes
procesados, es decir, ARNm celulares procesados carentes de secuencias reguladoras que
pueden ser retrotranspuestos por la maquinaria enzimdatica del retoelemento LINE-1
dando lugar a una nueva “insercion” que presenta las caracteristicas propias de una
insercion de LINE-1 (Figura 1). Existen entre unos 8.000-17.000 pseudogenes procesados
en el genoma humano, siendo los mas comunes ARNm que codifican proteinas del
ribosoma o ARNm de genes de expresion constitutiva [10]. Ademads, recientemente, se ha
demostrado que la aparicién de un caso granulomatosis crénica esta ligada a la presencia
de una insercion mutagénica de un pseudogen procesado procedente del gen TMF1 dentro
del gen CYBB [31]. Remarcar, que la insercidon que propicié la enfermedad estaba presente
en el paciente, en la madre pero no lo en los abuelos, por lo que la insercién tuvo lugar
recientemente y ademdas muestra como la retrotransposicion de ARNm celulares es un
proceso que actualmente sigue ocurriendo en el genoma humano [31].

1.3. Un retrotransposdn autonomo activo: LINE-1.

Como se menciond mas arriba constituye un 17% del genoma repartido en 500.000
copias. Se estima que el nimero de copias de LINE-1 que retienen la capacidad de
movilizarse se encuentra entre 80 y 150 copias [13] ya que la mayoria se encuentra
inactivas debido a truncaciones en 5’, inversiones y mutaciones puntuales en los dos
marcos abiertos de lectura [2]. Es de destacar, que la capacidad de retrotransposicién de
éstas recae sobre unas pocas inserciones de LINE-1 [32] las cuales pertenecen a la
subfamilia L1Hs (del inglés Human specific), de la cual tan solo un pequefio grupo
denominado Ta (del inglés Transcribed Active) engloba a la mayoria de todas las copias con
capacidad para retrotransponerse. Miembros de este grupo se diferencian por un
trinucledtido AGA en la posicion 5930-5932 y una G en la posicién 6015 [33]. Estas copias
que son capaces de retrotransponerse se denominan retrocompetentes.

Por otro lado, los elementos LINE también han contribuido a la formacién de una gran
parte del genoma de ratén ya que ocupa un 18%. Ademas, es importante resaltar que
existen unas 3000 copias activas en el genoma de ratén [4].. La gran diferencia con los
LINEs humano radica en la estructura de la 5’UTR ya que presenta una serie de
repeticiones y ademas presenta una secuencia espaciadora entre la region 5'UTR y ORF1.
Los elementos activos se engloban en tres subfamilias (A, Ts, G¢) las cuales se clasifican en
funcién de la secuencia de la 5’UTR [4]. Por lo demas, los elementos LINE-1 humanos y de
ratén son muy iguales y, por tanto, todo que lo que se explica a continuacion es aplicable
también a los LINEs de ratén.
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1.3.1. Estructura de las copias retrocompetentes de LINE-1.

o Regidn 5’ no traducida.

La region 5’ no traducida (5'UTR) es una region rica en GC [34]. De hecho, existen islas
CpG alo largo de dicha secuencia que hacen posible que los retroelementos LINE-1 puedan
ser controlados via metilacién del promotor [35], [36]. Esta region de los elementos LINE-1
presenta actividad promotora sentido ya que es capaz de dirigir la expresiéon de un gen
reportero fusionado en su extremo 3’[37]. Por otro lado, los primeros 100-150 nucleétidos
son importantes para la actividad transcripcional pues se demostré que la delecién de
estos provocaba una pérdida importante de su actividad transcripcional [37], [38]. Ademas
esta secuencia presenta motivos de unién a factores de transcripcién tales como YY-1,
Runx3, Spl y proteinas relacionadas con SRY [37], [39]-[42] que regulan su transcripcion.
Por otro lado, la regién 5’ no traducida presenta también un promotor antisentido que se
inicia entre los nucledtidos 400 y 600 [43]. Este promotor es capaz de dirigir la
transcripcién en sentido contrario generando transcritos que contienen una porcién de la
5'UTR y una segunda porcién procedente de la secuencia del ADN gendmico
inmediatamente situado aguas arriba [44], [45]. Segun ensayos mediante pladsmidos en
células en cultivo, ambos promotores son activos en células pluripotentes aunque el
promotor sentido es mas potente que el promotor antisentido [44]. La presencia de ambos
promotores en la region 5 UTR da lugar a la existencia de la teoria de que el
funcionamiento de ambos favoreceria la aparicion de especies de ARN de doble cadena
con una regién comun desde donde ser podrian originar siRNAs (del inglés small interfering
RNAs) via DICER que podrian estar relacionados con el control de la movilidad del propio
retroelemento [46], [47].

Sorprendentemente, y muy recientemente, se ha demostrado que la region 5'UTR
también alberga una marco abierto de lectura denominado ORFO (del inglés, Open Reading
Frame 0). Este ORFO coincide con la regién 452-236 de la regiéon 5'UTR en la orientacion
antisentido y da lugar a transcritos de fusién mayoritarios en células madre inducidas
pluripotentes respecto a células diferenciadas. Ademds, estos ARNs se localizan en el
citoplasma y se asocian con el ribosoma. Este ORFO también puede dar lugar a la
formacidn de proteinas de fusiéon con exones vecinos debido a la presencia de dos sitios
donadores de splicing. Cabe destacar que la sobreexpresién de ORFO incrementa
ligeramente la retrotransposicién, aunque el mecanismo de accién no se conoce [48].
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o Marco abierto de lectura 1

Esta regién se encuentra justo a continuacidn de la regidon 5’ no traducida. Dicha
region codifica para ORFlp la cual es una proteina de aproximadamente 40kd con
actividad chaperona de acidos nucleicos y de unién a ARN [17]. En la regién N-terminal,
necesaria para la interaccién de la proteina con otras proteinas, existe un dominio de
cremallera de leucina (Leucine Zipper o LZ) [49], [50]. Seguidamente, se presenta un
motivo de unidn a RNA denominado RRM (del inglés RNA Recognition Motif) [51], el cual
va seguido de un dominio C-terminal (CTD, del inglés Carboxyl-Terminal Domain). Es
necesaria la actividad conjunta de ambos para su unién al RNA[51]. En la traduccion del
mensajero de LINE-1 se producen multiples copias de ORF1, que forman homotrimeros
mediante la interaccion cola con cola (coiled-coiled o C-C) en su parte N-terminal; estos
trimeros se unen al RNA mediante sus dominios RRM y CTD, formando asi parte de la
ribonucleoparticula completa de LINE-1 [52]. Por otra parte, esta proteina es totalmente
imprescindible para la retrotransposicién ya que mutaciones en aminodcidos muy
conservados en los dominios RRM y CTD llevan a una pérdida total de la movilidad del
retroelemento LINE-1 [12], [51].

o Marco Abierto de Lectura 2

El segundo marco abierto de lectura codifica para ORF2p que es una proteina
multidominio de aproximadamente 150kd. En su extremo mas amino terminal presenta un
dominio endonucleasa (EN) [18] mientras que aguas abajo de éste, se encuentra un
dominio reverso transcriptasa (RT) [19]. Ambas actividades son cruciales para la
retrotransposicidn [12]. La actividad endonucleasa de ORF2p es la encargada de hacer una
mella en el ADN en una secuencia consenso 5’-TTTT/AA-3’ liberando un extremo 3’OH [18].
ORF2p es capaz de llevar a cabo la reversotranscripcidon independiente del estado de
ORFlp y del dominio EN, es decir, mutaciones en ambos dominios no afectan a la
capacidad de reversotranscripcion [53]. A diferencia de otras reversotranscriptasas como
MMLV RT (del inglés Moloney Murine Leukemia Virus Reverse Transcriptase), ORF2p no
necesita una homologia perfecta del ADN molde con el ADN cebador [53], [54]. Ademas,
ORF2 presenta otro dominio situado en su extremo mas carboxilo, el dominio C, que
consiste en un dominio rico en cisteinas cuya funcién es desconocida, sin embargo, su
existencia es indispensable para la formacion de la ribonucleoparticula asi como para que
exista retrotransposicion [12], [55]
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o Regidn 3’ no traducida

Esta region tiene una longitud de 206 nucledtidos y contiene una zona rica en purinas
gue podria formar cuadruplex de guanina [56]. Sin embargo, esta regién no parece tener
importancia para la retrotransposicién porque la delecidon de 145 pares de bases de esta
region no afecta a la retrotransposicion [12]. Esta regidon contiene una sefal de
poliadenilacion relativamente débil que alguna veces es saltada por la ARN polimerasa |l,
utilizando sefiales de poliadenilacion candnicas que se encuentran aguas abajo de la
insercién en el genoma contiguo. De esta forma, se produce la movilizaciéon de secuencias
situadas aguas abajo de la insercién en un fendmeno denominado transduccion en 3’
(detallado en apartado 1.3.4.4.) [21]. En cualquier caso, aparecen una serie de adeninas
que conforman la denominada cola de poli A acompafiando a la insercidon de LINE-1 en su
extremo 3’ terminal. Esta cola de poli A es totalmente crucial para la retrotransposicion del
retroelemento LINE-1 [20].

1.3.2. Ciclo de retrotransposicion

El proceso de generacién de una nueva copia del retroelemento LINE-1 se conoce
como ciclo de retrotransposicidn. Este ciclo se puede dividir en varias fases para que su
estudio sea mas sencillo: una primera fase nuclear seguida de una fase citoplasmatica y
finalmente una segunda fase nuclear.

— Primera fase nuclear. El ciclo de retrotransposicién comienza con la transcripcion desde
el promotor sentido ubicado en la region 5’ UTR de una copia retrocompetente de LINE-
1 situada en algin lugar del genoma. EI ARN mensajero resultante es un ARNm
bicistronico que viaja fuera del nucleo para ser traducido (Figura 2A, B)

— Fase citoplasmatica. El ARN mensajero de LINE-1 se traduce en el citoplasma por un
mecanismo no convencional de terminacién y reiniciacién de la traduccidn (Figura 2C
)[57]. Una vez traducido, este ARNm es unido por las moléculas de ORFl1p y ORF2p
generadas desde su propia traduccion, en un fendmeno conocido como preferencia en
cis [58], formando la ribonucleoparticula (Figura 2D). Esta es un intermediario de la
retrotransposicion ya que presenta actividad positiva en un ensayo denominado LEAP)
(del inglés L1 Element Amplification Protocol)[53], [55]. Estas ribonucleoparticulas se
han aislado exitosamente en células de carcinoma embrionario de ratén, células madre
embrionarias humanas y células de carcinoma embrionario humano [59]-[61]. Por otro
lado, no es descartable la unién de otras proteinas celulares asi como de otros ARNs
celulares [62]-[64]. Ademas, estas ribonucleoparticulas parecen localizarse en foci
citoplasmaticos ya que ORF1p, ORF2p y el ARN mensajero de LINE-1 son detectados en
el citoplasma formando agregados [55].
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Figura 2: Ciclo de retrotransposicion del retroelemento LINE-1. A),B) El promotor de una copia

completa de LINE-1 situada en algun lugar del genoma, dirige la transcripcion del retroelemento
LINE-1. El ARNm resultante sale del citoplasma. C) El ARNm de LINE-1 es traducido en el citoplasma.
D). Los proteinas resultantes de la traduccion (ORF1p y ORF2p) se ensamblan en torno al mismo
ARNm del que fueron sintetizadas en un fenémeno conocido como preferencia en cis dando lugar a
la ribonucleoparticula D’). Una vez las proteinas han sido sintetizadas, éstas pueden ser
secuestradas por los retrotransposones no auténomos para ser retrotranspuestos. Por parte de Alu y
SVA no esta clara la necesidad de ORF1p para completar su ciclo de retrotransposicioén. E). Una vez
ensamblada, la ribonucleoparticula vuelve al nicleo. F). La ribonucleoparticula reconoce una
secuencia consenso a través del dominio endonucleasa de ORF2p. G). Generacién de una nueva
copia del retroelemento LINE-1 mediante el proceso de TPRT (del inglés Target Primed Reverse
Transcription) comenzando con el corte en la secuencia consenso en la hebra de abajo liberando un
extremo 3’0OH que sirve como cebador para la reverso transcripcion. G’). Siguiendo este mismo
mecanismo de TPRT se generan las inserciones de los retrotransposones no auténomos. H). La
consecuencia final de este proceso es una nueva insercion de LINE-1 en un lugar del genoma
diferente. En la mayoria de los casos, estas inserciones estdn truncadas en 5.

— Segunda fase nuclear: Una vez que la ribonucleoparticula se ha formando, entonces
ésta migra al nucleo, sin embargo, se desconocen los detalles de la vuelta al nucleo
(Figura 2E). De hecho, existe cierta controversia en torno a la necesidad de que exista
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divisién celular, es decir, que se desintegre la membrana nuclear para que tenga lugar
la entrada de la ribonucleoparticula al nucleo [4]. Una vez en el nucleo, se produce una
nueva insercién de LINE-1 a través del mecanismo TPRT. Basado en ensayos in vitro con
un retrotransposon de tipo no-LTR (R2 en Bombix nori) similar a LINE-1 [65] asi como
con ensayos in vitro con LINE-1 [66] se propone el siguiente modelo. En primer lugar, la
actividad endonucleasa de ORF2p reconoce un sitio de corte consenso (5'-TTTT/AA-3’)
en la hebra de abajo (Figura 2F)[18]. El corte en dicho lugar libera un extremo 3’0OH que
sirve de cebador para la actividad reversotranscriptasa de ORF2p que utiliza el ARNm
del retroelemento como molde para sintetizar la hebra antisentido del mismo (Figura
2G). Posteriormente, se produce el corte en la hebra de arriba aguas abajo del corte
gue se produjo en la hebra de abajo (3’-5’). Una vez producido el segundo corte, se
debe producir la sintesis de la segunda hebra del retroelemento LINE-1, que da lugar a
la apariciéon de una nueva insercion de LINE-1. Gran parte de los pasos que llevan a la
sintesis de la segunda hebra son desconocidos. El resultado final es una insercion nueva
de LINE-1 flanqueada por duplicaciones del sitio de insercién [67], es decir, secuencias
de 2-20 nucledtidos iguales a ambos lados de la insercién que son consecuencia del
mecanismo de insercidn. La nueva insercion de LINE-1 puede estar truncada en 5’ como
ocurre en la mayoria de los casos o bien puede presentar la secuencia completa del
mismo (Figura 2H) [4], [34].

La sintesis de la segunda hebra podria estar mediada por factores celulares
implicados en la reparacién del ADN [65]. Esto podria explicar por qué un gran
porcentaje de las inserciones de LINE-1 tienen un extremo 3’ intacto mientras que se
encuentran truncadas en 5’. De hecho, se especula con que la truncacidn en 5’ se puede
producir porque existe una retrotransposicién abortiva donde la reversotranscriptasa se
desliga de la hebra antisentido de LINE-1 durante el corte de la hebra de arriba. Este
proceso puede ser impulsado por los mecanismos de reparacion de ADN que pueden
reconocer el intermediario ADN:ARN generado durante la sintesis de la cadena
antisentido del retroelemento LINE-1 [4]. En linea con esta hipdtesis, existen proteinas
pertenecientes a vias de reparacion del ADN que regulan la retrotransposicién [68]-
[70].

1.3.1. Encuadre temporal de la retrotransposicion

o Retrotransposicion durante el desarrollo embrionario temprano

Para asegurarse el éxito evolutivo, el retroelemento LINE-1 deber generar copias de si
mismo que puedan ser transmitidas a la siguiente generacién. Por tanto, esta claro que

40



Un Retrotransposén Auténomo Activo: LINE-1

para que esto pueda ocurrir la retrotransposicién tiene que producirse bien en células
germinales o bien en etapas tempranas del desarrollo. Células humanas embrionarias,
células de carcinoma embrionario humano asi como células madre pluripotentes inducidas
sobreexpresan los elementos LINE-1 ya que se detectan altos niveles del ARNm de LINE-1y
de ORF1p comparado con células diferenciadas. Ademads las ribonucleoparticulas de LINE-1
pueden ser aisladas en estos tres tipos celulares [36], [44], [59], [60], [71]. Segun estos
datos, la expresidon de estos elementos LINE-1 parece estar ligada a la pluripotencia
mientras que desaparece con la diferenciacion. De hecho, los niveles de ARNm de LINE-1
aumentan a medida que se produce la reprogramacién de células humanas diferenciadas
de linaje eritroide hacia células madre pluripotentes inducidas [72]. Por otro lado, dichos
tipos celulares como son células madre embrionarias humanas, células madre
pluripotentes inducidas y células de carcinoma humano embrionario también son capaces
de albergar retrotransposicion de LINE-1 usando el ensayo reportero in vitro de
retrotransposicion descrito por Moran et al.,[12], [36], [59], [60]. Por tanto, todos estos
datos de forma conjunta, sugieren que la retrotransposicion podria ocurrir en estadios
tempranos del desarrollo. Ademds, ha sido demostrado recientemente que células madre
pluripotentes inducidas son capaces de acumular nuevas inserciones enddgenas de LINE-1.
[73]. No obstante, células germinales mamiferas sobreexpresan el ARN mensajero de LINE-
1 y presentan niveles elevados de ORFlp [74]-[76]. De cualquier forma, un estudio
realizado en 2009 usando ratones transgénicos demostré que la mayoria de las nuevas
inserciones se acumulan durante el desarrollo embrionario siendo raras las inserciones en
células germinales [77]. Por otra parte, la bisqueda de la copia progenitora de una
insercién de L1 que habia producido la enfermedad de la coroderemia (enfermedad
degenerativa del ojo ligada al cromosoma X) en un paciente holandés demostré que la
insercion que produjo la enfermedad en el paciente habia ocurrido durante el desarrollo
embrionario temprano de la madre ya que ésta era un mosaico somatico y un mosaico en
su linea germinal [78]. Por tanto, todos estos datos apoyan el hecho de que la mayoria de
las inserciones se acumulan durante etapas tempranas del desarrollo embrionario.

o Retrotransposicion en tejidos adultos

Por otro lado, también se ha descrito que la retrotransposicidon puede tener lugar en
células diferenciadas lo cual no favorece la herencia de estas inserciones de LINE-1. De
hecho, células progenitoras neuronales, presentan niveles moderados de ARNm de LINE-1
y ORF1p respecto a células madre embrionarias [79], [80]. Sin embargo, este parece un
fendmeno restringido a este tipo de célula pluripotente somatica ya que en otras células
pluripotentes adultas no se observa este fendmeno y los niveles de ARNm de LINE-1 y
ORF1p son muy similares a células diferenciadas [79]. Ademas, estos estudios han
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demostrado que la retrotransposicion in vitro puede tener lugar en células progenitoras
neuronales murinas y humanas respectivamente [79], [80]. Asimismo, esta
retrotransposicion in vitro también puede ser albergada por neuronas adultas totalmente
diferenciadas que no se dividen derivadas en cultivo desde células progenitoras neuronales
[79]. Finalmente, varios estudios usando tecnologias como RC-seq (del inglés
Retrotransposon Capture Sequencing) o WGS (del inglés Whole Genome Sequencing)
confirmaron que en el cerebro adulto existe retrotransposicién endégena de LINE-1 [81]-
[83].

La retrotransposicion en células somdticas no parece estar restringida a neuronas sino
gue ademads se produce también en células tumorales. Son multiples los estudios que
demuestran la presencia de nuevas inserciones de LINE-1 en diversos tipos de tumores
epiteliales [14]-[16], [84], [85]- Ademas, estas inserciones pueden contribuir a la malignidad
del tumor como se demostrd con inserciones enddgenas en genes supresores de tumores
en un caso de carcinoma hepatocelular [16].

1.3.2. Consecuencias de la retrotransposicion sobre el genoma hospedador

La movilizacién del retroelemento LINE-1 conlleva una serie efectos sobre el genoma
hospedador, de los cuales hay algunos que pueden llegar a causar enfermedad o se
especula con que podria hacerlo:

1.3.2.1. Efectos sobre la expresion génica
o Mutagénesis insercional

Se puede producir una alteracion de la expresidn génica por interrupcién directa de un
exon debido a la integracidn de una nueva copia de LINE-1 dentro de dicho exdn. Ejemplos
de este mecanismo de mutagénesis son las inserciones en el exén 14 del gen del factor VIlI
gue dieron lugar a la ausencia de actividad de dicho factor resultando en la aparicion de
hemofilia tipo A en dos individuos sin parentesco [86]. Por otro lado, un caso de
granulomatosis crénica ligada al cromosoma X en un paciente holandés es generada por
una insercion de LINE-1 que se insertd dentro del exén 4 del gen CYBB dando lugar a la
ausencia de Citocromo b, que es el complejo del que forma parte el producto proteico del
gen mutado [11].

o Alteracion del splicing

La insercidon de LINE-1 puede alterar el patron del splicing de un gen debido a la
presencia de sitios de splicing en su secuencia [87]. Dichos sitios de splicing se pueden
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utilizar junto con los sitios de splicing situados en el gen dando lugar a nuevas variantes
génicas no funcionales. De hecho, en el genoma de referencia existen eventos de splicing
entre el elemento LINE-1 y genes humanos [87]. Por otro lado, el patrén de splicing
también puede ser alterado ya que la insercidén puede interrumpir la secuencia de un sitio
donador de splicing asi como también la secuencia de un sitio de aceptor de splicing. De
hecho, existe un caso recién publicado de retinoblastoma familiar donde intervienen
ambos supuestos relacionados con el splicing como causa de la enfermedad. En primer
lugar, la insercién de LINE-1 se habia producido entre el intrén 14 y el exén 15 del gen RB1
justo en la secuencia necesaria para que se produzca un splicing correcto. De esta forma se
propicio un splicing aberrante que dio lugar a la aparicidon de variantes de ARNm a las que
le faltaba el exdn 15 debido a un fendmeno conocido como salto del exén. En segundo
lugar, esta insercion provocé la aparicion de nuevas variantes de ARNm que incluian
exones cripticos debido al uso del sitio donador para el splicing situado en la posiciéon +92
de la secuencia de LINE-1 [87] junto con otros sitios aceptores localizados aguas abajo de la
insercion [88]. El fendmeno de salto de exdn ha sido descrito en otras enfermedades
generadas por nuevas inserciones de LINE-1 [89], [90].

o Pausa transcripcional

Existe una correlacion invertida entre el nivel de expresion del gen y la presencia de
un elemento LINE-1 dentro del mismo. Esto se debe a que las inserciones de LINE-1
inducen pausa transcripcional ya que su secuencia es rica en adeninas y timinas. Para ello,
la insercién se debe encontrar en el mismo sentido transcripcional que el gen. Por otro
lado también pueden inducir terminacion prematura debido a presencia de sefiales de
poliadenilacion [2], [91].

1.3.2.2. Efectos estructurales sobre el sitio de insercion.

Segun el modelo propuesto por Gilbert et al., [92], el lugar donde se produce el corte
en la hebra de arriba durante el mecanismo de TPRT determina que se produzcan
duplicaciones del sitio de insercidén o bien deleciones del sitio de insercién. Si el corte se
produce aguas abajo del corte de la hebra de abajo, entonces se genera una duplicacion
del sitio de insercidon, sin embargo, cuando este corte se produce aguas arriba se puede
generar una delecidn del sitio de insercién.

o Duplicaciones del sitio de insercion.

Las duplicaciones del sitio de insercidon son una caracteristica propia del mecanismo
de insercidn del retroelemento LINE-1 [67] y suelen oscilar entre 2 y 20 nucledtidos. Sin
embargo, en células en cultivo, utilizando un vector modificado respecto al empleado en
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Moran et al., [12] que permite la recuperacién de las inserciones, se han observado
inserciones de LINE-1 acompafiadas de largas duplicaciones del sitio de insercién llegando
hasta 6.000 pares de bases [92], [93] provocando la duplicacidn de un exén del gen donde
se habia insertado el retroelemento LINE-1. No obstante, en el genoma de referencia, las
duplicaciones del sitio de insercién mayores de 50 nucledtidos son escasas [4].

o Deleciones del sitio de insercion.

La integracién de una nueva insercion de LINE-1 puede ir acomafiada de deleciones
del lugar de insercién. De hecho, en los mismos estudios citados en el apartado de arriba
[92], [93], en células en cultivo se demostrd la generacion de deleciones mediadas por la
integracién de una nueva copia de LINE-1 las cuales podian alcanzar hasta una longitud de
mas de 71 kilobases [92]. En un estudio similar, LINE-1 generd 3 deleciones independientes
gue englobaban varios exones de distintos genes cada una [94]. Ademads, las deleciones
también ocurren in vivo, ya que un paciente con deficiencia del complejo de la piruvato
deshidrogenasa presentaba una insercion de copia completa de LINE-1 en el gen PDHX
(componente X del gen de la piruvato deshidrogenasa) ocasionando una delecién de 46 kb
[95].

o Deleciones del sitio de insercion asociadas a la via independiente de la endonucleasa.

Existe una via alternativa de retrotransposicion donde el retroelemento LINE-1 puede
aprovechar lesiones existentes en el genoma para insertarse sin necesidad de tener que
hacer la mella en el ADN con su propia actividad endonucleasa albergada en ORF2p. Esto
fue demostrado por primera vez en Morrish et al., [96] utilizando diferentes lineas
celulares de ovario de hdmster deficientes para componentes de la via de reparacion del
ADN NHEJ (del inglés Non-Homologous End Joining). Estas inserciones presentan
caracteristicas algo diferentes a las tipicas de una insercién candnica de LINE-1. No tienen
duplicaciones del sitio de insercidn, presentan deleciones del sitio de insercién que pueden
variar en longitud (hasta 1,5kb en el caso de la insercidén mas larga descrita), incorporacion
de ADN no procedente de la secuencia del LINE-1 en el extremo 5’ y en el extremo 3,
ademas de no tener cola de poli A y estar truncadas bien sobre la sefial de poliadenilacion
0 aguas arriba de la misma. Cabe destacar que estas inserciones ocurren de forma natural
ya que se han encontrado en el genoma humano [97]. Un caso de sindrome braquio oto
renal es generado por una delecidon de 17kb del gen EYA1 debido a la integracion de una
nueva insercidon de LINE-1. Esta insercidn podria estar truncada en 3’ ya que carece de cola
de poli A. Por tanto, este es un caso de enfermedad que podria estar generado por este
tipo de retrotransposicion independiente de endonucleasa [98].
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o Deleciones asociadas a la formacion de LINE-1 quiméricos

En células en cultivo, se ha observado como en algunos casos las nuevas inserciones
de LINE-1 que se integran en regiones del genoma ricas en secuencias LINE-1, pueden dar
lugar a la formacién de L1 quiméricos que contienen una porcidn de un elemento L1 que se
encuentra aguas arriba de la insercion. Estas quimeras pueden ir asociadas a cambios
estructurales del sitio de insercion como deleciones. De hecho, se ha documentado
deleciones de hasta 3 kb asociadas a este tipo de fendémeno [92], [93].

o Barajamiento de exones.

En algunas ocasiones (10-30%), la ARN polimerasa Il encargada de la transcripcién del
retrolemento LINE-1 ignora la débil sefal de poliadenilacién situada en su regién 3’ no
traducida, y ésta prosigue adentrandose en el genoma colindante hasta encontrar otra
sefial de terminacién de la transcripcion. Esto es lo que se conoce como transducciéon en 3’,
y de esta forma el retroelemento LINE-1 puede arrastrar fracciones de genoma y
depositarlas en un sitio diferente del genoma dando lugar a nuevos genes como se
demostré con el ensayo de retrotransposicion [21]. Es un fendmeno bastante comun, ya
que apréximadamente el 20% de los LINE-1 del genoma estdn flanqueados por una
fraccion del genoma procedente de otro lugar [99], [100]. Ademas, las transducciones en 3’
han contribuido a que se puedan aislar inserciones progenitoras de algunas copias que han
generado enfermedades ya que estas regiones en 3’ constituyen una etiqueta genémica
Unica que permite la identificacion de la copia progenitora [101]. Por otro lado, este
fendmeno puede tener unos beneficios para el genoma hospedador debido a que puede
haber una evolucion del genoma pues se favorece el transporte de elementos reguladores
como promotores asi como se pueden movilizar fracciones de genes de un lugar a otro
generdndose nuevos genes. Ademas, este fendmeno puede también ocurrir en la region 5’
dando lugar a una transduccidn en 5’, es decir, en algunas ocasiones se produce la
transcripcién del retroelemento LINE-1 desde algun promotor situado aguas arriba de tal
modo que la nueva insercion de LINE-1 lleva asociada un fragmento del genoma en 5’
procedente del lugar donde se encontraba la copia madre [1]. Es posible que transportar
fracciones de genoma de un sitio a otro pueda producir alteraciones, como ocurre con el
gen Nr2 donde una insercidn de LINE-1 de copia completa con una transduccion en 5’ de
28 nucledtidos dio lugar a un splicing erréneo de tal forma que se generé una enfermedad
asociada a degeneracion de la retina en un modelo murino [102].

1.3.2.3. Otros efectos

o Efectos epigenéticos.
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Inserciones de novo artificiales son silenciadas epigeneticamente rapidamente
después de la integracioén, en células de teratocarcinoma humano embrionario mediante
desacetilacion de histonas [60]. Si estos cambios generados sobre la insercién de LINE-1
pueden afectar al genoma colindante y tener un efecto sobre la expresidn génica es algo
desconocido hasta la fecha. De esta forma, es posible especular con que cambios
epigenéticos en el genoma adyacente podrian tener un impacto sobre elementos
reguladores como promotores o enhancers alterando la expresidn génica.

o Posibles efectos derivados del promotor antisentido.

Los transcritos producidos desde este promotor contienen una parte de la secuencia
del retroelemento LINE-1 asi como una parte de la secuencia del genoma situada aguas
arriba del mismo [44], [45]. Las funciones celulares de estos transcritos no son conocidas,
y, por tanto, una nueva insercion puede dar lugar a la formacién de nuevo transcrito
guimérico que podria tener un impacto sobre la homeostasis celular. Un porcentaje de los
ARNs no codificantes de cadena larga en mamiferos contienen secuencias de elementos
moviles [103]. Las funciones de estos transcritos no codificantes de cadena larga son
multiples e intervienen regulando multitud de procesos celulares [104], [105]. Por tanto,
estos ARNs que se han demostrado ser de cadena larga y poliadenilados [44], [45] podrian
actuar como ARNs de cadena larga no codificantes ejerciendo algun tipo de funcién. De
hecho, transcritos antisentido que contienen secuencias de retrovirus endégenos de raton
asi como transcritos derivados del retrovirus endégeno HERV-H (del inglés Human
Endogenous Retrovirus H) intervienen en el mantenimiento de la pluripotencia en células
madre embrionarias [106], [107]. Por tanto, se puede especular con que una nueva
insercién de copia completa podria dar lugar a la generaciéon de un nuevo ARN de cadena
larga en la nueva localizacién gendmica alterando el funcionamiento celular.

Otro posible efecto derivado de la existencia de dos promotores, es el fendmeno
conocido como “division del gen” (del inglés Gene Breaking). Aunque puede ser un
fendmeno bastante raro, seria un efecto que podria resultar en la aparicién de una
enfermedad. Este consiste en que una insercidon génica de copia completa antisentido
respecto a la orientacién del gen podria dividir la unidad transcripcional en dos transcritos
debido a la accion de los dos promotores en dos direcciones diferentes [2], [108].

o Efectos derivados de la retrotransposicion de ARNs celulares

Las proteinas de LINE-1 pueden producir variaciones en el genoma humano a través
de la movilizacién en trans de ARNs celulares a un sitio diferente generando nuevas
proteinas de fusion, lo cual en principio podria eventualmente causar enfermedad en
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funcidn del tipo de proteina de fusién que se pudiera originar. Hasta la fecha, tan solo se
conocen ejemplos beneficiosos como la formacién de la proteina de fusidn entre TRIM5a-
locus y el cDNA de la ciclofilina lo cual ocasioné que monos que eran sensibles al virus del
SIDA, pasaran a ser resistentes [109]. En humanos existe un ejemplo de un gen PIPSL que
proviene de la fusidn de los ARNs de PIP5K1A y la subunidad 26 del proteosoma que
experimento retrotransposicion y que parece haber sido seleccionado positivamente [110],
[111].

o Reordenaciones cromosémicas mediadas por recombinacion entre alelos de LINE-1.

La masiva presencia de elemento LINE-1 a lo largo de genoma favorece que se pueda
producir recombinacién entre copias del mismo generandose translocaciones, deleciones o
duplicaciones cromosémicas. De hecho, existen varios ejemplos de NAHR (del inglés, Non
Allelic Homologous Recombination) entre dos copias de LINE-1 que dan lugar a una serie de
sindromes como la deficiencia de fosoforilasa kinasa, sindrome de Alport y el sindrome de
Ellis van Creveld [2].

1.3.3. Ensayo de retrotransposicion: midiendo la retrotransposicion in vitro.

El ensayo de retrotransposiciéon es una técnica que permite medir la movilidad del
elemento LINE-1 en células en cultivo. Esta técnica fue desarrollada por John Moran en
1996, permitiendo demostrar que copias progenitoras de inserciones de LINE-1 causantes
de enfermedad [101], [112] eran efectivamente activas. Ademas esta técnica ha permitido
conocer cuales son las partes de la secuencia del retroelemento LINE-1 necesarias e
indispensables para la retrotransposicién como aquellas que pueden ser prescindibles [12],
[20], [57]. Asimismo, una evolucidon de este ensayo permitid en su momento caracterizar
inserciones de LINE-1 mediante la recuperacion de las mismas desde el genoma
hospedador descubriendo una gran gama de alteraciones asociadas a la inserciones de
LINE-1 en distintos contextos genéticos [92], [93], [96]. Igualmente, se ha utilizado para
demostrar el efecto de muchos reguladores de la retrotransposicion [63], [113]. En
definitiva, se trata de un ensayo que contribuyd y sigue contribuyendo a la expansién del
conocimiento en el campo de la biologia de LINE-1. De hecho, incluso permitié desarrollar
un modelo de retrotransposicién en ratdn demostrando que el cerebro in vivo podia
acomodar retrotransposicion de LINE-1 [114].

Este ensayo se basa en la transfeccidn celular con un plasmido que lleva una copia
activa de LINE-1 fusionada a un casete reportero que permite medir la retrotransposicion.
En el primer tipo de ensayo desarrollado por Moran et al., [12], se etiqueté una copia
supuestamente activa, aquella progenitora de la insercion de LINE-1 causante de la
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Figura 3. Esquema del ensayo de retrotransposicion. Brevemente, una copia activa de LINE-1
fusionada a un gen reportero (NEO, EGFP, LUC) que solo puede ser funcional después de una ronda
de retrotransposicion. Una vez el gen reportero es funcional, la retrotransposicion puede ser
medida en funcidén de las caracteristicas de éste. Abreviaciones utilizadas: REP, reportero; EGFP, gen
de la proteina verde fluorescente; LUC, gen de la luciferasa; NEO, gen de resistencia a neomicina;
CMV, promotor intermedio-temprano del citomegalovirus; DS, donador de splicing; AS, aceptor de
splicing; Neo FT; Neomicina fosfotransferasa.

hemofilia, con un gen de resistencia a neomicina. La copia de LINE-1 fusionada al gen de
resistencia a neomicina fue clonada en el vector de expresion episomal pCEP4, donde la
expresion estd controlada por el promotor intermedio-temprano del citomegalovirus
(CMV). El gen de resistencia tiene la informacién para la sintesis de la enzima neomicina
fosfotransferasa que degrada el antibiético neomicina. Este gen de resistencia a neomicina
fue clonado en antisentido respecto al sentido transcripcional del LINE-1. Ademas, este gen
se encuentra interrumpido por el intron IVS-2 de la Y-globina que a su vez se encuentra
clonado en sentido respecto al sentido transcripcional de LINE-1. Asimismo, el gen de
resistencia a neomicina lleva su propio promotor heterdlogo (SV40) y su propia sefial de
poliadenilacion. Sin embargo, el gen no puede dar lugar a una proteina funcional desde su
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promotor debido a la orientacidn del intron que impide su eliminacidn mediante splicing.
Por tanto, el disefio del constructo favorece que Unicamente el intrén se pueda eliminar
mediante splicing cuando la transcripcion tiene lugar desde el promotor de LINE-1. De esta
forma, el ARNm resultante carecerd de intrén y una vez sea reverso transcrito e integrado
en el genoma, entonces, el gen de resistencia a neomicina sera funcional. Esto hace que el
gen de resistencia a neomicina pueda ser expresado desde su promotor provocando que
las células, donde haya tenido lugar la retrotransposicion, sean resistentes a neomicina y
puedan crecer en presencia de este antibidtico. Por tanto, las células seran resistentes a
neomicina solo después de una ronda de retrotransposicion. De esta forma, después de un
periodo de seleccién con neomicina, las células donde hubo retrotransposicion habrdn
formado colonias que se podran fijar y tefiir para posteriormente ser contadas y estimar la
tasa de retrotransposicidon en cuantas condiciones experimentales se requiera (Figura 3).

Posteriormente, se han generado otros constructos que llevan otros genes reporteros
que permiten medir la retrotransposicion de una forma diferente. De hecho, existe una
variante del ensayo con el gen de la proteina verde fluorescente [115] como gen reportero
gue permite la cuantificacion de la retrotransposicién mediante citometria de flujo o
microscopia confocal. Mds tarde también se desarrolld un nuevo tipo de ensayo de
retrotransposicion que usaba como gen reportero el gen de la luciferasa con lo que la
retrotransposicion puede ser cuantificada midiendo la emisidon de luminiscencia [116].
Estos nuevos ensayos han permitido expandir el n? de aplicaciones del ensayo de
retrotransposicion (Figura 3).

1.3.4. Mecanismos de control de la retrotransposicion

Teniendo en cuenta todas las posibles formas mediante las cuales LINE-1 puede
alterar el genoma (apartado 1.3.2), es ldgico pensar que deben existir mecanismos por
parte de la célula para controlar la retrotransposicién de tal forma que se mantenga a unos
niveles donde pueda ser mas beneficiosa que perjudicial, pues como se puede deducir de
algunas de las posibles alteraciones asociadas a la misma, ésta también puede tener
efectos beneficiosos para el genoma hospedador. Ademas, a todo esto hay que afiadir, que
algunos de los fendmenos descritos también se asocian a la movilizacién en trans de
elementos Alu, SVA y de ARNs celulares, con lo cual, las posibilidades de afectar el genoma
hospedador se multiplican. Es por ello que es crucial una buena regulacién de la actividad
de LINE-1. Existen evidencias de que la retrotransposicidon puede ser controlada a distintos
niveles a lo largo del ciclo de retrotransposicién. Por tanto, se van a analizar los diferentes
mecanismos de control segun la etapa del ciclo donde dicho mecanismo ejerza su control.
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1.3.4.1. Control transcripcional

Este control se ejerce mediante la metilacion del promotor del retroelemento LINE-1.
El promotor del retroelemento LINE-1 presenta 20 islas CpG que pueden ser metiladas por
la DNMT3L (del inglés de novo DNA methyltransferase 3-like) inhibiendo la transcripcion
del promotor del LINE-1 en células germinales. De hecho, un modelo de ratén knock-out
para DNMT3L" presenta un incremento del ARNm de LINE-1 en las células progenitoras
germinales masculinas [35]. La metilacion es un mecanismo que opera sobre todo en
células diferenciadas ya que el grado de metilcitosinas en el promotor de LINE-1, y, por
tanto, el grado de metilacion del promotor es superior en células diferenciadas
comparadas con células pluripotentes [36]. De esta forma, el grado de metilacién del
promotor de LINE-1 correlaciona inversamente con la cantidad de ARNm de LINE-1 (Figura
4A)[36).

Por otro lado, los elementos LINE-1 presentes en el genoma de ratén se encuentran
decorados con H3K9me3 en células madre embrionarias. La ausencia de la enzima
responsable del depdsito de esta modificacidon conlleva la reactivacién transcripcional de
esto elementos [117] (Figura 4B).

1.3.4.2. Control post-transcripcional

Existen distintos posibles mecanismos a este nivel para controlar la actividad de LINE-

En primer lugar, en la linea germinal de mamiferos y Droshophila existe una clase de
ARNs pequefios denominados piRNAs (del inglés PIWI Interacting RNAs) que participan en
el control de los elementos transponibles. Brevemente, estos ARNs pequeios se producen
desde la transcripcién de clusters de elementos transponibles. Posteriormente, a través del
mecanismo ping-pong se produce la aparicion de piRNAs maduros en el citoplasma que
junto con las proteinas PIWI median la destruccion endonucleolitica de los ARNs de
elementos transponibles. Los piRNAs actian como guias ya que son complementarios a los
ARNs de los elementos transponibles (Figura 4G, H, K, L). En ratones mutantes para una
serie de proteinas PIWI, se produce una desrepresidon de los elementos moéviles LINE-1
durante la espermatogénesis [118], [119].

Otras especies de ARNs que podrian operar a nivel post-transcripcional son los
microRNAs. Células embrionarias de ratén DICER” (proteina implicada en la biogénesis de
microRNAs) presentan un mayor nivel de ARN mensajero de LINE-1 y de ORFlp.
Consistentemente, células DICER” albergan mayor tasa de retrotransposicién in vitro [47].
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Esta proteina forma parte de la ruta de biogénesis de microRNAs, con lo que, este
incremento del ARNm de LINE-1 se podria deber a la ausencia de algin microRNA que
pudiera ser un regulador negativo del retroelemento LINE-1. En efecto, se ha descrito que
mirl28 regula negativamente la retrotransposicion tanto en células pluripotentes como en
células diferenciadas. De hecho, este microRNA produce un descenso de los niveles de
ARNm de LINE-1, ORF1p y tiene un efecto negativo sobre la retrotransposicion in vitro. El
efecto de este microRNA es directo pues se demostrd la presencia del ARNm de LINE-1y
mir128 formando un complejo con AGO2 (proteina efectora de la ruta de biogénesis de
microRNAs) (Figura 4E,F,K,L) [120].

Por otro lado, el efecto que puede tener la ausencia de DICER en la regulacion del
retroelemento LINE-1 también se puede deber a la ausencia de siRNAs (del inglés small
interfering RNAs) que se podrian generar desde dos promotores solapantes en sentidos
opuestos, como son los contenidos en la regidon 5’ no traducida de LINE-1 [37], [43]. Se
especula con que quizds la expresion de ambos promotores, que ademds se puede
producir de manera simultanea [44] en células pluripotentes humanas, podria dar lugar a
la aparicién de especies de ARN de doble cadena que podrian ser precursores de siRNAs.
Estos precursores serian procesados por DICER y los siRNAs podrian actuar sobre el propio
ARNm del retroelemento LINE-1, lo cual ya fue sugerido en un estudio en células humanas
[46]. A dia de hoy no esta claramente demostrado que existan estas especies de ARNs que
regulan la actividad de LINE-1 en las células. Sin embargo, se sabe que el ARN procedente
de ambos promotores puede formar un ARN de cadena doble y que puede ser procesado
in vitro por DICER generando siRNAs. Esto siRNAs tienen un efecto negativo sobre la
retrotransposicion in vitro lo cual podria estar mediado por la degradacion del ARNm del
retroelemento LINE-1 [121]. Ademads, en ratén se encontraron ARNs pequefos de 18-21
nucledtidos que mapean exactamente en el promotor de LINE-1 de las subfamilias Try G
(Figura 41,J,K,L) [122].

Por ultimo, también es de destacar la posible implicacion de la proteina DGCR8 que
forma parte del complejo DROSHA/DGCR8 denominado microprocesador, el cual participa
en los primeros pasos de la biogénesis de microRNAs. Los microRNAs se transcriben por la
ARN polimerasa lll inicialmente como un ARN largo de varias kilobases. Este ARN adquiere
una estructura secundaria que consiste en una serie de estructuras tipo horquilla (stem
loops) a lo largo del mismo, flanqueadas por una horquilla final en un extremo y por ARN
de cadena simple en el otro. DGCR8 es la proteina del complejo microprocesador que
reconoce el ARN de cadena simple y se une al microRNA facilitando el corte del mismo por
parte de su compafiera DROSHA [123]. El papel de DGCR8 puede ser importante en la
regulacion de los elementos LINE-1 ya esta proteina parece que se une fisicamente al ARN
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del retroelemento LINE-1 [124]. De hecho, podria ocurrir como en el caso de ARNs
codificantes de proteina que son directamente regulados por el microprocesador de una
forma independiente de DICER [124]. Sin embargo, no existen datos sobre si esta unién de
DGCR8 y el ARNm del retroelemento LINE-1 se manifiesta en algun tipo de regulacién
sobre el mismo. De hecho, no existen estudios que aborden el efecto que puede llegar a
tener el complejo microprocesador sobre la movilidad del retroelemento LINE-1.

Ademas, existen proteinas que directamente podrian mediar la destruccién del ARNm
de LINE-1 como es la proteina RNASEL (del inglés Ribonuclease L) que inhibe la
retrotransposicion in vitro de LINE-1. Se piensa que el efecto se podria deber al
reconocimiento de las especies de ARN de doble cadena complementarios originados
desde ambos promotores del retroelemento LINE-1 (Figura 4M-N) [118].

1.3.4.3. Control de la ribonucleoparticula

Como se ha mencionado mas arriba, las proteinas ORF1p y ORF2p se une en cis a su
ARNm formando el intermediario de la retrotransposicion que se denomina
ribonucleoparticula. Distintos elementos reguladores parece que podrian ejercer su papel
regulador a este nivel (Figura 40, P).

MOV 10 es una ARN helicasa de la superfamilia tipo UPF1 dependientes de ATP. Esta
proteina colocaliza con ORFlp en granulos citoplasmaticos, co-imnunoprecipita con la
ribonucleoparticula de LINE-1 ademds de unirse al ARNm de LINE-1. Inhibe Ia
retrotransposicidn in vitro y su presencia correlaciona inversamente con la cantidad de
ARNm de LINE-1. Sin embargo, su mecanismo de accidn se encuentra todavia en debate
[118].

ZAP es una proteina de la familia de las PARP (del inglés Poly ADP-Ribose Polimerase).
Esta proteina es fundamentalmente citoplasmatica y su modo de accién se basa en
promover la degradacion del ARN de virus mediante el reclutamiento de proteinas del
exosoma y su transporte a granulos citoplasmaticos. Inhibe la retrotransposicién in vitro de
LINE-1 y se une a la ribonucleoparticula asi como colocaliza con ORF1p y el ARNm de LINE-
1 en granulos de estrés. Otro tipo de mecanismos como inhibicién de la traduccidon no
puede ser excluido [118].

Por otro lado, se ha descrito en ratdn que la proteina HNRNPL, que se une a la sefial
de entrada al ribosoma (IRES, del inglés Internal Ribosome Entry Site) en el ARNm de LINE-
1, es un factor restrictivo de la retrotransposicion ya que inhibe la retrotransposicién in
vitro. Ademads, esta proteina co-inmunoprecipita con la ribonucleoparticula de LINE-1
[118].
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retrotransposicion. La transcripcion desde una copia activa de LINE-1 puede ser inhibida mediante
metilacion del promotor de LINE-1 (A) o mediante el depdsito de H3K9me3 (B). Si se eluden estos
mecanismos, se produce transcripcion (C) y el ARNm migra al citoplasma (D) donde puede ser
traducido (N) o puede ser degradado (K-L) como resultado final de varios mecanismos de control
que actuan a nivel de ARNm como son microRNAs (E-F, procesamiento de microRNAs hasta cargar el
microRNA maduro en la proteina AGO) piRNAs (G-H, procesamiento de los piRNAs hasta cargar el
pPiRNA en las proteina PIWI) y siRNAs (I-J, procesamiento de ARNs de interferencia hasta que el ARN
pequefio de interferencia es cargado en AGO). Igualmente, es posible que una proteina (RNASEL)
pudiera mediar directamente su degradacion reconociendo los ARNs de cadena doble procedentes
de LINE-1 (M-N). Si el ARNm consigue escapar a estos mecanismos de control, entonces, es traducido
(N) y puede formar la ribonucleoparticula con ORFlp y ORF2p (Q). Sin embargo, la
ribonucleoparticula, puede ser también objeto de control por varias proteinas citoplasmdticas que
inhiben la retrotransposicion. Esta ribonucleoparticula podria ser dirigida a granulos citoplasmdticos
y el ARNm ser degradado via exosoma como ocurre con algunos virus (O, P). Cuando se elude este
control, la ribonucleoparticula puede llegar al nicleo (R) donde mediard la generacion de una nueva
insercion. Sin embargo, a nivel preintegracional también existen otros mecanismos para inhibir la
retrotransposicion mediante desaminacion de citosinas (APOBEC3A) (S), mediante secuestro de
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ORF2p (SAMHD1) (T) o mediante degradacion del ADN de cadena simple (TREX1) (U). No obstante, si
se eluden estos sistemas de control, se puede llegar a generar una nueva insercion de LINE-1 (V-W)
aunque puede ser rdpidamente silenciada epigenéticamente mediante la intervencion de histonas
desacetilasas (X). Datos mds concretos, en el texto.

Estudios de co-inmunoprecipitacién de ribonucleoparticulas de LINE-1 y de
protedmica de afinidad revelan la existencia de una gran cantidad de proteinas, cuyo papel
en la defensa del genoma frente a virus es conocido, que co-inmunoprecipitan con la
ribonucleoparticula y que ademas inhiben la retrotransposicion in vitro de LINE-1 [118].

1.3.4.4. Control pre-integracional

Cuando la retrotransposicion se encuentra en sus ultimos pasos, una vez que la
ribonucleoparticula ha conseguido migrar al nucleo para proceder con el mecanismo de
TPRT y terminar generando una nueva insercion en algun lugar del genoma, también
existen una serie de reguladores de la retrotransposicion.

La familia APOBEC son citidinas desaminasas que actdan convirtiendo citosinas en
uracilos. Su funcién es conocida frente a retrovirus. La familia consta de 8 miembros (A-H),
de los cuales algunos son capaces de inhibir la retrotransposicion en distintos grados. A, B,
C y F inhiben la retrotransposicién siendo APOBEC3A el miembro que ejerce una mayor
restriccidn sobre la retrotransposicidn in vitro. Esta diferencia de potencial restrictivo tiene
qgue ver con su localizacidn subcelular siendo las mas efectivas aquellas que se localizan
bien sdlo en el niucleo o bien en ambos compartimentos [125]. El modelo de accidn
propuesto es que durante el proceso de TPRT, cuando el hibrido de ADN:ARN es resuelto
por la actividad de la ARNasa H para comenzar con la sintesis de la segunda hebra,
entonces se produce la desaminacion de las citosinas expuestas en la cadena simple de
ADN de LINE-1 lo cual podria reclutar UNG (uracilo ADN glicosilasa) y APE (endonucleasa
apurinica/apirimidinica) para la reparaciéon o eliminacién del ADN de cadena simple
desaminado de LINE-1 (Figura 4S) [126]. Este mecanismo podria contribuir a la restriccion
de la retrotransposiciéon de LINE-1 en células pluripotentes ya que APOBEC3B se expresa en
células madre embrionarias humanas y es capaz de disminuir la tasa de retrotransposicion
in vitro de LINE-1 [127]. Esto concuerda con el hecho de que la retrotransposicidon se
produce en etapas tempranas del desarrollo [59], [77], [78]. Sin embargo, no se descartan
otros posibles papeles en la regulacién de los elementos LINE-1 para estas proteinas tales
como dirigir la ribonucleoparticula hacia granulos de estrés para la degradacion del ARN
via siRNA [118].

Otras proteinas que podrian inhibir la retrotransposicién a nivel preintegracional son
TREX-1 y SAMHD1 las cuales estan relacionadas con el sindrome Aicardi-Goutieres.
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SAMHD1 es una nucleétido trifostato nucleasa cuya accién conlleva la disminucién del
nivel de dNTPs. [118]. Sin embargo, se ha demostrado que la inhibicion sobre la
retrotransposicion es independiente de su funcién trifostato nucleasa ya que podria actuar
secuestrando ORF2p impidiendo la reversotranscripcidn. (Figura 4T) [128]. Sin embargo, no
se descarta otro tipo de inhibiciéon, relacionada con el secuestro de la ribonucleoparticula
hacia granulos de estrés [129]. Otra proteina cuya accién podria tener lugar también a
nivel preintegracional, seria TREX-1 (ADN exonucleasa). Esta proteina tiene capacidad
exonucleolitica 3’>5’. La sobreexpresion de esta proteina lleva asociado el aumento de
ADN de cadena simple de LINE-1 y una disminucién de la retrotransposicion in vitro (Figura
4U) [130].

1.3.4.5. Control post-integracional.

En células pluripotentes, otra forma de control es el silenciamiento epigenético de las
nuevas inserciones artificiales de LINE-1 mediante desacetilacion de histonas del locus
donde se ha insertado el retroelemento. Esto ocurre rapidamente después de la
integracién de una nueva insercién de LINE-1, y parece ser un mecanismo propio de células
pluripotentes ya que en células diferenciadas el silenciamiento mediante desacetilacion de
histonas se encuentra atenuado [60]. Una vez que el retroelemento LINE-1 ha conseguido
escapar al resto de mecanismos de control, el silenciamiento mediante desacetilacion de
histonas aseguraria que las nuevas inserciones de copia completa no se pudieran
retrotransponer de nuevo manteniéndolas transcripcionalmente inactivas (Figura 4X).

Como se observa en la figura 4 existen una gran variedad de mecanismos para que la
retrotransposicion esté controlada y no sea perjudicial para la integridad del genoma. Hay
que tener en cuenta que, algunas de las proteinas implicadas son redundantes vy
posiblemente participen inhibiendo la retrotransposicion a distintos niveles. En este caso
se han referido las funciones mas probables para cada uno de los elementos reguladores.
Ademas, no todos los mecanismos operan al mismo tiempo en un tipo celular concreto y
de la misma forma no todos actuan en los diferentes estados celulares.

1.4. Regulacion epigenética en mamiferos

1.4.1. Principios generales de la requlacion epigenética

La epigenética se puede definir como el estudio de la informacidn heredable presente
en el genoma, no contenida en la secuencia del ADN, que regula la expresion génica de una
forma dependiente del tiempo y del tejido celular. Esta informacion permite que las células
de un organismo multicelular puedan adquirir diferentes fenotipos a lo largo de la
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diferenciacién celular alcanzando un fenotipo con unas funciones totalmente diferentes
respecto a otras células diferenciadas pertenecientes a otros tejidos.

La epigenética, entre otras cosas, estudia los distintos estados de la cromatina. Se puede
definir cromatina como la forma en la cual el ADN esta empaquetado en la célula. La
estructura bdsica de la cromatina es el nucleosoma. El nucleosoma esta formado por un
octamero de cuatro proteinas denominadas histonas (H3, H4, H2A, H2B) y 147 pares de
bases enrolladas alrededor del mismo. Los residuos de las colas amino terminal de las
histonas pueden ser covalentemente modificados por una serie de enzimas que pueden
afadir distintos grupos quimicos a estos residuos provocando que el estado de la
cromatina cambie. Este es un proceso dindmico ya que también existen enzimas que
eliminan estos grupos quimicos afiadidos a las histonas. Las modificaciones quimicas
afadidas pueden ser acetilacidon, metilacion, fosforilacién, ADP ribosilacion, sumoylacion,
ubiquitinacion, deiminizacion e isomerizacion de prolina. Estas modificaciones de histonas
funcionan estableciendo dominios globales de cromatina o bien orquestando procesos
como la reparacién del ADN, la replicacién o la transcripcién génica. Para ello, estas
modificaciones tienen un efecto sobre el estado de la cromatina provocando que éste
fluctie entre una forma mas relajada, que permite que tengan lugar funciones asociadas al
ADN, y una forma mas compacta que evita este tipo de funciones. De hecho, la acetilacion
y la fosforilacidn reducen las cargas negativas de las histonas disminuyendo la interaccidn
electrostdtica entre las histonas y el ADN propiciando posiblemente una relajacién de la
cromatina. Por otro lado, las modificaciones también pueden reclutar enzimas o proteinas
con dominios especificos de reconocimiento de una determinada modificacién que pueden
tener un efecto sobre el estado de la cromatina. De hecho, la acetilacion de lisinas puede
reclutar complejos remodeladores de la cromatina que favorecen la apertura de la
cromatina. Asi como también una modificacién asociada con represion como H3K9me3
(trimetilacién de la lisina 9 de la histona 3) puede reclutar a la proteina HP1 para reforzar la
compactacién de la cromatina. Incluso otras modificaciones evitan la unién de complejos
remodeladores con actividad antagdnica [131]-[133].

1.4.2. Andlisis del epigenoma a escala gendmica

El ChIP (del inglés Chromatin Inmunoprecipitation) se basa en la utilizacién de un
anticuerpo especifico para una determinada modificacion de histona y utilizarlo para
inmunoprecipitar y enriquecer la cromatina donde abunda dicha marca. Esta técnica
seguida de PCR cuantitativa (ChIP-gPCR del inglés Chromatin Inmunoprecipitation followed
by quantitative PCR) permite un analisis locus especifico. Por otro lado, el ChlIP se puede
acoplar a un CHIP de ADN (ChlP-on-CHIP) disefiado segln el propdsito del experimento,
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donde se encuentran representadas una serie de regiones del genoma. De esta forma el
ADN inmunoprecipitado se hace hibridar con el ADN del CHIP para encontrar las regiones
que presentan una determinada modificacién de histona. Evidentemente, para analisis
globales, el ChIP-on-CHIP mejoraba bastante al ChIP-qPCR ya que da una visién mas global
de la localizacién de una determinada modificacién, y de hecho, gracias al ChlP-on-CHIP se
hicieron grandes avances en el campo de la epigenética [134]-[136]. Después de la
revolucion de la secuenciacion masiva llegd el ChIP-seq (del inglés Chromatin
Inmunoprecipitation followed by deep Sequencing), por primera vez descrito en Barski et
al., [137] y los estudios de epigenética comenzaron a revelar verdaderos mapas de
modificaciones de histonas que permiten asociar una combinacion de histonas a un
determinado estado de la cromatina, a un determinado elemento de ADN o a una region
del genoma y, por tanto, definen dominios dentro del genoma [137]-[143] confirmando la
existencia de un cdodigo de histonas. Tanto es asi, que este cddigo de histonas se puede
utilizar para encontrar nuevos elementos reguladores como promotores, enhancers asi
como regiones codificantes que no estaban anotadas [144]. De hecho, la combinacién de
histonas presente sobre un elemento regulador correlaciona con su funcidn y su actividad
en un determinado tipo celular [138], [145]. Por tanto, el conjunto de combinaciones de
histonas sobre distintos elementos reguladores permite incluso la identificacion de un
determinado tipo celular [145]. De hecho, se ha llegado a establecer una huella
epigenética a nivel de una sola célula [146]. Por tanto, cuanto mas preciso sea el cédigo de
histonas serd mas sencillo asociar sin ambigliedad una determinada funcién bioldgica a
una determinada combinacion de modificaciones de histonas.

1.4.3. Modificaciones de histonas asociadas a distintos estados de la cromatina

En este apartado se analizan las modificaciones de histonas asociadas a distintos
estados de la cromatina utilizando datos existentes en células pluripotentes vy
diferenciadas tanto de humano como de raton. En este caso, se consideraran tres
escenarios posibles, un primer escenario donde la cromatina se encuentra mds “abierta o
relajada” y que se muestra accesible para una serie de funciones como la transcripcion
génica o la reparacion del ADN. Este tipo de cromatina se ha denominado genéricamente
como eucromatina [131]. En este caso, se revisaran las modificaciones de histonas
asociadas a una de las funciones que estan asociadas a este tipo de cromatina como es la
transcripcién génica. Posteriormente, se revisaran las modificaciones de histonas asociadas
a un estado de la cromatina en el que la misma se encuentra mds “cerrada o compacta”
con una baja tasa de transcripcion y se denomina heterocromatina. En este caso, se
revisaran las modificaciones de histonas que participan en el proceso de silenciamiento
génico asociado a la heterocromatina facultativa. Esta se caracteriza porque es un tipo de

57



Regulacién Epigenética en Mamiferos

heterocromatina dindmica influenciada por el proceso de diferenciacién celular pues
depende de cada linaje celular [147]- Ademas, se revisaran las modificaciones de histonas
presentes en otro tipo de heterocromatina como es la heterocromatina constitutiva propia
de zonas ricas en ADN repetido como son los centrémeros y las regiones proximas a los
teldmeros. La localizacidn y la composicidn de este tipo de heterocromatina es universal en
todos los tipos celulares [131], [147].

o Eucromatina: Transcripcion génica

Antes de comenzar, aclarar que los nombres abreviados de las modificaciones de
histonas que aparecerdn en el texto se interpretan de la siguiente forma: La letra H seguida
de un n? hace referencia a la histona en concreto donde se produce la modificacién. Por
otro lado, la letra K seguida de un n2 hace referencia especificamente al residuo de lisina
que es modificado. Las abreviaciones me o ac hacen referencia a metilacién o acetilacion
respectivamente. Por Ultimo, el n2 que sigue a me o ac se refiere al grado de metilacién o
acetilacién (mono, di, tri).

La transcripcion de un gen estd asociada con el reclutamiento de una serie de
modificaciones sobre los elementos reguladores del mismo. Estos elementos reguladores
son los promotores y los enhancers. Los promotores son elementos de ADN que regulan la
expresion génica en cis. Es dificil determinar los limites de un promotor asi que se
considera a la region +/-2kb desde el punto de inicio de la transcripciéon como el promotor
[143]. Los enhancers son secuencias de ADN que contienen secuencias de unién a
proteinas que modulan la expresidn génica de una forma independiente de la distancia y
de su orientacion [148]. La transcripcidn génica se asocia con el enriquecimiento de
H3K4me3 sobre el promotor del gen en cuestidon. Esta modificacion presenta una
correlacién positiva con la expresidén génica [136], [137], [140], [141], [149]. Asimismo, la
transcripcién génica también se asocia con el reclutamiento de H3K9ac sobre el promotor
pues la presencia de esta marca y H3K4me3 estd relacionada con el reclutamiento del
complejo de preiniciacion de la ARN Polimerasa Il [150]. Al igual que H3K4me3, H3K9ac
también correlaciona con la expresién génica [151]. Por ultimo, genes activos presentan
una serie acetilaciones en una serie de residuos de lisina de las histonas H2A, H2B, H3 y H4
en su promotor [140], [142].

Ademas de las modificaciones presentes sobre el promotor, la transcripcidon génica
también se asocia con el enriquecimiento de una serie de modificaciones sobre el
enhancer que puede controlar la actividad en trans del gen en cuestién. Un enhancer
activo se caracteriza por la presencia sobre todo de dos modificaciones de histonas
H3K4mely H3K27ac [135], [152], [153]. Ademas se reclutan acetilaciones de la histona 3
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tales como H3K9ac y H3K14ac asi como también la acetilacion de la histona H4 [135],
[151].

Aquellos genes que se expresan presentan enriquecimientos de una serie de
modificaciones sobre el cuerpo del gen. Fundamentalmente, la modificacién que aparece
enriquecida sobre el cuerpo del gen de genes transcripcionalmente activos es H3K36me3,
la cual correlaciona con la actividad del gen [137]. Ademads, ésta se puede presentar
acompafiada de otras modificaciones como H4K20mel, H2BK5mel [154] y H3K79mel
[155]. Por otro lado, H3K36me3 se encuentra enriquecida en los exones respecto a los
intrones [154]—-[156]. Parece ser que H3K36me3 puede ser importante para un correcto
splicing del ARNm naciente. De hecho, H3K36me3 se encuentra mas enriquecida sobre los
exones que no forman parte de isoformas resultantes de splicing alternativo [154]—-[156].
La conservacion de este proceso entre especies confirma la importancia de la presencia de
esta modificacidn para el correcto splicing [156].

De esta forma, genes que presentan esta combinacién de modificaciones de histonas
sobre los distintos elementos reguladores tales como promotores y enhancers asi como
sobre el propio marco abierto de lectura suelen ser genes transcripcionalmente activos. El
reclutamiento de estas modificaciones para la expresién génica es universal tiene lugar
tanto en células embrionarias como en otros tipos de células pluripotentes asi como en
células diferenciadas [140], [157].

o Heterocromatina facultativa: Represion génica

En células embrionarias, los promotores de genes silenciados, que codifican proteinas
clave reguladoras del proceso de desarrollo, presentan el doble marcaje
H3K4me3/H3K27me3. Estos promotores son conocidos como bivalentes [134], [158]. Los
genes controlados por promotores bivalentes se expresan a niveles muy bajos o no se
expresan, por tanto, existe una correlacion negativa con la expresién génica [134], [159],
[160]. Estos genes se resuelven, a medida que avanza el proceso de desarrollo, en una
direccion u otra, perdiendo H3K4me3 y permaneciendo reprimidos o bien perdiendo
H3K27me3 y activdndose [134]. Igualmente, estos genes bivalentes pueden permanecer en
estado bivalente en funcién del fenotipo celular final [141]. Por otro lado, estos genes
bivalentes, en algunos casos, también pueden incorporar H3K9me3 para asegurar el
silenciamiento génico y mantener el estado de pluripotencia estableciendo una nueva capa
de silenciamiento génico [161]. De hecho, la pérdida de H3K9me3 sobre estos promotores
trivalentes conlleva un aumento de la expresidn génica [161]. Por otro lado, también existe
un porcentaje bajo de promotores que presentan Unicamente H3K27me3 en células
embrionarias [159], [160]. Cabe destacar, que la forma en que se produce el silenciamiento
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mediado por H3K27me3 en células embrionarias, se basa en la generaciéon de dominios de
H3K27me3 de aproximadamente 5Kb [141], que se pueden expandir hasta 100 kb como en
el caso de los genes HOX [160].

En células embrionarias de ratén, también existen una serie de enhancers que
permanecen inactivos y que, por tanto, no dirigen la expresién de sus genes objeto de
control. Estos enhancers se caracterizan por presentar H3K4mel como Unica modificacion
de histona. De hecho, la presencia Unicamente de esta marca correlaciona negativamente
con la expresidn génica de aquellos genes que supuestamente estan bajo su control [152].
Ademas, los genes bajo el control de estos enhancers son genes especificos de etapas mas
tardias del proceso de desarrollo o bien especificos de linaje celular [152]. En células
embrionarias humanas, los enhancers inactivos también presentan H3K27me3 ademads de
H3K4mel. De la misma forma, estos enhancers dirigen la expresién de genes importantes
para la siguientes etapas del proceso de desarrollo como gastrulacion, formacién de capas
germinales etc [153]. Tanto enhancers enriquecidos en H3K4mel como enhancers
enriquecidos en H3K4mel y H3K27me3 son activos en etapas posteriores del desarrollo
embrionario cuando se produce la especificacion de linaje celular o bien en células mas
diferenciadas. Por otro lado, estos enhancers bivalentes H3K4mel-H3K27me3 se han
encontrado también en células diferenciadas como IMR90 donde, seguramente, su funcion
sea la de inhibir la expresidon de genes que no son propios de tal linaje [162]. Por tanto, la
represion en células embrionarias estd asociada a la presencia de genes bivalentes,
trivalentes, asi como genes reprimidos por H3K27me3 y mediante enhancers bivalentes o
quiescentes que controlan la actividad de genes importantes en etapas posteriores del
desarrollo.

Cuando se produce la diferenciacidn celular, los promotores bivalentes se pueden
resolver de distintas formas. En lo que se refiere a represion, estos promotores bivalentes
en células embrionarias de ratén pueden evolucionar hacia un estado en el que presenten
Unicamente H3K27me3 o bien también pueden permanecer en estado bivalente aunque el
numero de promotores bivalentes en células diferenciadas es menor [134], [137], [141].
Por otro lado, algunos genes bivalentes también se pueden resolver hacia el doble marcaje
H3K27me3/H3K9me3 afiadiendo una nueva capa de silenciamiento génico sobre genes
reguladores del desarrollo asegurando asi el correcto mantenimiento del linaje celular
[163]. Ademds, en aquellos promotores bivalentes que se resuelven hacia el
enriquecimiento Unicamente de H3K27me3, se produce una expansion del dominio de
H3K27me3 que cubre el promotor de los genes respecto a las células embrionarias [163].
Ademas estos dominios de expansién de H3K27me3 en MEFs (del inglés Mouse Embryonic
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Fibroblasts) se correlacionan con represién génica [164]. Estos dominios de H3K27me3,
como se menciona en el apartado anterior, no son especificos de células diferenciadas sino
gue también se encuentran en células embrionarias [159], [160]. Sin embargo, de media
estos dominios son mas extensos en células diferenciadas y ocupan un mayor porcentaje
del genoma [163]. De hecho, la fraccién de genoma ocupado por H3K27me3 se triplica en
células IMR90 asi como en otros tipos celulares diferenciados como son células T CD4+,
NHEK, K562 y HUVEC respecto a células madre embrionarias humanas. Cabe destacar que
en cada tipo celular los genes englobados por estos dominios de H3K27me3 son aquellos
gue no son activos en el linaje celular al que pertenece dicho tipo celular [163]. Estos
dominios de expansién de H3K27me3 se observan también cuando se diferencian células
embrionarias humanas a células madres mesenquimales [162]. También fue apreciado por
Zhu et al., [165] observando un incremento del enriquecimiento del H3K27me3 en el
genoma comparando células embrionarias humanas con diversos tipos de células
diferenciadas y tejidos humanos. Este fendmeno no ocurre sdélo cuando existe
silenciamiento a través de H3K27me3 sino que también es un fendmeno propio del
silenciamiento por H3K9me3, ya que se observa también un incremento de la extension de
los dominios de H3K9me3 en células IMR90 comparados con células embrionarias
humanas [163].

Parece ser que en células diferenciadas existe un aumento de la cromatina inactiva o
heterocromatina para reprimir genes especificos de programas celulares de pluripotencia
[163]. En célula diferenciadas de raton (cerebro e higado) se generan dominios de
H3K9me2 cuyo porcentaje de ocupacidn del genoma es mayor comparado con el
porcentaje minimo de ocupacién en células embrionarias. Son dominios que suelen
contener genes reprimidos importantes para programas de diferenciacion celular
diferentes [166]. Sin embargo, este hallazgo se encuentra en debate [167]. En el proceso
de diferenciacién de células madre hematopoyéticas humanas se observa como existe un
aumento de la heterocromatina y una redistribucion de la misma en las células mas
diferenciadas hacia la periferia nuclear. Ademads, existe una colocalizacion entre la
heterocromatina marcada con H3K9me3 y la [dmina nuclear[168]. Esto también habia sido
observado por Zhu et al., [165] ya que en células diferenciadas los dominios de cromatina
ricos en H3K9me3 y H3K27me3 se encontraban en contacto con la lamina nuclear
sugiriendo que estas regiones se podrian corresponder con LADs (del inglés Lamina
Associated Domains). Segun Guelen et al., [169], estos dominios se caracterizan por ser
pobres en genes, presentar baja expresion génica, marcas como H3K27me3 y H3K9me2
enriquecidas y ademas contienen elementos repetidos como LINEs en el interior y SINEs en
los bordes. En resumen, en células diferenciadas existe un aumento de la heterocromatina
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bien a través de dominios de H3K27me3 o bien a través de dominios de H3K9me3 que
delimitan regiones de represidn transcripcional.

A)

Bivalente

B)

Inactivo

C)

Inactivo

D)

Inactivo

E)
Activo

990000

H3K27me3 H3K9me3 H3K4me3 H3K4mel H3K27ac H3K9ac H3K36me3

Figura 5: Epigenética de genes activos y reprimidos en células embrionarias y diferenciadas. A)
Gen inactivo en células embrionarias debido a la bivalencia de su promotor (H3K27me3/H3K4me3) y
de su enhancer (H3K4mel/H3K27me3). B) El gen en A) puede pasar a ser trivalente
(H3K27me3/H3K4me3/H3K9me3) reforzando el silenciamiento en células embrionarias. C) El gen en
A) puede pasar a ser inactivo en células diferenciadas perdiendo H3K4me3 y probablemente
manteniendo el estado bivalente del enhancer. D) El gene en A) también puede ser silenciado en
células diferenciadas con la pérdida de H3K4dme3 y la ganancia de H3K9me3 y probablemente
manteniendo también el estado de bivalencia de su enhancer. E) El gen en A) puede pasar a ser
activo en células diferenciadas mediante la pérdida de H3K27me3 sobre su promotor y su enhancer,
la ganancia de H3K9ac sobre su promotor y H3K27ac sobre su enhancer, y la ganancia de H3K36me3
sobre el marco abierto de lectura.

o Heterocromatina Constitutiva

La heterocromatina constitutiva, generalmente presente en centromeros estd
conformada mayoritariamente por secuencias satélite, que puede ser facilmente
distinguida tifiendo con DAPI [170], [171]. Los centromeros constituyen un punto de
constriccién citoldgicamente visible cuya funcién es ser el punto de unién entre dos
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cromatidas hermanas y asegurar una correcta distribucion de las mismas durante la mitosis
ya que éstos son el punto a través del cual los cromosomas se unen al anillo mitdtico [172].
En células embrionarias de ratén, esta heterocromatina se caracteriza casi por una total
represién aunque existe una minima transcripciéon desde estas secuencias satélite [171].
Ademas, se caracteriza por la presencia de H3K9me3 y de H3K27mel [170]. En caso de
ausencia de H3K9me3, puede existir un reclutamiento de H3K27me3 [170]. En células
humanas diferenciadas, se observa que H3K9me3 esta asociada a regiones
pericentroméricas [173]. Por otro lado, existe otra modificacion presente en la
heterocromatina pericentromérica como es la H4K20me3 que se localiza exclusivamente
en los centrémeros [173], [174] y cuya presencia estd ligada a la presencia de H3K9me3
[174].

/E::__:::
? 902 02 0% 9% 0%
,H3K9me3 ,H4K20me3

Figura 6: Representacion de la heterocromatina constitutiva presente en las regiones

pericentroméricas. H3K9me3 and H4K20me3 son las modificaciones de histonas que
mayoritariamente participan favorecen en la compactacién de la cromatina en estas regiones.

Por otro lado, los teldmeros de los cromosomas en eucariotas también son
considerados como regiones de cromatina constitutiva. Estos, en general, consisten en
repeticiones en tandem que a través de una ribonucleoproteina, utilizando su propio
molde, son alargados a lo largo de sucesivas divisiones celulares evitando asi la pérdida de
informacién genética [175]. Los teldmeros también presentan enriquecimientos de
H3K9me2 y H3K9me3 lo cual contribuye a la compactacion de la region evitando asi un
alargamiento aberrante de los mismos en células embrionarias de ratéon [176].

1.4.4. Modificaciones de histonas mds relevantes en esta tesis

1.4.4.1. Modificaciones asociadas a cromatina activa
o Trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3)

Segln las evidencias presentadas anteriormente, se deduce que la H3K4me3 es
fundamentalmente una modificacidn de histona asociada a la transcripcion activa de un
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gen. Desde su descubrimiento en levadura se ligd a genes activamente transcritos [177].
De hecho, un mayor enriquecimiento de la misma en los promotores correlaciona con una
mayor actividad transcripcional del gen [136], [137]. Es una modificacion que se localiza en
el promotor fundamentalmente alrededor del sitio de inicio de la transcripcidn siempre
cerca del extremo 5’ del gen [137], [178]. Ademas, es una modificacidén casi exclusiva de
promotores aunque ciertamente en algun estudio se ha podido detectar también en
enhancers [153]. Esta modificacidn estd catalizada por una de las seis enzimas homoélogas a
SET1 en levadura que existen en mamiferos (SETD1A, SETD1B, MLL1, MLL2, MLL3 y MLLA4)
[179]. En levadura, SET1 se asocia con la subunidad de iniciacion de la polimerasa Il y la
marca es depositada cotranscripcionalmente [179].

o Acetilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9ac)

En general, la acetilacion de las histonas estd ligada a activacién transcripcional. En
Droshophila, los genes mds expresados presentan un mayor enriquecimiento de H3ac y
H4ac [180]. Ademas, la acetilaciones globales de H3 y H4 correlacionan con la presencia de
H3K4me3 en los mismos genes [180]. En células humanas, la presencia de H3K9ac favorece
el reclutamiento del factor de transcripciéon de TFIID que es esencial para el inicio de la
transcripcién [181]. La presencia de esta marca sobre el promotor de los genes
correlaciona con la iniciacién de la transcripcidn [136] asi como con la actividad
transcripcional de los mismos [151]. Esta modificacidon también se detecta sobre enhancers
activos [135], [151]. Por otra parte, esta modificacién se concentra en torno al sitio de
inicio de la transcripcién dando lugar a un pico a cada lado del mismo [151]. Esta
modificacion es depositada por una familia de enzimas denominada histona acetil
transferasas (HATs del inglés Histone Acetyl Transferases). Existen dos clases de HATs,
clase Ay clase B cuyos miembros afiaden grupos acetilo a un amplio espectro de residuos
[133]. Esta modificacién estad intimamente ligada a la presencia de H3K4me3 sobre el
promotor de los genes ya que proteinas que reconocen H3K4me3 se encuentran en los
complejos HATs y cuya delecién conlleva la pérdida de H3K9ac [179].

o Acetilacion de la histona 4: H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac, H4K16ac

Al igual que la acetilacion global de la histona 3, la acetilacion global de la histona 4 se
encuentra relacionada con la actividad transcripcional. En Drosophila, genes enriquecidos
en H4ac presentan una mayor actividad transcripcional [180]. En efecto, la presencia de las
acetilaciones de la histona 4 como son H4K5ac, H4K8ac, H4K12ac y H4K16ac sobre el
promotor de los genes correlaciona con la actividad transcripcional [140], [182]. Por otro
lado, H4K16ac también estd asociada a enhancers activos junto con H3K4mel y H3K27ac
en células madre embrionarias de ratdn [182]. De la misma forma, H4K16ac estd ligada a
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enhancers activos en células diferenciadas humanas [135]. H4ac es depositada mediante
HATs, especificamente los HATs de clase B que catalizan la reaccidn sobre los residuos K5 y
K12 [133].

En resumen, H3K4me3, H3K9ac y H4ac son modificaciones de histonas relacionadas
con activacion transcripcional.

1.4.4.2. Modificaciones asociadas a cromatina inactiva
o Trimetilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3)

Esta modificacion estd siempre ligada a represion. De hecho, es la marca por
excelencia de la heterocromatina constitutiva [170] donde la transcripcion es casi
inexistente [171]. Es una modificacidn de histona que contribuye durante la diferenciacion
celular al silenciamiento de grupos de genes a través de la generacién de dominios de
dicha modificacidon [163]. Asimismo contribuye a reforzar el silenciamiento génico por
parte de H3K27me3 en promotores bivalentes en células embrionarias [161]. Igualmente,
promotores bivalentes de células embrionarias que controlan reguladores del desarrollo se
pueden resolver hacia el doble marcaje H3K9me3/H3K27me3 en células diferenciadas
[163]. También estd implicada en el silenciamiento de genes sometidos a impronta génica
como IGFR2 [183], de genes silenciados en cancer [184] y de genes especificos de linea
germinal en células embrionarias [185].

Existen tres enzimas del grupo de las lisina metil transferasas (KMTS del inglés Lysine
Methyl Transferases) que pueden catalizar el depdsito de H3K9me3 las cuales son
Suv39h1/2 (KMT1A/B) y SETDB1 (KMT1E) [179]. El depdsito de H3K9me3 que media la
formacidn de heterocromatina pericentromérica es realizado mediante Suv39h1/2 [170]
mientras que el depdsito sobe los promotores de genes parece estar mediado por SETDB1
[161], [183], [185] . Sin embargo, Suv39h1/2 también puede contribuir al silenciamiento
génico como en la represion de genes en fase S tales como la ciclina D1 [186], [187]. De la
misma forma, SETDB1 también puede contribuir a la formacién de la heterocromatina
pericentromérica en neuronas murinas [188]. El hecho de que exista un solapamiento en
sus funciones se puede deber a que una parte de la poblacién de estas enzimas forman un
complejo con otras metil transferasas como son G9a y GLP que catalizan la reaccion de
monometilacion (H3K9mel ) y de dimetilacion (H3K9me2) [189].
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o Trimetilacion de la lisina 27 de la histona 3 (H3K27me3)

Esta modificacién de histona también esta ligada a represidon génica. De hecho, su
presencia en los promotores y a lo largo del cuerpo del gen correlaciona con el
silenciamiento génico en células diferenciadas y pluripotentes [137], [173], [190]. Los
promotores bivalentes, en los que H3K27me3 se encuentra en células embrionarias se
caracterizan por una baja expresidn [134], [159], [160]. Excepcionalmente, también puede
formar parte de la heterocromatina constitutiva en ausencia de H3K9me3 en las regiones
pericentroméricas [170] y se localiza también en las regiones subteloméricas [173]. En
células embrionarias humanas y murinas, esta marca co-localiza mayoritariamente con el
complejo PRC2 (del inglés Polycomb Repressive Complex 2) en los promotores de genes
qgue son importantes en las distintas etapas del desarrollo tales como neurogénesis,
organogénesis, hematopoiesis o0 morfogénesis [191], [192]. Este complejo es el encargado
del depdsito de esta marca en dichos promotores [193], [194]. Ademas, la deplecion de
uno de los componentes de este complejo, la subunidad Eed, conlleva una pérdida global
de H3K27me3/H3K27me2 en el genoma de ratén [195]. De hecho, células embrionarias
mutantes para Eed muestran un incremento de la expresion de genes que estaban
ocupados por PRC2 y también por H3K27me3 [191]. Este complejo esta formado por un
nucleo de 4 proteinas: Ezh1/2, Suz12, Eed y RbAp46/48. La presencia de estas proteinas
son fundamentales para el desarrollo embrionario temprano, ya que ratones deficientes
para Eed, Suz12 y Ezh2 presentan letalidad embrionaria, seguramente debido al tipo de
genes que regulan [196]. De hecho, los genes regulados por este complejo, tienden a estar
reprimidos en células embrionarias y tienden a expresarse en células diferenciadas [191],
[192]. La distribucidn del complejo sobre aquellos genes que regula es bastante particular
ya que se observan dos patrones, un primer patron donde el complejo se encuentra
posicionado en torno al sitio de inicio de la transcripcién [197] y un segundo patrén otro
patrén donde el complejo puede llegar a ocupar dominios de hasta 35 kb que engloban al
gen diana [192] como ocurre con los genes HOX donde PRC2 se distribuye a lo largo de 45
kb [197]. De esta forma se explica la tipica distribucién que adquiere H3K27me3 en algunos
casos donde se expande a lo largo de dominios que pueden alcanzar dichas distancias
tanto en células embrionarias como diferenciadas [160], [163], [164].

1.5. Regulacidn epigenética de elementos mdviles en mamiferos

o Retrovirus enddégenos

En general, los retrovirus endégenos se encuentran asociados con modificaciones de
histonas represivas. De hecho, se encuentran decorados por H3K9me3 en el genoma
humano [141], [142]. Igualmente, en células embrionarias de ratdn, estos retroelementos
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estds enriquecidos en H3K9me3 [198]. En células embrionarias de ratdn, el depdsito de
esta modificacion parece estar mediado por SETDB1 ya que la ausencia de esta enzima
lleva asociada la sobreexpresion de los retrovirus endégenos de clase | y clase |l debido a la
pérdida de dicha marca sobre los mismos [185], [199]. Por otro lado, Suv39h1/2 también
reprimen a los retrovirus endégenos mediante H3K9me3 [117]. Ademas parece ser que la
represion mediante H3K9me3 es el mecanismo encargado de mantener inactivos estos
retrotransposones durante el desarrollo embrionario temprano ya que células
embrionarias de ratén deficientes para las enzimas DNMT3A/B (del inglés de novo DNA
methyltransferase 3 A/B) y DNMT1 (del inglés de novo DNA methyltransferase 1) no
reactivan la expresién de estos retroelementos [185], [199]. Por otro lado, células
embrionarias de ratén deficientes para la enzima DNMT1 reactivan la expresion de un
retrovirus de clase Il (IAP) a medida que se diferencian [200]. Por tanto, la regulacion de los
retrovirus enddgenos en el estado de pluripotencia parece recaer en gran medida sobre
H3K9me3. El mecanismo molecular que reprime los retrovirus endégenos a través del
depdsito de H3K9me3 se desencadena con el reconocimiento de la secuencia denominada
PBS (del inglés Primer Binding Site) del retrovirus enddgeno, la cual es importante para la
replicacion, por parte de un complejo represor formado por miembros de la familia KRAB-
ZFPs (del inglés Kriippel-associated box zinc-finger proteins) y KAP1 (del inglés KRAB-
associated protein 1) [201], [202]. Posteriormente, la interaccidon de KAP1 con la histona
metil transferasa SETDB1 [203] finaliza con la represién del retrovirus endégeno mediante
el depdsito de H3K9me3 [199], [204], [205].

Ademas, los retrovirus endégenos también parece estar regulados por H3K27me3, ya
que células embrionarias de ratén deficientes en PRC1 (del inglés Polycomb Repressive
Complex 1) y PRC2 reactivan transcripcionalmente retrovirus endégenos como el MLV (del
inglés Murine Leukemia Virus) lo cual va acompafiado del aumento del n? de copias de
este retroelemento [206]. Por otro lado, el cultivo de células embrionarias de ratén en
medio 2i+Vit C provoca la desmetilacion global del genoma que va acompafiada de una
reactivacion transcripcional de los retrovirus enddgenos. Estos retroelementos son
silenciados mediante el depésito de H3K27me3 [198].

Por ultimo, retrovirus enddgenos de clase Il como IAP y ETn aparecen enriquecidos en
HA4K20me3, la cual es una modificacion asociada principalmente a heterocromatina
pericentromérica donde predominan secuencias satélites mayores ricos en A/T [141],
[174]. Ademas los elementos IAP también muestran un enriquecimiento de H3K64me3
sobre su promotor en células embrionarias de raton. Esta modificacion se encuentra
asociada con heterocromatina pericentromérica donde colocaliza con H3K9me3. Ademas,
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a lo largo del genoma, los dominios de ocupacién de esta marca se solapan perfectamente
con los dominios de H3K9me3 [207].

En principio, la presencia de modificaciones de histonas asociadas a cromatina activa
sobre los elementos moéviles no deberia ser muy frecuente debido a la amenaza que
representan para el genoma. Sin embargo, existen datos sobre la relacidn de retrovirus
enddgenos con modificaciones asociadas a actividad transcripcional. De hecho, la
eliminacion genética de una lisina desmetilasa (KDM1A) resulté en el incremento de la
expresion de retrovirus enddégenos de clase Il (MERVLs) acompafiada de un
enriquecimiento de H3K4me3 y H3K27ac en la vecindad del promotor de este elemento
[208]. Por otro lado, la desmetilacion casi total del genoma de ratén en células
embrionarias mediante su cultivo en medio 2i+Vit C va acompafiada de una reactivacion
transcripcional de los retrovirus endégenos ganando H3K4me3 sobre su promotor [198].
Ademas, la deplecion del represor KAP1 promueve la pérdida de H3K9me3 y la ganancia de
H3K4mel y H3K27ac sobre los retrovirus enddgenos que funcionan como enhancer
activando la expresidn de genes cercanos [209]. Por tanto, en determinadas circunstancias
los retrovirus enddgenos estan regulados por modificaciones asociadas con actividad
transcripcional.

o LINE-1

Los elementos LINE-1 a lo largo del genoma humano estan asociados con H3K9me3
[142]. Asimismo, en células embrionarias humanas, se detectan enriquecimientos de
H3K9me3 sobre elementos LINE-1 pertenecientes a subfamilias evolutivamente mas
antiguas [210]. Ademads, en células embrionarias de ratdon, estos elementos estan
enriquecidos en H3K9me3 de un modo dependiente de su longitud siendo los elementos
de copia completa los mas enriquecidos [117], [198]. El depdsito de esta marca sobre estos
elementos en células embrionarias de ratén esta mediado por las enzimas Suv39h1/2 ya
gue la ausencia de éstas correlaciona con la pérdida de H3K9me3 sobre la secuencia de
dichos elementos y con su reactivacidn transcripcional [117], [211]. Sin embargo, células
diferenciadas deficientes para Suv39h1/2 no reactivan transcripcionalmente los elementos
LINE-1 con lo que este mecanismo de silenciamiento mediado por Suv39h1/2 podria ser
especifico del desarrollo embrionario temprano [117]. Al contrario de lo que ocurre con los
retrovirus enddgenos, se desconocen cuadles son los intermediarios que permiten el
reclutamiento de estas enzimas para la represién de estos retroelementos a través de
H3K9me3.

Por otra parte, los elementos LINE-1 se encuentran en dominios del genoma ricos en
H3K27me3 tanto en humano como en raton [154], [164]. El silenciamiento de los

68



Regulacion Epigenética de Elementos Mdviles en Mamiferos

elementos LINE-1 en células embrionarias de ratén, cuya expresién es inducida en unas
condiciones de desmetilacion general cuando son cultivadas en medio 2i+VitC, es
dependiente del depédsito de H3K27me3 [198]. Ademas, H3K64me3, una modificacidon
asociada con heterocromatina pericentromérica, también aparece enriquecida en el
promotor de LINE-1 en células embrionarias de ratén [207].

Al igual que los retrovirus enddgenos, también existen datos que relacionan los
elementos LINE-1 con la presencia de modificaciones de histonas asociadas a actividad
transcripcional en determinadas circunstancias. De hecho, existen datos sobre la presencia
de H3K4me3 justo aguas arriba del promotor de inserciones de copia completa de LINE-1
en células de cancer de mama cuyos transcritos son detectados por secuenciacién masiva
de ARN [71]. Sorprendentemente, estos promotores también presentan justo aguas arriba
ademas una modificacién de histona propia de enhancers como H3K27ac [71]. Del mismo
modo que los retrovirus enddgenos, los elementos LINE-1 también son reactivados
transcripcionalmente cuando células embrionarias de ratdn son cultivadas en medio 2i+Vit.
C lo cual provoca una desmetilacién global del genoma. Esta reactivaciéon va asociada al
enriquecimiento de H3K4me3 sobre el promotor de los elementos LINE-1 [198].

Todos estos datos sobre regulacion epigenética de los elementos LINE-1 provienen de
estudios que analizan las copias ya presentes en el genoma humano o murino. Sin
embargo, se conoce muy poco acerca de la regulacién epigenética de las inserciones de
LINE-1 que ocurren de novo en el genoma ya que tan sdélo existe un estudio que aborde
esta cuestidon. De hecho, un estudio muy relevante en el campo de la biologia de los
retroelementos del Dr. José Luis Garcia Pérez, demostrd que la inserciones artificiales de
novo de LINE-1 se silencian epigenéticamente mediante desacetilacion de histonas
después de la integracidon en un genoma pluripotente. Estas inserciones eran reactivabas
cuando las células eran tratadas con TSA (Tricostatina A) el cual es un pan inhibidor de las
histonas desacetilasas [60]. Esta reactivacidon era medida como porcentaje de células que
expresan el gen GFP, que fue el reportero usado en este ensayo de retrotransposicion [12],
[115]. Ademas, esta reactivacidon estaba acompafiada de un aumento de H4ac y una
disminucion de H3K9me2 sobre la secuencia de una de las inserciones analizadas. Ademas
también se demostrd que este es un mecanismo especifico de células pluripotentes. Estos
datos sugerian la implicacion de modificaciones de histonas como mecanismo epigenético
de control de las nuevas inserciones de LINE-1 en un genoma pluripotente.

69






OBJETIVOS







2. Objetivos de la tesis:

El objetivo global de la tesis es el estudio de nuevos mecanismos implicados en la
regulacién del retroelemento humano LINE-1. Para ello se proponen los siguientes dos
subjetivos:

2.1. Estudio del papel del microprocesador en la regulaciéon del retroelemento
LINE-1.

La proteina DGCRS, que forma parte del complejo microprocesador que interviene en
la ruta de biogénesis de microRNAs, se une fisicamente al ARNm del retroelemento LINE-1
[124]. Por ello, es posible que el microprocesador pueda tener un impacto sobre el ciclo de
vida del retroelemento LINE-1. Por tanto, se propone:

1. Determinar el papel regulador del microprocesador (Drosha/DGCR8) sobre la
expresion y la movilidad del retroelemento LINE-1.

2.2. Estudio de la regulacion epigenética de las inserciones de novo de LINE-1 en

unh genoma pluripotente y el impacto epigenético de las mismas en el

genoma adyacente.

Todos los estudios que proporcionan datos sobre regulacidn epigenética del
retroelemento LINE-1 analizan inserciones ya existentes en el genoma [117], [142], [154],
[164], [198], [207]. Por otro lado, tan sdlo el estudio del Dr. José Luis Garcia Pérez abordd
la cuestidn de la regulacion de las inserciones de novo de LINE-1. De hecho, demostré que
el silenciamiento epigenético de las nuevas inserciones de LINE-1 estd mediado por
desacetilaciéon de histonas en células pluripotentes después de su integracién [60]. Por
tanto, existen pocos datos sobre la regulacién epigenética de las inserciones de novo de
LINE-1. Ademads es importante conocer esta regulacién en un contexto de pluripotencia
que mimetice el desarrollo embrionario temprano momento durante el cual se producen
la mayoria de las nuevas inserciones de novo de LINE-1 [77], [78]. Asimismo, se desconoce
si las modificaciones de histonas asociadas con los elementos LINE-1 ya presentes en el
genoma tales como H3K9me3 [117], [142], H3K27me3 [138], [198] o H3K4me3 [71], [198]
estdn implicadas en la regulaciéon de una nueva insercion de LINE-1. Igualmente, también
se desconoce el si una nueva insercion de LINE-1 puede tener un impacto epigenético
sobre el genoma adyacente provocando cambios en el enriquecimiento de determinadas
modificaciones de histonas. Por tanto, se propone:
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. Establecer lineas clonales con una insercién de novo de LINE-1 en células
pluripotentes.
. Analizar el estado de la cromatina en las inserciones de novo de LINE-1.

3. Analizar el posible impacto epigenético de las inserciones de novo de LINE-1 sobre el

genoma adyacente.
. Estudiar el estado de la cromatina en inserciones enddgenas de novo de LINE-1 en
un genoma pluripotente.
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Lineas Celulares

3. Materiales y métodos

3.1. Lineas celulares

— PA-1: linea de teratocarcinoma humano de ovario aislada del liquido ascitico de una
paciente con un teratoma de ovario maligno recurrente [212]. Presenta caracteristicas
de células de carcinoma embrionario con cierta capacidad pluripotente bajo ciertas
condiciones de cultivo celular [212]. Presenta un cariotipo diploide muy estable a lo
largo de 400-500 pases (aproximadamente entre 400-500 pases) [213]. Cedidas por el
laboratorio del Dr. John Moran (University of Michigan, EEUU).

— H9: linea de células madre embrionarias humanas derivada de la masa celular interna
de un blastocisto humano femenino [214]. Obtenidas del Banco Andaluz de células
madre.

— Hela: Células de carcinoma de cuello de utero. Es la primera linea celular que se
consiguid aislar y mantener en cultivo en 1951. Cedidas por el laboratorio del Dr. John
Moran (University of Michigan, EEUU).

— Células embrionarias de ratén V6.5 fueron compradas a Thermo Scientific (MES1402) y
sus derivadas mutantes (DGCR87) fueron compradas a Novus Biologicals (NBA1-19349).

Mantenimiento de lineas celulares

Las células Hela fueron crecidas en DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
(Gibco) suplementado con 10% de suero bovino fetal (Gibco) y penicilina-estreptomicina
1x (Gibco). Las células fueron subcultivadas utilizando tripsina (Gibco) al 0.25% cuando se
encontraban en torno al 90% de confluencia.

Las células embrionarias de ratén fueron crecidas en DMEM-high glucose (Gibco)
suplementado con 15% de suero bovino fetal (Gibco). Estas células eran cultivadas en
placas o frascos de cultivo tratadas con gelatina al 0,1% durante 10 min a 372C (Sigma-
Aldrich). Las células eran subcultivadas utilizando tripsina (Gibco) 0,05%.

Las células PA-1 fueron crecidas en medio MEM (Minimum Essential Media, Gibco)
suplementado con 10% de suero bovino fetal descomplementado (Gibco) (562C 30min),
penicilina-estreptomicina 1x (Gibco) y aminoacidos no esenciales 1x (Gibco). Las células
fueron subcultivadas cuando alcanzaban una confluencia del 95% usando tripsina (Gibco)
al 0,25%.

Las células PA-1 diferenciadas fueron crecidas en medio MEM suplementado con 10%
suero de reemplazo (Gibco), acido retinoico 1uM (Sigma-Aldrich), aminoacidos no
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esenciales 1x (Gibco) y penicilina-estreptomicina 1x (Gibco). Las células fueron
subcultivadas cuando alcanzaban una confluencia del 95% usando tripsina al 0,25%
(Gibco). En este caso era necesario el tratamiento del frasco de cultivo con matrigel
(Corning) durante 1 h a temperatura ambiente.

Las H9 fueron crecidas en medio condicionado (suministrado por el Biobanco del
Sistema Sanitario Publico Andaluz) suplementado con FGF (8ng/ml) sobre matrigel
(Corning). Las células fueron subcultivadas cuando alcanzaban una confluencia del 95%
despegando las mismas con ayuda de una rasqueta.

Las células H9 fueron adaptadas a un medio denominado E8 que permite una rdpida
expansion de las mismas [215] para realizar los experimentos de ChIP-qPCR. Para obtener
este medio, en primer lugar se parte de medio E4 cuyos componentes son los siguientes:
MEDIO DMEM/F12 (Life Technologies), 0.64g L-ascorbic Acid 2-Phosphate Mg2* salt
(Sigma-Aldrich), 17,43g Sodium Bicarbonate (Sigma-Aldrich), 200ul Sodium Selenite
(0,7mg/ml) (Sigma-Aldrich), 10ml NaCl (5M) (Sigma-Aldric). Posteriormente, se completa
con H,0 Miliq hasta 1 litro. Se hacen alicuotas de 50 ml y se congelan a -802C. A partir de
una alicuota descongelada se prepara el medio E8 cuyos componentes son los siguientes:
50 ml E4; 500ul FGF2 (100pg/ml) (Peprotech); 5ul TGFB (180ug/ml) (Peprotech); 500ul
Holo-transferrin (10,6mg/ml) (Sigma-Aldrich), 1 ml Insulin (Sigma-Aldrich). Dentro de
cabina de flujo laminar, se mezclan todos los componentes en una unidad de filtracidon de
500ml con 450ml de agua Milig estéril y posteriormente se filtran.

Las células H9 crecidas en medio E8 se subcultivaban cuando alcanzaban una
confluencia del 95% mediante el uso de DPBS 1X (Gibco) suplementado con EDTA 0,5mM
(Invitrogen) incubando 5 min a 372C. Al pasar las células, el medio E8 era suplementado
con iROCK 10 uM (Sigma-Aldrich) hasta el siguiente cambio de medio que se producia al
dia siguiente.

Todas las lineas celulares fueron negativas para el test de micoplasma que se realizé
de forma rutinaria.

Congelacion y descongelacion de lineas celulares

Las lineas celulares tuvieron que ser congeladas en multitud de ocasiones. Para
congelar las lineas celulares se procedié como sigue:

— Para células PA-1, se prepard una soluciéon de congelacién que contiene suero bovino
fetal descomplementado y DMSO (Sigma-Aldrich) al 10%. Seguidamente, las células se
despegan del frasco de cultivo utilizando tripsina al 0.25%. Posteriormente las células
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se centrifugan a 1200 rpm durante 5 min. Después, el medio se aspira completamente y
el pellet es resuspendido en solucién de congelacién. Posteriormente, las células se
trasvasan a un criotubo (Thermo Scientific) que es rdpidamente congelado a -802C. Este
proceso de congelacidén es exactamente igual para las células embrionarias de ratén asi
como para las células Hela, preparando la solucién de congelacidon con suero bovino
fetal y DMSO 10%.

— Para las células H9 crecidas en medio condicionado en un frasco de 25cm? se procede
como sigue. En primer lugar, se despegan las células con ayuda de una rasqueta y éstas
se centrifugan a 900 rpm 5min. Seguidamente, se aspira el medio y el pellet celular se
resuspende en 500pl de solucién 1 que contiene 50% de suero bovino fetal y 50% de
suero de reemplazo. Justo después, se afiaden 500ul de solucién 2 que contiene 20% de
DMSO y 80% de la solucién 1). Después, las células resuspendidas son trasvasadas a un
criotubo que es rapidamente congelado a -80°C.

— Para células H9 crecidas en medio E8 crecidas en un frasco de 25¢cm?, se procede como
sigue. En primer lugar, las células son despegadas usando DPBS 1X suplementado con
EDTA 0,5mM incubando 5-10 min a 372C. Luego se centrifugan a 900 rpm durante 5
min y posteriormente se aspira el sobrenadante. Finalmente el pellet celular se
resuspende en solucion de congelacion formada por 10% DMSO en medio E8. La
resuspension celular se trasvasa a un criotubo que es rapidamente congelado a -809C.

Para todas las lineas celulares, los criotubos eran congelados utilizando un contenedor
con isopropanol (Nalgene) que enlentece el proceso de congelacion favoreciendo una

mayor viabilidad de las células.

Las células tuvieron que ser descongeladas en multitud de ocasiones. La descongelacion
tuvo lugar de la siguiente forma:

— El proceso de descongelacion es similar en todas las lineas. Descongelacion rapida del
criovial en un bafo a 379C y posteriormente se trasvasa el contenido del criovial a un
tubo de 15ml con 10 ml del medio de cultivo correspondiente. Seguidamente, el tubo
se centrifuga (1200 rpm para PA-1, Hela y células embrionarias de ratén y 900 rpm
para H9). Luego, se aspira el sobrenadante y el pellet celular se resuspende en el
medio completo correspondiente. Finalmente, las células son trasvasadas al frasco de
cultivo correspondiente. En el caso de las PA-1 y Hela se utiliza un T75 pero para las
células H9 se usa un T25 que previamente ha sido tratado con matrigel (1ml 1h
temperatura ambiente). Para las células embrionarias de ratén se usan frascos T25
tratados con gelatina al 0,1% durante 10 min a 372C.
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3.2. Plasmidos

— PRAM-LRE3: plasmido derivado de pBSKS donde se ha clonado una copia activa de LINE-
1 (LRE-3, [11]) seguido del casete de rescate [92] que estd flanqueado por dos
secuencias FRT (del inglés Flipase Recognition Target). El casete esta formado por un el
gen de resistencia a neomicina clonado en antisentido e interrumpido por el intrén IVS-
2 del la Y-globina [12] y el origen de replicaciéon bacteriano ColE1l. Después de la
segunda FRT, en el extremo 3’ hay una sefial de poliadenilacidon SV40 (del inglés Simian
Virus 40).

— PCEP4-EGFP: plasmido pCEP4 donde se ha clonado el gen de la proteina verde
fluorescente. Expresion dirigida por el promotor CMV (promotor de origen virico, del
citomegalovirus) y aguas abajo de sitio de clonaje hay un sefial de poliadenilacion SV40
[59].

— CMV-FLP: Plasmido donde se ha clonado el gen de recombinasa “flipasa” cuya
expresion estd dirigida por el promotor CMV del virus citomegalovirus. Plasmido de
expresion también conocido como pOG-Flpe6 descrito en Buchholzet al; en 1998 [216].

— Pk-8-arr (B-arr): Contiene el marco abierto de lectura de la B-arrestina humana clonado
en el vector pK [217].

— pk-a-Apobec3A (A3A): Contiene el marco abierto de lectura de la APOBEC3A humana
clonado en el vector pK [217].

— DN-Drosha: contiene una forma dominante negativa de la proteina DROSHA (AC114)
[218].

— JJ101/L1.3: contiene una copia retrocompetente de LINE-1 [219] fusionada al casete
mBlastl como indicador de la retrotransposicion [96] clonado todo ello en un pCEP4
[13].

— JJ101/1L1.3D702A: variante del JJ101/L1.3 que contiene una mutacidon no sindnima
(Asp702Ala) en el dominio RT de ORF2 [58].

— TAM102/L1.3: variante del JJ101/L1.3 que carece de 5’UTR [96].

— TAM102/11.3D702A: variante del TAM102/L1.3 que contiene una mutacién no
sinénima (Asp702Ala) en el dominio RT de ORF2 [58].

— JJ101.1-300/L1.3: variante del TAM102/L1.3 que sélo posee la porcidn del nucledtido 1
al 300 de la region 5’ UTR clonada en el sitio de restriccion Notl.

— JJ101.200-500/L1.3: variante del TAM102/L1.3 que sdlo posee la porcidon del nucleétido
200 al 500 de la regién 5’ UTR clonada en el sitio de restriccion Notl.

— JJ101.400-700/L1.3: variante del TAM102/L1.3 que sdlo posee la porcidon del nucleétido
400 al 700 de la region 5’ UTR clonada en el sitio de restriccién Notl.
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— JJ101.600-900/L1.3: variante del TAM102/L1.3 que sdlo posee la porcidon del nucleétido
600 al 900 de la region 5’ UTR clonada en el sitio de restriccién Notl.

Preparaciones pldsmidicas para transfeccion celular.

Los plasmidos fueron transformados en bacterias E.coli DH5a, aproximadamente
100ng de una preparacion plasmidica previa se mezclaron con 18-20ul de bacterias E.coli
DH5a ultracompetentes previamente descongeladas en hielo. La mezcla fue incubada a
49C durante 20-30 minutos. Posteriormente se dio un choque térmico a 422C durante 45
segundos. Después, las bacterias se incubaron en hielo nuevamente durante 2 minutos.
Luego se anadieron 800ul de medio de cultivo LB (Luria Broth, Sigma-Aldrich) precalentado
a 379C, y justo después, se sembraron aproximadamente 100ul en una placa de LB-Agar
(Luria-Broth con Agar, Sigma-Aldrich) con ampicilina 100ug/ml. Las placas fueron
incubadas a 372C durante la noche.

Al dia siguiente, se picd una de la colonias resistentes y se cultivé en 50ml de medio de
LB liquido con ampicilina 100 pg/ml que se incubd en agitacion a 372C durante la noche. Al
dia siguiente, se procedié con la preparacidon de ADN plasmidico mediante el kit Quiagen
Plasmid Midi kit (Quiagen), el cual se usa para obtener altas concentraciones de ADN
plasmidico. Por tanto, se procedid segun las instrucciones del fabricante y finalmente
siempre se obtuvieron concentraciones que oscilaron entre 300ng/ul y 800ng/ul. Antes de
realizar la transfeccién, se comprobd el superenrollamiento del plasmido en un gel de
agarosa al 1%. Solo aquellas preparaciones con al menos el 90% del plasmido
superenrollado fueron utilizadas para transfeccion celular.

Se procedié de la misma forma para el resto de plasmidos usados en el estudio. Todos
los plasmidos presentan un gen de resistencia a ampicilina como marcador de seleccidon
excepto DN-Drosha cuyo marcador es un gen de resistencia a kanamicina.

3.3. Células E.coli X-Gold ultracompetentes para el rescate de la insercion

Las bacterias ultracompetentes, para la transformacion de las ligaciones de plasmidos
de ADN gendmico producidos durante el proceso de rescate de la insercién de LINE-1,
fueron preparadas de la siguiente forma:

— Dia 1: Crecer una colonia de E.coli X-Gold (Stratagene) en 4 ml de medio de cultivo LB
liquido.

— Dia 2: Inocular 250ml de medio SOB (Super Optimal Broth) en un matraz erlenmeyer
con 4ml de cultivo bacteriano de la noche anterior. El medio SOB contiene 20 g
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de Triptona, 5g de extracto de levadura, 0,5g de NaCl, 10 g de glicina en 1L de agua
destilada. Luego se autoclava y después es suplementado con 10 ml de MgCl, (1M)
(previamente autoclavado) y 625 ul de KCI (4M). Dejar crecer a 182C durante 48 horas
aproximadamente a unas 180-200rpm.

— Dia 4: Preparar 100ml de TB (Terrific Broth): 0,30g PIPES, 0,22g CaCl,*2H,0, 1,86g KCl,
1,09g MnCI;H,0. Seguidamente filtrar para esterilizar y guardar a 42C. Comprobar la
densidad éptica del cultivo celular por espectrofotometria y cuando haya alcanzado una
densidad optica igual a 0,94, el matraz se coloca en hielo durante 10 min. Dividir el
contenido del matraz en 5 tubos de 50 ml para centrifugar a 2500g durante 10 min a
49C. Posteriormente, desechar el sobrenadante y resuspender en 16ml de TB por tubo
(mantenido en hielo). Seguidamente, dejar en hielo durante 10 min. Después,
centrifugar a 2500g a 42C y desechar sobrenadante. Resuspender en 2ml de TB frio por
tubo, seguidamente juntar todo en un tubo (10ml) y afiadir 10 ml de TB con DMSO al
14%. Esperar 10 min y después hacer alicuotas de 500ul en tubos de 1,7 ml y congelar
rapidamente en hielo seco. Importante, todo el material que entre en contacto con las
células debe esta previamente enfriado a -802C.

Se utiliz esta cepa ya que es capaz de replicar plasmidos de gran tamafio (>10kb) y
ademas es capaz de replicar el ADN metilado humano.

3.4. Antibidticos

Para los distintos experimentos se utilizaron una serie de antibidticos cuya forma de
preparacion se detalla abajo:

— Neomicina: se prepara una solucién madre de 50mg/ml en agua libre de nucleasas y se
mantiene a 42C evitando su exposicién a luz (Gibco).

— Kanamicina: se prepara en agua Milig a 25mg/ml, se conserva a -202C y se afiade a LB
liguido o LB agar a una diluciéon 1:1000 obteniéndose una concentracion final de 25
pg/ml (Amresco).

— Ampicilina: se prepara en agua Miliqg a 100mg/ml, se conserva a -202C y se afiade a LB
liguido o LB agar a una dilucidon 1:1000 obteniéndose una concentracion final de 100
pg/ml (Sigma-Aldrich).

— Blasticidina: se prepara en agua Milig a 10mg/ml, en condiciones de esterilidad y se
guarda a -202C (Invitrogen).
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3.5. Protocolos agrupados segiin experimentos

3.5.1. Western blot

Las células fueron lisadas en hielo durante 10 min utilizando el siguiente tampdn de
lisis: 2ml de Ripa Buffer (Sigma-Aldrich) suplementado con 20ul inhibidores de fosfatasas 1
y 2 (Sigma-Aldrich), 100ul inhibidores de proteasas 1x (Roche), 20ul PMSF y 5ul
mercaptoetanol (Sigma-Aldrich). Seguidamente, las muestras eran centrifugadas a
velocidad mdaxima durante 10 min a 42C siendo los sobrenadantes trasvasados a tubos
nuevos. Seguidamente, las proteinas fueron cuantificadas mediante absorbancia utilizando
el Micro BCA Protein Assay Kit (Thermo Scientific) segun las indicaciones del productor.

Posteriormente, 50ug de proteina fueron cargados por cada condicién en un gel de
poliacrilamida al 10%. Las proteinas fueron separadas durante 1h 30 min a 100v.
Seguidamente, las proteinas fueron trasferidas a una membrana de nitrocelulosa mediante
transferencia hiumeda durante 1h a 250mA. Por ultimo, la membrana fue bloqueada con
una solucién de TBS-tween 0,1% + leche no grasa 5% en agitacion. Después de 1 h de
bloqueo, la membrana fue incubada durante la noche a 42C en agitacion suave con el
anticuerpo primario para ORF1p (donado por S. Martin de la Universidad de Colorado) a
una dilucién 1:2000. Al dia siguiente, después de 3 lavados de 5 min, entonces, la
membrana fue incubada con el anticuerpo secundario anti-mouse 1:10000 (Cell Signaling,
7076). Después de 1 h de incubacidon a temperatura ambiente en agitacion suave, la
membrana se lavd 3 veces durante 5 min con TBS-tween 0,1%. Posteriormente, la
membrana fue revelada usando el kit de quimioluminiscencia de Biorad segln las
indicaciones del fabricante. Por ultimo, se repitid el proceso incubando ahora con el
primario anti-actina producido en ratén 1:5000 (Sigma A1978) a temperatura ambiente
durante 45min. Después de lavar, incubacidon con el anticuerpo secundario anti-mouse
1:10000 (Cell Signaling, 7076) durante 45 min, lavado y revelado como se describe arriba.

3.5.2. Ensayo de retrotransposicion en células Hela

Las células Hela se crecieron en un frasco de cultivo de 75cm? a una confluencia entre
el 80% y el 95%. Se despegaron usando tripsina al 0,25%. Se sembraron 2*10*
células/pocillo en placas de 6 pocillos. Las células se transfectaron a las 14-16 horas
después de la siembra. La transfeccién se llevé a cabo utilizando una mezcla compuesta de
97 ul de Optimem (Gibco), 3 ul Fugene 6 (Promega) y 1 ug total de plasmido (0,5ug DN-
Drosha o B-arr + 0,5 pg vector de retrotransposicion) por pocillo. Para medir la eficiencia
de transfeccion se realizé una tri-transfeccién (0,25ug DN-Drosha o B-arr + 0,25 g vector
de retrotransposiciéon+ 0,5 pug de pCEP4-EGFP). En primer lugar, se mezclé el Optimem

83



Protocolos Agrupados por Experimentos

junto el Fugene 6 y la mezcla fue incubada 5 minutos a temperatura ambiente.
Posteriormente, se afiadié 1ug de plasmido y la mezcla resultante se incubd durante 20
min a temperatura ambiente. Después, se repartieron los 100ul cuidadosamente sobre
cada pocillo. El medio fue reemplazado por medio completo a las 24h después de la
transfeccion. A las 48 horas post-transfeccién se midid a eficiencia de transfeccién
mediante citometria de flujo. A las 120 horas post-transfeccidon, se comenzd la seleccidon
con antibidtico. Para ello, el medio de cultivo fue reemplazado por medio completo
suplementado con blasticidina a una concentracién de 10ug/ml. A partir de aqui, el medio
era reemplazado por medio fresco cada 5 dias y la seleccién se mantuvo durante 12-14
dias. Al finalizar el tiempo de seleccidn, las células son fijadas usando la siguiente solucion
de fijacién (54 ml de formaldehido 37% (Sigma-Aldrich), 4 ml de glutaraldehido 50%
(Sigma-Aldrich) ,100 ml de PBS 10X (Gibco), 842 ml de agua destilada) durante 30 min a
temperatura ambiente. Posteriormente, son tefiidas con cristal violeta (0,1%
peso/volumen en agua durante) 10 min a temperatura ambiente. Finalmente se retiran los
restos de cristal violeta lavando con agua. Se deja secar y las colonias se cuentan
manualmente. El n2 de colonias normalizado respecto a la eficiencia de transfeccién
equivale a la tasa de retrotransposicion en cada caso.

3.5.3. Generacion de lineas clonales resistentes en PA-1

— Ensayo de retrotransposicion

Las células PA-1 se crecieron en un frasco de cultivo de 75 cm? a una confluencia entre
el 80% y el 95%. Se despegaron usando tripsina al 0.25%. Se sembraron 8*10*
células/placa en 6 placas de 100 mm. Ademas, se afiadié una placa extra para llevar a cabo
el analisis de eficiencia de transfeccion mediante una co-transfeccion con pCEP4-EGFP. Las
células se transfectaron a las 14-16 horas después de la siembra. La transfeccién se llevd a
cabo utilizando una mezcla compuesta de 388 ul de Optimem, 12 ul Fugene 6 y 4 ug de
pldsmido pRAM-LRE3 por placa. Para la co-transfeccidn, 388 ul de Optimem, 12 ul Fugene,
2pg de plasmido pRAM-LRE3 y 2ug de plasmido pCEP4-EGFP. A partir de aqui, se procedio
como en el apartado 3.5.2 repartiendo 400 pl en cada placa. El medio fue reemplazado por
medio completo a las 8 horas después de la transfeccion. A las 48 horas post-transfeccion
se midid a eficiencia de transfeccion mediante citometria de flujo. A las 72 horas post-
transfeccion, se comenzd la seleccién con antibidtico. Para ello, el medio de cultivo fue
reemplazado por medio completo con neomicina a una concentracion de 200ug/ml. A
partir de aqui, el medio era reemplazado por medio fresco con neomicina 200ug/ml cada
dos dias durante 14 dias.
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— Aislamiento de colonias resistentes a neomicina

En primer lugar, el medio de cultivo fue aspirado y los restos de medio fueron
eliminados lavando una vez con 8 ml de DPBS 1X. Las colonias resistentes a neomicina
fueron levantadas de las placas de 100mm utilizando pequefios trozos de papel de filtro
autoclavados que previamente habian sido sumergidos en tripsina 0.25%. De esta forma,
usando unas pinzas de metal previamente esterilizadas, se colocé un pequeiio trozo de
papel de filtro sobre cada una de las colonias dejando actuar a la tripsina durante unos 5
minutos. Después de los 5 min, cada trozo de papel fue recogido con las pinzas y llevado a
un pocillo de una placa de 24 pocillos que contenia 500ul de medio de cultivo completo.

— Expansion de las lineas clonales resistentes a neomicina

A medida que las colonias fueron creciendo, las células fueron pasadas a frascos de
cultivo de superficie creciente hasta alcanzar un suficiente numero de células para la
extraccién de ADN gendémico y para establecer un stock de la linea clonal. Las lineas se
expandieron con medio completo suplementado neomicina a una concentracion
200pg/ml. Proceder al apartado 3.5.6 para detalles sobre la recuperacion de la insercidn.

3.5.4. Generacion de lineas sensibles en células PA-1

— Ensayo de retrotransposicion

Las células se crecieron en un frasco de cultivo de 75cm? a una confluencia entre el
80% y el 95%. Se despegaron usando tripsina al 0.25%. Se sembraron 2*10° células en un
pocillo de una placa de 6 pocillos. Por otro lado, se afiadié un pocillo extra para llevar a
cabo el anadlisis de eficiencia de transfeccion mediante una co-transfeccion con pCEP4-
EGFP. Las células se transfectaron a las 14-16 horas después de la siembra. La transfeccién
se llevd a cabo utilizando una mezcla compuesta de 97 pl de Optimem, 3 pl Fugene 6y 1
ug de plasmido pRAM-LRE3 por pocillo y para la co-transfeccién 100 pl de Optimem, 3 pl
Fugene 6, 500ng de plasmido pRAM-LRE3 y 500ng de plasmido pCEP4-EGFP por pocillo. A
partir de aqui se procedié como en el apartado 3.5.2. El medio fue reemplazado por medio
completo a las 8 horas después de la transfeccién. A las 48 horas, se midio la eficiencia de
transfeccion mediante citometria de flujo.

— Dilucidn clonal

120 horas después de la transfeccion, las células PA-1 fueron levantadas usando
tripsina al 0.25% incubando durante 10 min a 379C. Posteriormente, las células fueron
contadas utilizando una camara de Neubauer y se sembraron en placas de 96 pocillos. Para
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asegurar la presencia de una sola célula en un pocillo y por tanto que se generen lineas
clonales puras, se sembraron 48 células por placa, es decir, 1 célula cada dos pocillos. Para
ello, se preparé una mezcla que contenia 48 células mas 9600l (100ul/pocillo) de medio
completo por placa de 96 pocillos. En este caso, se sembraron 40 placas de 96 pocillos con
100 pl de medio completo cada uno. Al dia siguiente se completd cada pocillo con 100ul de
medio completo.

— Generacion de placas espejo de las lineas clonales

Dos semanas después de la dilucidn clonal, se comenzé la busqueda de nuevos
eventos de retrotransposiciéon. Para ello, se procedié de la siguiente forma, las colonias
resultantes fueron levantadas usando 50ul de tripsina al 0.25% por pocillo,
posteriormente la reaccién fue bloqueada usando 50 pl de medio completo resultando un
volumen final de 100ul. El contenido celular del pocillo fue dividido de la siguiente forma:
70 pl fueron traspasados a un pocillo de una placa de 48 pocillos mientras que los 30
restantes fueron llevados a un pocillo de una placa de 96 pocillos. Posteriormente, la placa
de 48 pocillos fue destinada a la congelacidon cuando las células alcanzaron el 95% de
confluencia. Para ello, se retiré el medio de cultivo y se afiadid 200ul de solucién de
congelacion (Suero bovino feta descomplementado + DMSO 10%). Finalmente, la placa fue
sellada con parafilm y rdpidamente congelada a -809C. La placa de 96 pocillos fue
destinada a la extraccién de ADN gendmico.

— Extraccion de ADN gendmico desde la placa de 96 pocillos.

El ADN gendmico fue extraido directamente sobre la placa de 96 pocillos afiadiendo
50ul de Quick Extract DNA Solution (Epicentre). En primer lugar, la placa se incubd a 652C
durante 6 min y posteriormente a 982C durante 2 min. Por ultimo, la placa fue sellada con
parafilm y congelada a -202C.

— Identificacion de eventos nuevos de retrotransposicion mediante PCR de NEO

La PCR de NEO fue llevada a cabo usando KAPPA 2G FAST ReadyMix PCR Kit (Kappa
Biosystems) segln el protocolo: 12,5ul de mezcla, 0,5ul del oligonucleétido Fw; 0,5ul del
oligonucledtido Rev; 2ul de la extraccion de ADN gendmico y se completa con agua libre de
nucleasas hasta un volumen final de 25l (oligonucleétidos disponibles en Anexo 1). Para el
control negativo se usaron 20ng de plasmido pRAM-LRE3 y como control positivo se
cargaron 150 ng del ADN gendmico de una linea clonal con un evento de
retrotransposicion. El programa usado en el termociclador fue el siguiente:
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Paso 1 (Desnaturalizacion)

952C 3min

Paso 2 Repetir 40 ciclos
952C 15 seg

59¢eC 15seg

722C 15seg

Paso 3 (Extension Final)

722C 1min

Tabla 3: Programa de temperaturas para PCR de NEO
Por ultimo, los productos de PCR fueron resueltos en un gel de agarosa al 1%.
— Descongelacion y expansion de lineas clonales positivas para la PCR de NEO.

La placa de 48 pocillos con las lineas positivas fue colocada a 372C en un bafio durante
unos minutos. Posteriormente, se rellenaron los pocillos positivos completamente con
medio completo suplementado con un 10% extra de suero bovino fetal. Al dia siguiente, el
medio fue reemplazado por medio completo nuevo suplementandolo con un 10% extra de
suero bovino fetal. A partir de aqui, las células fueron pasadas a frascos de superficie
creciente hasta tener un niumero de células para generar un stock de la linea asi como para
extraer ADN gendmico para la recuperacion de la insercion (proceder segin 3.5.6).

3.5.5. Generacion de lineas clonales con inserciones activas en células H9

— Ensayo de Retrotransposicion

En este caso, las células fueron nucleofectadas segun el protocolo Amaxa Human
Stem Cell Nucleofector Kit2 LONZA:

Se parte de células H9 en un frasco de cultivo de 25cm? creciendo sobre matrigel con
medio condicionado. 1 hora antes de la transfeccion, se reemplazé el medio por medio
condicionado suplementado con FGF (8ng/ml) e iROCK (10uM). Ademas se afiadid 1-1,5ml
de matrigel por cada placa de 100mm destinada a la siembra de las células después de la
nucleofeccion. Las placas se incubaron a temperatura ambiente durante 1 hora antes de su
uso. En este caso se sembraron 6 placas.

Pasada esta hora, las células fueron despegadas utilizando 1ml de Tryple Select
(Gibco). Este se dejoé actuar 2-4 minutos a 372C y posteriormente se despegaron las células
con ayuda de una rasqueta de forma suave. El contenido de un frasco de 25cm?

87



Protocolos Agrupados por Experimentos

(aproximadamente al 95% de confluencia) se dividié en dos para hacer dos transfecciones
independientes en dos tubos de 15ml. Posteriormente, estos tubos de 15ml fueron
completados con DPBS 1X y las células se centrifugaron a 900rpm durante 5min. Después
de la centrifugacion, el sobrenadante fue aspirado completamente. Posteriormente, los
pellets fueron mezclados con 4ug de pldsmido pRAM-LRE3 y 100 ul de la solucidn de
nucleofeccion (LONZA) que debe estar a temperatura ambiente antes de su uso. De aqui,
las mezclas fueron trasvasadas a las cubetas propias del kit compatibles con el
nucleofector donde se nucleofectaban las células. Rapidamente, se afiadié a la cubeta
500ul de medio RPMI (Gibco) previamente calentado a 372C. Se recogio la nucleofeccion
en este volumen de 500 pl de RPMI en un tubo limpio y se colocé a 372C durante 15 min.
Mientras tanto, se retiré el matrigel de las placas de 100mm y se afiadidé medio
condicionado suplementado con FGF (8ng/ml) e iROCK (10uM). Pasados los 15 min, las
células fueron repartidas sobre la placa de 100mm cuidadosamente. Después, de unas 8-
12 horas se reemplazé el medio por medio fresco para retirar los restos de solucion de
nucleofeccion. Uno de los pellets fue nucleofectado con la mezcla pRAM-LRE3+pCEP4-
EGFP (2ug+2ug) para comprobar la eficiencia de transfeccion mediante citometria de flujo
a las 48h.

— Seleccion con neomicina

Después de 72 horas, se comenzd con la seleccion de neomicina. En este caso, se
comenzd con 75ug/ml durante la primera semana de seleccién mientras que la segunda
semana se subiod la concentracién a 150ug/ml. Para la seleccién se reemplazé el medio
cada dos dias utilizando medio condicionado suplementado con FGF (8ng/ml) y neomicina.

— Aislamiento de colonias resistentes a neomicina

Una vez la seleccidn finalizd, se comenzd con el levantamiento de colonias resistentes
a neomicina para establecer a partir de ellas las lineas clonales. En primer lugar, se retir6 el
medio de cultivo y se lavd la placa con DPBS 1X. Posteriormente, se afadid medio de
cultivo de nuevo, y en la lupa, con ayuda de un minipipeta Pasteur de plastico de punta
fina se despegd la colonia y se aspird, pasando la misma a un pocillo de una placa de 24
pocillos que contenia 500 ul de medio de cultivo condicionado suplementado con iROCK
(10uM) y FGF (8ng/ml). Los pocillos fueron previamente tratados con 200 ul de matrigel
durante 1h a temperatura ambiente. Para evitar contaminaciones cruzadas, después del
levantamiento de cada colonia, la placa fue lavada con DPBS 1X para eliminar cualquier
resto celular que hubiera en suspensidn. Se repitié el proceso para cada colonia.
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— Expansion de las lineas clonales

Las colonias fueron pasadas a frascos de cultivo de superficie creciente, hasta alcanzar
un numero suficiente de células para establecer la linea clonal y extraer ADN gendmico
para la recuperacién de la insercién (seguir pasos descritos en 3.5.6).

3.5.6. Recuperacion de la insercion

— Extraccion de ADN gendémico

La recuperacién de la insercion comienza con la extraccion de ADN gendmico. Se
utilizaron aproximadamente 4*10%-5*10° millones de células. Las células fueron
despegadas en cada caso segun los requerimientos de cada linea celular. Finalmente, una
vez obtenido el pellet celular, se procedié como sigue:

— Extraccion mediante Midi Kit gDNA de Quiagen. Para las lineas resistentes de PA-1. El
ADN gendmico fue extraido siguiendo en todo momento las indicaciones del
fabricante.

— Extraccion mediante fenol-cloroformo. Para las lineas clonales sensibles de PA1 y para
las lineas resistentes de H9. Este protocolo consta de las siguientes partes:

o Lisis celular durante 3 horas a 562C mediante el uso de un tampén de extraccidn
que contiene los siguiente elementos: Tris pH=8,2 10mM, EDTA 10mM, NaCl
200mM, SDS 0,5%, Proteinasa K 200ug/ml (Roche). Se afadieron entre 500-800ul
de tampdn, en funcidon del tamafio del pellet.

o Posteriormente, se afiade el mismo volumen de Fenol:Cloroformo:lsoamilico
(25:24:1) (Life Technologies), se agita vigorosamente unos segundos a mano vy
posteriormente se centrifuga a max. velocidad durante 1 min. Se extrae la fase
acuosa y se transfiere a u nuevo tubo de 1,7ml. Ahora, se precipita el ADN
utilizando el doble de volumen de etanol puro (100%) y se incuba a -202C hasta el
dia siguiente.

o El siguiente dia, se centrifugan los tubos a max. velocidad, se descarta el
sobrenadante, y se lava con etanol al 75% y se centrifuga a max. velocidad. Se
descarta el sobrenadante, y se dejan secar los pellets a temperatura ambiente.
Cuando los restos de etanol hayan desaparecido por completo, se afiaden entre
200-400ul de TE (Ambion) y se coloca a 562C a 1.400rpm para solubilizar el ADN.
Después de una hora, se retiran los tubos del termobloque y se mide la
concentracién resultante de la extraccidn utilizando el nanodrop.
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— Digestion ADN gendmico

8 ug de ADN gendmico de cada linea fue digerido en paralelo con las enzimas de
restriccion SSPI (NEB) y Hindlll (NEB) segun la siguiente reaccién:

8ug de ADN gendémico, 10ul de tampdn de digestion, 1ul de BSA, 5ul de enzima y agua
libre de nucleasas hasta llegar a un volumen final de 100ul. La digestién se deja actuar
durante la noche a 379C.

— Ligacidn

Al dia siguiente, se afiadié 1ul de SSPI o Hindlll a la reaccidon y se dejé actuar a
temperatura ambiente durante 2 horas. Después, las enzimas de restriccion fueron
inactivadas colocando la reaccién a 65 grados durante 25 min. Posteriormente, se monto6 la
reaccion de ligacion afiadiendo los siguiente componentes: 8l de Ligasa T4 (NEB), 40 ul de
tampon de ligacién y se completd hasta 500 pl con 351l de agua libre de nucleasas. En el
caso de las digestiones con Hindlll, la reaccion de ligacién se llevé a cabo a 16 grados
mientras que para las digestiones realizadas con SSPPI, la reaccidn de ligacién se llevd a
cabo a 25 grados. La reaccién de ligacién se dejo incubar durante la noche.

— Concentracion, transformacion y recuperacion

Al dia siguiente, se afiadié 1l de Ligasa T4 y se dejo a temperatura ambiente durante
4 horas. Después, las reacciones se concentraron usando amicones o concentradores
(Millipore). Cada una de las reacciones fue trasvasada a un concentrador y se centrifugd a
7500g durante 5 min. Después, se afiadieron 450 ul de agua libre de nucleasas y se volvio a
centrifugar a 7500g. Finalmente, los concentradores se colocaron dados la vuelta en un
tubo limpio y mediante un spin corto el contenido del concentrador fue vertido dentro del
tubo.

Una tercera parte del concentrado (aprox. 20ul) fue mezclado con 500ul de bacterias
E.Coli X-Gold (producidas en 3.3) ultracompetentes en un tubo de 15ml. Esta mezcla se
incubd durante 30 min en hielo. Posteriormente, los tubos se introdujeron en el bafo a 42
grados durante 38 segundos. Seguidamente, los tubos se colocaron de nuevo en hielo
durante 2min. Finalmente, 1ml de LB liquido precalentado a 372C se afiadid a cada uno de
los tubos. Los tubos permanecieron en agitacién durante la noche a 550rpm a temperatura
ambiente para dejar recuperar a las bacterias.
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— Siembra

Los tubos con la transformacién bacteriana fueron centrifugados a 550g durante 8
min. Posteriormente, se retird Unicamente 1ml de LB y se dejaron 500 ml aprox. en el
tubo. Finalmente, el pellet bacteriano fue resuspendido en los 500ul restantes que fueron
sembrados en placas de LB-Agar con kanamicina (25pg/ml) de 140mm precalentadas a 37
grados. Las placas fueron incubadas a 37 grados durante 18-24 horas.

— Picar colonias

Al dia siguiente, las colonias resistentes se crecieron en 2ml de LB liquido con
kanamicina (25ug/ml) durante la noche a 200 rpm y 37 grados.

— Extraccion de plasmido

Al dia siguiente, se realizo la extraccién de pldsmido utilizando el kit Wizard® Plus SV
Minipreps DNA Purification System (Promega) segun las directrices del fabricante. Todos
las preparaciones plasmidicas fueron digeridas con ECORI (NEB) (segun la reaccién: 0,3 ul
enzima, 1ul de tampdn de digestién y 8,7 ul de la preparaciéon plasmidica) durante 1hora a
37 grados. Después, los productos de la digestidon se resolvieron en un gel de agarosa al
1%.

— Secuenciacion y alineamiento

Los plasmidos resultantes fueron secuenciados mediante secuenciacién Sanger
usando dos oligonucledtidos: NEO210AS y RECO3. Con el primero se secuencia hacia el
extremo 5’ de la insercidn ya que anilla sobre el gen NEO en antisentido mientras que con
el segundo se secuencia hacia el extremo 3’ de la misma ya que anilla sobre el origen de
replicacion bacteriano (ColE1) en sentido. En primer lugar, la secuencia resultante de la
secuenciacién con NEO201AS se alinea con la secuencia del pldsmido pRAM-LRE3 para
determinar el punto truncacién de la insercidon de LINE-1. En caso de no encontrarse el
punto de truncacion, se sigue secuenciando hacia el extremo 5’ de la insercién con
oligonucledtidos solapantes sobre la secuencia de LINE-1 (ver Anexo |) hasta encontrar el
punto de truncaciéon y la regién gendmica situada en 5’. En segundo lugar, la secuencia
resultante de la secuenciacién con RECO3 se mapea en el genoma de referencia para
encontrar la region gendmica situada en 3’. En la mayoria de las ocasiones existen
problemas técnicos asociados a este proceso. En ocasiones no se puede identificar la
region gendmica en el extremo 5’ porque la insercién ha sido cortada por las enzimas de
restriccion HINDIII (posicidn 3662) o SSPI (posicion 2335) lo que favorece la unién de otros
fragmentos de ADN gendmico. En caso de no conocer la regidon gendmica ubicada en 3/,
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hay que caminar por el plasmido hasta encontrar el extremo 3’ disefiando oligonucledtidos
solapantes sobre la secuencia del pldsmido. Posteriormente la insercion se resuelve por
PCR. En ocasiones también ocurre que no se puede identificar la region en el extremo 3’
debido a problemas durante la secuenciacidn ocasionados por la longitud de la cola de Poli
A, por lo que hay que identificar el extremo 5’ para posteriormente resolver la insercién
por PCR. Una vez se han identificado las secuencias gendmicas localizadas en el extremo 5’
y en el extremo 3’, éstas se mapean en el genoma de referencia usando UCSC Genome
Browser. En este caso se uso el genoma de referencia de Feb.2009 (GRCH37/hg19).

3.5.7. Inmunoprecipitacion de cromatina sequida de PCR cuantitativa a tiempo
real (ChlP-qPCR).

Para la inmunoprecipitacion de cromatina seguida de PCR cuantitativa se procedid
como sigue:

— Preparacion de cromatina

Siempre que fue posible, la preparacién de cromatina de la linea control y de la linea
clonal se hizo en paralelo. Para células PA-1 se utilizd el contenido celular de 5 frascos de
cultivo de 175cm? para células PA-1 diferenciadas 10-15 frascos de 175¢cm? y para células
H9 6-7 frascos de 75cm?. En todos los casos, las células se dejaron crecer hasta alcanzar un
80%-95% de confluencia. Una vez alcanzada dicha confluencia, las células eran despegadas
segun los requerimientos de cada linea celular. Posteriormente, el contenido de todos los
frascos de cada linea era trasvasado a un tubo de 50ml. De aqui se guardaba 1ml de
suspension celular para las PCRs de genotipado. Después, el contenido celular era
centrifugado segun los requerimientos de cada linea celular. Seguidamente, el pellet de
células era resuspendido en 18 ml del medio completo correspondiente. Posteriormente
se afnadia 2ml de solucion de fijacion (50mM HEPES pH=8, 1mM EDTA pH=8, 0,5mM EGTA
pH=8, 100mM NaCl, 10% Formaldehido (Formaldehido 37%, Sigma-Aldrich)) y se incubaba
10 min a temperatura ambiente en una rueda giratoria. Después, se paraba la reaccion de
fijacién con 2,5 ml de glicina (concentracion final 140mM) y de nuevo se incubaba en la
rueda giratoria durante 5min. Pasados los 5min, los tubos eran centrifugados a 550g a 42C
durante 5 min. Después, el sobrenadante era desechado y los pellets fueron lavados dos
veces con 10 ml de DPBS 1X, previamente enfriado en hielo, centrifugando a 550g a 49C
durante 5min. Después del primer lavado, los pellets resuspendidos en DPBS 1X fueron a
trasvasados a tubos de 15 ml.
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Después del segundo lavado con DPBS 1X, los sobrenadantes se desecharon y los
pellets se resuspendieron en 1 ml de tampdn de lisis celular (5mM PIPES pH=8, 85mM KCL
y 0,5% NP-40, Inhibidores de Proteasas 1X (Roche). El tampdn de lisis celular era
suplementado con 5mM de butirato de sodio para inhibir las histonas deacetilasas en las
inmunoprecipitaciones para H3K9ac y H4ac. La lisis celular tuvo lugar durante 20 min en
hielo. Posteriormente, el contenido era trasvasado a un tubo de 1,7ml para ser
centrifugado durante 10 min a 900g a 42C. Después, el sobrenadante era desechado y el
pellet se resuspendié en 1 ml de tampdn de lisis nuclear (50mM Tris-Cl pH=8, 10mM EDTA
pH=8, 1% SDS, Inhibidores de Proteasas 1x). Del mismo modo, el tampdn de lisis celular era
suplementado con 5mM de butirato de sodio para inhibir las histonas deacetilasas en las
inmunoprecipitaciones para H3K9ac y H4ac. La lisis nuclear tuvo lugar en hielo durante un
periodo minimo de 5 min.

Por ultimo, se procedid con la sonicacién. En primer lugar, se transfirieron los lisados
nucleares a tubos de 15 ml (Falcon) compatibles con el sonicador. Seguidamente, dichos
lisados se sonicaron en el sonicador Bioruptor Plus de Diagenode usando 15 ciclos de 30
seg on/50 seg off para células PA-1, 2X de 15 ciclos de 30 seg on/50 seg off para células H9
y para células PA-1 diferenciadas. Posteriormente, la eficiencia de sonicacién era
determinada en un gel de agarosa al 1% cargando 8 ul del sonicado junto con 2ul de
sarcosyl 5% y tampdn de carga 6x (NEB). La mayoria de las sonicaciones dieron lugar a una
poblaciéon mayoritaria de fragmentos de ADN que se encontraban en torno a 800-1200pb.
Los geles de las sonicaciones mas representativas de algunos experimentos de ChIP-qPCR
se muestran en el Anexo Il al final de esta seccidn. Una vez comprobado el tamafio de los
fragmentos de ADN generados, se procediod a eliminar todo el material insoluble generado
durante la sonicacion mediante dos pasos de centrifugacién a velocidad maxima (15.000g
20min a 109C). Después de la segunda centrifugacion, se cuantificaba la cantidad de
cromatina obtenida en el nanodrop. En general, las concentraciones de cromatina
oscilaron entre 2ug/ul y 3 pg/ul. Después, la cromatina se diluyd 10 veces usando tampdn
RIPA (10mM Tris-Cl pH=7,5, 1mM EDTA pH=8, 0,5mM EGTA, 1% Triton X-100, 0,1% Sodio
Deoxycolato, 140mM NaCl, Inhibidores de Proteasas 1X). Por ultimo, la cromatina fue
congelada en alicuotas de 300ug para las células PA-1, 200ug para células H9 y 150ug para
células PA-1 diferenciadas.

— Inmunoprecipitacion

La segunda parte del protocolo comienza con la preparacion de las bolas magnéticas,
gue idealmente, se deben preparar el dia anterior a su uso.
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Para ello, se utilizan 50l de bolitas magnéticas (Life Technologies) por cada una de las
inmunoprecipitaciones que se vayan a realizar. Posteriormente, la bolitas magnéticas se
lavan dos veces con tampdn RIPA estandar previamente enfriado en hielo (10mM Tris-Cl
pH=7,5; 1ImM EDTA pH=8; 0,5mM EGTA; 1% Tritén X-100; 0,1%SDS; 0,1% Na Deoxycolato;
140mM NaCl, Inhibidores de Proteasas 1X). Para realizar los lavados, el tubo con las bolitas
magnéticas se posiciona en el iman (Thermo Scientific) durante 1 min, y una vez que las
bolitas han migrado hacia la pared del tubo, entonces se pipetea el contenido liquido del
tubo. Después del segundo lavado, las bolitas magnéticas se resuspenden en 1ml de
tampon RIPA estandar junto 10 pl de BSA (Bovine Serum Albumine, NEB) y 4 ul de ADN de
esperma de salmén (Invitrogen) para bloquear. La reaccion de bloqueo se hace en
movimiento a 49C usando una rueda giratoria durante 30 min como minimo. Pasado dicho
tiempo, los tubos se colocan en el imdn y se procede con 3 lavados de tampdn RIPA
estdndar. Por ultimo, las bolitas se resuspenden en el mismo volumen original usando
tampon RIPA estandar y se guardan a 42C hasta el dia siguiente. Mantener el tampdn RIPA
en hielo asi como enfriar en hielo el iman antes de ser usado.

Para llevar a cabo la inmunoprecipitacion propiamente dicha, el primer paso, es la
descongelacién a 42C de las alicuotas de cromatina que estaban congeladas a -202C. Una
vez descongeladas, se afiadian a cada alicuota el anticuerpo correspondiente en la
cantidad indicada: IgG 10ug (Dako 20259); anti-H3 5ug (Abcam 1791); anti-H3K4me3 2,5ug
(Abcam 8580); anti-H3K9me3 5ug (Abcam 8898); anti-H3K27me3 1ul (Active Motif 39535);
anti-H4ac 2,5ug (Millipore 06-866); anti-H3K9ac 2,5ug (Abcam 4441). Antes de afiadir el
anticuerpo, se extrajo 1/100 del control negativo (IgG) para el input. Posteriormente, las
inmunoprecipitaciones se incubaban durante la noche (15-17 horas) a 49C en la rueda
giratoria. Al dia siguiente, en cada una de las inmunoprecipitaciones se afiadian 50ul de
bolitas magnéticas (preparadas el dia anterior) y se incubaban durante 5 horas a 42C en la
rueda giratoria. Pasado dicho tiempo, se procedia con los lavados de las
inmunoprecipitaciones usando tres tipos diferentes de tampdn RIPA y TE, los cuales eran
enfriados en hielo y mantenidos en hielo durante todo el proceso. Las
inmunoprecipitaciones eran lavadas durante 5 min a 49C en la rueda giratoria y para
eliminar los restos liquidos las inmunoprecipitaciones se posicionaban en el iman,
previamente enfriado en hielo antes de cada lavado. En primer lugar, se lavaban las
inmunoprecipitaciones dos veces (2x500pl-700pL) con tampdn RIPA estandar (10mM Tris-
Cl pH=7,5; 1mM EDTA pH=8; 0,5mM EGTA; 1% Triton X-100; 0,1%SDS; 0,1% Na
Deoxycolato; 140mM NaCl, inhibidores de proteasas 1x). Después, dos lavados (2x500pl-
700ul) con tampdn RIPA con alto contenido en sal (10mM Tris-Cl pH=7,5; 1mM EDTA pH=8;
0,5mM EGTA; 1% Tritdn X-100; 0,1%SDS; 0,1% Na Deoxycolato; 550mM NaCl; inhibidores
de proteasas 1x). Seguidamente, un Unico lavado (1x 500-700ul) con tampdn RIPA con
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cloruro de litio (10mM Tris-Cl pH=7,5; 1mM EDTA pH=8; 0,5mM EGTA; 1% Triton X-100;
0,1%SDS; 0,1% Na Deoxycolato; 250mM LiCl; inhibidores de proteasas 1x). Por ultimo dos
lavados con TE pH=8. Después del dultimo lavado, las inmunoprecipitaciones se
resuspendieron en 150 ul de tampdn de elucidn (20mM Tris-HCI pH=7,5; 5mM EDTA pH=8;
50mM NaCl; 1%SDS; 50 pg/ml Proteinasa K (Roche); 100 ug/ml de ARNasa A (Sigma). Se
revirtié la unién bola/anticuerpo en un termobloque incubando durante la noche a 682C a
1100rpm. El input, que habia sido congelado el dia anterior, fue resuspendido en 150yl del
tampon de elucion y colocado también en termobloque junto con el resto de
resuspensiones.

A dia siguiente, las inmunoprecipitaciones fueron posicionadas en el iman para extraer
la parte liquida de la suspension y trasvasarla a un tubo limpio de 1,7ml. Seguidamente, las
bolas magnéticas se volvieron a incubar con tampdn de elucidn durante 5 min a 682 a
1100rpm (20mM Tris-HCl pH=7,5; 5mM EDTA pH=8; 50mM NaCl; 1%SDS; 50 pg/ml
Proteinasa K; 100 ug/ml de ARNasa A). Posteriormente, se colocaron las muestras en el
iman y se volvid a pipetear la parte liquida que se mezcla con los anteriores 150ul. En este
paso, los tubos con las bolas magnéticas eran desechados. Posteriormente, se afiadieron a
cada tubo 200ul de tampdn de elucién sin SDS, Proteinasa Ky ARNasa A.

Seguidamente, se procedié con la extraccion del ADN inmunoprecipitado. Para ello, se
afiadié a cada muestra 500ul (1 volumen) de fenol/cloroformo/isoamilico (25:24:1) (Life
Technologies). Los tubos eran agitados vigorosamente y se centrifugaron a maxima
velocidad durante 1min a temperatura ambiente. La fase superior, aprox. 400ul, fue
pipeteada en un tubo de 1,7ml limpio. Se afadieron a la fase superior, 500ul de
Cloroformo/Isoamilico 24:1 (Acros), agitando los tubos vigorosamente. Posteriormente, los
tubos se centrifugaron a maxima velocidad a temperatura ambiente. De nuevo, la fase
superior, aprox. 300 pl, era trasvasada a un tubo limpio de 1,7ml. Ahora, se afiadid a ésta,
600ul de etanol 100% (2 volumenes), 50ul de Acetato Sodico 3M pH=5.2 y 1,5 ul de
Glicégeno (20mg/ml) (Affymetrix). Para la precipitacion del ADN se incubaron los tubos a -
802C durante 30 min. Después, se centrifugaron a maxima velocidad a 49C y se desecho el
sobrenadante. Seguidamente, se lavaron con etanol 75% y de nuevo se centrifugaron a
maxima velocidad a 42C. Por ultimo, se desechd el sobrenadante y se colocaron los tubos,
dados la vuelta, a secar a temperatura ambiente. Pasadas unas 2-3 horas, se
resuspendieron los inmunoprecipitados en 150ul de TE (Ambion).

— PCR cuantitativa a tiempo real

Las reacciones de PCR se montaron en placas de 96 pocillos (Applied Biosystems) de la
siguiente forma: 10ul de 2x Go Tag qPCR Master Mix (Promega), 0,4ul del oligonucleétido
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Fw, 0,4ul del oligonucleétido Rev y 2ul del inmunoprecipitado completando hasta 20ul con
agua libre de nucleasas por reaccidén. Cada reaccion se montd en duplicado. La PCR
cuantitativa a tiempo real fue llevada a cabo en la maquina STEPONEPLUS SYSTEM de
Applied Biosystems siguiendo el programa por defecto para cuantificacién relativa.

Todas las parejas de oligonucledtidos utilizadas en los experimentos de ChIP-gPCR
(disponibles en el Anexo | de esta seccidn) se disefiaron para tener una temperatura de
anillamiento de 602C. Posteriormente, para calcular los enriquecimientos de cada
modificacion en cada una de las posiciones analizadas, se normalizd respecto H3 segln la
férmula ACt: 2©t H3-Ctanticeerro cyando fue posible se llevé a cabo un contraste estadistico
para determinar la significancia estadistica de los cambios epigenéticos observados. El test
estadistico utilizado fue la T de student asumiendo varianzas iguales entre la muestras
pues los experimentos estdn realizados en las mismas condiciones. Se consideraron
significativos aquellos p-valores menores de 0.05 en una distribucién de dos colas. El
contraste estadistico fue realizado en Excel 2007 o en Graph Pad Prism 6.

La eficiencia de todas las parejas de oligonucleétidos usadas en el estudio fue
determinada y se usaron aquellas parejas cuya eficiencia estaba comprendida entre 1,6 y
2. Para determinar la eficiencia de las parejas de oligonucledtidos previamente se hizo una
curva estandar para cada una de ellas partiendo de 2ul de Input y haciendo diluciones
sucesivas 1:2. Posteriormente, esta se calculé segun la férmula 1Q%/pendiente dela curva estandar.

3.5.8. Recombinacion mediada por flipasa

— Co-transfeccion pCEP4-EGFP/CMV-FLP

En primer lugar, se sembré un placa completa de 6 pocillos poniendo 2*10° células por
pocillo. A las 14-16 horas, las células fueron co-transfectadas usando pCEP4-EGFP vy el
pldsmido CMV-FLP. Para la co-transfeccion se usd la siguiente mezcla: de 97 ul de
Optimem, 3 ul Fugene 6 y 1 ug de ADN plasmidico por pocillo. La proporcién de plasmido
fue la siguiente: 0,25 pg de pCEP4-EGFP y 0,75 pg de CMV-FLP. A partir de aqui, se
procedid como 3.5.2. A las 6-8 horas, el medio de la transfeccién fue reemplazado por
medio completo.

— Separacion de células transfectadas

A las 48 horas, las células se despegan poniendo 500ul/pocillo de tripsina al 0.25%. La
reaccion se deja actuar durante 10min a 372C. La reaccion se bloquea con 500ul de medio
completo. Posteriormente, se pasan por un filtro de 0.40um. Luego, se centrifugan a
1200rpm durante 5 min. Se desecha el sobrenadante y el pellet celular es resuspendido en
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tampon de separacion (DPBS 1X, Suero Bovino Fetal Descomplementado 3%-5%, EDTA
5mM). Seguidamente, se procede con la separacién de células por citometria de flujo. Las
células GFP+ recogidas se siembran directamente en una superficie de cultivo dependiente
del n2 de células obtenido. Al dia siguiente el medio se reemplaza por medio completo
suplementado con un 10% extra de suero bovino fetal.

— Dilucion clonal
Proceder como en 3.5.4. En este caso se sembraron 5 placas de 96.
— Expansion de clones

Dos semanas después, 20 subclones eran seleccionados. Estos fueron expandidos
hasta tener dos pocillos de una placa de 6 pocillos, destinando uno de ellos para extraccion
de gendmico y otro para congelacién de un vial.

— Extraccion de ADN gendémico
Extraccion mediante fenol:cloroformo, segun apartado 3.5.6 de esta seccién.
— PCR de NEO

Segun apartado 3.5.4 de esta seccidn, con la salvedad de que se usaron 150ng de ADN
gendmico por reaccion.

— Ensayo funcional de resistencia a Neomicina.

La linea clonal con insercién activa junto con la linea subclonal FLP+, fueron cultivadas
con medio completo suplementado con neomicina 200ug/ml durante 14 dias.

— PCRs alternativas para demostrar la escision del casete RECO

En funcién del tamafio del amplicén se usé bien Expand Long Template PCR system
(Roche) para amplicones grandes (aprox. 3000 pares de bases) y para amplicones mas
pequerios (£1000bp) KAPPA 2G FAST ReadyMix PCR Kit (Kappa Biosystems) (ver tabla para
mas detalles). Los oligonucledtidos estan disponibles en el anexo 1 de esta seccidn.
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Expand Long Template Cantidad | Kappa 2G FAST Ready Mix Cantidad

Buffer 1 Sul KAPPA 2G FAST ReadyMix  12,5ul
Oligonucledtido Fw 20uM  1pl Oligonucledtido Fw 10uM  0,5ul
Oligonucledtido Rev 20uM  1ul Oligonucledtido Rev 20uM 0,5l
dNTPs 10 Mm (cada uno)  4pl ADN gendmico 150ng
Expand Long Template 0,7ul Agua libre de nucleasas Hasta 25pl
ADN gendémico 300ng

Agua libre de nucleasas Hasta 50ul

Tabla 4: Preparacion de reacciones de PCR para las polimerasas Expand Long Template) y
Kappa 2G Fast

Las condiciones de temperatura y tiempo para estas PCRs son las siguientes:

Expand Long Template PCR KAPPA 2G FAST ReadyMix PCR

Paso 1 (Desnaturalizacion) Paso 1 (Desnaturalizacion)

962C 1min 952C 3min
Paso 2 40 ciclos | Paso 2 40 ciclos
942C 15seg 952C 15seg
T2 hibridacién® 30seg T2hibridacién?' 15seg
682C 4min 722C 15seg?
Paso 3 (Extension) Paso 3 (extension)

682C 10min 722C Imin

Tabla 5: Programas de temperaturas para cada tipo de polimerasa.’En funcién de la
pareja de oligonucleétidos utilizada.’Desde 1 seg hasta 15 seg en funcidn del tamafio del
amplicén (1seg por cada 100 pares de bases).

3.5.9. Cuantificacion por PCR cuantitativa a tiempo real de las inserciones
enddgenas

Se utilizé el método de la curva relativa estandar.

— Extraccién de ADN gendmico de H9-pRAMA4/H9-pRAM4 subclon 13/H9-pRAM4 subclon
9 (Extraccion fenol:cloroformo, segln apartado 3.5.6 de esta seccidn).

— Los ADN gendmicos fueron diluidos a una concentracién de 25ng/pl.

— Preparacién de la curva estandar. Se hizo una curva estandar para cada pareja de
oligonucledtidos siguiendo una dilucién 1:5 utilizando como primer punto de la curva
2ul de ADN gendmico (25ug/ul) lo que equivale a 50ng de ADN gendmico.

— Las reacciones para la curva estandar fueron preparadas de la siguiente forma: 10ul de
2x Go Taq gPCR Master Mix (Promega), 0,4ul del oligonucleétido FW, 0,4ul del
oligonucledtido RV y 2l de cada una de las diluciones de ADN gendmico en un volumen
final de 20ul por reaccion (completar con agua libre de nucleasas).
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— Las reacciones para las muestras problema fueron preparadas de la siguiente forma:
10ul de 2x Go Taq gPCR Master Mix, 0,4ul del oligonucleétido FW, 0,4ul del
oligonucledtido RV y 1ul de ADN gendmico (25ug/pl) en un volumen final de 20ul por
reaccién (completar con agua libre de nucleasas). Se hicieron tres réplicas por cada
reaccion. Los oligonucleétidos usados estan disponibles en Anexo | de esta seccidén.

— Las reacciones fueron llevadas a cabo en la maquina STEPONEPLUS SYSTEM de Applied
Biosystems utilizando el programa de temperaturas por defecto para cuantificacidon
relativa con curva estandar. Las temperaturas de hibridacion fueron las siguientes: 632C
para 1-927; 552C para X-810; 602C para 4-144 y 64°C para subunidad 25 de la
ribonucleasa P.

— El n2 de copias relativo obtenido para cada una de las inserciones segun la curva
estdndar de cada pareja de oligonucledtidos se normalizd respecto al n? de copias
relativo del gen referencia (Subunidad 25 de la ribonucleasa P) que toma el valor 1.

3.5.10. Generacion de subclones en H9-pRAM4

— Dilucién clonal. Descrito en apartado 3.5.4., aunque se realizd con alguna salvedad.
Tratamiento de las placas de 96 pocillos con matrigel durante 1 hora a temperatura
ambiente. Cada pocillo fue tratado con 50ul de matrigel. En este caso se sembraron 5
placas de 96 pocillos. Para sembrar las células, el medio E8 fue suplementado con
iROCK (10uM).

— Generacion de placas espejo. Descrito en 3.5.4 pero con alguna salvedad. Las placas de
24 y 96 pocillos fueron tratadas con matrigel 200 ul y 50ul respectivamente durante 1h
a temperatura ambiente. Extraccion de ADN gendmico sobre las placas de 96 pocillos
segun el apartado 3.5.4. En este caso, las placas de 24 pocillos no se congelaron sino
gue se mantuvieron en cultivo hasta la identificacion de los subclones positivos por
PCR.

— ldentificacién por PCR de genotipado de los subclones positivos usando KAPPA 2G FAST
ReadyMix PCR Kit usando las indicaciones sobre la preparacion de reacciones en
apartado 3.5.4. Los productos de PCR fueron resueltos en un gel de agarosa al 1%. Los
oligonucledtidos de genotipado estan disponibles en el Anexo | de esta seccién. Las
temperaturas de hibridacién fueron 559C para la insercién X-810 y 609C para la
insercion 4-144.

— Expansién de los subclones positivos para generar una linea clonal.

— Cuantificacién de las inserciones por PCR cuantitativa a tiempo real en los subclones de
H9-pRAMA4.9/H9-pRAMA4.13 segln apartado 3.5.9.
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3.5.11. PCR cuantitativa a tiempo real del gen NEO

— Extraccién de ARN. Para la extraccién de ARN, las células PA-1 fueron despegadas,
contadas y se sembraron 3*10° células/pocillo de una placa de 6 pocillos siguiendo las
recomendaciones para las células PA-1. Cuando las células, estaban a un 90-95% de
confluencia, el medio de cultivo fue retirado y se afiadid 1 ml de Trizol (Life Technlogies)
y se prosiguid segln recomienda el fabricante.

— Tratamiento del ARN con DNAasa | (Invitrogen). En primer lugar las muestras eran
tratadas durante 15 min a temperatura ambiente con DNAasa | segun la reaccién: 2ug
de RNA, 4ul Buffer DNAasal 10X ,4ul enzima y completar con agua libre de nucleasas
hasta 40pl. Seguidamente, la reaccién era bloqueada a 652C 10min afiadiendo 4l de
EDTA 25mM.

— Reaccion de reverso transcripcion con un oligonucledtido especifico para el gen NEO y
el gen GAPDH usando la reverso transcriptasa del virus de la leucemia murina de
Moloney (M-MLV RT, del inglés Moloney Murine Leukemia Virus Reverso Transcriptase)
(Promega).

Las reacciones de reverso transcripcion se prepararon como sigue:

5ul Buffer 5X MMLV; 10ul ARN tratado con DNAasa |; 1ul oligonucledtido de reverso
transcripcién (20uM); 1,25ul dNTPs (10mM) (Invitrogen); 0,62ul RNAsin (inhibidor de
ARNasas, Promega); 1 ul reverso transcriptasa M-MLV y completar con agua hasta 25pl.
Se prepard en cada caso la reaccién correspondiente sin reverso transcriptasa como
control negativo. Posteriormente, las reacciones se llevaron a cabo a 422C durante 1h.

— PCR cuantitativa a tiempo real del cDNA.

Las reacciones de PCR cuantitativa se prepararon como sigue: 10ul de Go Taq 2x qPCR
Master Mix (Promega), 0,4ul del oligonucleétido FW, 0,4ul del oligonucleétido RV y 2ul
de cDNA (dilucion 1:5) y completar hasta de 20ul por reacciéon con agua libre de
nucleasas. Los oligonucleétidos estan disponibles en el Anexo | de esta seccion.

— Las reacciones de PCR cuantitativa a tiempo real se llevaron a cabo en la maquina
STEPONEPLUS SYSTEM de Applied Biosystems utilizando el programa por defecto para
cuantificacidn relativa. En este caso la temperatura de hibridacidn utilizada fue 602C.

— Analisis de resultados. La expresion del gen NEO en cada linea clonal fue determinada
mediante la férmula ACt: 2t SAPDH-CINEO | 3 expresidn relativa del gen NEO en cada linea
clonal fue normalizada respecto a la expresion relativa del gen NEO en la linea PA-1-
pRAM4 tomando ésta valor 1.
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3.5.12. Cuantificacion del nivel de expresion de genes receptores de inserciones de
LINE-1

El protocolo descrito también fue utilizado para la cuantificacion del ARNm de LINE-1
mostrado en figura 19.

— Extraccién de ARN. Para la extraccién de ARN, las células PA-1 y H9 fueron despegadas,
contadas y sembradas a una densidad de de 3*10° células/pocillo en una placa de 6
pocillos siguiendo las recomendaciones para cada tipo celular. Cuando las células,
estaban a un 90-95% de confluencia, el medio de cultivo fue retirado y se afiadié 1 ml
de Trizol (Life Technlogies) y se prosiguid segun recomienda el fabricante.

— Tratamiento del ARN con DNAasa | (Invitrogen). En primer lugar las muestras eran
tratadas durante 15 min a temperatura ambiente con DNAasa | segln la reaccién: 2ug
de RNA, 2ul Buffer DNAasal 10X ,2ul enzima y completar con agua libre de nucleasas
hasta 20pl. Seguidamente, la reaccidén era bloqueada a 652C 10min afiadiendo 2l de
EDTA 25mM.

— Reverso transcripciéon de cDNA usando High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied Biosystems). Las reacciones de reverso transcripcién se prepararon de la
siguiente forma:
2ul RT Buffer 10X; 0,8ul dNTPs 20mM; Random Primers 2ul; 0,5ul RNAsin (inhibidor de
ARNasas); 1 pl reverso transcriptasa; 10ul ARN procedente del paso anterior y
completar con agua hasta 20ul. Se prepard la reacciéon correspondiente sin reverso
transcriptasa como control negativo. El programa de temperaturas es el siguiente:
252C 10 min, 372C 2h, 852C 5min.

— PCR cuantitativa a tiempo real del cDNA
Las reacciones de PCR cuantitativa se prepararon como sigue: 10ul de 2x Go Taq qPCR
Master Mix (Promega), 0,4ul del oligonucleétido Fw, 0,4ul del oligonucleétido Rev y 1pl
de cDNA (dilucién 1:3) completando hasta 20ul con agua libre de nucleasas por cada
reaccion.

— Las reacciones de PCR se llevaron a cabo en la maquina STEPONEPLUS SYSTEM de
Applied Biosystems siguiendo el programa por defecto para cuantificacion relativa. Los
oligonucledtidos fueron disefiados para tener una temperatura de hibridacidn de 602C.

— Analisis de los resultados. La expresion del gen de interés en cada linea clonal fue
determinada mediante la formula ACt: 2¢t GAPDH-Ct Gen Interés
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3.5.13. Ensayo de resistencia a neomicina en células PA-1y células H9.

— Ensayos de resistencia a neomicina en PA-1

Las células fueron despegadas, contadas y sembradas a una densidad de 4*10* células
por pocillo en una placa de 6 pocillos. Al dia siguiente comenzd la seleccidon usando medio
completo suplementado con 200ug/ml de Neomicina. El medio fue reemplazado cada dos
dias con medio fresco suplementado con neomicina durante 14 dias. Pasados los 14 dias,
el medio fue retirado y se afiadieron 2 ml de solucién de fijacion (descrita en 3.5.2).
Después de 30 min a temperatura ambiente, la solucién fijadora fue retirada y se
afiadieron 2 ml de solucién de cristal violeta (descrito en 3.5.2). Después de 10 min, la
solucidn de cristal violeta fue retirada y los pocillos fueron lavados con agua para eliminar
los restos de cristal violeta.

— Ensayo de resistencia a neomicina en células H9

Las células fueron despegadas, contadas y sembradas a una densidad de 8*10* células
en una placa de 100 mm tratada previamente con 1ml de matrigel durante 1 hora a
temperatura ambiente. Al dia siguiente, el medio de cultivo fue reemplazado por medio
suplementado con 100pg/ml de neomicina. El medio era reemplazado cada dia con medio
fresco suplementado con neomicina. Después de 7 dias, el medio es retirado y las células
son fijadas con solucién de fijacidn (descrita en 3.5.2) y tefiidas con cristal violeta (descrita
en 3.5.2).

3.5.14. Relacion entre los niveles de expresion del gen NEO y los enriguecimientos
de H3K9me3 y H3K4me3

Los valores relativos de expresion del gen NEO en cada una de las lineas fueron
representados junto con los valores relativos de enriquecimiento de ambas modificaciones
de histona. Los valores relativos de expresién del gen NEO fueron obtenidos en el apartado
3.5.11. de esta seccidn. El valor relativo de cada modificacién de histona fue calculado
normalizando el valor medio de enriquecimiento sobre la inserciéon de LINE-1 respecto al
valor medio del control positivo para dicha modificacion en las réplicas bioldgicas
correspondientes. Por tanto, los valores relativos de enriquecimiento de H3K9me3 y
H3K4me3, fueron calculados segun la formula:

A)
1. Enriquecimiento medio de H3K9me3 o H3K4me3 /2.Enriquecimiento medio del control positivo

sobre la insercion para H3K9me3 o H3K4me3

102



Protocolos Agrupados por Experimentos

La desviacidon estandar resultante se calculd, segun la férmula:

B)
((RAIZ (( D51/1) + (DSZ/Z))))* enriquecimiento relativo calculado en A).

DS significa desviacion estandar. Por otro lado, cabe destacar, que se utilizaron todas las
lineas con inserciones artificiales independientemente del nimero de réplicas bioldgicas
realizadas en los experimentos de ChIP-gPCR.

3.5.15. Relacion entre el reclutamiento de H3K4me3 y H3K9me3 y la expresion del
gen receptor

Los valores relativos de enriquecimiento de H3K9me3 y H3K4me3 fueron obtenidos
segun el apartado 3.5.14. Posteriormente, éstos se representaron junto a la expresion
relativa de los genes receptores de dichas inserciones calculada segun el apartado 3.5.12
de esta seccion. Finalmente, la expresidon de los genes fue normalizada respecto a la
expresion del gen receptor de la insercion de LINE-1 de la linea PA-1-pRAM4 que tomo el
valor 1.

3.5.16. Regresion lineal entre la longitud de insercion y el enriquecimiento de
H3K9me3.

Para ello, se utilizaron todas las inserciones artificiales de LINE-1. Por tanto, se
utilizaron 10 inserciones artificiales. En primer lugar, se calculé el nimero de nucleétidos
exactos pertenecientes a la propia secuencia de LINE-1 para cada una de las inserciones
alineando la secuencia de la insercién con la secuencia del vector pRAM-LRE3.
Posteriormente, se representé la longitud de cada insercion frente al enriquecimiento de
H3K9me3 en cada una de las inserciones usando el software Graph Pad Prism 6. Se
utilizaron los enriquecimientos de H3K9me3 mostrados en la figura 31 calculados segun el
apartado 3.5.7 de esta seccidn. Seguidamente, se llevd a cabo una correlacién de Pearson
usando del software Graph Pad Prism 6. Para determinar la significancia estadistica de la
correlacién se aplicé un intervalo de confianza del 95% para una distribucién de dos colas.

3.5.17. PCRs de genotipado

Como paso previo a cada inmunoprecipitacion, se llevé a cabo una PCR de genotipado
para demostrar la presencia de la insercién de LINE-1 correspondiente. En primer lugar, se
realizd una extraccion de gendmico mediante fenol:cloroformo segun el apartado 3.5.6 de
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esta seccidn. Posteriormente se llevaron a cabo las PCR de genotipado utilizando KAPPA
2G FAST ReadyMix PCR Kit segun tabla 4 y 5 del apartado 3.5.8 de esta seccidn.
Temperaturas de hibridacion y tiempo de extension dependientes de la pareja de
oligonucledtidos utilizada.
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Anexo I: Oligonucledtidos

Oligonucledtidos PCR NEO

Nombre Oligonucleétido Secuencia
Neo Fw TGGATACTTTCTCGGCAGGAGC
Neo Rev CATTGAACAAGATGGATTGCACGC

Oligonucleédtidos Rescate o Recovery

Nombre Oligonucleétido Secuencia

RECO3 CTAAAGTATATATGAGTAACC
NEO210AS GACCGCTTCCTCGTGCTTTACG
JORF2JAS GGTGCGCTGCACCCACTAATG
JORF2IAS CACATTTTCTTAATCCAGTC
JORF2HAS CTAACTGGTGTGAGATGATATC
JORF2GAS GAATTGATTTTTGTATAAGGTG
JORF2FAS CATTTTCACGATATTGATTCTTCC
JORF2EAS GTCCCATCAATACCTAATTTATTG
JORF2DAS GAATTCGGCTGTGAATCCATCTGG
JORF2CAS TTAATTGTGATGTTAGGGTGTC
ORF2BAS GATTTGGGGTGGAGAGTTCTG
PRAM4/Chrm2a GCTGTTGAGTGTTATGAGTACAG
PRAM4/Chrm2b ACTGTGCATACACTGGATG
PRAMS8/Chrm1ia AACAAAGAGCCATAAAGTGATC
PRAMS8/Chrm1b CTGTGCTTCTTTGGTGTTTTGC
PRAMS8/Chrmic GTGTCTACCTACAAATTAACCAT
PRAMS8/Chrm1d GCAGTGACTTAAGCCCAGTC
PRAMS8/Chrmle CACATTGGTCTGAGTACATTAC
PRAMS8/Chrm1f GTTCCTGCTGCTATCTGACTGCTC
PRAMS8/Chrmig GACGTTTATAGATGCTGCAC
PRAMS8/Chrm1h CCTCCCGGCATTTCATTCTG
PRAMS8/Chrm1i CAGGTTGTGGTTAGGCTTAGTG
PRAMS8/Chrm1PCR CATCTGGGGCTCTCTCTGTTCTC
PRAM11/Chrm2a CACATTCTTTCTCATGGCAC
PRAM26/Chrm53’ AAGTATCCAGCTTGGGTGAGTC
PRAM27/Chrm14a CAGCAATCGAAGACGAACATC
PRAM27/Chrm14b AATGTCTAAGTTCTCTGAAATGC
PRAM27/Chrm14c CTCCAGTCTCCCATCAAGTAG
PRAM27/Chrm14d AGGCAGAGCACATCCCACAAG
PRAM27/Chrm1l4e AGACAAGAGTTGGGGAAGAG
pRAM27/ChrmX AGTGGTACAATCACAGCTCAC
PRAM27/ChrmXb CTCATGCTGGTTAACTGCGTC
PRAM27/ChrmXc TTCTCTCCTCTCCTTTCCTTC
PRAM27/ChrmXPCR CAGAATTGAGAGCTGGAAGGAATAC
PR29H/Chrm1 GGAGTAGCCCTGTATGAGACTTG
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PRAM29/Chrm1b CATTAATAAGCCTGTTACATG
PRAM29/Chrm1c CTCACAGAAGCAGATGTAAGTTTTC
PRAM29/ChrmXb ATTTCTCTGGTAATCCTTGACCCTC
PRAMN29/ChrmXc GTTTTGGCGCAACACCATTACAC
PRAM29ChrmXPCR CATAGAGCCTTGCCTGACCACCTC
PRAM31/Chrm3 AACAGAAGGGCTGGCTTTG
PRAM33/Chrm16 GTGTTGGGATTACAGGAGTGAG
PRRAM33/Chrm16b TTGTGGTTTGGCCTGATTCTC
PRAM33/Chrm16PCR CATTTGCTGGCTCTGTTGCTTTC
PRAMA41/Chrm4PCR GATATTAGCTACATGCTTTCCAGCC
PRAMA44/Chrm5a CTTGATAAGGTAGATTGCAGAAG
PRAMA44/Chrm5b CATTTGCACAAGAACACTCTC
PRAM44/Chrm12 TTAGCTGAGTTTGGTGGTGC
PRAM44/Chrm12b CTGGAGCACAGCATTGTCTTAG
PRAMA45/Chrm9 TGCTCTGATATGAACTTAGG
PRAMA45/Chrm9b GGTATTAGGAGGTGATTTTGC
PRAMA45/Chrm9c GATCTCCCTAGCCATGCTGAAC
PRAMA45/Chrm9d GCATATCAGAGGTCTTCATG
PRAMA45/Chrm9e CATGGGAGCCTACTTCTTG
PRAMA45/Chrm9f GAGGAAAGTGAGCTATGCCTAC
PRAMA45/Chrm4 AGTTGGGCAAGAGACATCTTG
PRAMA45/Chrm4PCR TAGACGGCTCTTTCCTCTGACTG
PRAM221/Chrm14 AAGCAACCCTGACAGTCTG
PRAM221/Chrm14b GGAGGCACACTTTGTCTGAC
PRAM221/Chrm14c TAGCAGGAGGTGACCTTCCAG
PRAM221/Chrm14d GTATAGTCCTCCCTCTTCCAAATG
PRAM221/Chrm14e CATGGCAGACCTGAGAGCGCATAC
PRAM221/Chrm14f ACCACTCAAAATACTGCATCAAAAC
PRAM221/Chrm14g CTAGAACCCCCATCCCTGCATG
PRAM221/Chrm20 AATCAACCCAATTTTGCTGTCCCTG
PRAM221/Chrm20c GGATGGCTGGACAACACGAAGTGC
PRAM221/Chrm20PCR2 AGCCGTCTGACCAAAAGAGAAGGAG
PRAM272PCR AACTACAAAGGGGCATATCATAGC
PRAM286/Chrm1 TCTGTGGTTCTTGCTGCCCTTTG
PRAM286/Chrm1b CTACTGGTGGCAGGCATAGTG
PRAM286/Chrmlc GCTCCCCCTATGTGAATATCAG
PRAM286/Chrm1d GTTTGCTCACAGAGACAGAAGC
PRAM286/Chrm1le CTTTGCTGAATATCTGACTTC
PRAM286/Chrm1f TGAAGTTTTGAGGCACCAGTGGCAG
PRAM286Chrm1g CTGTTCTCATTCATGGAGGGATATG
PRAM286Chrm1PCR AACCCACAACATGAGTAAATTCATG
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Oligonucleédtidos Recombinacion Flipasa

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

2H sentido

GATATCATCTCACACCAGTTAG

SVA0REV FLP2

TAAAGCAATAGCATCACAAATTTCAC

PRAM15 PCR INSERT2

CTGGAAGTTCTGTCTCAAGGTCCTG

PRAM272PCR

AACTACAAAGGGGCATATCATAGC

Oligonucleétidos utilizados en los experimentos de ChiP-qPCR

NEO
Nombre Oligonucleétido Secuencia
Neo Fwl AGCTGCGCAAGGAACGCCCGTC
Neo Revl GCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAG
RECO
Nombre Oligonucleétido Secuencia

FLPRECOS5

CACCAGCATGGCACATGTATACGAAG

SVAOREVFLP

TTCTAGTTGTGGTTTGTCCAAACTC

Linea PA-1-pRAMA4

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

PRAMA4-9Fw

GTGTCTAAGTTTCTGCTGCGAC

PRAMA4-9Rev

GAGGTGCTGAGGCATGAGGTG

PRAMA4-545Fw

GCACATACGGATCATGCTTCATTAC

PRAMA4-545Rev

CTGCCTTTAAACTGACTCTACATG

PRAMA4-1171Fw

CGGCATAGATTGCATCCTTCTG

PRAMA4-1171Rev

GCCATGGCCTTTTGGCTTTGGTG

PRAMA4-1976Fw

CATATCACAAAGCATTCTTTACCAC

PRAMA4-1976Rev

AAGATTGTACCATATTTAAGAGTGC

PRAMA4-2366Fw

CGCATGTATCTCTTCTAGTTATAGC

PRAMA4-2366Rev

TGTCATCATTATCATCAACACTATC

PRAMA4-2687Fw

ACGCGGAGAGAAACGTGATTCTC

PRAMA4-2687Rev

AGCCTCAGTCTAAAACATTTCCAGC

PRAM4-3359Fw

GCGGATTAATCACAGAACTCTTAC

PRAM4-3359Rev

GAACTGATTTTTATAACTGAAGATG

PRAM4-4193Fw

GAAGCCAACAGCTCTTGTAGAAACTC

PRAM4-4193Rev

CCATGAGTTTGGAGAAAATTCAAG

PRAM4+0Fw

CAAGCTTCCTATGTGGCATAATATC
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PRAM4+0Rev AAATTGCAAACCCTACCTCGATAAG
PRAM4+679Fw TTCAATCCACGGCAGTTACATAAAC
PRAM4+679Rev ACTTTTAAAACCTCTGTAGCCACAG
PRAM4+1187Fw GGAGTTGAGGTCAGGAAGTCTGGC
PRAM4+1187Rev CTGTAACTCTCCTGGACTGGAAG
PRAM4+1897Fw TTAAAGCTACACACACACAAACTC
PRAM4+1897Rev GTTCAGTCCATGTCAAATGTGCTG
PRAMA4+2620Fw TTGCTGGTGTTATTCTATTGGTTTG
PRAM4+2620Rev TCAGACTGGGACCAATTTTTGTTAC
PRAM4+3322Fw CATAAAGGATAGATGTTGATGAGAG
PRAMA4+3322Rev GCCATTCACAGCAGATTTCAGC
Linea PA-1-PRAM26

Nombre Oligonucleétido Secuencia

PRAM26-375Fw

GAAACTTCCAATGCAATCTTAAAGAC

PRAM26-375Rev

CTTCTTGGACAGTGGGAGTGGGGAC

PRAM26-1069Fw

TCACCCCTACCACTTACTACCAAAC

PRAM26-1069Rev

GATATTTGGGATCTTCGATAACTTC

PRAM26-4152Fw

ACTTCATCACCCGCTGGAGTTTCAG

PRAM26-4152Rev

CAGAGATACTGAGGGGAAGAACAG

PRAM26-5021Fw

TGTGATTGCTGTCTTGGGTCTATAG

PRAM26-5021Rev

CTCTTGCCAGCAACGTGGAGCTC

PRAM26+706Fw TCCAGCCCTGTCAATCAGCAGGAC
PRAM26+706Rev TATAAAACCTCTTAGGCAAAAGTTG
PRAM26+3413Fw TAGGCCTCATTTATTTCTTTGCTTC
PRAM26+3413Rev TATTTACCTGGATCACTATTCAC
PRAM26+4644Fw AGGCCACAGAAGTAATAAGATTTGC
PRAM26+4644Rev ACCTCACAAAGTTCAATGCACAATG
PRAM26+5399Fw GAGAGTTTCACTAAGACTGTACCTC
PRAM26+5399Rev ATTAACTGATGATTTCAAGGCAAGC

Linea PA-1-PRAMS8

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

PRAMS8-28Fw

ACATCTGGGGCTCTCTCTGTTCTC

PRAMS8-28Rev

CTCCCCACCCTACCTCCAAAAC

PRAMS8-1628Fw

CCACTAGCCATTGGTTGCCTGTC

PRAMS8-1628Rev

GCAGCATTCCTTCAGGGCAGAACCG

PRAMS8-2119Fw

GAAGAAGTCTGAACCACCTATTCAC

PRAMS8-2119Rev

GAAATGCCTCATGGGTAGTTCAC

PRAMS8-2999Fw

GTAAAGAAACATTTGCTGACTTGC

PRAMS8-2999Rev

CTAAAACACACATTGCAAACACAC
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PRAMS8-3642Fw

TACGAACCCATGTAAGGGGGCAG

PRAMS8-3642Rev

CCTTCTGCTCCTATATCCACCATG

PRAMS8-4307Fw

CGATAAAGCCTGATGCCCATCTAC

PRAMS8-4307Rev

CACTCTGTCTGTCTTCCATAACTTC

PRAMS8-4715Fw

GGAAGAGGTGAGTCCGGTCTC

PRAM8-4715Rev

ATGATCCTCTGCTCCCGGCGGTG

PRAMS8-5802Fw

CTCACTTATTTGTGTACCGTCTTG

PRAMS8-5802Rev

TGTACCTAATGCACGTTTAACACAG

PRAMS8+57Fw ACTAAGCCTAACCACAACCTGACAG
PRAM8+57Rev CTCTCTACTTCTTTCAGCTTGTTTC
PRAM8+630Fw ATCACCACACAATTGGGCTTTTTAC
PRAM8+630Rev GGGTGGTAAATACAGGGGCTGAG
PRAMS8+1139Fw CACCCCAGTGCGTATGCAGGAAAC
PRAM8+1139Rev TCCTCTGGAGTACTTCTTATGCATC
PRAMS8+1761Fw GAACATCTGGCTGAACAACTTACTG
PRAM8+1761Rev GTTACATCCCTTGTCTAAGGCAG
PRAMS8+3368Fw GAGGATTACAAACAGGGAGGTTGAC
PRAMS8+3368Rev GCTTCCCCAGACAGCTGCAG
PRAMS8+4087Fw CCAAAGAACAACTTCCCAGAATTC
PRAMS8+4087Rev TCTCGACAATCAGCATCTGGTTG
PRAMS8+5238Fw GTATAGCCATGAGTGCTGGGATCAC
PRAMS8+5238Rev CCTCTGCTTTCCCCATATTGGTTC
PRAMS8+5831Fw CCAACCAAGGCAAAAGTCTTTTAG
PRAMS8+5831Rev GATGAATCTTTTTAAGTGAGGCAGC

Linea PA-1-PRAM15

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

PRAM15-707Fw

GAGTGTGGGCGCCTACCATGTGTG

PRAM15-707Rev

CTGGCTGTGTGCCCGTGTATGTATG

PRAM15-1368Fw

GTCCTAGGACCCTCTGCAATCTG

PRAM15-1368Rev

CAGCTTTGTTTGGTAGCACAGAAG

PRAM15-1967Fw

CTCCCCTCAGAAATAGTCTTCAG

PRAM15-1967Rev GATCCACTACACGCTCCCTG
PRAM15-2591Fw CAGAGATGAGACTGGCAGGTAAAC
PRAM15-2591Rev TCTCCACCCCAGGCCTGGTC

PRAM15-3121Fw

GTGAAGGGCTCAGGGTAGTATGTC

PRAM15-3121Rev

GGGTGAGTGTAGTCTGGCCTGTC

PRAM15-3913Fw

GTGAGGGTCTTGCAGCTGTGACTC

PRAM15-3913Rev

ATAGGTGAGTAGAGGCCTCTGATAG

PRAM15-4600Fw

AAGCCTCCACATTCTCAAACAGGAC

PRAM15-4600Rev

CAGCTGCCGTCCCGAGGCCTTCAG

PRAM15+20Fw CTCTAGGGATTTTGGCCCAC
PRAM15+20Fw GCATATGTACTGCTGAGGGAATC
PRAM15+593Fw CAGATTTCTCACTGTGCCCCAC
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Anexo I: Oligonucledtidos

PRAM15+593Rev CACAGAGGTGAGTGGGGTAGTTTG
PRAM15+1147Fw CAAGAAATGAGACTGGGGTCCCAG
PRAM15+1147Rev CGCATATGGCTTTTTAATGGCTCTC
PRAM15+1849Fw GATCCAGCTCTGTACTCTGCTTG
PRAM15+1849Rev GTCGGTAGATGCACGTTAATAGTAC
PRAM15+2525Fw AGTGAGTGGTGGGTAGGCGCTC
PRAM15+2525Rev GAAACAGCTGAGGAGGAGGCATCTC
PRAM15+3148Fw AGAGAACCACGATAAAGGAGTCCAC
PRAM15+3148Rev GGCTCCCTTGCATCCGCTGTC
PRAM15+3817Fw TGTTGTCGTGTGATCTCCCAGCAG
PRAM15+3817Rev GGGACGTCAATGTGCTTCCTCAAC
PRAM15+4473Fw CCCCATGGTGTGTAAAAGGACAG
PRAM15+4473Rev GAGCTGCAGCCAAGGCCCCATG

Linea PA-1-PRAM6

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

PRAM6-273Fw

CCAACAGTTCAGGCTCTTGACACG

PRAMG6-273Rev

TGCTTGGCTGACTATGAGGGTGATG

PRAMG6-741Fw

TACAAAGCTAGATCCGAGTGTGTTC

PRAMG6-741Rev

GAAACATGGGAACTTTTTGGGGTGG

PRAMG6-1377Fw

GGTATCCCTCAGCATATGAACCAC

PRAM6-1377Rev

GGCACTCTTAACTCTCTTAACTGC

PRAM®6-3063Fw

TGCCTTGGTCACATGGTGGAGATC

PRAM6-3063Rev

ACTGCTCACCTCAAACACTTTCCTG

PRAM6-3745Fw

CCTAACCAACTAATTATGTGCCCTC

PRAM6-3745Rev

ACAGGACAAACATTAGCTCAGTTGC

PRAMG6-4417Fw

CTTATCCGTTTCTGCCTAGACCAAG

PRAM6-4417Rev

AGGTGTTTATGCCTTTATGACCCAC

PRAM6-5116Fw

CCCCTTGGACGCTTGCTGTGTGC

PRAM6-5116Rev

GGGTTGGGGAGGGAACAGAAGGC

PRAM6-5666Fw

GAACTGCTCAGAAATGCCTCACAG

PRAM6-5666Rev

AAGCACTGCCACACACACCCATGC

PRAMG6+46Fw AAGACTTGGCTTGCTGCTCATAGAG
PRAM6+46Rev GTTTAGATCAGGCCAATGCCAAAAG
PRAMG6+550Fw CGTTATTGGGTCCACTTGAGAAACC
PRAM6+550Rev GAGCCTTGGCTAGAGAGGATTGGAG
PRAM6+1203Fw TCCATCTGGGAGAGTTCCCCTC
PRAM6+1203Rev CAAATGTCCCCCAGAGCTGGTAG
PRAM6+1792Fw CAGACTGGCTGTCAAGATCACACAG
PRAM6+1792Rev AACCAGTAGTTAGCCTTACAGACTC
PRAM6+2571Fw CGTGAATCCTAGAACAAGCATGAAC
PRAM6+2571Rev CATTCTACTACCCAGTCTCCAGTC
PRAM6+3198Fw GCCAAACATGAGCCACGGCTCTG
PRAM6+3198Rev GCGTTGCACTTCAATGTGGTATGC
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Anexo I: Oligonucledtidos

PRAM6+3978Fw AAGCTGAAGAATGGGGCCTAAGATC
PRAM6+3978Rev GATGGCAGGCGTTTAGGCCACCAAC
PRAM6+4613Fw AAGCTACCAGGGCTCCAGTATCCCG
PRAM6+4613Rev GGGTCCTTCTCTCTTACTCTTCCTC

Linea PA-1-PRAM221

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

PRAM221-19FW

CTAGCCCCACTATGAAGCCGTCTG

PRAM221-19Rev

TTTTGAGGTTGGCTGAATTTTATGC

PRAM221-1514Fw

CGATTAGAGGGTGGGAAGGGTTTTG

PRAM221-1514Rev

ACCTTTTGGTCATAATGACTTGGAG

PRAM221-2130Fw

CCACGGTGTACTCAAACTGTGAATG

PRAM221-2130Rev

ATGCTAATGGTAAAACAGTCAGAGC

PRAM221-2670Fw

ACACGTAAATGCACTGAAGAAGATC

PRAM221-2670Rev

ACAGAGCCAAATCTACATCTGTCTG

PRAM221-3575Rev

CGACTGAAGCGCGGTGAAAGTAC

PRAM221-3575Fw

TTTCTATAGCAGAGGACAGTAGTG

PRAM221-4134Fw

AAGAAATCCCAGACTTCAGCACTGG

PRAM221-4134Rev

AGTGCATTGTGGGGCTGAACCAAGC

PRAM221+0Fw ATCGCTGCATGGCTCTTTCAATTTC
PRAM221+0Rev TCTGCCACTGACAGCAGCAGATGTC
PRAM221+548Fw GCAATGGGCTATGGTTGGGATGAAG
PRAM221+548Rev GGTTGCAGAGGCATTTTGCTTTCAG
PRAM221+989Fw CGTTGGGTGCCTTTTTGAAGGTTG
PRAM221+989Rev ACATGATGCAAGTTCAGATGTCTGC
PRAM221+1668Fw TACCAGGGACAGCAAAATTGGGTTG
PRAM221+1668Rev GCCCAGCCTGTTTCCCTCATTCTTG
PRAM?221++2405Fw CCAGGAGGTGGACACCAGG
PRAM221+2405Rev AAAACCCAAAAACTCTCTTAGGAAG
PRAM221+2989Fw AGGCACGTGCACCCAAGAAGACCTG
PRAM221+2989Rev CTGTCCAGTCCTCAGGGGTTCCATG
PRAM221+3646Fw AGGACAGGGGAAGGGGAGGAAAG
PRAM221+3646Rev CCATCATTTAGAATCACCGATGCTG
PRAM221+4374Fw GAGAGTCATGGGGAGACCTAGGG
PRAM221+4374Rev GAGTAAGCGATTTCCCTCCTGCAGC

LineaPA-PRAM286

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

PRAM286-3Fw

CCCACAACATGAGTAAATTCATGTC

PRAM?286-3Rev

ACCCAGATGAATACAGTGCTAACTC

PRAM286-1100Fw

GTGAGAGAAACATGTTTGGGATGAG

PRAM286-1100Rev

CTTCAGTTAGCTTCTCCCTATTTAC
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Anexo I: Oligonucledtidos

PRAM286-2072Fw

GGGACTACAAGCCATCCTCAAATAG

PRAM286-2072Rev

CTGCAAAGAAGCCACCTTAAGTAGC

PRAM286-2809Fw

AAGCCCTCCTCCACTCTTTTGGC

PRAM286-2809Rev

AGCGCAAGATTGGGGAGCTGGAAAG

PRAM286-3332Fw

CAGTCCAGAGAAGATGAACCTCCAG

PRAM286-3332Rev

CCCTGGCTCCCTTCCTTTGATTAC

PRAM286-3901Fw

GTTACAACTCTTGACGGCTTCAATC

PRAM286-3901Rev

GGGGAAATGGCACTAGGGGAAAAG

PRAM286-4600Fw

AAGTTGAATACAGGTTCTCTGAGTG

PRAM286-4600Rev

AACCACATACCTGTAGCTTGTTTTC

PRAM286+6Fw TCCCTCCATGAATGAGAACAGGGGC
PRAM286+6Rev TGGCTCTGATTTTACCACTAGCTTG
PRAM286+607Fw GACAAGCTAGAGACATAGAACAGGC
PRAM286+607Rev TCCCATTGGTGAGATGAAGCTCCTG
PRAM286+1210Fw ACCACCAACAACCCGACAGTCTTC
PRAM286+1210Rev AGGGAGTGCCGAGAGGGAAGC
PRAM286+1865Fw ACCATTGGGGGATTCGGGGGC
PRAM286+1865Rev GGGACCCCACGACAAAGAAAGTTG
PRAM286+2922Fw TATGACTGAGGGGGTGGAAGGAG
PRAM286+2922Rev TTGGGAGTAGTGTGAAAGAGAAGCG
PRAM286+3507Fw GCCATGAAGCAAGGTCAAGAACAAG
PRAM286+3507Rev ACCACCCATTCCAAGCTCAGATGTC
PRAM286+4244Fw AGAGAAGCAATGTCCCAAGACAAAC
PRAM286+4244Rev ACAGTAACACAGTATCTGGGCATGC

Linea PA-1-PRAM272

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

PRAM272+11Fw GCTTTCTGATGTGTGGATTCATCTC
PRAM272+11Rev GTTTCCACT TTG AGATGC TGT TAAC
PRAM272+584Fw CTGACCATTCCCATTCATTCTATTC
PRAM272+584Rev GCTTCTTTCTAGTGTTTATCATGTG

Linea H9-pRAM3

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

H9-PPRAM3-579Fw

AAGGAGAAAGCATTCAAACAGTAGAG

H9-PPRAM3-579Rev

CCCAAGTTTTCAGGTTTATCAGTTG

H9-PRAM3-1637Fw

GTGAAAACCAGGGCACACCAGGC

H9-PRAM3-1637Rev

CATTTCCCGAGATCTTCCTTCCTTC

H9-PRAM3-2380Fw

CTCAACAATTCCACTAGGCAGGGTC

H9-PRAM3-2380Rev

TTTCCATGTAGGGGCAGTGGCAG

H9-PRAM3-3053Fw

AGTCACTCTCATCCCACATCCCAAG

H9-PRAM3-3053Rev

AACATGAAGCTCCATCCACATTCCG
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Anexo I: Oligonucledtidos

H9-PRAM3+1260Fw

GGTTTCATAGGGTGGATGCATCGGC

H9-PRAM3+1260Rev

GAGATTTAGGTGGGGACACAAAGTC

H9-PRAM3+1832Fw

CAAAGGTGTTCACAGGGACCATGC

H9-PRAM3+1832Rev

TCTGCCCACAGGGACCTCCTTC

H9-PRAM3+2511Rev

TGCCTCTAAAGTCACCTGTCCTTGC

H9-PRAM3+2511Rev

CTGTCCTGCAGGCTTTCTACTCTG

H9-PRAM3+3285Rev

AGGCTCACCTGTCAAACAAACAGG

H9-PRAM3+3285Fw

GAACCATCCTCCTTTCCTCTTGCTG

Linea H9-pPRAM4

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

H9-PRAM4FW-118

CTCCCTCCTTCCCCAGCTTAAGTTC

H9-PRAM4Rev-118

GTCTGAAGTATGGCCCTTTACAGC

H9-PRAMA4FW-875

GAGATCGACCAAAGCCCTCAGTAAC

H9-PRAM4Rev-875

CTGATGGGGATAAATTGACTGTGCG

H9-PRAM4FW-1414

TTTAACTCCCCACATCATCCAGGAC

H9-PRAM4Rev-1414

TTGAAAGAGAGAGACAGTGTGTTGG

H9-PRAM4FW-2617

TTAGCCCTCTCTTAGCTCTTCCACC

H9-PRAM4Rev-2617

CTATGTAGACAGTGGCACGAGCAGC

H9-PRAM4Fw+1551

CCCCCAAGCTAGACCACTAGGAG

H9-PRAM4Rev+1551

ATGCAGGAGTTAAGAAACTAGGATG

H9-PRAM4Fw+2129

TGCAAGGTACTTCAGAGGTCCTCAG

H9-PRAM4Rev+2129

GGCAGTCTCACATTTTGAAAACTTC

H9-PRAM4Fw+2583

AGTTCCGTTGCATTATCCACTGTTG

H9-PRAM4Rev+2583

GGTTACACGTGGCAATTTCCCTCTC

H9-PRAM4Fw+3120

ATACCCTCATGCCCCATTTTATATG

H9-PRAM4Rev+3120

AAAAAAAAGACAACCCCATCCCCAC

Insercion1-927

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

1-927-269Fw

CAGGCAAAGTGCTATTTGAAGAACTC

1-927-269Rev

TCACTGAGCAGTTAGGCGATTGC

1-927-739Fw

CTCTGTAAAACTCCCTGATCCTCAG

1-927-739Rev

CAGAACAGCTTGGATGAGTCTTTAC

1-927-1157Fw

AAACACACACACACAGACCCCATG

1-927-1157Rev

AATAGCCTAAAATGGTGGGACAAAG

1-927+0Fw CAGACAAAACCTTATTTCTAGGTTC
1-927+0Rev AGATGAAGGAAGAATACAGAAGGAG
1-927+710Fw CCACCGTGCCCGGCTGAGC
1-927+710Rev GCCACTGCGCTCCAGCCTG

1-927+1014Fw

CAAACTGCTGGGATTACTGGCTGAC

1-927+1014Rev

GTCACCACACTCAGCCAAAGTTTTC
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1-927+1478Fw

GAAAGTCATAGCAGAACAAGTTAGC

1-927+1478Rev

TGTTAGCATATTGTTGTAACTCTGG

Insercion X-810

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

X-810-187Fw

AGACAAAACCCTAGTTTCTTGCTCC

X-810-187Rev

AAGGCTCAACTGAAATGTTTTTAAG

X-810-534Fw TATCCTAGCAGATGCTGTTAACCTC
X-810-534Rev CCACCAAGTTTTATTAAAGCCAGTC
X-810-889Fw AGAGGTACTGGAACCAAGATTGAAG

X-810-889Rev

CTCAGAAGCTCCAGTCACTAGGTG

X-810-1305Fw

GGGGTATGAACAGGGTTTTTAATGC

X-810-1305Rev

ACCCATTTCATTTCCAGAATTCCAG

X-810-1600Fw

TAATTGTGTTGAAAGTGCTTCTGGC

X-810-1600Rev

CTGAAGCCGAGAAAAGTTGAATGGC

X-810+890Fw

GGAGATGTTTCCATTTGACTTCTGG

X-810+890Rev

TCAGCCACTTTCATAGGCATAACTC

X-810+1618Fw

CATATGCTGAAAGGGTGAAGGACAC

X-810+1618Rev

AAGGCTTGACCAGGGAGGAATTTAC

Insercion 4-144

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

4-144+339Fw

TGGTTGCCTAGGTATGTTCACTTTG

4-144+339Rev

GTCTTCTGGATGTTAGATTCAGGTC

4-144+598Fw

GTGAGGGACTGCTCCAGAACAAAAG

4-144+598Rev

TCTTAAATCACTTTCTTCCCCCATG

4-144+868Fw

CATATATGTACAGAGATAAACAGAGC

4-144+868Rev

TCCTTCCATCTCAGCCTCCCAAG

4-144+1201Fw

AAGGCAGGCAAGAAGCCAGGC

4-144+1201Rev

TAATGAATCCAAGGATTTTCCCATG

4-144+1557Fw

TGTTATATGTCCTTCCAGAGATATG

4-144+1557Rev

CAATGTGCATATGTAATCTTAGGAG

4-144+1925Fw

GAAGGTGTCCCCACACTTGCCTTAC

4-144+1925Rev

GTGGAAAAAGGGGACAATAACTCAG

Oligonucleétidos para genotipado/gPCR de inserciones enddgenas

Nombre Oligonucleétido Secuencia
RiboPSubunit25Fw CCACTCCTGGGGCCCCTCTC
RiboPSubunit25Rev CGGCAGGATCTTCCGCCAGC
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1-927Fw TCTCCAGAATGGCCACTGTAGAATG
1-927Rev CCTATTCGGCCATCTTGGCTCCTC
X-810Fw AGAACATGTAGAATGATAAGAGTTG
X-810Rev CCTATTCGGCCATCTTGGCTCCTC
4-144Fw CATACTACCGAGTTATACCCAACTG
4-144Rev CTGGGAGCTGTAGACCGGAG
Oligonucleétidos para RT-qPCR

Nombre Oligonucleétido Secuencia

OSBPL6EX3Fw1 CCAAAGGGACAGTAGGCAGA
OSBPL6EX4Rev1 GCTCGGTGCTAGAGGAAGC
RAD51BEX1Fw1 AAAGGGTGGGGAAACTTGAA
RADS51BEX2Rev1 CCCACTCGTTTTAGTTTCTTGC
FAM65BEX1Fw1 TGTCCTCTCCAAGATGCAGTT
FAMG65BEX2Rev1 GGGAGTCTGGTCGGTAGTCC
EYA2Fw3 GATGCACGGCACAACAGGGTTC
EYA2Rev3 GGAGGGTTGTAGGATGAGCCG
COL4A4Fw1 GGAGCAGCAGGGGACAAAGG
COL44ARev1 GGGTGCCCAGGTATGCCATC
SGCDFw9 CGAGTTTTAGGAGCGGAGGGCA
SGCDRev9 CCTTTTGGGGCCTCCATCACT
RPAP2Fw CTTTTTGCAGCAATT TTTGTTATC
RPAP2Rev CTTTGTTCTTCCTTTAGCAGTTG
NANOGFw TGCAGTTCCAGCCAAATTCTC
NANOGRev CCTAGTGGTCTGCTGTATTACATTAAGG
POUF51Fw AGTGAGAGGCAACCTGGAGA
POUF51Rev ACACTCGGACCACATCCTTC
GAPDHFw TGCACCACCAACTGCTTAGC
GAPDHRev GGCATGGACTGTGGTCATGAG
ACTINAFw ACCGAGCGCGGCTACAG
ACTINARev CTTAATGTCACGCACGATTTCC
NEOFw AGCTGCGCAAGGAACGCCCGTC
NEORev GCGCCCGGTTCTTTTTGTCAAG

TF L1 Fw GAAATTAGTCTGAACAGGTGAGAGG
TF L1 Rev TCCTCTGGTCCGGAAGGT

Oligonucledtidos para reversotranscripcion

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

Neo RT

TTCCCGCTTCAGTGACAACGTCG

Gapdh RT

GGCATGGACTGTGGTCATGAG
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Oligonucledtidos para genotipado de inserciones de LINE-1

Nombre Oligonucleétido

Secuencia

PRAM4 PCR INSERT2

AGCAGGAAAGAAGACAAAAGGTGAC

PRAMG6 PCR INSERT 2

ACAGCCTGGACCATACTGAATGATG

PRAMS8 Chrm1 PCR

CATCTGGGGCTCTCTCTGTTCTC

PRAM15 PCR INSERT2

CTGGAAGTTCTGTCTCAAGGTCCTG

PRAM221 Chrm20 PCR

TTCTAGCCCCACTATGAAGCCGTC

PRAM 286 Chrm1 PCR

AACCCACAACATGAGTAAATTCATG

PRAM 272 PCR

AACTACAAAGGGGCATATCATAGC

H9-PRAMA4 -118Fw

CTCCCTCCTTCCCCAGCTTAAGTTC

H9-PRAM3 -574Fw?2

AACCCAACATTAGTAGTTGGTTCTG

2F AS CATTTTCACGATATTGATTCTTCC

2H sentido GATATCATCTCACACCAGTTAG
SV40 REV FLP2 TAAAGCAATAGCATCACAAATTTCAC
Neo Fw TGGATACTTTCTCGGCAGGAGC

Neo Rev CATTGAACAAGATGGATTGCACGC
Neo 6071 CGTTTGTTCGGATCGGGTTAGTTAC
5'UTRAS CTGGCACTCCCTAGTGAGATG
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3.5.19. Anexo ll. Controles de calidad:
Sonicaciones y PCRs de genotipado
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Anexo Il: Sonicaciones y PCRs de Genotipado
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Figura 7: Controles de calidad del experimento de ChIP-qPCR mostrado en figura 34B .A)
Sonicaciones de las tres réplicas bioldgicas utilizadas en el experimento. B) Arriba, esquema de la
insercion de la linea PA-1-pRAMA4. Las flechas indican el posicionamiento de los oligonucledtidos
para el genotipado (PRAMA4 PCR INSERT 2, flecha azul; Neo 6071, flecha morada). Abajo, PCRs de
genotipado de las tres réplicas bildgicas utilizadas en el experimento.
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Figura 8: Controles de calidad de los experimentos de ChiP-qPCR mostrados en figura 34E y 391. A)
Esquema de la insercion de la linea H9-pRAM3. Las flechas indican la posicion de los oligonucledtidos
para el genotipado (H9-pRAM3 -547 Fw2, flecha azul; Neo 6071, Flecha morada). B) Sonicacion
representativa de tres réplicas bioldgicas. C) PCRs de genotipado de las tres réplicas bioldgicas

utilizadas en el experimento de ChIP-qPCR.
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Figura 9: Controles de calidad de los experimentos de ChIP-qPCR mostrados en figura 35E y 48B.
A) Sonicaciones de las réplicas bioldgicas utilizadas en el experimento de ChIP-qPCR. Las flechas
indican la posicion de los oligonucledtidos para el genotipado (de izquierda a derecha: PRAMS8
Chrm1 PCR, flecha azul; 5’UTRAS, flecha roja; Neo Fw, Neo Rev; flechas moradas). B) Arriba,
esquema de la insercion de la linea PA-1-pRAMS8 antes y después del tratamiento con flipasa. Las
flechas indican la posicion de los oligonucledtidos para el genotipado. Abajo, PCRs de genotipado en
las réplicas bioldgicas utilizadas en el experimento.
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Figura 10: Controles de calidad de los experimentos de ChIP-qPCR mostrados en figura 36C y 39G.
A) Esquema de la insercion en la linea H9-pRAMA4. Las flechas indican la posicion de los
oligonucledtidos para el genotipado (H9-pRAM4 -118 Fw, flecha azul; Neo 6071, flecha morada). B)
Sonicacion representativa de las tres réplicas bioldgicas utilizadas en el experimento de ChIP-qPCR.
C) PCRs de genotipado de las tres réplicas biolégicas utilizadas en el experimento de ChIP-qPCR.
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Figura 11: Controles de calidad de los experimentos de ChIP-qPCR mostrados en figura 38B y 38E.
A) Sonicaciones experimento ChIP-qPCR PA-1-pRAMZ286. B) Arriba, esquema de la insercion de la
linea PA-1-pRAM286. PCRs de genotipado de las tres réplicas bioldgicas del experimento de ChlP-
gPCR en PA-1-pRAM286. C) Sonicaciones experimento ChIP-qPCR PA-1-pRAM221. D) Arriba,
esquema de la insercion de la linea PA-1-pRAMZ221. PCRs de genotipado de las tres réplicas
bioldgicas del experimento de ChIP-qPCR en PA-1-pRAMZ221. En B) y D), las flechas indican la
posicion de las oligonucledtidos para el genotipado (PRAM 286 Chrm 20 PCR y PRAM 221 Chrm 1
PCR, flecha azules; 5°UTRAS, flecha roja)
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Figura 12. Controles de calidad de los experimentos de ChiP-qPCR mostrados en figura 39A y 48E
A) Sonicaciones de las dos réplicas bioldgicas utilizadas en el experimento de ChIP-qPCR. B) Esquema
de la insercion de la linea PA-1-pRAMS8 antes y después del tratamiento con flipasa. Las flechas
indican el posicionamiento de los oligonucledtidos utilizados para el genotipado (de izquierda a
derecha: PRAM8 Chrm1 PCR, flecha azul, 5’UTRAS y 2H sentido flechas rojas; SV40 REV FLP2, flecha
turquesa). C) Genotipado de la primera réplica bioldgica. D) Genotipado de la sequnda réplica

bioldgica.

A)
PA-1-pRAM272

=5 —

A ARRAAARTAARACATECT] = o AAAARRTAAAACATOCTA

W'Vf‘mm“mmcn.ﬂmm‘l*.wnwmmmmm\um
-— -—

PA-1-pRAM272 FLP+

g —
|y s CORFL .~ ORFZ  L.i "SVAD" [ 1)1
—
L

X QX Q\?x
q:\'\r’i\'l'
C) - S
Q,\,Q

3000 bp

3000 bp
1000 bp)|

1000 bp

500 bp
500 bp|

124



Anexo Il: Sonicaciones y PCRs de Genotipado

Figura 13. Controles de calidad de los experimentos de ChIP-qPCR mostrados en figura 40B, C y
48H. A) Esquema de la insercion de la linea PA-1-pRAM272 antes y después del tratamiento con
flipasa. Las flechas indican el posicionamiento de los oligonucledtidos utilizados para el genotipado
(de izquierda a derecha: PRAM272 PCR, flecha azul; 5°UTRAS y 2H sentido, flechas rojas; SV40 REV
FLP2, flecha turquesa). B) Sonicacion del experimento de ChIP-qPCR. C) PCRs de genotipado.
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Figura 14: Controles de calidad de los experimentos de ChIP-qPCR mostrados en las figuras 55B, C.
A) Sonicacion representativa de las dos réplicas bioldgicas utilizadas para los experimentos de ChiP-
gPCR. B) Esquema de las inserciones (X-810 y 4-144) de los subclones H9-pRAMA4.9 y H9-pRAMA4.13.
Las flechas indican el posicionamiento de los oligonucledtidos utilizados para el genotipado (X-810
Fwy 4-144 Fw, Flecha azules; X-810 Rev, flecha roja; 4-144 Rev, flecha verde). C) PCRs de genotipado
de las dos réplicas bioldgicas utilizadas.
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Figura 15: Controles de calidad del experimento de ChIP-qPCR mostrados en figura 56B. A)
Esquema de la insercion 1-927. Las flechas indican el posicionamiento de los oligonucledtidos
utilizados para el genotipado (1-927 Fw, Flecha azul; 1-927 Rev, flecha roja). B) Sonicacion
representativa de las tres réplicas biolégicas. C) Genotipado de la insercion en las tres réplicas

bioldgicas utilizadas para el experimento de ChIP-qPCR.
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Figura 16. PCRs de genotipado de los experimentos de ChIP-gPCR mostrados en figura 35B, 39C y
48C, F .A) Esquema de la insercion de la linea PA-1-pRAM6 antes y después de la recombinacion
mediada por flipasa. Las flechas indican la posicion de los oligonucledtidos para el genotipado (de
izquierda a derecha: PRAM6 PCR INSERT 2, flecha azul; 2FAS y 2HAS, flechas rojas; SV40 REV FLP 2,

flecha turquesa. B) PCRs de genotipado.
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Figura 17: PCRs de genotipado de los experimentos de ChIP-qPCR mostrados en figuras 36A y 48D,
G. A) Esquema de la insercion de la linea PA-1-pRAM15 antes y después de la recombinacion
mediada por Flipasa. Las flechas indican el posicionamiento de los oligonucledtidos antes y después
de la recombinacion mediada por flipasa (de izquierda a derecha: PRAM15 PCR INSERT 2, flecha
azul; Neo 6071, flecha morada; SV40 REV FLP 2, flecha turquesa). B) Genotipado primera réplica
biolégica. C) Genotipado segunda réplica bioldgica.
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Figura 18: Control de calidad del experimento de ChiP-qPCR mostrado en figura 50. A) Se muestra
la sonicacion del experimento de ChIP-qPCR en la linea PA-1-pRAM221 en estado diferenciado junto
con la linea parental PA-1y la linea clonal PA-1-pRAM221 en estado pluripotente.
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3.5.20. Anexo lll: Controles bioldgicos utilizados en los experimentos de
ChIP-gPCR
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Anexo lll: Controles de Enriquecimiento Experimentos ChIP-gPCR

ACTB: control positivo de enriquecimiento de H3K4me3 y H3K9ac y negativo para
H3K9me3 y H3K27me3

scale 2 Kb} { hgid
chr7: | 5,567, 08| 5,567,598| 5,568, vee| s,568,509| s,569, a90| 5,569,500 5,570, 0ae| s,579,500 5,571, 000] s,571,508|
UCAC Genes (RefSeq, GenBank, CCOS, Rfam, tRNAS & COMPArative Genomics)
AcTe i i
] e— - I
— - S = Promotor
- I
DL432066 mem ' '
RefSeq Genes ' - & I
RefSeq Genes —_————m— Em s ]
Repeat ing Elements by RepeatMasker 1 i
SINE ' |
LINE ' !
LTR ! !
DNA 1 f
Simple n i H
Low Complexity L} | ] | | |
satellite ' 1
RNA | i
other ' i
Unknown ! 1
100 _ UCSD H1 Cell Line mRNA-Seq Library polyA-RNA-seq_hl_ria EA Releask & !
Hi mRNA 1a | .
8 _ L I
189 _ UW H3 Cell Line DNase Hupersensitivity Librard DS18517 EA Releasd 7 [}
H2 DNase 17 ! !
1 I- . - 1 - 1 .
25 _ UCSD H3 Cell Line Histone HIK27me3 Library SK39 EA Release 3 |
HS H3K27me3 99 ]

1
— ———— —— —te ———
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Los oligonucledtidos para ChIP-gPCR fueron disefiados aguas arriba del primer exdn, donde se suele encontrar la regién promotora que
viene delimitada aproximadamente por las lineas discontinuas. Las dos flechas negras marcan la region donde se disefiaron los
oligonucledtidos.
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GAPDH: Control positivo de enriquecimiento para H4ac y negativo para H3K9me3
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Los oligonucledtidos para ChIP-qgPCR fueron disefiados aguas arriba del primer exén, donde se suele encontrar la region
promotora que viene delimitada aproximadamente por las lineas discontinuas. Las dos flechas negras marcan la regién donde se
disefiaron los oligonucledtidos.
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TUBA3C: control negativo de enriquecimiento para H3K4me3, H3K9ac y H4ac
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Los oligonucledtidos para ChIP-gqPCR fueron disefiados aguas arriba del primer exdn, donde se suele encontrar la region
promotora que viene delimitada aproximadamente por las lineas discontinuas. Las dos flechas negras marcan la regién donde se
disefaron los oligonucledtidos.
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FOXAZ2: Control positivo de enriquecimiento para H3K27me3
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Los oligonucledtidos para ChIP-gPCR fueron disefiados aguas arriba del primer exén, donde se
suele encontrar la regiébn promotora que viene delimitada aproximadamente por las lineas
discontinuas. Sefalado con dos flechas negaras se marca la regién donde se disefaron los
oligonucledtidos.
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CHR21: regidn intergénica enriguecida en H3K9me3. Control positivo de enriquecimiento
de H3K9me3 y negativo para H3K4me3
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Los oligonucledtidos para ChIP-qPCR fueron disefiados justamente en la zona sefialada con las flechas negras.
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Efecto del Microprocesador sobre la Expresion y la Movilidad de LINE-1

4. Resultados

4.1. Estudiar el papel del microprocesador en la regulacion del retroelemento
LINE-1

Este objetivo, se centrard en determinar si el complejo DROSHA/DGCRS8 interviene
durante el ciclo de vida del retroelemento LINE-1 afectando de alguna forma a su
movilidad utilizando fundamentalmente el ensayo de retrotransposicion in vitro en células
en cultivo (ver introduccidn para mas detalles) [12].

4.1.1. Efecto del microprocesador (DROSHA/DGCRS8) sobre los niveles de ARNm y
proteina de LINE-1

Mediante HITS-CLIP (del inglés High-troughput sequencing and crosslinking
inmunoprecipitation) de DGCR8, Macias et al., [124] demostraron que en la secuencia del
ARN del retroelemento LINE-1, existen distintos lugares de unién para DGCR8. DGCR8 es la
proteina compafiera de DROSHA en el microprocesador que reconoce la estructura del pri-
microRNA en el nucleo uniéndose al mismo y posibilitando asi el corte por parte de
DROSHA y generandose de esta forma un pre-microRNA que sale al citoplasma para seguir
siendo procesado hasta dar lugar a un microRNA maduro [123]. Por tanto, la unién de
DGCR8, podria conllevar que el ARN del retroelemento LINE-1 sea procesado por el
complejo microprocesador y consecuentemente, que se reduzcan los niveles de dicho
transcrito. Para comprobar esta hipétesis se determinaron los niveles de ARNm de LINE-1
de la subfamilia Tr en células embrionarias de ratédn que carecen de ambos alelos de
DGCR8 (V6.5 DGCR87) mediante RT-qPCR. Se utilizan células pluripotentes ya que éstas
sobreexpresan de forma natural los elementos LINE-1 [36], [44], [59].
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Figura 19: Efecto del microprocesador (DROSHA/DGCR8) sobre los niveles endégenos de ARN y
proteina de LINE-1. A) RT-gPCR que muestra los niveles de ARN de una subfamilia de LINE-1 murino
(Tr) en presencia/ausencia de DGCR8 en células embrionarias de ratén V6.5. Los valores de expresion
fueron normalizados respecto a B-actina. Se muestra la media de tres experimentos independientes
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con su correspondiente desviacion estandar. Las diferencias se contrastaron estadisticamente con un
T de student, obteniéndose un p-valor=0,019. B) Western Blot que muestra los niveles de proteina de
LINE-1 (ORF1p) en presencia/ausencia de DGCR8 en células embrionarias de ratén. Como control de
carga se utilizoé 8-actina

Cémo se puede observar en la Figura 19A, la ausencia de DGCR8 conlleva un aumento
significativo que equivale al doble del nivel original de ARNm de LINE-1 T¢.

Seguidamente, se comprobo si este aumento de ARNm, se traduciria en un aumento
del nivel de proteina de LINE-1. Para ello, se analiz6 mediante western blot los niveles de
ORF1p, de nuevo, en células V6.5 wt y V6.5 DGCR87". Como se podia esperar, ese aumento
de ARNm se tradujo en una mayor cantidad de proteina de LINE-1 en células carentes de
microprocesador, como se puede observar en Figura 19B. De esta forma, el
microprocesador reduce los niveles de ARN y, por consiguiente, los niveles de proteina de
LINE-1.

4.1.2. Efecto del microprocesador (DROSHA/DGCRS8) sobre la retrotransposicion.

Para determinar si el aumento de ARNm de LINE-1 asi como de proteina, mediado por
la ausencia parcial de un microprocesador funcional, podria eventualmente dar lugar a un
mayor numero de inserciones de LINE-1, se llevd a cabo un ensayo de retrotransposicion
[12]. Brevemente, como se describid en la introduccidn, el ensayo de retrotransposicién
permite medir la retrotransposicion a través de la actividad de un gen reportero fusionado
a la insercidon de LINE-1. El disefio del vector de retrotransposicion asegura que el gen
reportero solo sea funcional después de una ronda de retrotransposicion. ldealmente, en
este caso, el ensayo de retrotransposicion se deberia hacer en células embrionarias ya que
las nuevas inserciones de LINE-1 se acumulan mayoritariamente durante el desarrollo
embrionario temprano [77], [78], sin embargo, por motivos técnicos los niveles de
movilidad de L1 in vitro en células madre embrionarias son muy bajos. Por tanto, se
utilizaron células Hela ya que se ha demostrado que albergan una elevada tasa de
retrotransposicidon in vitro lo cual las hace buenas candidatas para comprobar cémo
distintos elementos reguladores actuan sobre la retrotransposicién [12], [113]. Segun el
analisis de las lecturas del HITS-CLIP de DGCRS8, podrian existir varios lugares de union para
DGCRS8 sobre la regidon 5’UTR del ARN de LINE-1 (Figura 20A). Por tanto, se decidié realizar
el ensayo de retrotransposicidn utilizando dos vectores diferentes: el primero, JJ101/L1.3,
gue contiene un promotor exégeno (CMV) ademas de la region 5'UTR de LINE-1 con
actividad promotora mientras que el otro carece de dicha region (TAM102/L1.3) y la
transcripcién es Unicamente dirigida por un promotor exégeno (CMV) (Figura 20B). El gen
reportero de ambos constructos es el gen de resistencia a blasticidina. Asi, la
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retrotransposicion serd medida como colonias resistentes después de un periodo de
seleccién con dicho antibidtico. De esta forma, se intentd validar funcionalmente si el ARN
de LINE-1 es una diana del microprocesador. Para ello las células fueron transfectadas con
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Figura 20: Ensayo de retrotransposicion en células Hela en presencia de un microprocesador
parcialmente funcional (DN-Drosha). A) Mapeo de las lecturas del HITS-CLIP sobre el ARN de LINE-1.
B) Esquema de los vectores de retrotransposicion que se han utilizado para el ensayo. Todos los
constructos llevan fusionado un gen de resistencia a blasticidina. JJ101/L1.3D702A y TAM102/L1.3
son controles negativos. El triangulo amarillo sefiala la posicion de la mutacion. C) Ensayo de
retrotransposicion en células HelLa con los constructos descritos en B) co-transfectados bien con B-
arrestina (B-arr) bien con una proteina que inhibe la retrotransposicion APOBEC3A (A3A) o con una
forma dominante negativa de DROSHA (DN Drosha). Se muestra un ensayo representativo de tres
réplicas biolégicas. Cada punto azul representa un evento de retrotransposicion. 8-Arr (8-arrestina),
A3A (Apobec3A) y DN Drosha (Dominante negativo de Drosha). D) Cuantificacion del ensayo de
retrotransposicion. Las colonias azules fueron cuantificadas manualmente para determinar la tasa
de retrotransposicion en cada caso. La tasa de retrotransposicion de cada vector fue normalizada
respecto a la tasa del vector JJ101/L1.3 co-transfectado con B-arrestina que toma valor 1. La tasa de
retrotransposicion de cada vector fue normalizada respecto a la eficiencia de transfeccion.
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dichos constructos ademdas de sus correspondientes mutantes en el dominio reverso
transcriptasa que se incluyen en el ensayo como controles negativos de retrotransposicion
(J101/L1.3D702A;TAM102/L1.3D702A) (Figura 20B). Los vectores de retrotransposicidon
fueron co-transfectados con un plasmido que expresa una proteina mutante que induce un
efecto dominante negativo de la proteina DROSHA (DN-Drosha) o un plasmido que expresa
A3A (APOBEC3A) que es una proteina inhibidora de la retrotransposicion o bien un
plasmido que expresa una proteina (B-arrestina) que no influye sobre la retrotransposicion
in vitro [217]. En estos experimentos se observd, que efectivamente, el microprocesador
controla la movilidad del retroelemento LINE-1 ya que su ausencia conllevé un aumento de
la retrotransposicion en torno a 5 veces comparando la retrotransposicidon desde el vector
1J101/L1.3 en presencia de B-arr y en presencia del DN-Drosha (Figura 20C, D). Ademas, se
demostré que existen sitios de union del microprocesador en la regiéon 5’ no traducida
(5’UTR) del retroelemento LINE-1 (Figura 20C, D) con importancia funcional ya que la
ausencia de la region 5'UTR (TAM102/L1.3) conllevé una clara reduccion en el incremento
de retrotransposicion mediado por un microprocesador no funcional (DN-Drosha) (Figura
20C, D).

En resumen, este ensayo demostrd que el microprocesador regula negativamente la
retrotransposicion de LINE-1 en células en cultivo.
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Figura 21: Constructos derivados del JJ101L1.3. A) JJ101.1-300/11.3. Constructo cuya 5°UTR ha sido
reemplazada por la porcién de la misma del nucleétido 1 al 300. B) JJ101.200-500/L1.3. Constructo
cuya 5’UTR ha sido reemplazada por la porcion de la misma del nucleétido 200 al 500. C) JJ101.400-
700/L1.3. Constructo cuya 5°UTR ha sido reemplazada por la porcion de la misma del nucleétido 400
al 700. D) JJ101.600-900/11.3. Constructo cuya 5°UTR ha sido reemplazada por la porcién de la
misma del nucleétido 600 al 900.

Estos resultados sugieren que la regién 5°UTR actua como diana directa del
microprocesador. Para validar los lugares de unién para DGCR8 contenidos en esta region
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Figura 22: Mapeo funcional de los sitios de union de DGCR8 mediante un ensayo de
retrotransposicion en ausencia de un microprocesador funcional. A) Ensayo de retrotransposicion
en células Hela con los constructos descritos en figura 21 junto con el JJ101/L1.3 y TAM102/L1.3
descritos en figura 20B. Se muestra un ensayo de retrotransposicion representativo de 3 réplicas
biolégicas. Cada punto azul representa un evento de retrotransposicion. B-arr (8-arrestina) y DN-
Drosha (Dominante Negativo de Drosha). B) Cuantificacion del ensayo de retrotransposicion. Las
colonias azules fueron cuantificadas manualmente para determinar la tasa de retrotransposicion en
cada caso. La tasa de retrotransposicion de cada vector co-transfectado con el DN-Drosha fue
normaliza respecto a la tasa de retrotransposicion de cada vector co-transfectado con B-arrestina
que toma valor 1. La tasa de retrotransposicion de cada vector fue normalizada respecto a su
eficiencia de transfeccion.

se generaron 4 constructos derivados del JJ101/L1.3 en los cuales sélo estaba presente una
porcién de 300 pares de bases de la region 5 UTR. Asi, estos pladsmidos contenian las
regiones comprendidas entre 0-300; 200-500; 400-700 y 600-900 (Figura 21). Al igual que
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se hizo anteriormente, se llevd a cabo un ensayo de retrotransposicién con los nuevos
constructos mas el JJ101/L1.3 y el TAM102/L1.3 como controles (Figura 20B). Los vectores
de LINE-1 fueron co- transfectados nuevamente con B-arrestina y la forma mutante de
DROSHA que induce un efecto dominante negativo. Para determinar los fragmentos que
albergan lugares de unién para DGCR8, se normalizd la tasa de retrotransposicion desde
cada constructo co-transfectado con DN-Drosha respecto a la tasa de retrotransposicion
desde el mismo constructo co-transfectado con B-arrestina. De esta forma, se demostré
que la ausencia del microprocesador produce un incremento en los niveles de
retrotransposicidn superior a los observados con el plasmido TAM102/L1.3 (que carece de
5'UTR) cuando el constructo contiene la regién 1-300 y, en menor medida cuando incluye
la region 200-500 (Figura 22A, B). Sin embargo, los constructos que contenian la region
400-700 y 600-900 se comportaron de forma similar al TAM102/L1.3 (Figura 22A, B).

De esta forma, estos datos sugieren que la zona del 5’UTR donde se une el
microprocesador para regular negativamente la retrotransposicion se encuentra
principalmente en la regién 1-300 del ARN del LINE-1 (Figura 22A,B)

Existen estudios que demuestran que la ausencia de otras proteinas de la ruta de
biogénesis de microARNs, como DICER, conlleva un aumento de la retrotransposicion
mediado por un aumento de la cantidad de ARN de LINE-1 [47]. Por ello nos propusimos
determinar si el aumento de la retrotransposicion que se observa en ausencia de un
microprocesador funcional estaba mediado por una reduccion en la cantidad de
microRNAs y, por tanto, no era debido a un procesamiento directo del ARN del LINE-1.
Teniendo en cuenta que esta descrito que la mayoria de los microRNAs se unen a la regién
3’ no traducida de sus ARNs diana (3’UTR) [220], se decidid utilizar un nuevo constructo
cuyo LINE-1 carece de regidn 3’ no traducida ya que esta regidn no se requiere para la
retrotransposicion in vitro (Figura 23A). De esta forma, se pudo testar si la ausencia de
microRNAs debido a la falta de un microprocesador funcional (DN-Drosha) tenia algun
efecto sobre la retrotransposicion. Asi, el nuevo constructo denominado JJ101/L1.3A3’UTR
se transfectd en paralelo con el constructo JJ101/L1.3 siendo ambos co-transfectados con
B-arrestina y DN-Drosha. lgual que anteriormente, la tasa de retrotransposicion desde
ambos constructos en presencia de DN-Drosha fue normalizada respecto a B-arrestina. El
constructo que carece de la regidon 3’UTR de LINE-1 (JJ101/L1.3A3’UTR) dio lugar a una tasa
de retrotransposicion similar al constructo que la contenia (JJ101/L1.3) cotransfectado en
ambos casos con DN-Drosha (Figura 23B, C). Estos datos sugieren que el control del
microprocesador sobre la retrotransposicion del elemento LINE-1 no esta mediado por
microRNAs, y por tanto, apoya la hipétesis de que dicho control es un efecto directo
mediado por procesamiento del ARN mensajero de LINE-1.
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Figura 23: Ensayo de retrotransposicion en ausencia parcial de microARNs por falta de un
microprocesador funcional. A) Constructos utilizados para el ensayo de retrotransposicion. En este
caso se utilizé un derivado del J1J101/L1.3 (descrito en Figura 20B) al que le falta la region 3’UTR
(1J101/L1.3A3’UTR). B) Ensayo de retrotransposicion en células Hela con los constructos descritos en
A). Dichos constructos fueron co-transfectados bien con B-arrestina (B8-arr) o bien con la forma
dominante negativa (DN-Drosha). Cada punto azul representa un evento de retrotransposicion. Se
muestra un ensayo representativo de tres réplicas bioldgicas. C) Cuantificacion del ensayo de
retrotransposicion. Las colonias azules fueron cuantificadas manualmente para determinar la tasa
de retrotransposicion en cada caso. La tasa de retrotransposicion de cada vector co-transfectado
con el DN-Drosha fue normalizada respecto a la tasa de retrotransposicion de cada vector co-
transfectado con B-arrestina que toma valor 1. A su vez la tasa de retrotransposicion de cada vector
fue normalizada respecto a su eficiencia de transfeccion.

En resumen, el microprocesador (DROSHA/DGCR8) regula negativamente la movilidad
del retroelemento LINE-1 probablemente uniéndose principalmente al ARN de éste a
través de los primeros 300 nucleétidos de la region 5’UTR. Ademas, este efecto es directo
ya que el efecto del microprocesador sobre la tasa de retrotransposicién del elemento L1
mostré ser independiente de la regidn 3’"UTR, y por tanto, de los posibles microRNAs que
pudieran regular a LINE-1.
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4.2. Estudio de la regulacion epigenética de las inserciones de novo de LINE-1 y

del impacto epigenético de las mismas en el genoma adyacente

4.2.1. Generacion de lineas clonales en células PA1y H9

Los tipos celulares usados en este estudio son células de teratocarcinoma humano
embrionario (PA-1) y células madre embrionarias humanas (H9) ya que las nuevas
inserciones enddgenas de LINE-1 heredables se generan mayoritariamente en etapas
tempranas del desarrollo embrionario [77], [78]. A pesar de su procedencia tumoral, las
células PA-1 mantienen caracteristicas de célula pluripotente, poseen un genoma estable y
pueden ser manipuladas genéticamente con sencillez [221]. De hecho, lineas celulares de
carcinoma embrionario se utilizan para estudiar procesos bioldgicos asociados al desarrollo
embrionario de forma rutinaria [221]. Ademas, ambos tipos celulares soportan la
retrotransposicion in vitro de LINE-1 y sobreexpresan los elementos LINE-1 enddgenos
[44], [60].Igualmente, segun datos de nuestro laboratorio, células PA-1 y H9 son capaces
de acumular nuevas inserciones de LINE-1 enddgenas a lo largo de distintos pases cuando
son mantenidas en cultivo (Mufioz-Lépez et al., en preparacion). Por todo ello, estas lineas
celulares representan un buen modelo para el estudio propuesto.

Como primer paso, se generd una serie de lineas clonales que contenian al menos un
nuevo evento de retrotransposicion artificial de LINE-1. El vector utilizado (pRAM-LRE3)
(Figura 24A) es una evolucion de un vector anterior ya descrito, que permite el rescate o la
recuperacion de la insercién y, por tanto, conocer su localizacién gendmica [92]. Segln los
datos de Garcia-Pérez et al., [60], las células PA-1 soportan una elevada tasa de
retrotransposicidon in vitro, sin embargo, ésta es dificilmente detectable mediante la
expresion del gen reportero (EGFP) debido al silenciamiento epigenético de las inserciones
de novo. De esta forma, se intentd reproducir este mismo escenario con el vector pRAM-
LRE3 cuyo gen reportero es un gen de resistencia a neomicina. Para ello, se generaron
tanto lineas clonales resistentes como lineas clonales sensibles a neomicina, todas ellas
con al menos una insercion de novo de LINE-1. A partir de aqui, las lineas clonales
generadas seran referidas como resistentes y sensibles.

En primer lugar se comenzd con la generacion de lineas clonales resistentes. Para ello,
se llevd a cabo, un ensayo de retrotransposicion con el vector pRAM-LRE3 como se ha
descrito previamente [12] (Figura 24B, detallado en introduccién). No obstante, el ensayo
se modificé ligeramente ya que después del proceso de seleccidn con neomicina, las
colonias resistentes resultantes fueron aisladas y crecidas individualmente hasta generar
lineas clonales (Figura 25A). Posteriormente, se procede con el rescate de la insercién

146



Generacion de Lineas Clonales

segln ha sido previamente descrito [92]. Brevemente, el ADN gendmico de cada linea
clonal es digerido con una enzima de restriccion que corta cada 2000-3000 pares de
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Figura 24: Herramientas para la generacion de lineas clonales con inserciones artificiales de novo

de LINE-1. A) Esquema del vector pRAM-LRE3. De izda. a dcha., en rojo, copia retrocompetente de
LINE-1; en verde, secuencia FRT; casete de rescate formado por el gen de resistencia a neomicina
(morado) interrumpido por intrén IV5 de la Y-globina y el origen de replicacion bacteriano ColE1
(amarillo);en verde, secuencia FRT; en azul, sefial de poliadenilacion SV40. B) Ensayo de
retrotransposicion descrito en Moran et al., [12] utilizando el vector pRAM-LRE3 (mds detalles en
introduccion). C) Esquema de la PCR disefiada para detectar nuevos eventos de retrotransposicion
(PCR de NEOQ). Las flechas moradas sefialan el sitio de hibridacion de la pareja de oligonucledtidos
antes y después de la retrotransposicion. Los productos de PCR generados antes y después de la
retrotransposicion se observan en el gel de la derecha.
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Ensayo de retrotransposicion

B)

Recuperacidn de la insercidn

Figura 25: Esquema del proceso de obtencion de lineas clonales resistentes y caracterizacion de
sus inserciones de novo de LINE-1. A). Ensayo de retrotransposicion. Para mds detalles ver
introduccion Las formas estrelladas representan células, los circulos representan el pldsmido pRAM-
LRE3, las barritas rojas/moradas representan la insercidn y las formas ovaladas de color azul, verde,
naranja y marron representan los cromosomas. B) Recuperacion de la insercion. El ADN gendmico es
digerido con Hindlll y SSPI. Los fragmentos resultantes se ligan en condiciones diluidas lo que
favorece la ligacion intramolecular formdndose pldsmidos de ADN gendmico. La ligacion es
transformada en bacterias ultracompetentes. La transformacion es sembrada en placas de LB con
kanamicina. Estos pldsmidos de ADN gendmico son extraidos desde colonias resistentes. Por ultimo,
los plasmidos son secuenciados con oligonucledtidos que hibridan en regiones unicas de la insercion
(Casete de Rescate) para encontrar las regiones genémicas ubicadas en los extremos 5’ y 3’. En
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funcion de la truncacion, se pueden requerir mds rondas de secuenciacion hasta identificar la region
gendmica ubicada en el extremo 5’ de la insercion. Finalmente, se mapean en el genoma de

referencia las regiones genémicas encontradas en el extremo 5’ y en el extremo 3’

Linea 1punto 2ps| Longitud Delecién Localizacion3 Intrén/4 5Sentido
Clonal Truncacion Poli A Exon /Antisentido
PA-1- 5963 16 38 No Crom 2/Gen Intrén 3 Antisentido
pRAM4 OSBLP6 (1,3,4,5)
PA- 4224 No 39 635 Crom 6/Gen Intréon 1 Antisentido
1pRAM6 FAMG65B (3,4)
PA-1- 22 14 75 No Crom 1/Gen Intrén 1/8 Sentido
pRAMS LPNH2 (1)
PA-1- 6020 9 73 No Intergénica
pRAM11
PA-1- 5731 3 39 No Crom 14/ Gen Intrén 10 Antisentido
pRAM15 RAD51B (2/3)
PA-1- 3738 No 74 No Crom
pRAM26 5/Intergénica
PA-1- Copia 12 54 No Crom
pRAM27 completa X/Intergénica
PA1l1- 5811 15 61 No Crom
pRAM31 3/Intergénica
PA-1- 2382 15 45 No Crom 16/Gen Intron Antisentido
pRAMS33 ANKRD26P1 8/16
PA-1- 4872 No 34 35 Crom 15/Gen Intrén Sentido
pRAM36 THSD4 5/16
PA-1- 6009 9 44 No Crom 11/Gen Intréon 1 Antisentido
pRAM37 ARRB1 (1,2)
PA-1- Copia 17 61 No Crom 4/Gen Intrén 1/6 Antisentido
pRAMA41 completa MAPK10
PA-1- 22 17 40 No Crom4/Gen Intréonl Antisentido
pRAMA45 FRAS1 (1,2)
PA-1- Copia 14 71 No Crom
pPRAM29 completa X/Intergénica
H9- 5744 13 35 No Crom 2/Gen Intron Antisentido
pRAM3 COL4A4 1/47
H9- 5749 4 25 No Crom 5/Gen Intrén 4/8 Antisentido
pRAM4 SGCD (1)

Tabla 6: Inserciones de lineas resistentes en PA-1y H9. ‘Punto de truncacidn, calculado alineando la
insercion respecto a la secuencia del vector pRAM-LRE3. 2DSl, duplicaciones del sitio de insercidn.
3Crom significa cromosoma. * () Isoformas del gen donde se localiza la insercidn.
>Sentido/Antisentido, se refiere a su orientacién respecto al sentido transcripcional del gen.

bases aproximadamente en el genoma humano. Seguidamente, una ligacidn en
condiciones diluidas favorece la ligacidon intramolecular de los fragmentos resultantes
generando plasmidos de ADN gendmico. Posteriormente, la transformacién de la ligacién
en bacterias dara como resultado colonias resistentes a kanamicina. Esto se debe a que
alguno de estos plasmidos de ADN gendmico contiene la insercidn. Este proceso es posible
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debido al casete de rescate ya que el gen de resistencia a neomicina confiere resistencia a
kanamicina en bacterias asi como el origen de replicacién bacteriano (ColE1l) permite la
replicacion del pldsmido por dichas bacterias. Por ultimo, los pldsmidos resultantes son
secuenciados utilizando oligonucleétidos que hibridan en regiones Unicas de la insercion.
En general, rondas sucesivas de secuenciacidn son necesarias para alcanzar las regiones
gendmicas que flanquean la insercion en el extremo 5’ y 3’ de la misma, obteniendo el sitio
de insercion a resolucion de nucledtido (Figura 25B).

De esta forma, se identificd la localizacion gendmica y la secuencia completa de 14
inserciones que confieren resistencia a neomicina en PA1y 2 en H9 (Tabla 6).

En segundo lugar, se llevd a cabo la generacién de las lineas sensibles. Con el fin de no
restringir el analisis a inserciones con una elevada expresion del gen NEO debido al
proceso de seleccidn, se disefid un protocolo para obtener lineas clonales con inserciones
gue no confieren resistencia a neomicina. Por esta razén, los nuevos eventos de
retrotransposicion fueron identificados por PCR evitando asi la seleccién con neomicina.
Esta PCR se basa en utilizar una pareja de oligonucleétidos que se posicionan a ambos
lados del intrén que interrumpe el gen de resistencia a neomicina. De esta forma, el
tamano del producto de PCR es diferente antes y después de la retrotransposicién. Por
tanto, el producto de PCR generado una vez que se haya eliminado el intrén y se haya
producido la retrotransposicion sera indicativo de un nuevo evento de retrotransposicion.
Esta PCR sera referida como PCR de NEO (Figura 24C). Este tipo de lineas clonales sélo
pudieron ser generadas en células PA-1 debido a la imposibilidad de las células H9 para
crecer desde una célula individual debido a su muerte por apoptosis [222].

Brevemente, las células PA-1 fueron transfectadas con el vector pRAM-LRE3. Después
de 5 dias, se realizd una dilucidon clonal de las células transfectadas, generdndose
finalmente 600 lineas clonales. Después, se identificaron los nuevos eventos de
retrotransposicién por PCR (Figura 26A). La busqueda por PCR identificé un total de 11
lineas clonales positivas que mostraron el producto de PCR de 332 pares de bases
indicativo de un nuevo evento de retrotransposicion (Figura 27A). Estas lineas clonales
fueron sembradas y crecidas en presencia de neomicina para encontrar las lineas clonales
gue contenian un evento de retrotransposiciéon que no conferia resistencia al antibiético.
De las 11 lineas clonales, 6 eran sensibles a neomicina (PA-1-pRAM221, PA-1-pRAM286,
PA-1-pRAM272; PA-1-pRAMS50, PA-1-pRAM70, PA-1-pRAM80) mientras que 3 lineas
clonales eran resistentes a neomicina (PA-1-pRAM468, PA-1-pRAM 7 y PA-1-pRAM74)
(Figura 27B). Este ensayo no pudo ser llevado a cabo en los 2 clones restantes (PA-1-
pRAM276 y PA-1-pRAMA49). Finalmente, se procedid con la recuperacion y caracterizacion
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Figura 26: Esquema del proceso de obtencion de linea clonales sensibles en células PA-1 y
caracterizacion de sus inserciones de novo de LINE-1. A) Ensayo de retrotransposicion sin seleccion
con neomicina e identificacion de nuevos eventos de retrotransposicion por PCR. Los circulos
amarillos representan pocillos con crecimiento celular. Los circulos de color azul, verde, naranja y
marrén representan clones positivos por PCR. B) Recuperacion de la insercion segtn lo descrito en
figura 258
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Figura 27: Obtencion de lineas clonales sensibles en células PA-1. A) PCR de NEO que identifica 11
posibles lineas clonales sensibles. Se muestran tres geles de agarosa. En todos ellos, MPM (marcador
de peso molecular), C- (plasmido pRAM-LRE) y C+ (linea clonal con insercion de LINE-1). Los niumeros
sobre los pocillos indican la linea clonal. B) Ensayo de resistencia a neomicina en las lineas clonales
identificados por PCR. C+ (linea clonal resistente), C- (células PA-1 wt). Los numeros indican la linea

clonal.

Linea 1punto 2ps| Longitud  Delecion 3Localizacion Intrén/? 5Sentido/
Clonal Truncacion Poli A Exdn Antisentido
PA-1- Copia 56 No Crom 20/Gen EYA2 Intrén 1 Sentido
pRAM221 completa (1,5)
PA-1- Copia 12 131 No Crom 1/
pRAM286 completa Intergénica
PA-1- Copia 17 25 No Crom
pRAM272 completa 16/Intergénica
Tabla 7: Inserciones de lineas sensibles en PA-1. Punto de truncacidn: calculado alineando la

insercion respecto a la secuencia del vector pRAM-LRE3. 2DSI: duplicaciones del sitio de insercidn.
3Crom significa cromosoma. * () Isoformas del gen donde se encuentra la insercidn.
>Sentido/Antisentido: se refiere a su orientacién respecto al sentido transcripcional del gen.

de las inserciones como ha sido previamente descrito para las inserciones de las lineas
resistentes (Figura 26B).

En este caso, se consiguid identificar la localizacion gendmica asi como las
caracteristicas principales de 3 inserciones pertenecientes a lineas sensibles (Tabla 7). Por
otro lado, una de las inserciones restantes (PA-1-pRAMA468) se encuentra en medio del
proceso de caracterizacion. Sin embargo, 7 de las 11 inserciones restantes identificadas
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por PCR no pudieron ser caracterizadas debido a problemas técnicos propios del proceso
de rescate de la insercion.

— Andlisis de las inserciones caracterizadas

Todas las inserciones generadas en las lineas resistentes y sensibles, presentan las
caracteristicas de una insercién candnica de LINE-1. La mayoria 16/17 presentan
duplicaciones del sitio de insercién con una longitud de entre 2-17 nucledtidos lo cual esta
dentro del rango habitual (2-20) para las duplicaciones del sitio de insercién [67]. Por otro
lado, 1/17 inserciones generd una delecién de 635 pares de bases, algo previamente ya
descrito [92], [93]. La longitud de las colas de poli A variaron entre 25 y 131 nucledtidos,
presentando una longitud superior a las colas de poli A de las inserciones enddgenas de
LINE-1, algo también ya descrito anteriormente [92]. A pesar del bajo nimero de
inserciones, se cumplen las proporciones para determinados fenémenos asociados a la
retrotransposicidn. Primero, la mayoria (14/19) de las inserciones se encuentran truncadas
en el extremo 5’ mientras que 5/19 eran de copia completa [93]. Segundo, las inserciones
se integraron a lo largo de todo el genoma en distintos cromosomas [92], [93]. Por tanto,
las inserciones obtenidas muestran las caracteristicas tipicas de una insercién de LINE-1
endogena.

4.2.2. Regulacion epigenética de las inserciones artificiales de novo de LINE-1

Para determinar las modificaciones de histonas presentes sobre las inserciones
artificiales de novo de LINE-1 se llevaron a cabo distintos experimentos de
inmunoprecipitacion de cromatina utilizando anticuerpos que reconocen modificaciones
de histonas asociadas a cromatina transcripcionalmente activa tales como H3K4me3, H4ac
(acetilaciéon de la histona 4 que engloba la acetilacion en cuatro residuos de lisina
(5,8,12,16)), y H3K9ac asi como anticuerpos que reconocen modificaciones de histonas
asociadas a cromatina transcripcionalmente inactiva como H3K9me3 y H3K27me3. El
enriquecimiento de cada maodificacion de histona sobre la insercion de LINE-1 fue
determinado mediante qPCR sobre el ADN inmunoprecipitado. Por otro lado, la Unica
secuencia presente en las inserciones artificiales de novo y ausente en el resto de
inserciones enddgenas de LINE-1 es el gen de resistencia a neomicina. Por tanto, se
utilizaron oligonucledtidos que hibridan sobre el gen de resistencia a neomicina ya que
éste constituye una secuencia Unica que puede ser utilizada como referencia evitando asi
amplificaciones inespecificas desde los LINE-1 enddgenos. Los niveles de enriquecimiento
obtenidos sobre la inserciéon de LINE-1 fueron comparados con los valores de referencia
obtenidos para zonas del genoma muy enriquecidas o poco enriquecidas para cada

153



Regulacion Epigenética de Inserciones de novo de LINE-1

modificacion en cuestion utilizando datos de www.roadmapepigenomic.org (Ver Anexo )

[165]. Por otro lado, la significancia estadistica del enriquecimiento obtenido respecto al
control negativo de enriquecimiento se contrastd estadisticamente mediante un T de
student siempre que se dispuso del nimero adecuado de réplicas bioldgicas. Finalmente,
el estudio se realizd en 5 de las 14 lineas clonales resistentes de PA-1 las cuales fueron
elegidas en funcién del punto de truncacién de las inserciones cubriendo todas las
posibilidades desde wuna insercion casi de copia completa hasta una insercidon
extremadamente truncada en 5’. Ademas se incluyeron las 2 lineas clonales resistentes de
H9 ya que son las Unicas lineas generadas en células madre embrionarias humanas. Por
ultimo, las 3 lineas clonales sensibles de PA-1 fueron todas incluidas como unicas
representantes de esta categoria. En las figuras donde se muestran estos resultados, las
lineas resistentes se encuentran resaltadas en morado mientras que las lineas sensibles se
encuentran resaltadas en gris.

En esta seccion, en el Anexo IV, se ha incluido un esquema con las caracteristicas
principales asi como su localizacidn respecto a los demdas elementos cercanos del genoma
para cada una de las inserciones. Ademas, se ha incluido informacién acerca del estado del
promotor del gen donde las inserciones génicas se encuentran integradas. Asimismo,
también se incorpora informacidn del sitio de insercién respecto a las modificaciones de
histonas alli presentes. Estos datos fueron obtenidos de www.roadmapepigenomic.org.

Debido a la ausencia de estudios de ChIP-seq en células PA-1, se han utilizado como
referencia células H9. Ademas, también se han consultado datos procedentes del proyecto
ENCODE para células NT2-D1, las cuales son semejantes a células PA-1 ya que son células
de carcinoma humano embrionario.

4.2.2.1. Modificaciones de histonas asociadas con actividad transcripcional
—  Trimetilacion de la lisina 4 de la histona 3 (H3K4me3)

H3K4me3 es una modificaciéon generalmente localizada sobre los promotores, cerca
del lugar de inicio de la transcripcion. Su presencia correlaciona positivamente con la
actividad transcripcional [137], [177], [178]. Por otro lado, elementos LINE-1
transcripcionalmente activos en el genoma de células de cancer de mama presentan dicha
modificacion inmediatamente aguas arriba de su promotor [71]. Ademas, elementos LINE-
1 reactivados transcripcionalmente del genoma de ratdén presentan esta modificacidon en
su promotor [198]. Por ello, se determind el enriquecimiento de H3K4me3 sobre el gen
NEO en todas las lineas clonales incluyendo resistentes y sensibles mediante ChIP-qPCR.
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Coémo se observa en la figura 28, 7/7 inserciones pertenecientes a lineas resistentes se
encuentran enriquecidas en H3K4me3 en distintos grados (Figura 28A-G). 5 de estas 7
inserciones se encuentran significativamente enriquecidas en H3K4me3 (Figura 28A, C, D,
E, G) mientras que las 2 restantes muestran la misma tendencia (Figura 28B, F). De hecho,
las inserciones que se encuentran mas enriquecidas en H3K4me3 pertenecen a lineas
resistentes (Figura 28A-C). Por otro lado, tan solo 1 de 3 inserciones pertenecientes a
lineas sensibles esta enriquecida en H3K4me3 (Figura 28H), siendo este enriquecimiento
marginal. Las inserciones de lineas sensibles restantes no muestran enriquecimiento de
H3K4me3 sobre sus inserciones (Figura 28I, J).

Resumiendo, H3K4me3 estd mayoritariamente enriquecida y en mayor grado sobre
inserciones de lineas resistentes, consistente con su seleccidon con neomicina.
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Figura 28: Enriquecimiento de H3K4me3 sobre las inserciones artificiales de novo de LINE-1. A-G)
Lineas clonales resistentes resaltadas en morado. H-J) Lineas clonales sensibles resaltadas en gris.
A), C), D), E), G), H), 1) Se muestra la media de tres ChIPs-qPCR independientes con su
correspondiente desviacion estdndar. Los p-valores obtenidos fueron los siguientes: para A) p-
valor=0,00018165, para C) p-valor=5,44197E-05, para D) p-valor=0,021353461, para E) p-
valor=0,044941295, para G) p-valor=0,00025613 y para H) p-valor=0,049116592. B) Se muestra la
media de dos ChIPs-qPCR independientes. Las barras de error muestran el rango de valores. F), J) Se
muestra un experimento de ChIP-qPCR. A-J) ACTB es un control positivo y TUBA3C es un control
negativo.
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— Acetilacion de la histona 4 (H4ac)

H4ac se refiere a un conjunto de acetilaciones que ocurren en una serie de residuos
de lisina de la histona 4. De hecho, las acetilaciones reconocidas por el anticuerpo que se
usa en el presente estudio son las siguientes: H4K5ac, H4K8ac H4K12ac y H4K16ac. Estas
acetilaciones se encuentran fundamentalmente sobre promotores y su presencia
correlaciona con actividad transcripcional [140], [182]. Por otro lado, es una modificacion
gue aparece enriquecida sobre las inserciones artificiales de novo de LINE-1 que son
reactivadas después del tratamiento con TSA en células PA-1 [60]. Por tanto, H4ac puede
ser importante en la regulacion de las inserciones de LINE-1.

El enriquecimiento de H4ac fue determinado en 2 de las 5 lineas clonales resistentes
de PA-1 asi como en 2 de las 3 lineas clonales sensibles de PA-1. Sin embargo, tan solo una
insercién de una linea resistente (PA-1-pRAMA4) mostraba un enriquecimiento que se podia
considerar biolégicamente relevante (Figura 29A). Ademas, esta insercidn muestra un
enriquecimiento elevado de H3K4me3 (Figura 28A). Por otro lado, el resto de inserciones
3/4 mostraron un enriquecimiento de H4ac similar al control negativo (Figura 29B-D).

Por tanto, a pesar del bajo nimero de inserciones analizadas, existe una tendencia
hacia la ausencia de acetilacién de la histona 4 sobre las inserciones de novo LINE-1. De
hecho, la presencia de H4ac parece estar ligada a un alto enriquecimiento de H3K4me3.
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Figura 29: Enriquecimiento de H4ac sobre las inserciones artificiales de novo de LINE-1. A), B)
Lineas clonales resistentes resaltadas en morado. C), D) Lineas clonales sensibles resaltadas en gris.
A-D) Se muestra la media de dos ChIPs-qPCR. Las barras de error muestran el rango de valores.
GAPDH es un control positivo y TUBA3C es un control negativo.
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Acetilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9ac)

H3K9ac es una modificacion asociada con actividad transcripcional, es decir, se
encuentra en promotores que son activos. De hecho, su presencia esta relacionada con
una mayor expresion génica [136], [151].

En el presente estudio, se determind el enriquecimiento de esta modificacidon
mediante ChIP-qPCR sobre la insercion de 2 de las 5 lineas resistentes y de 2 de las 3
inserciones sensibles en células PA-1. Solo una insercién se encuentra significativamente
enriquecida en H3K9ac (Figura 30A). Dicha insercién perteneciente a una linea clonal
resistente, es la misma que presenta un elevado enriquecimiento de H4ac y H3K4me3
(Figura 29A, 28A). Sin embargo, el resto de las inserciones presentan valores de
enriquecimiento similares al control negativo (Figura 30B-D).
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Figura 30: Enriquecimiento de H3K9ac sobre las inserciones artificiales de novo de LINE-1. A), B)
Lineas clonales resistentes resaltadas en morado. C), D) Linea clonales sensibles resaltadas en gris.
A), B), D) Se muestra la media de tres ChIPs-qPCR con su correspondiente desviacion estandar. El p-
valor obtenido en A) fue 0,000244177. C) Se muestra la media de dos ChIPs-qPCR independientes.
Las barras de error muestran el rango de valores. A-D) ACTB es un control positivo mientras que
TUBA3C es un control negativo.

A pesar también del bajo nimero de inserciones estudiadas, los resultados de H3K9ac
también sugieren que existe una tendencia hacia la ausencia de acetilacidn de la histona
H3 sobre las inserciones de novo de LINE-1. Al igual que ocurria con H4ac, la presencia de
H3K9ac parece estar ligada a un alto enriquecimiento de H3K4me3.
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4.2.2.2. Modificaciones de histonas asociadas con represion transcripcional
—  Trimetilacion de la lisina 9 de la histona 3 (H3K9me3)

La trimetilacion de la lisina 9 de la histona 3 es una marca asociada con represion
génica y con la formacién de la heterocromatina [170], [183]-[185]. Ademas esta ligada a
la represién de los elementos LINE-1 existentes en el genoma de ratdn [117]. Por tanto, es
una candidata ideal para participar en la regulacion de las inserciones artificiales de novo
de LINE-1. La presencia de H3K9me3 fue determinada mediante ChIP-qPCR en todas las
lineas clonales generadas tanto en PA-1 como en H9.

Como se observa en la Figura 31, 5 de las 7 inserciones de lineas resistentes se
encuentran enriquecidas en H3K9me3 en distintos grados (Figura 31C-G). 2 de estas 5
inserciones de lineas resistentes se encuentran significativamente enriquecidas en
H3K9me3 (Figura 31C, D) mientras que las 3 restantes muestran la misma tendencia
incluso con valores de enriquecimiento mayores (Figura 31E-G). En cambio, 2/7 inserciones
de lineas resistentes muestran un enriquecimiento de H3K9me3 similar al control negativo
(Figura 31A, B). Por otro lado, todas las inserciones de lineas sensibles se encuentran
enriquecidas en H3K9me3 (Figura 31H-J). 2 de 3 inserciones de lineas sensibles estan
significativamente enriquecidas (Figura 31H, I) mientras que la insercién de la linea
sensible restante muestra la misma tendencia con un enriquecimiento de H3K9me3
semejante (Figura 31J). Las inserciones que presentan un enriquecimiento elevado de
H3K9me3 similar al control positivo pertenecen tanto a lineas resistentes (Figura 31E-G)
como a lineas sensibles (Figura 31H-J).

Curiosamente, las 5 inserciones de lineas resistentes enriquecidas en H3K9me3
(Figura 31C-G) se encuentran simultdneamente enriquecidas en H3K4me3 (Figura 28C-G).
Ademds, las inserciones no enriquecidas en H3K9me3 (Figura 31A, B) se corresponde con
dos de las inserciones mas enriquecidas en H3K4me3 (Figura 28A, B).

En resumen, la inserciones de novo de LINE-1 tanto de lineas sensibles como de lineas
resistentes se encuentran enriquecidas en H3K9me3 en un grado similar. Ademas, las
inserciones de las lineas resistentes enriquecidas en H3K9me3 presentan al mismo tiempo
H3K4me3.

—  Trimetilacion de lisina 27 de la histonas 3 (H3K27me3)

La trimetilacion de la lisina 27 es una modificacién asociada a represién génica.
Localizada en gran medida sobre promotores bivalentes junto con H3K4me3 donde
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Figura 31: Enriquecimiento de H3K9me3 sobre las inserciones artificiales de novo de LINE-1. A-G)
Lineas clonales resistentes resaltadas en morado. H-J) Lineas clonales sensibles resaltadas en gris.
C), D), H), 1) Se muestra la media de tres ChlPs-qPCR con su correspondiente desviacion estandar. Los
p-valores obtenidos fueron los siguientes: para C) p-valor=0,027555981, para D) p-
valor=0,000401467, para H) p-valor=0,007261971, para 1) p-valor=0,001632241. A), B), E), G) Se
muestra la media de dos ChIPs-qPCR. Las barras de error muestran el rango de valores. F), J) Se
muestra un experimento de ChlP-qPCR. A-J) CHR21 es un control positivo y GAPDH es un control
negativo.

correlaciona inversamente con la actividad transcripcional [134], [159], [160]. Por otro
lado, dominios en el genoma humano y murino enriquecidos en esta modificacion
contienen elementos LINE-1 [154], [164]. Por tanto, se trata también de una buena
candidata para el presente estudio. La presencia de dicha modificacidon sobre la nueva
insercién de LINE-1 fue determinada mediante ChIP-qPCR en todas las lineas clonales tanto
resistentes como sensibles.

Como se observa en la Figura 32, tan solo 1/7 inserciones pertenecientes a lineas
resistentes se encuentran significativamente enriquecidas en H3K27me3 (Figura 32G). Por
el contrario, el resto de inserciones de lineas resistentes presentan valores de
enriquecimiento similares al control negativo (Figura 32A-F). Por otro lado, 2/3 inserciones
de las lineas sensibles estan significativamente enriquecidas en H3K27me3 (Figura 32H, 1).
Ademas, la tercera insercidn procedente de una linea sensible parece estar modestamente
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enriquecida en H3K27me3 (Figura 32J). Sélo las dos inserciones pertenecientes a lineas
sensibles muestran valores de enriquecimiento elevados (Figura 32H, 1).

Sorprendentemente, las inserciones procedentes de lineas sensibles que presentan un
enriquecimiento de H3K27me3 similar al control positivo (Figura 32H, I), ademas se
encuentran altamente enriquecidas en H3K9me3 (Figura 31H, I).
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Figura 32: Enriquecimiento de H3K27me3 sobre las inserciones artificiales de novo de LINE-1. A-G)
Inserciones de lineas clonales resistentes resaltadas en morado. H-J) Inserciones de lineas clonales
sensibles resaltadas en gris. A), C), D), E), G), H), 1) Se muestra la media de tres ChIPs-qPCR con su
correspondiente desviacion estdndar. B) Se muestra la media de dos ChIPs-qPCR. Las barras de error
indican el rango de valores. F), J) Se muestra un solo experimento de ChIP-gPCR. G-l) Los p-valores
obtenidos fueron los siguientes: en G) el p-valor obtenido fue 0,017, en H) el p-valor obtenido fue
0,010242328 y en I) el p-valor obtenido fue 4,38969E-07. A-J) FOXA2 es un control positivo y ACTB es
un control negativo.

En resumen, H3K27me3 se encuentra enriquecida fundamentalmente y en mayor
grado sobre las inserciones artificiales de novo de LINE-1 de lineas sensibles. Ademas, un
elevado enriquecimiento de H3K27me3 coincide con un elevado enriquecimiento de

H3K9me3.
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1 warcasActivas | Marcasrepresivas |
Linea Clonal/Insercién | H3k4me3 | Hdac | H3k9ac | H3Kkome3 | H3K27me3
X

PA-1-pRAM4 X
PA-1-pRAM15

X X X X X X X X

x x

Tabla 8: Resumen de las modificaciones de histonas enriquecidas sobre las inserciones artificiales de

X X X X X X X

X X X

novo de LINE-1. En morado se resaltan las inserciones de lineas resistentes mientras que en gris se
resaltan las inserciones de lineas sensibles.

En resumen, como se puede observar en la tabla 8, el analisis realizado da lugar a que
las inserciones generadas se puedan agrupar en 3 categorias: una primera categoria de
inserciones que estdn enriquecidas Unicamente en modificaciones de actividad (H3K4me3,
H3K9ac y H4ac), una segunda categoria de inserciones las cuales estdn enriquecidas en
modificaciones activas y represivas (H3K4me3 y H3K9me3) y una ultima categoria donde
las inserciones se encuentran enriquecidas fundamentalmente en modificaciones
represivas (H3K9me3 y H3K27me3).

Finalmente, el enriquecimiento de H3K9me3 sobre inserciones provenientes de lineas
resistentes y lineas sensibles indica que probablemente existe una tendencia hacia la
represidn de las nuevas inserciones de LINE-1. Sin embargo, en un determinado contexto
gendmico/transcripcional favorable estas inserciones pueden ganar H3K4me3 permitiendo
que las lineas sean resistentes mientras que en otro contexto gendmico/transcripcional
mas represivo se produce la ganancia de H3K27me3 dando lugar a lineas sensibles.
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4.2.3. Relacion entre la expresion y el estado de la cromatina en inserciones de
novo de LINE-1

El sistema de generacidn de las lineas clonales da lugar a una clasificacidén binaria de
lineas clonales resistentes y lineas clonales sensibles en funcién de si son capaces de crecer
en presencia de neomicina (Figura 33A). Sin embargo, segun las modificaciones de histonas
presentes sobre las inserciones en estudio, cabe la posibilidad de que esta clasificacidon no
sea tan rigida. Por ello, se analizaron los niveles de transcripcion del gen reportero NEO
mediante RT-qPCR. Para amplificar especificamente el ARN producido desde el propio
promotor del gen NEO se llevd a cabo una reaccidén de reverso transcripcién con un
oligonucledtido especifico (Figura 33B). Cémo se podia esperar, las lineas resistentes
presentan una mayor expresion del gen NEO que las lineas sensibles. Por otro lado, la
expresion del gen NEO varia dentro de la categoria de lineas resistentes asi como dentro
de la categoria de lineas sensibles. Sin embargo, la variabilidad es mayor dentro de la
categoria de resistentes. (Figura 33C). Ademas, algunas de las lineas resistentes presentan
un nivel de expresion del gen NEO similar al que muestran las lineas sensibles (Figura 33C).

A la vista de los resultados de expresion del gen NEO, cabe preguntarse si existe una
relacién entre la expresidon del mismo y los enriquecimientos de H3K4me3 y H3K9me3
existentes sobre las inserciones de LINE-1. Para responder a esta pregunta, se compard
entre las distintas lineas la relacién entre la expresion del gen NEO junto con los
enriquecimientos relativos de H3K4me3 y H3K9me3. De hecho, en la figura 33D se observa
que lineas clonales, con un mayor enriquecimiento relativo de H3K4me3 sobre la insercidn
de LINE-1, son las que presentan una mayor expresién del gen NEO mientras que lineas
clonales, cuyas inserciones muestran un mayor enriquecimiento relativo de H3K9me3, son
las que presentan una menor expresion del gen NEO. Sorprendentemente, algunas de las
inserciones de lineas clonales clasificadas como resistentes son mas parecidas
epigenéticamente a las inserciones de las lineas sensibles. De hecho, en la parte media del
grafico se observa el transito entre las lineas resistentes y las lineas sensibles a nivel
epigenético. Estos datos sugieren que el balance H3K4me3/H3K9me3 sobre la insercion de
novo de LINE-1 es importante para el control de la expresién del gen NEO. Ademas, lineas
clonales, cuyo balance H3K4me3/H3K9me3<1, siempre presentan una menor expresion
del gen NEO. Por tanto, como cabria esperar, el depdsito H3K9me3 parece estar asociado
con la represion transcripcional de las inserciones de novo de LINE-1.

Por otra parte, el enriquecimiento de H3K4me3 o H3K9me3 sobre una insercién
podria depender del contexto transcripcional en el que se integre. Para analizar esta
posible relacién se utilizaron 6 de las 7 inserciones que estaban localizadas dentro de
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Figura 33: Relacion entre la expresion y el estado de la cromatina en las inserciones de novo de
LINE-1. A) Ensayo de resistencia a neomicina. PA-1y H9 son los controles negativos de resistencia. Se
muestran 5 de las 10 lineas clonales estudiadas, 3 resistentes y 2 sensibles. B) Esquema que muestra
la amplificacion especifica del ARN sentido del gen NEO para su cuantificacion por RT-qPCR. C) RT-
gPCR que muestra la expresion del gen NEO en las lineas resistentes y en las lineas sensibles. Se
muestra la media de dos réplicas bioldgicas independientes. Las barras de error muestran el rango
de valores. Posteriormente, los niveles de expresion obtenidos fueron normalizados respecto al nivel
de expresion de NEO en la linea PA-1-pRAMA4. D) Representacion de la expresion del gen NEO junto
con el enriquecimiento relativo de H3K4me3 y H3K9me3 para cada una de las inserciones. E) Grdfico
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de tendencias que muestra la relacion entre la expresion de los genes diana en la linea PA-1wt y
H9wt antes de la integracion y los enriquecimientos relativos de H3K4me3/H3K9me3 existentes para
cada insercion de novo integrada en cada gen. Se muestra la expresion relativa de los genes
respecto a GAPDH. Se normaliza respecto a la expresion de OSBPL6 que toma valor 1. Se muestra la
media de 2 RT-qPCRs. Las barras de error muestran el rango de valores. F) Regresion lineal entre la
longitud de la insercion y el enriquecimiento de H3K9me3.

genes (ver Anexo V). Para todas ellas, se determiné, mediante RT-qPCR, el nivel de
expresion de los genes diana en la linea parental (PA-1 o H9) para evitar posibles efectos
de la insercidon sobre la expresion génica. Se utilizaron oligonucleétidos que, como minimo,
amplificaban la isoforma donde se encontraba la inserciéon integrada. En la figura 33E, se
observa que esta relacion se cumple para 5 de las 6 inserciones analizadas. De hecho,
inserciones que presentan un balance H3K4me3/H3K9me3>1, se encuentran localizadas en
genes que presentan una mayor expresién mientras que inserciones de LINE-1 donde
H3K4me3/H3K9me3<1 son las que se encuentran localizadas en genes menos expresados.
Estos datos sugieren que el contexto transcripcional puede influir el reclutamiento de
H3K4me3 y H3K9me3 sobre cada insercidn y, por tanto, su regulacion epigenética.

Por ultimo, segun Bulut-Karsioglu et al.,[117] la longitud de las inserciones de LINE-1
enddgenas en el genoma de ratén determina el enriquecimiento de H3K9me3. Por tanto,
caracteristicas propias de la insercidon son también importantes para el reclutamiento de
modificaciones de histonas. Teniendo en cuenta estos datos, se comprobd dicha relaciéon
sobre las inserciones artificiales de novo de LINE-1. Para ello, se analizé la relacién lineal
entre la longitud de la insercidn y el nivel de enriquecimiento de H3K9me3 mediante una
correlacién de Pearson. Como se muestra en la figura 33F, se obtuvo una correlacion
directa entre dichas variables con un coeficiente de correlacién de Pearson r=0,7863 y un
p-valor de 0.0070 siendo la relacidon lineal entre dichas variables estadisticamente
significativa. Por tanto, una mayor longitud de la inserciéon de LINE-1 conlleva un mayor
reclutamiento de H3K9me3. Este andlisis sugiere que cuanto mas larga es la insercidén en
5’, mas posibilidades existen de que la maquinaria enzimatica que deposita H3K9me3
reconozca la insercion de novo de LINE-1.

Resumiendo, la regulacion epigenética de las inserciones de novo de LINE-1 podria
estar influenciada por el contexto transcripcional asi como por secuencias propias de la
insercion localizadas en el extremo 5’ de la misma.

4.2.4. Impacto epigenético de las inserciones de LINE-1 sobre el genoma adyacente

Una vez determinadas las modificaciones de histonas enriquecidas sobre las
inserciones de novo de LINE-1, cabe preguntarse si las inserciones son capaces
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de inducir cambios en el enriquecimiento de dichas modificaciones en el genoma
adyacente. Para ello, mediante ChIP-qPCR se determind el enriquecimiento de las
modificaciones de histonas estudiadas en el apartado 4.2.2. en el genoma adyacente a las
inserciones de LINE-1 de las lineas clonales incluidas en este estudio. Estos experimentos
fueron llevados a cabo Unicamente en aquellas lineas cuyas inserciones estaban
enriquecidas en la modificacién en cuestiéon. Para analizar los posibles cambios de
enriquecimiento en el genoma adyacente asi como la distancia alcanzada por estos
posibles cambios, se disefiaron parejas de oligonucleétidos aguas arriba y aguas abajo de la
insercién. Estas parejas de oligonucledtidos disefiadas cada 500 pares de bases cubrian una
distancia aproximada de 4-5kb aguas arriba y aguas abajo de la insercién. Ademas, para el
disefio de estas parejas de oligonucledtidos se evitaron las secuencias repetidas presentes
en el genoma humano. Por otro lado, los valores de enriquecimiento de las distintas
modificaciones en las distintas posiciones gendmicas fueron normalizadas respecto a la
cantidad total de H3. Estos enriquecimientos fueron comparados a aquellos obtenidos en
las mismas posiciones en las lineas parentales PA-1 y H9. Para ser considerados como
validos, los cambios de enriquecimiento generados debian reunir dos condiciones: i) por
un lado, presentar un valor superior al control negativo y ii), por otro lado, producirse al
menos 500 pares de bases desde el ultimo nucledtido aguas arriba o aguas abajo de la
insercion, ya éste es el limite de resolucidn de la técnica utilizada. 1gG fue utilizada como
control negativo pero se ha excluido de las gréficas para facilitar su compresién ya que los
valores de ésta fueron siempre menores que el control biolégico negativo.

En las figuras donde se muestran los cambios en el genoma adyacente, se incluye un
esquema de localizacion de la insercidn en el cual se muestra siempre la insercion de LINE-
1 en sentido 5’-3’. En rojo se muestra la insercidon de LINE-1, mientras en morado aparece
el gen NEO que para simplificar sustituye a todo el casete de rescate. Los numeros situados
encima de las lineas discontinuas (rojo, morado, negro) representan el ultimo nucledétido
de la insercidon tanto en 5’ como en 3’ y el punto 0. El punto O corresponde a la secuencia
del gen NEO amplificada en los experimentos de ChIP-qPCR. Las distancias se han calculado
respecto al punto 0, siendo la posicion -1 y +1 el primer nucleétido situado
inmediatamente aguas arriba y aguas abajo del amplicon NEO respectivamente. Las
regiones situadas entre las lineas negras discontinuas resaltadas en el color
correspondiente delimitan la regidn gendmica analizada en el estudio. De hecho, los
numeros situados debajo de las lineas indican la primera y Ultima posicion medida en el
genoma aguas arriba y aguas abajo.
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4.2.4.1. Andlisis de H3K4me3

En este apartado se analizardn los cambios de H3K4me3 en el genoma adyacente de 7
lineas resistentes y de 1 linea sensible cuyas inserciones estaban enriquecidas en H3K4me3
en algun grado. En primer lugar, se muestran los resultados para cuatro lineas cuyas
inserciones indujeron cambios de enriquecimiento de H3K4me3 en el genoma adyacente.

A continuacidn, se muestra el analisis de los cambios en la linea resistente PA-1-
pRAM4 cuya insercién presentaba un valor intermedio/alto de enriquecimiento de
H3K4me3 (Figura 28A). En esta linea se detectan cambios significativos en el estatus de
H3K4me3 tanto aguas arriba como aguas abajo de la insercién. Dichos cambios
significativos alcanzan una distancia de 3359 pares de bases aguas arriba desde el punto -
748 hasta el punto -4107 (Figura 34B, C). Por otro lado, los cambios significativos aguas
abajo de la insercion, se restringen a una posicién, concretamente al punto 2928, lo cual
significa que la insercién ha inducido un cambio en el estatus de H3K4me3 a 1187 pares de
bases desde el ultimo nucledtido en el extremo 3’ de la insercién (Figura 34B, C). Ademas
los valores de enriquecimiento en estas posiciones se encuentran siempre dentro del
rango delimitado por los controles biolégicos y por encima del valor medio del control
negativo (TUBA3C). Debido a la elevada variabilidad de las tres réplicas analizadas, no
existen diferencias significativas en la posiciones 1741 y 2420 aguas abajo de la insercidn.
Sin embargo, individualmente, en cada experimento de ChIP-qPCR, estas posiciones
muestran un enriquecimiento mayor en la linea clonal comparada con la linea parental. Es
importante mencionar, que si se tiene en cuenta solo los datos de enriquecimiento en la
region analizada de la linea control PA-1 wt se observa que es una zona pobre en H3K4me3
(Figura 34B, barras negras).

Seguidamente, se muestran los resultados para la linea resistente H9-pRAM3 cuya
insercién también presenta un enriquecimiento intermedio de H3K4me3 (Figura 28C). En la
linea H9-pRAMS3 se observan cambios significativos en el enriquecimiento de H3K4me3 en
el genoma préximo aguas arriba de la insercidn. Estos cambios alcanzan una distancia de
unas 1637 pares de bases desde el punto -956 hasta el punto -2593 (Figura 34E, F).
Ademas se observa, como la regién analizada en la linea parental no presenta
enriquecimientos relevantes respecto al control negativo lo que significa que es una region
pobre en H3K4me3 (Figura 34E, barras negras). Cabe destacar que aguas abajo de la
insercidén, tan soélo se pudieron analizar los posibles cambios a partir de 1200 pares de
bases desde la insercién debido a las dificultades para disefiar oligonucledtidos.

Por ultimo, se muestra el andlisis realizado en las lineas resistentes PA-1-pRAM®6 y PA-
1-pRAMBS cuyas inserciones presentan un enriquecimiento bajo de H3K4me3 (Figura 28F,
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Figura 34: Cambios de enriquecimiento de H3K4me3 en el genoma adyacente de las lineas PA-1-
PRAMA4 y H9-pRAM3. A) Esquema que muestra la insercion de LINE-1 y la region gendmica
analizada en la linea PA-1-pRAMA4. B) Grdfico de barras que muestra el CHIP-qPCR de H3K4me3 en el
genoma adyacente en la linea parental PA-1 y en la linea clonal PA-1-pRAMA4. Se muestra la media
de tres experimentos independientes con su correspondiente desviacion estdndar. Los p-valores
obtenidos en las posiciones marcadas con un * fueron los siguientes: posicion -4107 p-valor =
0,0234622; posicion -3435 p-valor= 0,00448622, posicion -3114 p-valor: 0,00442331, posicion -2724
p-valor 0,0032916, posicion -1293 p-valor= 0,000357508, posicién -757 p-valor= 0,00170264,
posicion 2928 p-valor= 0,0126601. C) Grdfico de series que muestra las distancias reales respecto al
punto 0 en el experimento mostrado en B). D) Esquema que muestra la insercion de LINE-1 y la
region gendmica analizada en la linea H9-pRAM3. E) Grdfico de barras que muestra el CHIP-gPCR de
H3K4me3 en el genoma adyacente en la linea parental H9 y en la linea clonal H9-pRAM3. Se
muestra la media de tres experimentos independientes con su correspondiente desviacion estdndar.

167



Impacto Epigenético sobre el Genoma Adyacente

Los p-valores obtenidos en las posiciones marcadas con un * fueron los siguientes: posicion -2593 p-
valor=0.00894929 y posicion -1535 p-valor=0.000163545. F) Grdfico de series que muestra las
distancias reales respecto al punto 0 en el experimento mostrado en E). En B) y E) ACTB es un control
positivo mientras que TUBA3C es un control negativo. En C) y F) se muestra un esquema simplificado
de la insercion donde se resaltan el ultimo nucledtido en el extremo 5°, la posicion del punto 0 y el
ultimo nucledtido en el extremo 3’.

G). En ambos casos, se detectaron cambios en la composicion de H3K4me3
fundamentalmente aguas abajo de la insercién. Curiosamente, el cambio inducido en la
primera posicidn (posicidon 1772 para PA-1-pRAMG6 y posicidn 1833 para PA-1-pRAMS) en el
genoma adyacente en ambas lineas, es de mayor magnitud que el propio enriquecimiento
presente sobre la propia insercién (Figura 358, E).

Analizando las lineas de forma separada se observa como la insercidn perteneciente a
la linea PA-1-pRAMG6 generd cambios en el estatus de esta modificacién aguas abajo de la
insercién llegando los cambios hasta la posicion 3518 lo cual significa que el cambio se
extiende 1792 pares de bases desde el punto 1726 (Figura 35B, C). Aunque, no se pudo
determinar la significancia estadistica debido a la falta de réplicas bioldgicas, estos cambios
parecen bastante sélidos por la diferencia existente respecto a la linea parental en las
mismas posiciones asi como por el valor de estos enriquecimientos respecto al control
negativo (Figura 35B). Por otro lado, la region analizada del genoma adyacente en la linea
PA-1-pRAMG6 es una regidon del genoma desprovista de H3K4me3 ya que los valores
enriquecimiento para esta modificacion son similares al control negativo en la linea control
PA-1 wt (Figura 35B, barras negras).lgualmente, la insercién de LINE-1 generé cambios
fundamentalmente aguas abajo de la inserciéon en la linea PA-1-pRAMS8. De hecho, se
producen cambios significativos hasta el punto 2915 lo cual significa que los cambios se
extienden 1139 pares de bases aguas abajo desde el punto 1776 (Figura 35E, F). Por otro
lado, solo se observan cambios significativos en un punto aguas arriba de la insercién el
cual se encuentra a 28 pares de bases de la insercion y se corresponde con el punto -6708
(Figura 35E,F). Sin embargo, segun el criterio establecido no se considera un cambio valido
ya que se encuentra a una distancia <500 pares de bases de la insercion. Ademas, los
valores de enriquecimiento en estas posiciones se encuentran siempre dentro del rango
establecido por los controles bioldgicos y por encima del valor medio del control negativo
(TUBA3C). Es importante destacar que segun los valores de enriquecimiento de H3K4me3
en la regidén analizada en la linea control PA-1 wt, se trata de una regiéon donde existe un
sutil enriquecimiento de H3K4me3 en las posiciones cercanas al sitio de insercién (Figura
35E, barras negras).
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Figura 35: Cambios de enriquecimiento de H3K4me3 en el genoma adyacente en las lineas PA-1-
PRAMG6 y PA-1-pRAMS. A) Esquema que muestra la insercion de LINE-1 y la region gendmica
analizada en la linea PA-1-pRAM6. B) Grdfico de barras que muestra el CHIP-qPCR de H3K4me3 en el
genoma adyacente en la linea parental PA-1 y en la linea clonal PA-1-pRAM6. Se muestra un unico
experimento. C) Grdfico de series que muestra las distancias reales respecto al punto 0 en el
experimento mostrado en B). D) Esquema que muestra la insercion de LINE-1 y la region gendmica
analizada en la linea PA-1-pRAMS. E) Grdfico de barras que muestra el CHIP-qPCR de H3K4me3 en el
genoma adyacente en la linea parental PA-1 y en la linea clonal PA-1-pRAMS8. Se muestra la media
de tres experimentos independientes con su correspondiente desviacion estdndar. Los p-valores
obtenidos en las posiciones marcada con un * fueron los siguientes: posicion -6708 p-
valor=0,0114049, posicion 1833 p-valor=0,00354675, posicion 2406 p-valor=0,00123494 y posicion
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2915 p-valor= 0,0022143. F) Grdfico de series que muestra las distancias reales respecto al punto 0
en el experimento mostrado en E). En B) y E) ACTB es un control positivo mientras que TUBA3C es un
control negativo. En C) y F) se muestra una representacion simplificada de la insercion donde se
resaltan el ultimo nucledtido en el extremo 5’, la posicion del punto 0 y el ultimo nucledtido en el
extremo 3’.

Resumiendo, inserciones que presentan un enriquecimiento bajo o alto de H3K4me3
pueden inducir cambios en la composicion de H3K4me3 en el genoma adyacente. Ademas,
3 de las 4 inserciones (H9-pRAM3, PA-1-pRAMG6, PA-1-pRAMS8) de LINE-1 que han
producido cambios de H3K4me3 en el genoma adyacente se encuentran también
enriquecidas en H3K9me3 (Figura 31C, F, G, Tabla 8). Los cambios generados son
producidos fundamentalmente por inserciones truncadas en 5’, excepto PA-1-pRAMS8 que
presenta una pequefia truncacion careciendo de los primeros 22 nucledtidos (Ver Anexo
IV). Estos cambios pueden alcanzar una distancia media entre 1kb y 3,3 kb, detectdandose la
mayor distancia en la linea PA-1-pRAM4 con la insercion mas truncada y ademds con un
enriguecimiento intermedio/alto de H3K4me3 (Figura 28A, Figura 34B).

En segundo lugar, se muestran los resultados del analisis del genoma adyacente para
las cuatro lineas restantes cuyas inserciones no generaron cambios en el genoma
adyacente. Estas inserciones se encontraban enriquecidas en H3K4me3 en algun grado
(Figura 28B, D, E, H). El andlisis de la linea resistente PA-1-pRAM15, cuya insercidn
presenta un enriquecimiento intermedio/alto de H3K4me3 (Figura 28B), reveld la ausencia
de cambios en el estatus de H3K4me3 (Figura 36A). Por otro lado, el andlisis de la linea
resistente H9-pRAM4, cuya insercion presenta un enriquecimiento bajo (Figura 28D),
demostré la presencia de un pequefio cambio significativo de H3K4me3 118 pares de bases
aguas arriba de la insercién en la posicién -1060 (Figura 36C). Aun estando dentro del
rango de valores establecido por los controles bioldgicos, este cambio se encuentra
demasiado cerca de la insercién con lo cual no puede ser considerado como valido segun el
criterio establecido. Cabe destacar que los posibles cambios generados aguas abajo no se
pudieron analizar antes de las primeras 1500 pares de bases debido a problemas para el
disefio de oligonucleédtidos. De la misma forma, tampoco se encontraron cambios en la
linea resistente PA-1-pRAM26 (Figura 36E), cuya insercién presenta un enriquecimiento
bajo de H3K4me3 (Figura 28E). Por ultimo, el andlisis de la linea sensible PA-1-pRAM286,
cuya insercidn presentaba un enriquecimiento marginal de H3K4me3 (Figura 28H), mostrd
un minimo cambio significativo en la posicidn -6702 que se encuentra 3 pares de bases
aguas arriba de la insercién (Figura 36G). Al igual que ocurria con la linea H9-pRAMA4, el
cambio detectado no retne las condiciones para ser considerado valido segun el criterio de
distancia establecido. Por tanto, este analisis demuestra que no todas las inserciones
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truncadas (Anexo 1V), enriquecidas en H3K4me3 pertenecientes a lineas resistentes
generan cambios de H3K4me3 en el genoma adyacente. Por otro lado, las inserciones de
lineas sensibles no generan cambios de H3K4me3.

Para concluir, los cambios de H3K4me3 son inducidos fundamentalmente por algunas
inserciones truncadas pertenecientes a lineas resistentes independientemente del grado
de enriquecimiento de H3K4me3 existente sobre la insercidn. Estos cambios pueden
alcanzar una distancia media de 1kb-3,3kb. Ademas estos cambios son producidos a pesar
de que algunas de estas inserciones se encuentran enriquecidas simultdneamente en
H3K4me3 y H3K9me3.

4.2.4.2. Andlisis de la acetilacion de histonas

En este apartado, se analizan los posibles cambios en los niveles de acetilacidn en las
proximidades de la insercion de la linea PA-1-pRAMA4. Esta insercidn es la Unica que estaba
enriquecida en H4ac y H3K9ac (Figura 29A, 30A). En primer lugar, se muestra el analisis de
H4ac. A pesar del enriquecimiento de H4ac sobre la insercion, no se detectaron cambios
en el estatus de esta modificacidén en la regién gendmica adyacente a la insercién (Figura
37B). Por otra parte, se detectd un pequefio cambio significativo en el enriquecimiento de
H3K9ac en el genoma adyacente en la posicion -757 (Figura 37C). El valor de
enriquecimiento que se alcanza en dicha posicidon estda comprendido dentro del rango
establecido por los controles bioldgicos del experimento pero dicho cambio se produce
Unicamente 9 pares de bases aguas arriba de la insercién. Por esta razén no se considera
un cambio vdlido.

La insercion analizada perteneciente a la linea PA-1-pRAM4 presenta un
enriquecimiento intermedio/alto de H3K4me3 (Figura 28A) y producia la mayor expansién
de cambios de H3K4me3 en el genoma adyacente (Figura 34B). Ademas esta linea
presentaba la mayor expresion del gen NEO (Figura 33C). Este dato sugiere que es bastante
probable que las inserciones de novo de LINE-1 no induzcan cambios en los niveles de
acetilacién en el genoma adyacente ya que no son ni siquiera detectados en un contexto
de actividad transcripcional tan favorable. Analisis realizados en el genoma adyacente de
lineas cuyas inserciones no estaban enriquecidas en H4ac, tampoco mostraron la
existencia de cambios de enriquecimiento de H4ac o H3K9ac (datos nos mostrados).

4.2.4.3. Andlisis de H3K9me3

En este apartado se analizan los cambios de H3K9me3 en 5 lineas resistentes y en 3
lineas sensibles cuyas inserciones estaban enriquecidas en H3K9me3 en algun grado. En
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primer lugar, se muestran los resultados para dos lineas clonales sensibles (PA-1-pRAM286
y PA-1-pRAM221) cuyas inserciones indujeron cambios de enriquecimiento de H3K9me3
en el genoma adyacente. Ambas inserciones se encontraban altamente enriquecidas en
H3K9me3, H3K27me3 y nada o marginalmente enriquecidas en H3K4me3 (Figura 31H, |;
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Figura 37: Ausencia de cambios de enriquecimiento de H3K9ac y H4ac en el genoma adyacente en
la linea PA-1-pRAMA4. A) Esquema que muestra la insercion de LINE-1 y la region gendmica
analizada en la linea PA-1-pRAMA4. B) Grdfico de barras que muestra el experimento de ChIP-qPCR
de H4ac en el genoma adyacente en la linea parental PA-1 y en la linea clonal PA-1-pRAMA4. Se
muestran los valores medios de dos experimentos independientes. Las barras de error muestran el
rango de valores. C) Grdfico de barras que muestra el experimento de ChIP-qPCR de H3K9ac en el
genoma adyacente en la linea parental PA1 y en la linea clonal PA-1-pRAMA4. Se muestran los valores
medios de tres experimentos independientes con su desviacion estdndar. El p-valor en la posicion -
757 fue 0,0238382. En B) y C) GAPDH es un control positivo mientras que TUBA3C es un control
negativo

Figura 32H, I; Figura 28H, I; tabla 8). La insercion presente en la linea PA-1-pRAM286 es
capaz de inducir cambios significativos en el enriquecimiento de H3K9me3 aguas abajo y
aguas arriba de la insercion. En este caso, los cambios se expanden hasta 1865 pares de
bases aguas abajo desde el punto 1828 hasta la posicion 3693 (Figura 38B, C). Ademas,
esta insercion también promueve cambios en el estatus de la modificacion aguas arriba de
la insercion. De hecho, se generan cambios significativos que alcanzan una distancia de
1100 pares de bases desde el punto -6699 hasta la posicion -7799 (Figura 38B, C).
Igualmente los valores que se alcanzan en estos puntos donde se han producido los
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Figura 38: Cambios de enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma adyacente de las lineas PA-1-
PRAM286 y PA-1-pRAM221. A) Esquema que muestra la insercion de LINE-1 y la regidon gendmica
analizada en la linea PA-1-pRAM286. B) Grdfico de barras que muestra el CHIP-qPCR de H3K9me3 en
el genoma adyacente en la linea parental PA-1 y en la linea clonal PA-1-pRAM286. Los p-valores
obtenidos en las posiciones marcadas con un * fueron los siguientes: posicion -7799 p-
valor=0,0151263, posicion -6702 p-valor=0,000767813, posicion 1834 p-valor=0,000775231,
posicion 2435 p-valor=0,000380536, posicion 3038 p-valor=0,000114439 y posicion 3693 p-
valor=0,0166808. C) Grdfico de series que muestra las distancias reales respecto al punto 0 en el
experimento mostrado en B). D) Esquema que muestra la insercion de LINE-1 y la region gendmica
analizada en la linea PA-1-pRAM221. E) Grdfico de barras que muestra el CHIP-qPCR de H3K9me3 en
el genoma adyacente en la linea parental PA-1 y en la linea clonal PA-1-pRAM221. Los p-valores
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obtenidos en las posiciones marcadas con un * fueron los siguientes: posicion 1751 p-
valor=0,0110201, posicion 2299 p-valor=0,00385384 y posicion 2740 p-valor=0,0315478. F) Grdfico
de series que muestra las distancias reales respecto al punto 0 en el experimento mostrado en E). En
B) y E) se muestra la media de tres experimentos independientes con su desviacion estdndar. En B) y
E) CHR21 es un control positivo mientras que ACTB es un control negativo. En C) y F) se muestra una
representacion simplificada de la insercion donde se resaltan el ultimo nucledtido en el extremo 5’,
la posicidn del punto 0y el ultimo nucledtido en el extremo 3’.

cambios se encuentran dentro del rango delimitado por los controles del experimento. De
hecho, el valor minimo de enriquecimiento que se alcanza en estas 6 posiciones con
cambios significativos representa el triple del control negativo del experimento. Por otro
lado, la regidon gendmica analizada es una regidon que podria estar sutilmente
heterocromatinizada ya que los valores medios de enriquecimiento de H3K9me3 en las
posiciones analizadas en la linea control PA-1 wt representan como minimo el doble del
valor medio del control negativo (Figura 38B, barras negras).

Igualmente, la inserciéon perteneciente a la linea PA-1-pRAM221 genera cambios
significativos en el estatus de H3K9me3 que se extienden 989 pares de bases aguas abajo
desde la posicion 1751 hasta llegar a la posicion 2740 (Figura 38E, F). Los valores de
enriquecimiento en las posiciones donde se han encontrado los cambios se encuentran
dentro del rango delimitado por los controles del experimento. En cuanto a la composicion
de H3K9me3 en la regidon analizada, se observa que puede existir una cierta
heterocromatinizacién ya que los valores medios de enriquecimiento de H3K9me3 son
ligeramente superiores al control negativo (Figura 38E, barras negras).

En resumen, las inserciones de las lineas sensibles PA-1-pRAM221 y PA-1-pRAM286
altamente enriquecidas en H3K9me3, H3K27me3 y nada o marginalmente enriquecidas en
H3K4me3 producen cambios en el enriquecimiento de H3K9me3 que se extienden entre
1kb y 1,5kb desde la insercién. Ademas, estos cambios se generan tanto aguas arriba como
aguas abajo. Cabe destacar que ambas inserciones son de copia completa (Ver Anexo IV).

En segundo lugar, se muestra el analisis para un grupo de 6 lineas clonales cuyas
inserciones no generaron cambios de H3K9me3. En este grupo, se encuadran 5 lineas
clonales resistentes (PA-1-pRAMS, PA-1-pRAMS6, PA-1-pRAM26, H9-pRAM4 y H9-pRAM3) y
1 linea clonal sensible (PA-1-pRAMZ272). El andlisis de la lineas resistentes PA-1-pRAMS, PA-
1-pRAM6 y PA-1-pRAM26, cuyas inserciones presentan un enriquecimiento elevado de
H3K9me3 (Figura 31G, F, E), demostro la ausencia de cambios en las tres lineas (Figura
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39A, C, E). Por otro lado, inserciones pertenecientes a las lineas resistentes H3-pRAM4 y
H9-pRAM3 que presenta un enriquecimiento intermedio y bajo respectivamente de
H3K9me3 (Figura 31D, C), tampoco produjeron cambios de H3K9me3 (Figura 39G, 1). Cabe
destacar que en la linea H9-pRAM4 no se pudo analizar el genoma adyacente antes de las
primeras 1500 pares de bases debido a problemas para disefar oligonucleétidos. Las
inserciones de todas estas lineas resistentes analizadas ademds se encuentran
enriquecidas en H3K4me3 (Figura 28G, F, E, D, C, tabla 8). Por ultimo, el andlisis en la linea
sensible PA-1-pRAM272, cuya insercidén se encuentra altamente enriquecida en H3K9me3
(Figura 31J), mostré, igualmente la ausencia de cambios (Figura 40B). Esta insercidn se
encuentra en la regidn pericentromérica del cromosoma 16 (Figura 40A), donde ya existia
un elevado enriquecimiento de H3K9me3 (Figura 40B, barras negras). En resumen, las
inserciones de lineas resistentes enriquecidas en H3K4me3 y H3K9me3 no producen
cambios de H3K9me3 independientemente del grado de enriquecimiento de H3K9me3
existente sobre la insercidn y de la longitud de la insercidn ya que en este grupo hay dos
inserciones muy truncadas (H9-pRAM4, H9-pRAM3), dos inserciones con puntos
intermedios de truncacidn (PA-1-pRAM®6, PA-1-pRAM26) y una insercion con un truncacion
minima de 22 nucleétidos (PA-1-pRAMS8) (ver Anexo IV). Ademds, inserciones de lineas
sensibles en lugares del genoma con un elevado nivel de H3K9me3 tampoco producen

cambios.
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Figura 40: Ausencia de cambios de enriquecimiento de H3K9me3 y H3K27me3 en el genoma
adyacente en la linea PA-1-pRAM272. A) Esquema que muestra la insercion de LINE-1 y la region
genomica analizada en la linea PA-1-pRAM272. B) Grdfico de barras que muestra los valores de
enriquecimiento de un experimento de ChIP-PCR de H3K9me3 en el genoma adyacente en la linea
parental PA-1y en la linea clonal PA-1-pRAM272. CHR21 es un control positivo y ACTB es un control
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negativo. C) Grafico de barras que muestra los valores de enriquecimiento de un experimento de
ChIP-PCR de H3K27me3 en el genoma adyacente en la linea parental PA-1 y en la linea clonal PA-1-
PRAM 272. FOXA2 es un control positivo mientras que ACTB es un control negativo.

Conjuntamente, estos analisis sugieren que Unicamente las inserciones de lineas
sensibles producen cambios de enriquecimiento de H3K9me3, que pueden extenderse
hasta 1kb-1,5kb desde la insercién. Ademas, estas inserciones son de copia completa,
estdn altamente enriquecidas en H3K9me3 y H3K27me3 y marginalmente o nada
enriquecidas en H3K4me3.

4.2.4.4. Andlisis de H3K27me3

En este caso, se realizd el analisis sobre las 4 lineas cuyas inserciones se encuentran
enriquecidas en H3K27me3. En primer lugar, se muestra el analisis para las dos lineas
sensibles cuyo enriquecimiento sobre la insercién de LINE-1 fue elevado (Figura 32H, I).
Como se observa en la figura 41A, C tanto en la linea PA-1-pRAM?286 como en la linea PA-
1-pRAM221 no se detectan cambios en el enriquecimiento de H3K27me3 en el genoma
adyacente. Cabe destacar que las inserciones presentes en las lineas PA-1-pRAM286 y PA-
1-pRAM221, se encuentran en lugares del genoma con enriquecimientos
bajos/intermedios de H3k27me3 segun los valores de enriquecimiento de H3K27me3 en la
linea PA-1 wt en la regién analizada (Figura 41A, C; linea negra). De hecho, para la regién
analizada en la linea PA-1-pRAM286 los valores de enriquecimiento de H3K27me3 se
pueden catalogar como bajos/intermedios (Figura 41A, linea negra) mientras que los
valores de enriquecimiento de H3K27me3 en el lugar de inserciéon de la linea PA-1-
pRAM221 se pueden catalogar como intermedios (Figura 41C, linea negra) comparado con
los valores maximos de los controles positivos. Cabe mencionar que estas lineas son las
que presentaban cambios de enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma adyacente
(Figura 38B, E) cuyas inserciones estaban altamente enriquecidas en H3K9me3 (Figura 31
H, 1).

En segundo lugar, se muestra el analisis de la linea resistente PA-1-pRAMS8 cuya
insercién presenta un enriquecimiento bajo de H3K27me3 (Figura 32G). Esta insercidon no
genera cambios en la composicién de H3K27me3 salvo un pequefio cambio significativo 28
pares de bases aguas arriba de la posicidn -6680, justamente en la primera posicién que se
mide dentro del genoma adyacente (Figura 41E). Aun siendo significativo y quedando
dentro del rango delimitado por los controles del experimento, este cambio no es
considerado un cambio valido ya que se produce sdlo 28 pares de bases aguas arriba de la
insercion.
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Figura 41: Ausencia de cambios de enriquecimiento de H3K27me3 en el genoma adyacente en las
lineas PA1-pRAM286; PA-1-pRAM221 y PA-1-pRAMS. A), C), E) Grdfico de series que muestra los
resultados del experimento de ChIP-qgPCR de H3K27me3 en el genoma adyacente de las lineas PA-1-
PRAM286, PA-1-pRAM221 y PA-1-pRAMS8 respectivamente. Se muestran los valores medios de 3
réplicas bioldgicas con su desviacion estdndar. Abajo, se muestra una representacion simplificada de
la insercion donde se resaltan el ultimo nucledtido en el extremo 5’, la posicion en el punto 0 y el
ultimo nucledtido en el extremo 3’. B), D), F) Grdfico de barras que muestra los controles
correspondientes al experimento mostrado en A), C), E). FOXAZ2 es un control positivo mientras que
ACTB es un control negativo.

Por ultimo, se analizan los resultados para la linea sensible PA-1-pRAM272 cuya
insercién parece presentar un enriquecimiento bajo de H3K27me3 (Figura 32J). Al igual
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gue anteriormente, la linea PA-1-pRAM272 no muestra cambios en el estatus de esta
modificacion en las Unicas dos posiciones gendmicas analizadas en este caso (Figura 40C).
El nivel de enriquecimiento de H3K27me3 en la regién analizada en esta linea es bastante
similar a los controles negativos (Figura 40C, barras negras).

Segun los analisis realizados, las inserciones artificiales de novo de LINE-1 no generan
cambios en el enriquecimiento de H3K27me3 en el genoma adyacente
independientemente del grado de enriquecimiento de esta modificacién sobre la insercion
de LINE-1 y del tipo de linea analizada. Ademas, las cuatro lineas analizadas (PA-1-pRAMS,
PA-1-pRAM286, PA-1-pRAM221 y PA-1-pRAM272) presentaban simultdaneamente un
elevado enriquecimiento de H3K9me3 (Figura 31G, H, |, J, Tabla 8).

| MarcasActivas___| Marcasrepresivas_| Longitud | Expansion |

| Kame3 | Hdac | K9ac | K9me3 | k27me3 | Com’ [ Trun? | ka4® | Ko* |
PA-1-pRAMA4 X X x

H9-pRAM3
PA-1-pRAM6
PA-1-pRAMS
PA-1-pRAM15
H9-pRAM4
PA-1-pRAM26
PA-1-pRAM272
PA-1-pRAM286 X
PA-1-pRAM221 X X X X
Tabla 9: Resumen regulacion epigenética e impacto epigenético de las inserciones artificiales de
novo de LINE-1. Com significa Copia completa; *Trun significa truncada; 3K4 significa H3K4me3; K9
significa H3K9me3; °Esta linea se incluye como truncada pero sélo le faltan 22 nucleétidos. En
morado se resaltan las inserciones de lineas resistentes y en gris las inserciones de las lineas

X

X X X X X X X
X
X
X X X
X X X X

X X X

X X

X X X X

X X X

sensibles.

Finalmente, como se resume en la tabla 9, todos estos analisis sugieren
conjuntamente, que los cambios de H3K4me3 son inducidos por inserciones enriquecidas
en H3K4me3, localizadas en un contexto transcripcional favorable ya que pertenecen a
lineas resistentes y ademds estan truncadas en 5. A pesar del enriquecimiento de
H3K9me3 en 3/4 de estas inserciones, solo se inducen cambios en el estatus de H3K4me3.
Por otro lado, los cambios de H3K9me3 son inducidos por inserciones que estan muy
enriquecidas en H3K9me3, localizadas en un contexto transcripcional represivo ya que
pertenecen a lineas sensibles y ademds, son de copia completa. A pesar de estar también
muy enriquecidas en H3K27me3, solo generan cambios en el enriquecimiento de
H3K9me3. Estos datos sugieren que un contexto represivo favorece la generacién de
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cambios en H3K9me3 en el genoma adyacente para reforzar el silenciamiento de las
inserciones de copia completa.

4.2.5. Estabilidad epigenética de las lineas clonales de PA-1

Teniendo en cuenta la variabilidad existente dentro del cultivo celular, es posible que
las lineas clonales generadas para este estudio presenten diferencias de enriquecimiento
de las modificaciones estudiadas a lo largo del genoma. Por esta razén, los cambios de
enriquecimiento de H3K4me3 y H3K9me3 inducidos por la insercién de LINE-1 en el
genoma adyacente de algunas lineas podrian, en realidad, representar el nivel de esa
modificacion en esa linea clonal. Para controlar esta limitacién propia del disefio
experimental, se analizé el nivel de enriquecimiento de H3K4me3 o H3K9me3 en otra linea
clonal de PA-1 en dos posiciones genémicas en las cuales se habian detectado cambios en
el estatus de estas marcas. Como se observa en la figura 42 B, D, la linea clonal control
presenta los mismos niveles de H3K4me3 que la linea parental PA-1. De hecho, las
posiciones gendmicas analizadas se encuentran significativamente enriquecidas en las
lineas PA-1-pRAM4 y PA-1-pRAMS respecto a la linea clonal control (Figura 42B, D). Del
mismo modo, en la figura 42F, H se observa que los niveles de H3K9me3 en las posiciones
analizadas son exactamente iguales en la linea clonal control que en la linea parental.
Ademas, las lineas PA-1-pRAM286 y PA-1-pRAM221 presentan un nivel de enriquecimiento
de H3K9me3 superior a la linea clonal control en las posiciones analizadas (Figura 42F, H).
Estos experimentos sugieren que las lineas clonales son epigeneticamente estables en la
region analizada y, por tanto, excluyen la posibilidad de que los cambios observados sean
un artefacto propio del disefio experimental. Por tanto, los cambios de H3K4me3 y
H3K9me3 en el genoma adyacente son muy probablemente inducidos por la presencia de
una insercién de novo de LINE-1.

4.2.6. Eliminacion de secuencias artificiales asociadas a las inserciones de novo de
LINE-1

A la vista de los resultados obtenidos en los apartados anteriores, parece ser que el
retroelemento LINE-1 después de su integracion recluta H3K4me3 y H3K9me3 y en menor
medida H3K27me3. No obstante, estos resultados han sido generados mediante el andlisis
de inserciones que llevan asociadas una serie de secuencias exdgenas necesarias para la
deteccion de la retrotransposicién, la generacion de las lineas clonales y para la
caracterizacién de las inserciones, de ahi que se denomine a estas inserciones como
artificiales. Estas secuencias se corresponden con un promotor virico SV40, un gen de
resistencia a neomicina y un origen de replicaciéon bacteriano (ColE1) (Figura 24A). Por
tanto, es posible que tales secuencias tengan un efecto sobre la regulacidén epigenética de
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Figura 42: Estabilidad epigenética de las lineas clonales de PA-1. A), C), E), G) Esquema de
localizacion de la insercion de LINE-1 en cada linea clonal donde se resaltan las posiciones analizadas
por ChIP-qPCR. B), D) Grdfico de barras que muestra los ChIP-qPCRs de H3K4me3 en las posiciones
sefialadas en PA-1 wt, en una linea clonal de PA-1 y en PA-1-pRAM4 o PA-1-pRAMS8
respectivamente. Se muestra la media de tres experimentos independientes con su desviacion
estdndar. Los p-valores obtenidos en las posiciones marcadas con un * son los siguientes: para B) en
la posicion -1293 p-valor=0,000358665, en la posicion -757 p-valor= 0,00168042; para D) en la
posicion 1833 p-valor= 0,00852392, en la posicion 2406 p-valor=0,0137055. ACTB es un control
positivo y TUBA3C es un control negativo. F), H) Grdfico de barras que muestran los ChIP-qPCRs de
H3K9me3 en las posiciones sefialadas en PA-1 wt, en una linea clonal de PA-1 y en PA-1-pRAM286 o
PA-1-pRAM221 respectivamente. Se muestra la media de dos experimentos independientes. Las
barras de error muestran el rango de valores. CHR21 es un control positivo y ACTB es un control
negativo.

las inserciones de novo de LINE-1 analizadas en este estudio. Para abordar esta limitacion,
el vector pRAM-LRE3 presenta dos secuencias FRT (del inglés Flipase Recognition Target)
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flanqueando el casete de recuperacion o rescate. De esta forma, las secuencias exégenas
fusionadas a la insercién de LINE-1 pueden ser eliminadas mediante recombinacién
mediada por flipasa. El proceso de eliminacién o recombinacién comienza con la co-

B>
0Q
7 o

Oo

o]

o | A) Co-transfeccion de la linea clonal

| B) Separacion de las células GFP+ I

& | C) Dilucién clonal de las células GFP+ I

Subclon No Subclon Flipeado

Flipeado

A(n)-)W

| E) Confirmacién por PCR |

Figura 43: Esquema del proceso de recombinacion por flipasa. A) La linea clonal con una insercion
artificial de LINE-1 (rectdngulos rojos) se co-transfecta con un pldsmido que expresa la proteina
verde fluorescente (pCEP4-EGFP, circulos verdes) y un pldsmido que expresa la enzima flipasa (CMV-
FLP, circulos azules). En las células transfectadas, la flipasa reconoce los sitios FRT. Las secuencias
flanqueadas por las FRTs son escindidas. B) Para encontrar el subclon flipeado, se separan las células
por citometria de flujo y se mantienen unicamente las células GFP+. C) Dilucidn clonal de las células
GFP+. D) Busqueda de clones negativos para la PCR de NEO. E) Posterior validacion por PCR sobre el
subclon flipeado con otras parejas de oligonucledtidos cuya eleccion dependerd de la insercion en
cuestion.
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transfeccion de cada linea clonal con un plasmido que expresa la enzima flipasa y otro
pldsmido que expresa EGFP para poder separar las células transfectadas GFP+ por
citometria de flujo. Seguidamente, se realiza una dilucién clonal de las células GFP+ y por
PCR se buscan aquellos nuevos subclones que son negativos para la PCR de NEO (descrita
en Figura 24C). Ademas en el caso de las lineas resistentes a neomicina, los nuevos
subclones positivos después del tratamiento con flipasa se crecen en presencia de
neomicina para comprobar su sensibilidad debido a la pérdida del gen NEO. Ademas se
llevan a cabo PCRs alternativas para validar el proceso sobre los distintos subclones
positivos (Figura 43A-E). Después de este proceso, la insercidon de LINE-1 es practicamente
igual a una insercién de LINE-1 enddgena excepto por la presencia de un pequefio
fragmento de 180 nucledtidos correspondientes a la sefial de poliadenilacion SV40 y a una
de las dos FRTs que quedan después de la recombinacion. De este modo, se genera un
subclon de la linea clonal original cuya insercién de LINE-1 presenta una localizacidn
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Figura 44: Generacion del subclon flipeado en la linea pRAMS8. A) Esquema de la insercion antes y
después de la recombinacion mediada por flipasa. Las flechas indican sobre la insercion la posicion
de las parejas de oligonucledtidos utilizadas. B) PCR de NEO sobre la linea clonal PA-1-pRAMS y el
subclon PA-1-pRAMS FLP+. C) PCR usando los oligonucledtidos 2H sentido (flecha roja) y SV40 REV
FLP2 (flecha azul) Los tamarios de los productos de PCR fueron 3120 y 784 pares de bases. D) Ensayo
de resistencia a neomicina en la linea PA-1-pRAMS junto con el subclon PA-1-pRAMS8 FLP+. En B) y
C), MPM significa marcador de peso molecular. En B) y C), el color de las flechas indica la pareja de
oligonucledtidos utilizada. En B), C- significa control negativo y C+ significa control positivo.
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Figura 45: Generacion del subclon flipeado en la linea PA-1-pRAMG6. A) Esquema que muestra el
aspecto de la insercion antes y después de la recombinacion por flipasa. Las flechas indican sobre la
insercion la posicion de las parejas de oligonucledtidos utilizadas. B) PCR de NEO sobre la linea clonal
PA-1-pRAMG6 y el subclon PA-1-pRAMG6 FLP+. C) PCR usando los oligonucledtidos 2H sentido (flecha
roja) y SV40 REV FLP2 (flecha azul). El tamaiio del producto de PCR es 784 pares de bases. D) Ensayo
de resistencia a neomicina en la linea PA-1-pRAMG6 junto con el subclon flipeado (PA-1-pRAMG6 FLP+).
En B) y C), MPM significa marcador de peso molecular. En B) y C), el color de las flechas indica la
pareja de oligonucledtidos utilizada. En B), C- significa control negativo. En B) y C), C+ significa
control positivo.

gendmica ya conocida pero sin las secuencias artificiales. El nuevo subclon sera referido,
partir de ahora, bien como “subclon flipeado” o bien con el nombre de la linea clonal
seguido de FLP+. De ésta forma, se consiguid generar el subclon flipeado en 3 lineas
clonales resistentes (PA-1-pRAMS, PA-1-pRAM6 y PA-1-1pRAM15 y en 1 sola linea clonal
sensible (PA-1-pRAM?272).

Como se puede comprobar en la figura 44A, se generd el subclon flipeado en la linea
resistente PA-1-pRAMS, el cual fue negativo para la PCR de NEO (Figura 44B). Ademas, la
PCR realizada con los oligonucleétidos indicados en azul y rojo (Figura 44A) dio lugar al
fragmento pequeiio en el subclon flipeado indicativo de la escision del casete de
recuperacion (Figura 44C). De hecho, el subclon era sensible a neomicina (Figura 44D). Del
mismo modo en la linea PA-1-pRAMG6 se consiguid generar el subclon flipeado (Figura 45A)
también negativo para la PCR de NEO (Figura 45B). Ademas, la PCR realizada con los
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Figura 46: Generacion del subclon flipeado en la linea PA-1-pRAM15. A) Esquema que muestra el
aspecto de la insercion antes y después de la recombinacion por flipasa. Las flechas indican sobre la
insercion la posicion de las parejas de oligonucledtidos utilizadas. B) PCR de NEO sobre el subclon
flipeado. C) PCR usando los oligonucledtidos PRAM15 INSERT 2 (flecha azul oscuro) y SVAOREV FLP2
(flecha azul claro). Los tamafios de los fragmentos de PCR son 2706 y 531 pares de bases. D) Ensayo
de resistencia a neomicina en el subclon flipeado (PA-1-pRAM15 FLP+). En B) y C), MPM significa
marcador de peso molecular. En B) y C), el color de las flechas indica la pareja de oligonucleétidos
utilizada. En B), C-significa control negativo y C+ significa control positivo.

oligonucledtidos indicados en azul y rojo, anteriormente mostrada en figura 44C, sobre el
subclon flipeado da lugar al fragmento pequefio que no se amplifica en la linea clonal
parental (Figura 45C). Por tanto, el sublclon es sensible a neomicina (Figura 45D). En la
linea PA-1-pRAM15 también se generd el subclon flipeado correspondiente que era
negativo para la PCR de NEO (Figura 46A, B). La realizacion de la PCR con los
oligonucledtidos indicados en azul (Figura 46A) dio lugar a la amplificacién del fragmento
pequefio en el subclon flipeado lo cual es indicativo de la escision del casete de
recuperacion o rescate (Figura 46C). Efectivamente, el subclon es sensible a neomicina
(Figura 46D). Por ultimo, se generd el subclon flipeado de la linea sensible PA-1-pRAM272
(Figura 47A). Este también fue negativo para la PCR de NEO, sin embargo, por problemas
técnicos no se puede mostrar el gel. No obstante, la realizacién de la PCR con los
oligonucledtidos indicados en rojo y azul dio lugar a la amplificacion del fragmento
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pequefio sélo en el subclon flipeado (Figura 47B). En este caso, no se puedo comprobar la
sensibilidad a neomicina porque se trata de una linea sensible. Ademads, en todos los casos,
se secuenciaron los productos de PCR para confirmar que se produce la recombinacién
mediada por flipasa de una forma correcta.

A) [ CHR16:Centrémero ]
PA-1-pRAM272 hebra antisentido (5'-3)
[ - : )
e e TR, , S A

PA-1-pRAM272 FLP+

—
W\ AWAAAAAATWCATGCT% ARAAARTAAARCATGCT g INRAY
TTTTTTATTTTGTACGA E]E"\(Hl'r'1"r'1"1"1');'1'1"rTGT.\::GA
=

3000 ph

1000 pb
500 pb

Figura 47: Generacion del subclon flipeado en las lineas PA-1-pRAM272. A) Esquema de la
insercion antes y después de la escision del casete. Las flechas indican sobre la insercion la posicion
de la pareja de oligonucledtidos utilizada. B) PCR usando los oligonucledtidos 2H sentido (Flecha
rojo) y SV40 REV FLP2 (Flecha azul). El tamafio del producto de PCR es 784 pares de bases. MPM
significa marcador de peso molecular.

4.2.6.1. Andlisis de modificaciones de histonas sobre las inserciones de LINE-1
flipeadas

Una vez se generaron los subclones flipeados, mediante ChIP-qPCR se analizo si las
modificaciones de histonas enriquecidas sobres las inserciones de LINE-1 se mantenian
después del tratamiento con flipasa. La ausencia del casete de rescate o recuperacion (en
inglés llamado “recovery”) en los subclones flipeados implica que para los experimentos de
ChIP-gPCR se debe utilizar una pareja de oligonucledtidos alternativa. Esta pareja de oligos
alternativa para los subclones flipeados estd compuesta por un oligonucleétido Fw que
hibrida en la posicion 5950, que se corresponde con el final de la secuencia del
retroelemento LINE- 1 y 4 cuatro nucleétidos de la secuencia FRT, denominado FLPRECO5
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Figura 48. Modificaciones de histonas enriquecidas sobre las inserciones artificiales de LINE-1
antes y despues de la recombinacién mediada por flipasa. A) Esquema del aspecto de la insercion
antes y después de la escision del casete de rescate o “recovery” mediada por Flipasa. Las flechas
indican las posiciones de las parejas de oligonucledtidos utilizadas para ChlP-qPCR en cada caso. B ),
C) y D) Grdfico de barras que muestra el experimento de ChIP-qPCR de H3K4me3 en las lineas
clonales PA-1-pRAMS, PA-1- pRAMG6 y PA-1-pRAM15 con sus correspondientes subclones flipeados
respectivamente. ACTB es un control positivo mientras que TUBA3C es un control negativo. E), F),
G), y H) Grdfico de barras que muestra el experimento de ChIP-qgPCR de H3K9me3 en las lineas PA-1-
PRAMS, PA-1-pRAMG6, PA-1-pRAM15 y PA-1-pRAM272. Chr21 es un control positivo de mientras que
GAPDH es un control negativo. En B), D), E), G) se muestran los valores medios de dos réplicas
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bioldgicas. Las barras de error muestran el rango de valores. En C), F) y H) se muestran los valores de
un solo experimento de ChIP-qPCR.

(Figura 48A, flecha roja y verde) y un oligonucleétido RV que anilla en la sefial de
poliadenilacion SV40 denominado SV40 REV FLP (Figura 48A, flecha azul). Esa pareja de
oligonucledtidos serd referida de aqui en adelante como SV40. Por tanto, utilizando la
pareja de oligonucledtidos que anilla sobre el gen NEO (Figura 48A, flechas moradas) y la
pareja de oligonucledtidos SV40 (Figura 48A, flechas rojo/verde y azul) se puede analizar
simultdaneamente las modificaciones de histonas enriquecidas sobre las inserciones de
LINE-1 antes y después de la recombinacién mediada por flipasa utilizando secuencias
Unicas. Debido a que el gen NEO ha sido escindido en los suclones FLP+, a partir de ahora,
esa regién se denominara indistintamente RECO (del inglés recovery) para poder
representar conjuntamente los resultados de la linea clonal junto con el subclon flipeado.

Por tanto, se analizd por ChIP-qPCR la regién RECO antes y después de escindir el
casete de recovery o rescate. Para ello se llevaron a cabo experimentos de ChIP-gPCR para
H3K4me3 en las lineas PA-1-pRAMS, PA-1- pRAM6 y PA-1-pRAM15 y para H3K9me3 en las
lineas PA-1-pRAMS, PA-1-pRAM6, PA-1-pRAM15 y PA-1-pRAM272 junto con los subclones
flipeados correspondientes. Se observa en la figura 48B, C, D que la eliminacion del casete
de rescate favorece la pérdida del enriquecimiento de H3K4me3 después de la
recombinacién mediada por flipasa en los tres subclones flipeados estudiados. Por otro
lado, cuando se analiza el enriquecimiento de H3K9me3 antes y después de la eliminacion
del casete, se observa, como el enriquecimiento de H3k9me3 se mantiene sobre la
insercién al mismo nivel en todos los casos (Figura 48E, F, G, H). Por tanto, la eliminacidn
del casete de rescate no altera el estatus de H3K9me3 mientras que favorece que
desaparezca el enriquecimiento de H3K4me3 sobre la insercién de LINE-1 en los subclones
flipeados. Estos datos sugieren que el reclutamiento de H3K9me3 es dependiente de la
secuencia de LINE-1 y que, por tanto, los cambios de H3K9me3 generados en el genoma
adyacente son inducidos por la insercién de novo de LINE-1.

4.2.7. Efecto de la diferenciacion en la requlacion e impacto epigenético de las

inserciones artificiales de novo de LINE-1.

A dia de hoy se conoce que la mayoria de las inserciones de novo de LINE-1 se
acumulan durante el desarrollo embrionario temprano. Segin los datos mostrados, una
nueva insercion de LINE-1 durante el desarrollo embrionario temprano podria generar
cambios epigenéticos en el genoma adyacente. En funcidon de la localizacién de la insercion
de LINE-1, estos cambios podrian tener un impacto funcional en fases tempranas de
desarrollo embrionario o bien en células diferenciadas en caso de que dichos cambios se
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Figura 49: Regulacidn
epigenética de las inserciones
de LINE-1 durante la
diferenciacion celular. A)
Esquema  del proceso de
diferenciacion. Las fotos muestran
la morfologia adquirida por las
células PA-1 al final del proceso
de diferenciacion. AR significa
dcido retinoico. B) Disminucion de
la expresion de POUF51 después
del proceso de diferenciacion. H9
es un control positivo y MEFs (del
inglés Mouse Embryonic
Fibroblasts) es un  control
negativo. C), E) Enriquecimiento
de H3K9me3 sobre las inserciones
de las lineas PA-1-pRAM286 y PA-
1-pRA221 respectivamente. Se
muestra un experimento de ChiIP-
gPCR. D), F) Enriquecimiento de
H3K9me3 sobre las inserciones de
las lineas PA-1-pRAM286 y PA-1-
PRA221 después de 14 dias de
diferenciacion  respectivamente.
Se muestra un experimento de
ChIP-qPCR. G), 1) Enriquecimiento
de  H3K27me3  sobre las
inserciones de las lineas PA-1-
PRAM286 y PA-1-pRA221
respectivamente. Se muestra un
experimento de ChIP-qPCR. H), J)
Enriquecimiento de H3K27me3
sobre las inserciones de las lineas
PA-1-pRAM286 y PA-1-pRA221
después de 14 dias de
diferenciacion  respectivamente.
Se muestra un experimento de
ChIP-qPCR. En C), D), E), F) CHR21
es un control positivo y ACTB es

un control negativo. En G), H), 1), J) FOXA2 es control positivo y ACTB es un control negativo.
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mantuvieran a lo largo del proceso de diferenciacion. Por tanto, para validar esta hipétesis
se analizé el efecto del proceso de diferenciacidn sobre la regulacién epigenética de las
inserciones de novo de LINE-1 y sobre los cambios epigenéticos generados por éstas. Para
ello, se aprovechd que las células PA-1 se pueden diferenciar rapida y facilmente hacia
linaje ectodérmico [60] mediante la adiciéon de acido retinoico y suero de reemplazo al
medio de cultivo durante 14 dias provocando la bajada de expresion de marcadores de
pluripotencia como POUF51 (Figura 49A, B). Aprovechando este sistema, se diferenciaron
las lineas PA-1-pRAM221 y PA-1-pRAM286 cuyas inserciones produjeron cambios de
enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma adyacente (Figura 38B, E). De este modo,
pasados los 14 dias se analizdé por ChIP-gPCR, el nivel de enriquecimiento de H3K9me3 y
H3K27me3 sobre dichas inserciones asi como el nivel de enriquecimiento de H3K9me3 en
el genoma adyacente.

Como se observa en la figura 49 D, F las inserciones de LINE-1 se mantienen
enriquecidas en H3K9me3 después del proceso de diferenciacidon. De hecho, la insercién de
la linea PA-1-pRAM286 presenta un valor de enriquecimiento de H3K9me3 similar al
control positivo (Figura 49D) al igual que ocurria en estado pluripotente (Figura 49C). En el
caso de la linea PA-1-pRAM221, la insercién presenta un valor de enriquecimiento de
H3K9me3 algo menor comparado con el control positivo (Figura 49F) a diferencia de lo que
ocurria en estado pluripotente (Figura 49E). Ademas, las inserciones de LINE-1 parecen
mantenerse enriquecidas en H3K27me3 durante la diferenciacidn celular (Figura 49H, J).
Sin embargo, este caso es menos claro ya que la inserciéon de la linea PA-1-pRAM286
presenta un enriquecimiento intermedio de H3K27me3 (Figura 49H) comparado con el
estado pluripotente (Figura 49G) mientras que la insercion de la linea PA-1-pRAM221
presenta un enriquecimiento bajo en estado diferenciado (Figura 49J) en comparacion con
el estado pluripotente (Figura 49l). Estos datos indican, de forma preliminar, que las
inserciones de novo de LINE-1 se mantienen enriquecidas en H3K9me3 y en menor media
en H3K27me3 durante la diferenciacion celular.

Posteriormente, se analizd si los cambios de H3K9me3 generados en el genoma
adyacente se mantenian a lo largo del proceso de diferenciacion. En primer lugar, se
muestra que los cambios inducidos por la insercién de LINE-1 de la linea PA-1-pRAM286 en
estado pluripotente (Figura 50B) se mantienen después de 14 dias de diferenciacion
(Figura 50C). Seguidamente, se muestra que los cambios generados por la insercion de la
linea PA-1-pRAM221 en estado pluripotente (Figura 50F) también se mantienen después
del proceso de diferenciacion (Figura 50G). Cabe destacar que los enriquecimientos
detectados en estado diferenciado son menores (Figura 50C, G) que los enriquecimientos
detectados en estado pluripotente (Figura 50B, F). Sin embargo, estos enriquecimientos
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Figura 50: Mantenimiento de los cambios de enriquecimiento en el genoma adyacente de las
lineas PA-1-pRAM221 y PA-1-pRAM286 en estado diferenciado. A), B) Esquema de la localizacion
de las inserciones de las lineas PA-1-pRAM286 y PA-1-pRAM221 respectivamente. Se muestran las
posiciones analizadas en rojo. B, F) Grdfico de barras que muestra un ChIP-gPCR de H3K9me3 en el
genoma adyacente en las lineas PA-1-pRAM286 y PA-1-pRAM221. C), G) Grdfico de barras que
muestra un ChIP-qPCR de H3K9me3 en el genoma adyacente en las lineas PA-1-pRAM286 y PA-1-
PRAM221 después de 14 dias de diferenciacion. D, H) Grdfico de barras que muestra un ChiP-qPCR
de H3K9me3 en el genoma adyacente en la linea parental PA-1 y en una linea clonal de PA-1
después de 14 dias de diferenciacion.
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son superiores al control negativo asi como a los valores de enriquecimiento detectados en
las mismas posiciones en la linea parental PA-1 wt (Figura 50C, G). Ademas, en ambos
casos, los enriquecimientos detectados en el genoma adyacente no son producto del
proceso de diferenciacion. De hecho, una linea clonal de PA-1 diferenciada también
durante 14 dias presenta los mismos valores de enriquecimiento de H3K9me3 en las
posiciones analizadas que la linea parental PA-1 wt (Figura 50D, H). Estos datos, aunque
preliminares, sugieren que los cambios epigenéticos en el genoma adyacente generados
por una insercidon de novo de LINE-1 que se integre en etapas tempranas del desarrollo
embrionario podrian tener un impacto funcional en etapas mas tardias del proceso de
desarrollo cuando se produce la especificacion de linaje celular.

4.2.8. Regqulacidn epigenética de inserciones enddgenas de novo de LINE-1 en

células H9

Durante la realizacion de esta tesis doctoral, en nuestro laboratorio, un compaiiero
postdoctoral descubrié mediante RC-seq (del inglés Retrotransposon Capture Sequencing)
[82] que la retrotranposicion de elementos LINE-1 enddgenos ocurre en células madre
embrionarias humanas en cultivo. De hecho, nuevas inserciones enddgenas de LINE-1 se
acumulan en el genoma de estas células cuando se mantienen en cultivo durante varios
pases (Mufioz-Lopez et al., en preparacidn). Afortunadamente, dichas inserciones fueron
detectadas en las lineas H9-pRAM3 y H9-pRAM4, las cuales fueron generadas para el
objetivo de esta tesis y que ya han sido introducidas a lo largo de la misma. Por tanto, se
aprovechd este hecho para extender el tipo de anadlisis realizado sobre las inserciones
artificiales de LINE-1, a las inserciones enddgenas encontradas en el estudio mencionado
(Mufioz-Lopez M. et al., en preparacion). Las inserciones encontradas en H9-pRAM4 y H9-
pRAMS3 junto con sus caracteristicas se resumen en la tabla 10.

4.2.8.1. Determinacion del porcentaje celular con las inserciones enddgenas
identificadas

Como se observa en la figura 51, a lo largo del proceso de expansién clonal para la
generacion de lineas clonales resistentes en células H9 aparecieron también estas
inserciones enddgenas propias de H9-pRAM4 y H9-pRAM3 (Tabla 10). En primer lugar, se
comprobé el nimero de células que contienen esta insercion mediante PCR cuantitativa.
Es bastante probable que la insercién 1-927 se encuentre en el 100% de las células ya que
estd presente en la linea H9-pRAM4 y en la linea H9-pRAMS3 lo que indica que se produjo
en el cultivo de original de células H9 (Figura 51A, barras azules). No obstante, se
determiné el n2 de copias relativo de dicha insercion para confirmar esta asumcion. Para
ello, el n2 de copias relativo fue obtenido mediante qPCR normalizando respecto al n2 de
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copias del gen de la subunidad 25 de la ribonucleasa P que se encuentra en 1 copia por
genoma diploide [73]. Por tanto, el n? de copias relativo sera equivalente al n2 de células
donde se encuentre la insercion. Como se observa en la figura 52A, el n2 de copias de la
insercion 1-927 es igual al n? de copias del gen de referencia lo cual indica que esta
insercién se encuentra en el 100% de las células.

Pogy [ A. Transfeccion H9wt con pRAM-LRE3 ]

C. Expansién g
H9-pRAM4 @ [ Tl ] %HF) PRAM3

D.Aparicién de
inserciones endogenas

Figura 51: Aparicion inserciones enddgenas de LINE-1 en las lineas clonales H9-pRAMA4 y H9-
PRAMS3. A) Células H9 wt fueron transfectadas con el vector pRAM-LRE3 para generar lineas
clonales resistentes. Algunas de las células del cultivo ya contenian una nueva insercion de LINE-1
enddgena: 1-927 (lineas gruesas azules). B) Las células transfectadas y aquellas donde ocurrié la
retrotransposicion desde el vector pRAM-LRE3 fueron las mismas donde habia aparecido la insercion
1-927. De esta forma, después de la seleccion con neomicina, las colonias resultantes contenian la
insercion 1-927 (lineas gruesas azules). C) Estas colonias se expandieron separadamente
generdndose dos lineas clonales independientes (H9-pRAM4 y H9-pRAM3). D) Durante el proceso
descrito en C) para H9-pRAM4 se produce la aparicion de las inserciones X-810 (lineas gruesas rojas)
y 4-144 (linea gruesa verde) propias de esta linea clonal.
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Por otro lado, las inserciones X-810 y 4-144, sdlo se encuentran en la linea clonal H9-
pRAMA4 (Figura 51D, barras rojas y barra verde respectivamente). Esto indica que se han
producido durante el proceso de expansién clonal o durante la seleccién con neomicina
(Figura 51B, C). Por tanto, no se encontrarian en el 100% de las células a menos que se
hubieran producido en la primera célula que dio origen a la linea clonal. De la misma forma
gue para la insercién 1-927, se calculé en n? relativo de copias que equivale al n2 de células
donde se encuentran ambas inserciones. Como se esperaba, ninguna de las inserciones se
encuentra en el 100% de la células (Figura 52B,C).

Intrén/ Sentido/
Exdn Antisentido?
Intrén 7/13  Antisentido

4Localizacion

Insercion Punto DSI*  Longitud Delecién
Truncacion Poli A

1-927 Completa 16 35 No Crom 1/Gen

RPAP2
X-810 Completa 11 77 No Crom X/
Intergénica
4-144 Completa 14 175 No Crom 4/
Intergénica

Tabla 10: Inserciones enddgenas nuevas presentes en la linea H9-pRAM4.2Duplicaciones del sitio de
insercion. 2 Crom significa cromosoma.*Orientacién de la insercién respecto al gen.

Segln estos datos, el estudio epigenético se puede llevar a cabo sobre la inercién 1-
927 mientras que para las otras dos inserciones existe la posibilidad de que la dilucion de la
insercién enmascare los enriquecimientos existentes sobre las inserciones. Por esta razon
es necesario enriquecerlas en la poblacién celular. Para ello se realizé una dilucién clonal
de la linea H9-pRAMA4. Posteriormente, se realizé la busqueda de subclones positivos por
PCR convencional utilizando oligonucledtidos de genotipado especificos para cada

A) B) C)
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Figura 52: Determinacion del n° de copias relativo de las inserciones enddgenas. A) PCR
cuantitativa que muestra el n® de copias relativo para la insercion 1-927. B) PCR cuantitativa que
muestra la determinacion del n® de copias relativo para la insercion X-810. C) PCR cuantitativa que
muestra la determinacion del n® de copias para la insercion 4-144. En A), B), C) se muestra la media
de dos réplicas biolégicas. Las barras de error representan el rango de valores. En A), B), C) se
normaliza respecto al gen de la subunidad 25 de la ribonucleasa P.
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inserciéon (Figura 53A). De esta forma se consiguié encontrar subclones que sélo contenian
una insercién o la otra (Figura 53B). Finalmente, mediante gPCR se confirmé que el
proceso de dilucién clonal, efectivamente, habia favorecido el enriquecimiento de las
inserciones X-810 y 4-144 ya que se encuentran ahora en el 100% de las células del subclon
identificado (Figura 53C).

Por tanto, este proceso ha permitido disponer de 2 lineas clonales donde el 100% de
las células de cada una presenta una de las 2 inserciones enddgenas de novo de LINE-1.

ChrX — Chr4
AN L > NN/ ET—
<=
4-144
H9-pRAM4 Clon 9 H9-pRAMA4 Clon 13
o 1.5 o 1.5
2 2
5 5
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Figura 53: Proceso de enriquecimiento de las inserciones X-810 y 4-144 en la la poblacion celular.
A) Oligonucledtidos de genotipado especificos para cada insercion enddégena. B) Identificacion de
subclones positivos mediante PCR convencional. C) Cuantificacion mediante qPCR usando los
oligonucledtidos de genotipado. Se muestra la media de dos réplicas bioldgicas. Las barras de error
muestran el rango de valores. Se normaliza respecto al gen de la subunidad 25 de la ribonucleasa P.

4.2.8.2. Estudio epigenetico de las inserciones enddgenas de novo de LINE-1

En primer lugar se determinaron las modificaciones de histonas que se encuentran
enriquecidas sobre las inserciones enddgenas de LINE-1. Afortunadamente, las tres
inserciones enddgenas de las que se dispone para este estudio son de copia completa v,
por tanto, tienen un promotor intacto. De esta forma, el andlisis de regulacidn epigenética
podia ser realizado directamente sobre el promotor de LINE-1. Para este andlisis no se
puede obviar la existencia de otras copias completas de LINE-1 en el genoma humano, de
tal forma que se pueden producir contaminaciones durante la amplificacion por gPCR. Por
esta razon, se usa la interseccion entre la insercién de LINE-1 y el sitio flanqueante del
genoma como “sitio Unico” para disefiar oligonucleétidos de PCR cuantitativa. De esta
forma, se disefia una pareja de oligonucledtidos posicionando uno fuera del promotor y
otro dentro de éste. Teniendo en cuenta los resultados obtenidos en la primera parte del
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Figura 54: Determinacion de las modificaciones de histonas enriquecidas sobre las inserciones
enddgenas de novo de LINE-1. A-C) Grafico de barras que muestra el enriquecimiento de H3K9me3
sobre los promotores de las tres inserciones enddgenas (4-144; X-810; 1-927). CHR21 es un control
positivo mientras que ACTB es un control negativo. D-F) Grdfico de barras que muestra el
enriquecimiento de H3K27me3 sobre los promotores de las tres inserciones enddgenas (4-144; X-
810; 1-927). FOXA2 es un control positivo mientras que ACTB es un control negativo. G-1) Grdfico de
barras que muestra el enriquecimiento de H3K4me3 sobre los promotores de las tres inserciones
enddgenas (4-144; X-810; 1-927). ACTB es un control positivo mientras que CHR21 y TUBA3C son
controles negativos. En A), B), D), E), G) y H) se muestra la media de dos experimentos de ChIP-qPCR.
Las barras de error muestran el rango de valores. En C), F) e I) se muestra la media de tres
experimentos de ChIP-qPCR con su desviacion estdandar. El p-valor obtenido en I) es 0,002686.

estudio donde se analizé la regulacidn epigenetica de las nuevas inserciones artificiales del
retroelemento LINE-1, se optd por dar prioridad a las modificaciones de histonas asociadas
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con cromatina inactiva como son H3K9me3 y H3K27me3. Sin embargo, también se incluyd
H3K4me3. A pesar de su desaparicidn sobre las inserciones de los subclones flipeados, no
se puede descartar que tenga un papel en la regulacién de las inserciones enddgenas de
LINE-1. De hecho, H3K4me3 aparece enriquecida en las cercanias del promotor de
elementos LINE-1 enddgenos transcripcionalmente activos en el genoma humano [71].

Los ChIPs-gPCR para H3K9me3, H3K27me3 y H3K4me3 mostraron que el promotor de
las inserciones 4-144 y X-810 se encuentran enriquecidas en H3K9me3 (Figura 54A, B),
siendo el enriquecimiento mayor para la insercion 4-144 (Figura 54A). Por otro lado, la
insercién 1-927 mostré un enriquecimiento marginal de H3K9me3 (Figura 54C).
Inesperadamente, ninguna de las tres inserciones estudiadas presenta enriquecimiento
alguno de H3K27me3. De hecho, los valores de enriquecimiento de H3K27me3 son
similares a los valores medios de los controles negativos en las tres inserciones estudiadas
(Figura 54D, E, F). Sorprendentemente, la insercién 1-927 presenta un elevado
enriquecimeinto de H3K4me3 sobre su promotor (Figura 54l). De hecho, este
enriquecimiento es significativo respecto a los controles negativos. Sin embargo, las otras
dos inserciones X-810 y 4-144 presentan un enriquecimiento similar al valor medio del
control negativo (Figura 54G, H).

Seguidamente, se llevd a cabo el andlisis de los posibles cambios de enriquecimiento
de las modificaciones de histonas que pueden ser inducidos por las inserciones de novo de
LINE-1. Para ello se llevaron a cabo, experimentos de ChIP-gPCR de H3K9me3 para las
inserciones 4-144 y X-810 y de H3K4me3 para la inserciéon 1-927. Teniendo en cuenta las
distancias maximas que alcanzaron los cambios de enriquecimiento en las lineas clonales
con inserciones artificiales, se decidioé disefiar parejas de oligonucledtidos cada 200-300
pares de bases cubriendo una distancia total de 1-1,5kb. Para estos andlisis, hay que tener
en cuenta que el punto 0 ha cambiado de localizacién. Ahora se toma como punto 0, el
amplicon de gPCR utilizado para medir los enriquecimientos sobre el promotor de LINE-1.
En este caso, se considera el nucledtido -1 y +1, al primer nucledtido situado aguas arriba y
aguas abajo de dicho amplicon respectivamente. En todos los casos, se utilizd la linea H9
wt como control.

En primer lugar, se analizaron los posibles cambios de H3K9me3 en el genoma
adyacente generados por la insercidn 4-144. Esta insercion tiene el handicap de que no se
pueden disenar oligonucledtidos aguas arriba de la misma ya que se encuentra integrada
dentro de una insercion endégena de LINE-1. Por tanto, tan solo se puede analizar el
genoma adyacente aguas abajo de la insercion (Figura 55A). En este caso no se detectaron
cambios en la composicién de H3K9me3 en las posiciones analizadas aguas abajo de la
insercién (Figura 55B).
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Figura 55. Ausencia de cambios de enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma adycacente a las
inserciones enddgenas 4-144 y X-810. A), C) Esquema que muestra la localizacion de las inserciones
enddgenas 4-144 y X-810 respectivamente. Las flechas de color amarillo y rojo indican la posicién del
punto 0. B) Grdfico de barras que muestra los resultados de ChIP-qPCR de H3K9me3 en el genoma
adyacente a la insercion 4-144 en la linea clonal H9-pRAM 4.13 y en la linea parental H9. Se
muestran los valores medios de dos réplicas bioldgicas. Las barras de error muestran el rango de
valores. D) Grdfico de barras que muestra los resultados de ChIP-gPCR de H3K9me3 en el genoma
adyacente a la insercion X-810 en la linea clonal H9-pRAM 4.9 y en la linea parental H9. Se muestran
los valores medios de dos réplicas bioldgicas. Las barras de error muestran el rango de valores. En B)
y C) CHR21 es un control positivo mientras que ACTB es un control negativo.

En segundo lugar, se analizaron los posibles cambios de H3K9me3 en el genoma
adyacente generados por la insercion X-810. Esta inserciéon se encuentra en una zona
altamente heterocromatinizada debido a los valores de enriquecimiento de H3K9me3 que
se observan en la linea control (Figura 55D, barras negras). Como se observa en la gréfica,
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esta insercion no genera cambios en el enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma
adyacente (Figura 55D). Curiosamente, se observa en todas las posiciones una disminucion
del enriquecimiento de H3K9me3 en la linea clonal que contiene la insercidon X-810 (Figura
55D, barras rojas).

Por ultimo, se analizan los posibles cambios de enriquecimiento de H3K4me3 en el
genoma adyacente a la insercién 1-927. La insercién 1-927 se encuentra localizada dentro
de un gen denominado RPAP2 especificamente dentro del intron nimero 7 muy cerca del
exoén n2 8 (Figura 56A). Este gen, se expresa a niveles, que se pueden considerar relevantes
biolégicamente, ya que se expresa unas 5 veces menos que NANOG que es un gen
bastante expresado en células madre embrionarias humanas (Ver Anexo V) [223]. Segun
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Figura 56: Ausencia de cambios de enriquecimiento de H3K4me3 en el genoma adyacente a la
insercién endégena 1-927. A) Esquema de localizacion de la insercion. Las flechas de color azul y
rojo indican la posicion del punto 0. B) Grdfico de barras que muestra el ChIP-qgPCR de H3K4me3 en
el genoma adyacente a la insercion 1-927 en la linea clonal H9-pRAMA4 y en la linea parental H9. Se
muestran los valores medios de tres experimentos independientes con su desviacion estdndar. ACTB
es un control positivo mientras que TUBA3C es un control negativo.

se muestra en la figura 56B, no se detectan cambios en el enriquecimiento de H3K4me3 en
las posiciones analizadas. Cabe destacar, que es una regién desprovista de H3K4me3
(Figura 56B, barras negras).
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En resumen, todos estos datos conjuntamente sugieren que las inserciones
enddgenas de novo de LINE-1 se regulan después de su integracion mediante H3K9me3 y
H3K4me3. Segln las inserciones enddgenas de novo de LINE-1 analizadas, éstas no
producen cambios en el enriquecimiento de H3k9me3 en el genoma adyacente. Sin
embargo, este estudio muestra por primera vez que una insercién endégena de LINE-1 de
copia completa puede presentarse enriquecida en H3K4me3 después de su integracién en
el genoma humano. Esto significa que podria estar transcripcionalmente activa y efectuar
un nuevo ciclo de retrotransposicion.
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4.2.9. ANEXO IV: INSERCIONES ARTIFICIALES Y ENDOGENAS DE LINE-1
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Anexo IV: Inserciones Artificiales y Enddgenas de LINE-1

En este anexo incluye informacién acerca de:

1. Localizaciéon de la insercidn: se muestra su posicidon en el cromosoma asi como su posicidn respecto a los exones y los intrones del
gen en caso de que la insercién sea génica.

2. Esquema de la insercidn donde se puede apreciar las principales caracteristicas de la insercién.

3. Parainserciones génicas, se muestra el nivel de expresién del gen mediante una RT-qPCR en las células wt (PA-1 o H9).

Esquema de la insercidon donde se representan las distancias respecto a los exones u otros genes en funcién de su localizacion
siempre que su calculo fuera posible. Las flechas discontinuas se corresponden con la posicién del ultimo par de oligonucleétidos
disefiados en 5’ y en 3’ para los experimentos de ChIP-gPCR. Se muestra siempre la hebra sentido.

5. Entrada del UCSC Genome Browser con distintas pistas donde se pueden ver las modificaciones de histonas asociadas al promotor
del gen (para las inserciones génicas), a la zona analizada por ChIP-gPCR en cada linea asi como los niveles de expresion del gen en
cuestion. Las lineas discontinuas negras marcan aproximadamente la regién analizada por ChIP-gPCR que se corresponde con la
region delimitada por las flechas discontinuas en el esquema de localizacién de la insercion. Las pistas mostradas contienen la
siguiente informacion:

a. ARNm-seq de células H1 (células madre embrionarias humanas).
b. Sitios de hipersensibilidad a DNAasa I: sefiala enhancers y promotores.
c. Modificaciones de histonas
i. H3K27me3: modificacién asociada a represion génica [157].
ii. H3k36me3: modificacidn asociada a transcripcion activa [137], [157].
iii. H3K4mel: modificacidon asociada a enhancers [152], [153].
iv. H3K4me3: modificacion asociada fundamentalmente a promotores activos [136], [137].
v. H3k9ac: modificacion asociada fundamentalmente a promotores activos [151].
vi. H3K9me3: modificacién asociada a represion génica [183], [184].
vii. H3K27ac: modificacidn asociada a enhancers activos [152], [153].
viii. H4K5ac y H4K8ac: modificaciones asociadas con promotores activos [140]
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El gen donde se encuentra integrada esta insercién de LINE-1 es el OSBPL6. Este gen presenta H3K4me3 y H3K27me3 sobre su promotor de tal forma que es
un gen bivalente (flechas rojas). Por ello, este gen se debe expresar poco o muy poco. De hecho, los datos de ARNm-seq en células H1 demuestran que
efectivamente es un gen poco expresado ya que se detectan pequefios picos sobre alguno de los exones. De hecho, existe una ausencia casi total de H3K36me3 a
lo largo del cuerpo del gen. Por tanto, estos datos concuerdan con el hecho de que este gen presente unos niveles de expresién aproximadamente entre 2 y 5
veces superiores a NANOG en células PA-1, cuya proteina no es detectable por western-blot. [224]. En general, el area analizada delimitada por las lineas

discontinuas es una zona bastante desprovista de las modificaciones estudiadas.
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Como se puede observar, el area analizada por ChIP-gPCR en la linea PA-1-pRAM26, parece un lugar bastante despoblado de cualquiera de las
modificaciones de histonas utilizadas en el estudio (zona delimitada por lineas discontinuas negras).
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El gen donde se encuentra integrada esta insercidn es el LPHNZ2. Segun la informacion disponible en células H9, se observa que este gen debe estar activo,
ya que en su promotor aparecen enriquecimientos de H3K4me3 y H3K9ac sobre todo paras las isoformas mas cortas (flechas rojas). Ademas, los picos del ARNm-
seq de células H1 son de gran magnitud sobre todo sobre para los exones de las isoformas cortas (derecha). Sin embargo, la isoforma mas larga donde se
encuentra integrada la insercion de LINE-1 (izquierda), parece que se expresa menos ya que existen enriquecimientos minimos de H3K4me3 y H3K9ac sobre su
promotor (flechas azules). Existe, de hecho, algun pico procedente del ARNm-seq a lo largo de la misma. En la zona analizada por ChIP-qPCR (lineas discontinuas
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negras) es una zona poco enriquecida en cualquiera de las modificaciones estudiadas.
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El gen donde se encuentra integrada la insercién de LINE-1 es el FAM65B. En este caso, la region donde se encuentra la insercidn se corresponde con el
intron 1 de 2 isoformas de este gen. De estas 2 isoformas, la mas corta parece ser activa debido a los enriquecimientos de H3K4me3 y H3K9ac existentes sobre su
promotor (flechas rojas). Ademas, los datos de ARNm-seq indican que esta isoforma se expresa ya que existen picos sobre los exones de la misma. Ademds estos
picos procedentes del ARNm-seq se solapan con enriquecimientos de H3K36me3. Por otro lado, la isoforma mas larga no presenta enriquecimiento de ninguna
modificacidn sobre su promotor. Sin embargo, en células PA-1, segun indica la RT-qPCR, este gen parece expresarse poco ya que presenta un nivel de expresion
parecido a NANOG cuya proteina no es detectable por western-blot en células PA-1 [224]. En la regidén analizada se observan enriquecimientos minimos de
algunas modificaciones como H3K27ac, H3K36me3, H3K4mel o H3K9me3.
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Como se puede observar, este gen (RAD51B) presenta un enriquecimiento elevado de H3K4me3 y H3K9ac en el promotor (flechas rojas). Por otro lado, no
se detectan picos de ARNm-seq sobre los exones de las distintas isoformas. De la misma forma, no existen enriquecimientos remarcables de H3K36me3 a lo largo
del cuerpo del gen. Se deduce, por tanto, que el gen, puede presentar una actividad transcripcional baja o muy baja a pesar del enriquecimiento de H3K9ac y
H3K4me3 sobre su promotor. Por otra parte en células PA-1, este gen presenta un nivel de expresidn bajo ya que se expresa entre 1,35 y 3 veces menos que
NANOG cuya proteina no es detectable por western blot [224]. Cémo se puede observar, la zona analizada por ChIP-qPCR en la linea PA-1-pRAM15 esta bastante
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desprovista de casi todas las modificaciones de histonas estudiadas (lineas negras discontinuas).
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Anexo IV: Inserciones Artificiales y Enddgenas de LINE-1
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En este caso, el promotor de este gen (EYA2) aparece muy enriquecido en H3K27me3 y ademas también presenta un minimo enriquecimiento de H3K4me3
por lo que se trata de un gen, seguramente, inactivo (flechas rojas). De hecho, no se detectan picos provenientes del ARNm-seq de células H1 asi como tampoco
se detectan enriquecimientos de H3K36me3 a lo largo del mismo. De hecho, esto coincide con los datos de expresion en células PA-1 obtenidos mediante RT-
gPCR en células PA-1 ya que el ARN de este gen es casi indetectable por RT-gPCR. Tanto es asi, que se expresa muchisimo menos (225-830 veces menos) que
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NANOG cuya proteina no es detectable por western-blot [224]. Las lineas discontinuas marcan la regidn analizada.
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Anexo IV: Inserciones Artificiales y Enddgenas de LINE-1
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Como se puede observar, la zona analizada por ChIP-qPCR en la linea PA-1-pRAM286 es una zona bastante desprovista de las modificaciones de histonas
que se han utilizado en este estudio (lineas discontinuas negras).
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Anexo IV: Inserciones Artificiales y Enddgenas de LINE-1
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Como se puede observar, la zona analizada por ChIP-gPCR en la linea PA-1-pRAM272 estd desprovista de todas las modificaciones de histonas estudiadas
excepto de H3K9me3, la cual se encuentra bastante enriquecida en dicha zona (lineas discontinuas negras).
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Anexo IV: Inserciones Artificiales y Endégenas de LINE-1
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Este gen (COL4A4) parece encontrarse inactivo, ya que su promotor presentan un cierto enriquecimiento de H3K27me3 y un ligero enriquecimiento de
H3K4me3 (flechas rojas). Esto hace que sea un gen probablemente bivalente por lo que presentara un nivel de expresién bajo. De hecho, no se observan picos
procedentes del ARNm-seq sobre la secuencia del mismo asi como tampoco se observan enriquecimientos de H3K36me3 a lo largo de esta zona. Esto concuerda
con los datos de expresion obtenidos mediante RT-qPCR en células H9 wt ya que este gen se expresa a un nivel muy bajo (252-215 veces menos) comparado con
NANOG que en células H9 es detectable en la mayoria de las células en cultivo [223]. No se detectan enriquecimientos considerables de ninguna modificacion en

la zona estudiada (lineas negras discontinuas).
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Anexo IV: Inserciones Artificiales y Endégenas de LINE-1
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La insercion se encuentra integrada en el intrén 3 o 4 dependiendo de la isoforma considerada del gen SGCD. Independientemente de la isoforma, este gen
se encuentra inactivo ya que bien presenta un enriquecimiento de H3K27me3 en el promotor (flechas rojas) de la isoforma larga (izquierda) o bien el promotor
se encuentra totalmente desprovisto de toda modificacion (flechas azules) como es el caso del resto de isoformas mds cortas (derecha). De hecho, no se detecta
ningun pico de ARNm-seq a lo largo de la secuencia del gen. Esta informacién coincide con los datos de expresidn obtenidos mediante RT-gPCR en células H9 wt,
donde este gen se expresa a un nivel muy bajo (487-920 veces menos) comparado con NANOG el cual se expresa en la mayoria de las células H9 del cultivo
celular [223]. No se detectan enriquecimientos de las modificaciones de histonas estudiadas en la zona analizada (lineas negras discontinuas).
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Anexo IV: Inserciones Artificiales y Enddgenas de LINE-1
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Esta insercidon se encuentra dentro del gen RPAP2 que debe estar activo, ya que su promotor, presenta un elevado enriquecimiento de H3K4me3, de
H3K9ac y también aparecen ligeros enriquecimientos de otras acetilaciones como H3K27ac, H4K5ac y H4K8ac (flechas rojas). Ademas, se detectan picos de
ARNm-seq a lo largo de la secuencia del gen. Estos coinciden con un ligero enriquecimiento de H3K36me3. Po otro lado, segln los datos de expresidn obtenidos
por RT-qPCR en células H9 wt, este gen se expresa a un nivel que representa aproximadamente un cuarto de las expresion de NANOG cuya proteina es
detectable por citometria de flujo en todas las células del cultivo [223]. Por otra parte, la regién estudiada por ChIP-gPCR (lineas negras discontinuas), se
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encuentra desprovista de cualquier modificacion de histona excepto un minimo enriquecimiento de H3K36me3.
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Anexo IV: Inserciones Artificiales y Enddgenas de LINE-1

i

Intergénica
*Hebra sentido
*Copia completa

N X-810

ChrmX (g21.1)

=

:'“_v —_—
*Colade poliA 77 pb
*DSI 11 pb
\ S p )

ALY, ity 'B’UTR TORELT 7 ORE2Z TARAARATTGC 1 /o 07/

ATTTTTTAACG A(77)ATTTTTTAACG

Region ChrX: soss4.046-82.763 269 l
(hebra sentido 5’-3’)

\
SH3BGRL POU3F4|

0
530.268bp :

: 1.675.434pb
1.600pb e o 1.618pb —
e+ OmEd " S

-1600 7678

228



scale 109 Kb} | hato

chrx: 38,950, 808 &1, 000, 600| 81,858, oee| 81,1680, 808] 51,150, 868| s1,2600, 806] 81,250, 808|
UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCOS| Rfam, TRNAS & Comparative Genomics)
188 _ UCSD Hi Cell Line mRNA-Seq Libragy poluf-RNA-seq_hi_ria EA Release &
Hi mRNA 1a I
8 _ X L L A d i L
186 _ UW H8 Cell Line DNase ngersenlkivitg Library DS18517 EA Release 7
HS DNase 17 11
1 = | i 2508
25 _ UCSD H9 Cell Line Histone H3f27me3 Library SK9 EA Release 3

H9 H3K27me3 99

i i e wnltie St

Ucso

11
- “USSO TS GeT1 Line Histone Helamel Library YL123 EA Release o

- - memn e —— — - —— -

190

HY H3K4mel 23 11
2 0 1 O 8 (L O 51 O U 5 ) 8 L 5 O 50 0 O 5 O (5 =1 G 5 0 2 0 A I 0 8 1 O 1 6
100 _ UCSD H3 Cell Line Histone Hef+4mes Library SK1e1l ER Release 2
HS H3K4me3 61 11
1 - — - e e e e— . ————— - — — =] —— —— ——— —— —— S ——— W r——— — - = ——
108 _ UCE0 A Ceil Cine Histone E« Gac Library SK199 EA Re lease 2
H9 H3K9ac 99
. 1
as _ UCSD HS Cell Line Histone HoMSmes Likrardg SK2ee ER Release o
H2 H3KSme3 81 11

199 T 1 B T [ T [T UCSD H@ Cell Line Histone

{(S'ac' Library YL246 ERA Release 3
H9 H4KSac 49 i

———————

En este caso, la region analizada por ChIP-qPCR asi como las zonas adyacentes se encuentran enriquecidas en H3K9me3.
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Al igual en el caso anterior, la insercidn se encuentra localizada en una region intergénica desprovista de las modificaciones de histonas estudiadas (lineas

discontinuas negras).
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5. Discusion

5.1. Regulacion de la movilidad de LINE-1 por el microprocesador
(DROSHA/DGCRS).

La regulacién de los elementos LINE-1 a distintos niveles es importante para mantener
un control severo sobre estos elementos y minimizar sus oportunidades para
retrotransponerse. Por ello, existen distintos mecanismos que actian durante el ciclo de
retrotransposicion a nivel transcripcional, post-transcripcional e integracional. Se puede
incluir como parte de este circuito de regulacion al microprocesador (DROSHA/DGCRS)
implicado en la biogénesis de microRNAs [225], [226]. Segun los resultados obtenidos, el
complejo microprocesador regula negativamente la retrotransposicion de LINE-1. Esto se
debe a que DGCRS8, componente del microprocesador, es capaz de unir otros ARNs que no
sean los pri-microRNAs [124]. De hecho, es capaz de regular ARNs como ARN de cadena
larga intergénicos asi como también ARNs mensajeros codificantes de proteina [124]. Esto
se debe a que DGCR8 reconoce una estructura secundaria del ARN similar, a aquella
presente en el pri-microRNA, que consiste en una zona central de 33 nucledtidos con 3
horquillas y una parte final de ARN de cadena simple en ambos extremos [123], [227]. De
este modo, si el ARN diana en cuestién puede formar esa estructura secundaria,
seguramente pueda ser reconocido y procesado por el microprocesador. De acuerdo con
esta teoria, dicha estructura secundaria fue predicha para un gran porcentaje de los ARNs
qgue se pueden unir a DGCRS, los cuales eran procesados in vitro [124]. Por otro lado,
DGCR8 también puede unir los ARNs de retrotransposones como LINE-1 y retrovirus
endogenos [124]. De hecho, en el articulo que acompafia a esta tesis, se demuestra que
existen regiones a lo largo del ARN de LINE-1 que son sitios de unidn para DGCR8 [228].
Estos sitios de unién se encuentran localizados a lo largo de los tres elementos de la
secuencia del ARN de LINE-1 (5’UTR, ORF1 y ORF2) [228]. Ademas, se demostrd que una
parte de la regién 5’UTR podia formar una estructura secundaria reconocida por el
microprocesador [228]. Estos datos concuerdan con el hecho de que el microprocesador
regule negativamente la retrotransposicién.

La regulacidon de la retrotransposicion estd mediada por una interaccidon entre el
microprocesador y la region 5’'UTR del retroelemento LINE-1 que conlleva su
procesamiento. De hecho, la retrotransposicion en ausencia de un microprocesador
funcional es mayor en presencia de la regién 5’UTR lo que indica una actividad del
microprocesador sobre esa zona (Figura 20C). De acuerdo con esto, el microprocesador
puede procesar in vitro la regién 5’UTR de LINE-1 en las regiones 1-300 y 200-500 [228].
Estas regiones por si solas, sobre todo la regidon 1-300, inducen un aumento de la
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retrotransposicion en ausencia de un microprocesador funcional similar al inducido en
presencia de la regién 5'UTR completa (Figura 22A, B). Cabe destacar, que el resto de
regiones en que fue dividida la regiéon 5’UTR, en base a los resultados del HITS-CLIP, no son
procesadas in vitro e igualmente no tienen efecto sobre la retrotransposicién en ausencia
de un microprocesador funcional. Por otro lado, la retrotransposicion en presencia del DN-
Drosha también se eleva ligeramente en ausencia de la 5’UTR lo cual puede ser debido al
procesamiento del ARNm de LINE-1 en otras zonas ya que existen sitios de unién, como se
ha comentado mas arriba, también en las regiones codificantes ORF1 y ORF2.
Consistentemente con el procesamiento in vitro del ARNm de LINE-1, células embrionarias
de ratén deficientes para DGCR8 también presenta unos niveles elevados de luciferasa
cuando son transfectadas con un constructo que contiene la 5’UTR fusionada al gen de la
luciferasa [228]. Estos resultados junto con el procesamiento in vitro demuestran que el
aumento de la retrotransposicion en ausencia de un microprocesador funcional, tiene que
ver con un procesamiento deficiente del ARNm de LINE-1. De ahi que se detecte un
aumento de los niveles de ARN de LINE-1 y por consiguiente de ORFlp en células que
carecen de DGCRS. La acumulacion de ARNm y proteina de LINE-1 llevaria al incremento de
la retrotransposicion observada.

La ausencia de un microprocesador funcional como ocurre en células DGCR8” da
lugar a una falta casi total de microRNAs maduros [229]. Por tanto, el incremento de la
retrotransposicion debido a la falta de funcién del microprocesador también se puede
deber a la falta de microRNAs maduros que regulan la actividad de LINE-1 como mir-128
[120], o microRNAs que regulen factores celulares que sean requeridos para la movilidad
de LINE-1. Sin embargo, este no parece ser el caso ya que la ausencia de la regién 3'UTR
del LINE-1, donde se unirian la mayoria de miRNAs reguladores, no tuvo efecto sobre la
tasa de retrotransposicién en ausencia de un microprocesador funcional (Figura 23B, C).
Cabe destacar que se elimina la regién 3’"UTR del constructo porque la regidn 3’UTR de los
genes, en general, es la regidn candnica de unién para los microRNAs [220]. Por otro lado,
no se puede descartar totalmente que una cierta parte del aumento de Ia
retrotransposicion en ausencia de un microprocesador funcional se pueda deber a la
ausencia de algun microRNA maduro. De hecho, mir-128 presenta su sitio de unién en la
region ORF2 [120], con lo que su efecto sobre la retrotransposicion en ausencia de un
microprocesador funcional no se puede testar eliminando la regién 3'UTR de LINE-1.

Es importante destacar que la regulacidn negativa ejercida por el microprocesador

podria tener lugar durante el desarrollo embrionario temprano justo cuando se acumulan
la mayoria de los nuevos eventos de retrotransposicién [59], [77], [78] ya que DGCRS8 es
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fundamental para el desarrollo embrionario temprano [229]. Ademds DGCR8 es también
importante para abandonar el estado de pluripotencia y comprometerse hacia la
diferenciacidon de los distintos tejidos [229], [230]. Estas observaciones cuadran con el
hecho de que se observe un aumento de los niveles de ARN y proteina de LINE-1 en células
embrionarias de ratén DGCR8'" lo que permite situar temporalmente esta regulacién. Por
ultimo, destacar que DGRC8 es un gen ausente en un gran nimero de pacientes afectados
por el Sindrome de DiGeorge o CATCH22. De hecho, una hipdtesis de investigacion
derivada de este estudio propone que el genoma de estos pacientes contenga mads
inserciones de LINE-1 enddgenos, lo cual estd siendo testado en el laboratorio por otros
compaiieros.

5.2. Regulacidon epigenética de las inserciones de novo de LINE-1.

La mayoria de las inserciones de novo de LINE-1 se acumulan durante el desarrollo
embrionario temprano [59], [77], [78]. Como se describe en la introduccién existen
distintos mecanismos de control a lo largo del ciclo de vida del retrotransposdn LINE-1. Sin
embargo, se sabe poco acerca de los mecanismos que intervienen a nivel post-
integracional para evitar que se produzcan rondas sucesivas de retrotransposicion y, por
tanto, que haya una actividad excesiva de retrotransposicion. Estudios pioneros llevados a
cabo por el Dr. José Luis Garcia Pérez durante su etapa postdoctoral demostraron que la
mayoria de las inserciones artificiales de novo de LINE-1 son silenciadas mediante
desacetilacion de histonas en células pluripotentes, al menos de la secuencia reportera
[60]. Estos datos sugerian la implicacidn de modificaciones de histonas mediando este
silenciamiento. Esta tesis doctoral, derivada de dicho estudio, pretende completar los
hallazgos realizados y trata de encontrar cuales son exactamente las modificaciones de
histonas involucradas en la regulacion epigenética de las nuevas inserciones de LINE-1.
Para ello, se analizé la presencia de 5 modificaciones de histonas en un panel de 10 nuevas
inserciones artificiales de LINE-1 con caracteristicas diferentes ademds de 3 inserciones
enddgenas de novo de LINE-1. Los resultados obtenidos tras este andlisis muestran que son
tres las modificaciones que aparecen enriquecidas en las inserciones de novo de LINE-1:
H3K9me3, H3K27me3 y H3K4me3.

Silenciamiento epigenético mediante H3K9me3

Sorprendentemente, H3K9me3 se encuentra enriquecida tanto en inserciones de
lineas clonales resistentes como en inserciones de lineas clonales sensibles (8/10
inserciones totales) (Figura 31C-J). Es de destacar, que tanto sobre las inserciones de lineas
resistentes como sobre las inserciones de lineas sensibles, esta modificacién se encuentra
enriquecida a niveles que son biolégicamente relevantes. De hecho, 6/8 inserciones

237



Regulacidn Epigenética de las Inserciones de novo de LINE-1

presentan enriquecimientos altos similares al control positivo (Figura 31E-J) mientras que
2/8 presentan enriquecimientos intermedios/bajos (Figura 31C, D). De las 6 inserciones
altamente enriquecidas, 3 pertenecen a lineas clonales resistentes y 3 a lineas clonales
sensibles. Por otro lado, el n? de inserciones altamente enriquecidas en H3K9me3 es
mayor que el n? de inserciones altamente enriquecidas en H3K4me3. Solo 3/10 de las
inserciones presentan enriquecimientos intermedios/altos de H3K4me3 (Figura 28A-C)
Ademads, las tres inserciones pertenecen a lineas clonales resistentes. Del mismo modo,
sélo 2/10 inserciones estan altamente enriquecidas en H3K27me3, perteneciendo ambas a
lineas clonales sensibles (Figura 32 H, I). Por tanto, estos datos sugieren que H3K9me3 es la
modificacion de histona que puede jugar un papel central en la regulacion post-
integracional de las nuevas inserciones artificiales de LINE-1, al menos dentro de las
modificaciones estudiadas en esta Tesis. Probablemente, esta regulacién mediante
H3K9me3 esté relacionada con la represidn transcripcional de la insercién. De hecho, los
datos de expresidén del gen NEO en inserciones artificiales de novo de LINE-1 indican que
aquellas inserciones que acumulan relativamente mas H3K9me3 que H3K4me3 son las que
presentan una menor expresion del gen NEO (Figura 33D). Esto sugiere que, el
enriquecimiento de H3K9me3 sobre las inserciones de LINE-1 estd asociado con su
represién transcripcional y, por tanto, podria impedir que se vuelvan a retrotransponer en
un genoma pluripotente después de su integracidn. Estos resultados estan de acuerdo con
un estudio publicado donde las inserciones enddgenas de LINE-1 en células embrionarias
de ratdon son reactivadas transcripcionalmente después de la deplecion de la enzima
responsable del depdsito de H3K9me3 [117].

Ademds, estos resultados concuerdan con los datos existentes acerca del
silenciamiento de las nuevas inserciones de otros retroelementos como son los retrovirus
enddgenos. Las nuevas inserciones artificiales de éstos también se ha demostrado que son
silenciadas epigenéticamente a través de la metilacidn de H3K9. De hecho, vectores
derivados del retrovirus enddégeno MLV (del inglés Murine Leukemia Virus) son
rapidamente silenciados después de la integracién mediante H3K9me2 en células
embrionarias de ratén [231] o mediante H3K9me3 en células de carcinoma embrionario de
ratéon [232], [233]. Ademas, en una linea celular derivada de carcinoma embrionario de
ratén, el silenciamiento de una insercidon de novo de un vector derivado del M-MLV (del
inglés Moloney Murine Leukemia Virus) se produce a través de H3K9me?2 [201]. El hecho de
compartir con otros retrotransposones y retrovirus el mecanismo por el cual las
inserciones artificiales de novo son silenciadas, refuerza que la modificacidn central en este
silenciamiento post-integracional de las inserciones de novo de LINE-1 sea H3K9me3. En el
caso de retrovirus enddégenos este silenciamiento mediante H3K9me3 estd mediado por
una serie factores represores especificos de secuencia como son KAP-1 y proteinas de la
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familia KRAB-ZFN, que interaccionan con SETDB1 produciéndose el depdsito de la marca.
Sin embargo, los factores represores que reconocen la nueva inserciéon de LINE-1 y que
median el depédsito de H3K9me3 a través, probablemente de Suv39h1/2 son desconocidos
hasta la fecha.

Ademas, los experimentos de ChIP-qPCR sobre los subclones flipeados revelaron que
la modificacion H3K9me3 se mantenia enriquecida sobre la inserciéon de LINE-1 una vez las
secuencias exdgenas eran eliminadas (Figura 48E, F, H). Cabe destacar que esta es una
situacion contraria a lo que sucedia con H3K4me3, cuyo enriquecimiento disminuia hasta
niveles residuales después de la eliminacién de las secuencias anexas (Figura 48B-D). Por
tanto, estos datos confirman que existe un reclutamiento de H3K9me3 independiente de
las secuencias exdgenas presentes en el sistema utilizado y, por ello, este reclutamiento
probablemente esta asociado con la propia secuencia de LINE-1. Sin embargo, no se puede
De hecho, 2/3 inserciones enddgenas de novo estudiadas en células madre humanas
embrionarias reclutan H3K9me3 a niveles biolégicamente relevantes sobre su promotor
confirmando los resultados obtenidos sobre los subclones flipeados (Figura 54A, B).

Por tanto, todos estos datos conjuntamente sugieren que uno de los mecanismos de
control post-integracional de las inserciones de novo de LINE-1 en un genoma pluripotente
sea el silenciamiento epigenético a través del reclutamiento de H3K9me3.

Silenciamiento mediante H3K27me3

Por otra parte, segun los datos obtenidos, las inserciones de novo de LINE-1 podrian
estar reguladas por H3K27me3 ya que 4/10 se encuentran enriquecidas en H3K27me3
(Figura 32G-J)). Ademas, estas 4 inserciones se encuentran altamente enriquecidas en
H3K9me3 (Figura 31G-J). De hecho, no se encontraron inserciones enriquecidas en
H3K27me3 poco o nada enriquecidas en H3K9me3 (Figura 32; Figura 31). Ademas, las
Unicas dos inserciones altamente enriquecidas en H3K27me3 también presentan un
enriquecimiento elevado de H3K9me3 (Figura32H, I; Figura 31H, ). Ambas inserciones
pertenecen a las lineas sensibles PA-1-pRAM286 y PA-1-pRAM221. Estos datos sugieren
que el enriquecimiento de H3K27me3 podria estar ligado a un enriquecimiento previo de
H3K9me3. Por esta razén, la funcion de H3K27me3 podria estar relacionada con la
consolidacion del silenciamiento establecido por H3K9me3. Por tanto, es posible que el
doble marcaje H3K9me3/H3K27me3 sobre las inserciones de las lineas sensibles (PA-1-
pRAM286 y PA-1-pRAM?221) de lugar a un silenciamiento mas intenso o estable de la
insercién de novo de LINE-1. De hecho, este fendmeno también estd descrito para
elementos LINE-1 enddgenos de copia completa de ratén donde después de una liberacidn
de la represién mediante metilacion, se produce un rapido silenciamiento mediante un
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doble marcaje H3K9me3 y H3K27me3, siendo H3K27me3 la modificacidn que consolida el
silenciamiento [198]. Sin embargo, esta teoria no concuerda con la relacién funcional que
H3K9me3/H3K27me3 mantienen habitualmente sobre promotores celulares. Por ejemplo,
existen genes reguladores del desarrollo en células embrionarias controlados por
promotores bivalentes (H3K4me3/H3K27me3) que ademas suman H3K9me3 para reforzar
el silenciamiento y mantener el estado de pluripotencia [161]. Ademas, en células madre
embrionarias humanas, los promotores bivalentes (H3K4me3/H3K27me3), que controlan
genes propios del estado de pluripotencia, se resuelven hacia un doble marcaje
H3K9me3/H3K27me3 en células diferenciadas asegurando el mantenimiento del estado
diferenciado [163]. Siguiendo estas observaciones, estos resultados pueden interpretarse
de manera alternativa. H3K9me3 y H3K27me3 pueden cooperar sinérgicamente
reprimiendo las inserciones de novo de LINE-1. Sin embargo, esta cooperacidon puede
depender del contexto gendmico/transcripcional donde se integre la insercion de LINE-1.
En un contexto represivo, como el existente en la localizacién de las inserciones de las
lineas sensibles se depositan ambas modificaciones. En un contexto menos reprimido
transcripcionalmente, las inserciones de novo de LINE-1 puede reclutar H3K9me3 pero no
H3K27me3. Esto explicaria que esta marca no esté presente en las inserciones de lineas
resistentes.

Alternativamente, el enriquecimiento de H3K27me3 también se puede explicar a
través de la longitud de la insercion ya que las 4 inserciones enriquecidas en H3K27me3
son inserciones de copia completa excepto la insercidn de la linea resistente PA-1-pRAMS8
gue estd truncada en el nucleétido 22, lo cual indica que es casi de copia completa. Esta
posible relacién con la longitud de la insercidn podria explicar parte de su ausencia sobre el
resto de inserciones de lineas resistentes ya que todas estdn truncadas en 5’ (Ver Anexo
IV). De una forma u otra, las inserciones de las lineas sensibles (PA-1-pRAM286 y PA-1-
pRAM221) son las Unicas altamente enriquecidas en ambas modificaciones
(H3K9me3/H3K27me3).

En todo caso, el andlisis realizado sugiere que la presencia de dos marcas de represién
estd relacionada con una mayor represion independientemente del orden de
reclutamiento y de las circunstancias. Efectivamente, los datos sobre la expresion de NEO
apuntan a que el doble marcaje H3K9me3/H3K27me3 de estas dos inserciones puede
tener una funcién de refuerzo de la represidn ya que estas lineas muestran una expresion
menor comparada con la expresidn de otras lineas cuyas inserciones presentan
Unicamente un enriquecimiento elevado de H3K9me3 (Figura 33C, D). Por otro lado, la
linea PA-1-pRAM272, cuya insercién estd altamente enriquecida en H3K9me3 y poco
enriquecida en H3K27me3, presenta una expresion menor de NEO que estas dos lineas
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sensibles. No obstante, dicha insercién se encuentra en una regién pericentromérica
donde ya seguramente exista una gran compactacién de la cromatina y represién de la
transcripcién debido a un alto nivel de H3K9me3 (Figura 40B) lo cual explica la baja
expresion del gen NEO en esta linea. Probablemente, la localizacidn de esta insercién sea
el motivo del bajo enriquecimiento de H3K27me3 sobre dicha insercion a pesar de
pertenecer a una linea sensible [170]. Por otro lado, también seria importante confirmar
que la modificacion H3K27me3 podria permanecer sobre la insercién una vez que las
secuencias exdgenas son eliminadas. Desafortunadamente, por problemas técnicos no se
pudieron generar subclones flipeados para las lineas sensibles cuyas inserciones presentan
el enriquecimiento mas alto de H3K27me3. Sin embargo, esta hipdtesis se podria
comprobar en la linea PA-1-pRAMS, la cual presenta un enriquecimiento bajo de
H3K27me3, ya que se dispone de su correspondiente subclon flipeado.

Para confirmar que el enriquecimiento de H3K27me3 tiene la funcién de consolidar el
silenciamiento de estas inserciones, se llevaran a cabo experimentos de inhibicidn quimica
de las enzimas que depositan estas marcas para determinar cual es el efecto de cada una
de las modificaciones vy si existe un efecto sinérgico. Muy probablemente, la enzima que
cataliza el depdsito de H3K9me3 sobre las nuevas inserciones de LINE-1 puede ser
Suv39h1/2 ya que es la principal encargada del silenciamiento de las inserciones
endogenas de LINE-1 de ratén [117]. Por otro lado, el depdsito de H3K27me3 serd
seguramente catalizado por el complejo PRC2 (Polycomb Repressive Complex 2) [193],
[194] ya que ademas éste deposita tal modificacidn sobre retrovirus endégenos [206]. Para
ambas enzimas existen drogas que son inhibidores especificos como la caetocina que
inhibe las Suv39h1/2 [234] mientras que para PRC2 existe multitud de drogas que se estan
usando incluso en ensayos clinicos para el tratamiento de ciertos tipos de cancer [235]. De
esta forma, mediante el tratamiento de las lineas sensibles en cultivo con estas drogas, y la
posterior medida de expresion del gen NEO se podrd determinar la contribucién de cada
una las modificaciones sobre el silenciamiento de las inserciones artificiales de novo de
LINE-1.

Inesperadamente, 2/2 inserciones enddgenas de novo analizadas que se encuentran
enriquecidas en H3K9me3 (Figura 54A, B) no presentan este doble marcaje
H3K9me3/H3K27me3 sobre el promotor (Figura 54D, E). Sin embargo, este hecho podria
deberse a la existencia de una distribucion asimétrica de ambas modificaciones sobre la
secuencia de la insercién localizdndose un mayor enriquecimiento de H3K9me3 hacia el
extremo 5’ y un mayor enriquecimiento de H3K27me3 hacia el extremo 3’ de la insercidn.
De hecho, este es un fendmeno descrito en células embrionarias de ratén donde
elementos LINE-1 de copia completa enddgenos son silenciados mediante H3K9me3 y
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H3K27me3 después de sufrir una reactivacidon transcripcional a causa de una desmetilacién
global [198]. Por tanto, esta posible distribucion asimétrica de ambas modificaciones
podria explicar que analizando Unicamente el extremo 5’ de la insercién no se detectara el
enriquecimiento de H3K27me3. Por esta razén, se propone analizar mediante gPCR el
extremo 3’ de las inserciones endégenas en un futuro cercano. Por otro lado, otra razén
gue podria explicar la ausencia de H3K27me3 sobre las inserciones enddgenas es el nivel
de enriquecimiento de H3K9me3. De hecho, las inserciones enddgenas 4-144 y X-810
presentan un enriquecimiento medio y bajo respectivamente. Segun los datos procedentes
del andlisis de las inserciones artificiales, H3K27me3 esté enriquecido sobre inserciones
altamente enriquecidas en H3K9me3. Por ello, H3K27m3 podria estar Unicamente
enriquecida en inserciones enddgenas con un enriquecimiento alto de H3K9me3. Ademas,
es posible que el contexto transcripcional no favorezca el reclutamiento de H3K27me3

como parece ocurrir en inserciones artificiales de novo de LINE-1 de lineas sensibles.

Regulacion mediante H3K4me3

H3K4me3, se encuentra enriquecida a niveles intermedios altos en 3/10 inserciones
artificiales de novo las cuales pertenecen a lineas resistentes (Figura 28A-C). Asimismo, se
trata de tres inserciones muy truncadas en 5’, con lo que la mayor parte de la insercién la
conforman secuencias artificiales. Ademads, se demostré que cuando las secuencias
exogenas son eliminadas mediante recombinacién por flipasa, las inserciones analizadas
pierden esta modificacién lo que sugiere que H3K4me3 probablemente sea reclutada por
dichas secuencias (Figura 48B-D). Posiblemente, el sistema utilizado para este estudio no
sea ideal para el analisis de modificaciones de histonas asociadas a actividad
transcripcional debido a la inclusion de un promotor exdégeno. De cualquier forma, estos
resultados no pueden descartar el posible papel regulador de H3K4me3 sobre la actividad
transcripcional de elementos LINE-1, ya que inserciones enddgenas activas
transcripcionalmente presentan H3K4me3 en la regidn gendmica flanqueante [71] o sobre
su promotor [198]. El hecho de que 1/3 de las inserciones enddgenas de novo analizadas se
encuentre enriquecida en H3K4me3 confirma que las inserciones de novo de LINE-1
pueden ser reguladas mediante el reclutamiento de H3K4me3 (Figura 54l). Este resultado
constituye la primera demostracidon de que una insercidon de copia completa de novo de
LINE-1 en el genoma humano muestra marcas epigenéticas asociadas a actividad
transcripcional tras su integracion. Esto podria posibilitar su transcripcién lo cual podria
acabar en un nuevo ciclo de retrotransposicion. Desde un perspectiva evolutiva, este
resultado concuerda con el hecho de que es necesario el mantenimiento de algunas
copias retrocompetentes epigenéticamente activas para que se sigan generando nuevas
inserciones, ya que un silenciamiento excesivo podria reducir notablemente el nimero de
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elementos LINE-1 activos lo cual podria resultar en la extincién de estos elementos en el
genoma humano.

Regulacion mediante acetilacion

Consistentemente con los datos discutidos mas arriba, tan sélo una insercion (PA-1-
pRAMA4) de las 4 analizadas se encuentra enriquecida en H4ac y H3K9ac (Figura 29A;
Figura30A). Esta insercion es muy activa segun los datos de expresion de NEO (Figura 33C)
y con un enriquecimiento intermedio/alto de H3K4me3 (Figura 28A). Esto es esperable ya
gue H3K9ac y la acetilacién, en general, esta asociada con la presencia de H3K4me3 [136],
[140]. Sin embargo, las tres inserciones restantes que no estdn enriquecidas en H4ac o
H3K9ac presentan un elevado enriquecimiento de H3K9me3 o incluso un elevado
enriquecimiento de H3K9me3/H3K27me3. Estos datos sugieren la existencia de una
relacion de exclusion entre la acetilacién y las modificaciones represivas H3K9me3 vy
H3K27me3. Esto concuerda con estudios publicados en genomas de mamiferos donde
existe una correlacidn inversa entre estas modificaciones represivas y la acetilacion. De
hecho, estos datos estan de acuerdo con lo publicado en Garcia-Pérez et al., [60] ya que las
inserciones artificiales de novo de LINE-1 son silenciadas mediante desacetilacidon de
histonas acompanado de un aumento del enriquecimiento de H3K9me2. Del mismo modo,
nuevas inserciones de un vector retroviral derivado del retrovirus endégeno MLV (del
inglés Murine Leukemia Virus), son silenciadas mediante desacetilacion de la histona H3 en
células de carcinoma embrionario de ratén y un aumento del enriquecimiento de
H3K9me3 y H3K27me3 [232]. Asimismo, retrovirus enddgenos como IAP son reactivados
mediante la deplecidn condicional del co-represor KAP-1 lo que conlleva un aumento de la
acetilacién y una disminucion del enriquecimiento de H3K9me3 [204]. Por tanto, todos
estos datos indican que la ausencia de acetilacion detectada sobre 3/4 inserciones
artificiales de novo de LINE-1 es una forma de favorecer y contribuir a su silenciamiento
epigenético.

Expresion génica, longitud de insercion y reclutamiento de modificaciones de histonas

Analizando las inserciones que estan localizadas dentro de genes se observa que, en
5/6 inserciones analizadas, existe una relacién entre el enriquecimiento relativo de las
modificaciones H3K4me3 y H3K9me3 y la expresion del gen donde se encuentra integrada
dicha insercion (Figura 33E). Es decir, que inserciones que presentan un balance de
reclutamiento relativo de H3K4me3/H3K9me3>1 se encuentran dentro de genes que
presenta unos niveles de expresién superiores a aquellos genes que albergan inserciones
cuyo balance de enriquecimiento relativo de H3K4me3/H3K9me3<1l. Ademas, las
inserciones con un balance de reclutamiento relativo H3K4me3/H3K9me3>1 localizadas
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dentro de genes mas activos coinciden con aquellas que presentan una mayor expresion
del gen NEO y viceversa (Figura 33E, C). Estos resultados se encuentran en una linea similar
a un estudio realizado sobre un panel de lineas celulares humanas que ha demostrado que
los LINEs enddgenos de copia completa de la subfamilia L1Hs transcripcionalmente mas
expresados, se encuentran dentro de genes que presentan un nivel de expresién superior a
aquellos genes que albergan inserciones poco o nada expresadas [71]. Ademas, estos
autores demostraron que LINEs transcripcionalmente activos de copia completa estan
enriquecidos en H3K4me3 en la regidn flanqueante de su promotor en una de las lineas
celulares. Por tanto, seria interesante, determinar el enriquecimiento de H3K4me3 y
H3K9me3 en un mayor numero de inserciones génicas pertenecientes tanto a lineas
resistentes como a lineas sensibles, ademas de determinar los niveles de expresién de
dichos genes hospedadores para aumentar la potencia estadistica de dicha relacion.
Ademads, habria que incluir un mayor nimero de inserciones de copia completa en
distintos escenarios de actividad transcripcional para determinar cual es el
comportamiento en cada caso del genoma hospedador. Sin embargo, estos datos
preliminares junto con los datos de Philippe et al., [71] apuntan a que el estado
transcripcional del gen hospedador podria influir en las modificaciones de histonas que
finalmente son reclutadas para regular las nuevas inserciones artificiales de novo de LINE-1
las cuales tienen un efecto sobre su transcripcion.

La longitud de la insercidon es potencialmente muy determinante en términos de
reclutamiento de H3K9me3. De hecho, las inserciones con una mayor longitud son aquellas
que presentan un mayor enriquecimiento de H3K9me3 (Figura 33F). Estos resultados
concuerdan con el hecho de que las inserciones enddgenas de LINE-1 en células
embrionarias de ratdn, también presentan un mayor reclutamiento de esta modificacién a
medida que la longitud de las mismas aumenta. De hecho, las inserciones de copia
completa son las mas enriquecidas en H3K9me3 [117]. Por otro lado, las inserciones
enddgenas de la subfamilia LIPA4 y LIPA5 con una longitud superior a 5000 pares de bases
son aquellas, que presentan un enriquecimiento mayor de H3K9me3 sobre la 5’UTR en
células madre embrionarias humanas [210]. Conjuntamente, estos datos sugieren que
secuencias presentes en los elementos de copia completa serdn responsables del
reclutamiento de H3K9me3 posiblemente atrayendo la maquinaria enzimdatica encargada
de su depésito.

Se deduce de lo expuesto anteriormente que la regulacion epigenética de una nueva
insercién de LINE-1 sera el resultado probablemente de la combinacion de ambos factores
y, por tanto, del balance de fuerzas reguladoras dependientes del contexto gendmico y de
la propia secuencia de LINE-1. Por ello, es posible especular con que este balance haya sido
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seleccionado durante la evolucién para minimizar el potencial mutagénico de LINE-1 asi
como para reducir el impacto de la regulacidn de una nueva insercién de LINE-1 sobre el
genoma hospedador. De esta forma, la regulacién de una nueva insercidon de LINE-1 sera
diferente en funcién del impacto que pueda causar sobre el genoma silenciar o mantener
activa una nueva insercion. Por ejemplo, la inserciéon 1-927 se encuentra enriquecida en
H3K4me3 (Figura 54l) siendo una insercion de copia completa que, por definicién, es
retrocompetente. Sin embargo, esta insercidon no se encuentra enriquecida en H3K9me3
como se podria esperar. Esto se podria deber a que esta insercidn se encuentra en un gen
denominado RPAP2 que se expresa solo 4 veces menos que NANOG el cual es un gen
bastante expresado en células embrionarias [223]. De hecho, este gen debe ser esencial ya
gue codifica para una proteina asociada a ARN polimerasa Il que se expresa en la mayoria
de los tejidos. Este dato puede explicar que una insercion de copia completa no sea
silenciada mediante H3K9me3 y por el contrario reclute una marca asociada a actividad
transcripcional. Por tanto, es posible que el silenciamiento del retrotransposén en este
determinado contexto pudiera tener consecuencias negativas para el genoma hospedador.
En la esquina opuesta se encuentra la insercién artificial de novo de la linea sensible PA-1-
pRAM221 la cual es de copia completa y ademds se encuentra en un gen EYA2 cuyo ARNm
es casi indetectable por RT-gPCR (Ver Anexo IV). Esto explica que en este caso exista un
alto reclutamiento de H3K9me3 y H3K27me3 (Figura 31I; Figura 32I) para silenciar la
insercién, ya que el coste de silenciar la insercion dentro de un contexto ya reprimido
deber ser menor que en el caso de la insercidn endégena 1-927. Sin embargo, es posible
que el silenciamiento de la inserciéon de la linea PA-1-pRAM221 tenga un impacto sobre el
genoma en etapas posteriores aumentando el coste de su silenciamiento. Por tanto, el
nivel de expresidon de un gen en pluripotencia podria ser un factor que defina el posible
efecto de una insercidn en etapas posteriores de desarrollo o tejidos diferenciados.

En conclusion, la regulacion epigenética de una nueva insercidn de LINE-1 podria
depender tanto del contexto transcripcional donde se inserte asi como de la presencia de
secuencias concretas presentes en los elementos LINE-1 de copia completa.

Modelo de regulacion de las inserciones de novo de LINE-1

Finalmente teniendo en cuenta todos los datos generados en esta tesis sobre la
regulacion epigenética asi como los estudios publicados anteriormente, se podria
establecer el siguiente modelo para las inserciones de novo de LINE-1 de copia completa
gue potencialmente podrian tener un impacto sobre el genoma. Inserciones, que se
integran en contextos altamente activos, se mantienen activas mediante el reclutamiento
de H3K4me3 (Insercidn 1-927, Figura 54l) y probablemente mediante el reclutamiento de
acetilaciones como H3K9ac y H4ac (Figura 57, arriba izquierda). Por otro lado, las
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inserciones artificiales de lineas sensibles (PA-1-pRAM286/PA-1-pRAM221) integradas en
un contexto, por definicidn, muy represivo se silencian mediante el reclutamiento de
H3K9me3 y de H3K27me3 (Figura 31H, I; Figura 32H, 1) (Figura 57, abajo derecha). Ambos
tipos de inserciones representan las dos clases extremas facilmente identificables.

Contexto Activo Contexto Represivo

()(ac) (o))
Insercion

Activa l[ I l l

B &

Insercién
Silenciada

Figura 57: Modelo de regulacion de la inserciones de novo de LINE-1. Detalles en el texto. Los
signos de interrogacion al lado de cada marca significan que se desconoce si la modificacion en
cuestion aparece sobre inserciones de copia completa. Arriba izquierda) Se desconoce si las
acetilaciones estudiadas estdn enriquecidas sobre el promotor de inserciones activas enddgenas de
copia completa. Arriba derecha y abajo izquierda) Datos provenientes de inserciones artificiales de
lineas resistentes truncadas en 5’. Se desconoce la presencia de estas dos marcas de forma
combinada sobre el promotor de una insercion de copia completa en los contextos representados
salvo la insercion de la linea sensible PA-1-pRAM286. Abajo derecha) Modificaciones enriquecidas
sobre inserciones artificiales de copia completa. Se desconoce su presencia combinada sobre el
promotor de inserciones enddgenas de copia completa. Las abreviaciones usadas son las siguientes:
K4, H3K4me3; AC, H3K9ac y H4ac; K9, H3K9me3 y K27, H3K27me3.

Por otro lado, se podrian establecer dos categorias intermedias de inserciones. En
primer lugar, se podria hablar de inserciones activas en un contexto represivo (Figura 57,
arriba derecha) y, en segundo lugar, se podria hablar de inserciones silenciadas en un
contexto activo (Figura 57, abajo izquierda). Los datos provenientes del analisis de las
inserciones artificiales de lineas resistentes sugieren que en ambas clases o categorias las
inserciones podrian estar enriquecidas en H3K4me3 y H3K9me3. De hecho, existen
inserciones (H9-pRAM4 y PA-1-pRAM26) que presentan un mayor enriquecimiento relativo
de H3K9me3 respecto a H3K4me3 (Figura 33D) y su nivel de expresion del gen NEO es
inferior al de las inserciones de las lineas resistentes con un mayor enriquecimiento
relativo de H3K4me3 respecto a H3K9me3 (Figura 33C, D). Por tanto, estas inserciones se
pueden considerar inserciones silenciadas en un contexto activo ya que se trata de lineas
resistentes (Figura 57, abajo izquierda). En el lado contrario, también existe una insercidn
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(H9-pRAM3) que presenta un mayor enriquecimiento relativo de H3K4me3 respecto a
H3K9me3 (Figura 33D) y su expresion del gen NEO es superior a la de las inserciones de
lineas resistentes con un enriquecimiento relativo de H3K9me3 superior respecto a
H3K4me3 (Figura 33C, D). Ademads, esta insercidon se encuentra en un contexto mas
represivo que las inserciones mas activas de lineas resistentes (Figura 33E). Por tanto, esta
insercién podria ser una insercidén activa en un contexto represivo (Figura 57, arriba
derecha).

Cabe destacar que estos datos de las clases intermedias provienen fundamentalmente
de inserciones artificiales truncadas en 5’, mientras que los datos de las dos clases
extremas provienen de inserciones enddgenas vy artificiales de copia completa. Ademas,
cabe recordar que el enriquecimiento de H3K4me3 en las inserciones artificiales estaba
mediado por las secuencias exégenas. Por tanto, se desconoce si las inserciones de las
clases intermedias podrian ser encontradas de forma enddgena en el genoma. De hecho,
de las 3 inserciones endégenas analizadas ninguna presenta el doble enriquecimiento
H3K4me3 y H3K9me3. Sin embargo, la insercidon de la linea sensible PA-1-pRAM286
presentaba un enriquecimiento significativo pero minimo de H3K4me3 (Figura 28H) junto
con un enriquecimiento alto de H3K9me3 (Figura 31H), lo cual indica que inserciones de
copia completa pertenecientes a las categorias intermedias quizas podrian existir. Por ello,
como se mencionaba anteriormente, seria de gran ayuda poder analizar un gran niumero
de inserciones enddgenas de copia completa en distintos contextos transcripcionales para
completar este modelo de una forma mas fehaciente.

5.3. Cambios en el enriquecimiento de modificaciones de histonas en la

cromatina adyacente.

Hasta la fecha, se conocen distintos mecanismos a través de los cuales los elementos
LINE-1 pueden tener un efecto sobre el genoma hospedador. La mayoria de las
enfermedades asociadas a la actividad de LINE-1 se han producido debido a la integracion
de una nueva copia en un exdn, a la alteracién del proceso de splicing o a la generacién de
deleciones, lo cual conlleva en todos los casos a una alteracion de la funcion del gen. Como
se puede deducir, todos estos mecanismos son efectos directos sobre la secuencia del ADN
en el lugar de insercién. Sin embargo, se sabe poco acerca del efecto que puede tener una
nueva insercidn de LINE-1 mediante la alteracidon de la epigenética local del sitio de
insercion. A raiz de las observaciones del Dr. José Luis Garcia Pérez sobre el silenciamiento
epigenético de las nuevas inserciones de novo de LINE-1 mediante desacetilacion de
histonas, se planted si este silenciamiento podria tener un impacto sobre el contexto
epigenético que rodea a una nueva insercidon. De ser asi, seria posible que una nueva
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insercién de LINE-1 generara una enfermedad o un desorden mediante un efecto
epimutdgeno sin alterar directamente la secuencia del ADN

Ausencia de cambios de H3K4me3 y H3K27me3 en el genoma adyacente

Una vez realizado el analisis del panel de 10 lineas clonales con 5 modificaciones de
histonas, se analizo si las inserciones enriquecidas en estas modificaciones podian generar
cambios en el genoma adyacente. Los cambios de enriquecimiento de H3K4me3 en el
genoma adyacente producidos por las inserciones artificiales de novo de LINE-1 (Figura
34B, E; Figura 35B, E) son producto, muy probablemente, de la presencia de secuencias
exogenas asociadas a la insercidn. La disminucidn del enriquecimiento de H3K4me3 hasta
niveles residuales en los subclones flipeados sugeria que los cambios en el genoma
adyacente podrian desparecer también (Figura 48B-D). De hecho, los cambios de H3K4me3
detectados en las lineas PA-1-pRAM6 y PA-1-pRAMS (Figura 35B, E) desaparecen en el
genoma adyacente de los subclones flipeados procedentes de ambas lineas (datos no
mostrados). Por otro lado, no se detectaron cambios en el genoma adyacente a la
inserciéon enddgena 1-927 (Figura 56B), la cual presentaba un enriquecimiento medio de
H3K4me3 sobre su promotor. Por tanto, conjuntamente, estas evidencias sugieren que las
inserciones de novo de LINE-1 no generan cambios de enriquecimiento de H3K4me3 sobre
el genoma adyacente. La ausencia de cambios en el enriquecimiento de H3K4me3 en la
cromatina adyacente podria tener que ver con la propia naturaleza de esta modificacion.
De hecho, esta modificacion suele concentrarse en torno al sitio de inicio de Ia
transcripcién sobre el promotor de los genes [137], [151]. Ademads los dominios de
H3K4me3 en general son de una menor extension que los dominios de otras
modificaciones como puede ser H3K27me3 [134], [160]. Asimismo, en general, estd
aceptado que a medida que se produce el proceso de diferenciacién celular se produce
una expansion de los dominios de marcas represivas tales como H3K9me3 y H3K27me3
[162], [163], [165], no estando documentado la expansién de H3K4me3 segun lo
encontrado en la literatura. En conclusidén, estos datos sugieren que la ausencia de
cambios de H3K4me3 en el genoma adyacente se encuentra dentro de lo esperable.

Sorprendentemente, no se detectaron cambios en el enriquecimiento de H3K27me3
en el genoma adyacente en aquellas lineas clonales con inserciones que presentan un
elevado enriquecimiento de esta marca (Figura 41A, C). Las inserciones analizadas que
presentaban un elevado enriquecimiento de H3K27me3 (Figura 32H, 1) se corresponden
con aquellas que estaban altamente enriquecidas en H3K9me3 (Figura 31H, I) y las cuales
generaron los cambios de H3K9me3 en el genoma adyacente (PA-1-pRAM286 y PA-1-
pRAM221) (Figura 38B, E). Es posible que un contexto de represién donde estan presentes
ambas modificaciones sea mas favorable para la expansién de los cambios de H3K9me3.
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Ademads, la ausencia de cambios de H3K27me3 también se puede deber al patrén de
distribucién de H3K27me3 sobre la insercion de LINE-1. Como se ha mencionado
anteriormente, el cultivo de células embrionarias de ratdn en medio 2i+Vit C conlleva que
los elementos LINE-1 del genoma de ratdn sean reactivados transcripcionalmente debido a
una desmetilacién global. Estos son silenciados mediante el enriquecimiento asimétrico de
H3K9me3 y H3K27me3 localizdndose ésta ultima hacia el extremo 3’ de la insercién
restringiendo su enriquecimiento a la secuencia del retroelemento. Al contrario que
H3K9me3, que estd mds localizada hacia el extremo 5’ y se adentra ligeramente en el
genoma adyacente [198]. Por tanto, la ausencia de cambios de H3K27me3 en el genoma
de adyacente también se podria explicar desde esta perspectiva. Contrariamente a lo que
ocurre con H3K4me3, se esperaria que hubieran cambios en el enriquecimiento de
H3K27me3 en el genoma adyacente ya que, en general, su distribucién en otras regiones
del genoma se asocia con grandes dominios de varias kilobases de media [160], [163],
[164]. Ademas, estd documentado la expansion de estos dominios de H3K27me3 durante
el proceso de diferenciacién celular [162], [163], [165]. Asimismo, la enzima responsable
de esta modificacién PRC2 también presenta este tipo de distribucidon ocupando dominios
de varias kilobases [192]. Por tanto, el comportamiento de esta modificacién sobre los
elementos LINE-1 puede ser diferente al mostrado en otras regiones del genoma
explicandose asi la ausencia de cambios en el genoma adyacente.

Cambios de H3K9me3 en el genoma adyacente

De todas las inserciones analizadas que se encontraban enriquecidas en H3K9me3,
2/8 inserciones artificiales generaron cambios en el estatus de H3K9me3 en la cromatina
adyacente (Figura 38B, E). Cabe destacar que estas 2 inserciones pertenecen a dos lineas
sensibles (PA-1-pRAM286 y PA-1-pRAM221) las cuales se encuentran altamente
enriquecidas en H3K9me3 y H3K27me3 (Figura 31H, I; Figura32H, 1). Ademas, estos
cambios se producen Unicamente en lineas sensibles probablemente porque son
dependientes del contexto transcripcional, de la longitud de las inserciones y del
enriquecimiento conjunto de marcas de represion (H3K9me3/H3K27me3). En primer lugar,
las inserciones de lineas sensibles son las Unicas de copia completa de todo el panel de
inserciones analizadas. En segundo lugar, estas inserciones se encuentran en un contexto
represivo por definicidn ya que pertenecen a lineas sensibles. En efecto, la insercion de la
linea PA-1-pRAM221 se encuentra integrada en el gen EYA2 cuyo ARNm era casi
indetectable por RT-gPCR (Ver Anexo IV). Por ultimo, el doble marcaje
H3K9me3/H3K27me3 puede favorecer la generacidn de estos cambios en contraposicién al
doble marcaje H3K4me3/H3K9me3 encontrado en inserciones de lineas resistentes
incapaces de generar cambios de H3K9me3 con enriquecimientos igualmente elevados
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(Tabla 9). Asimismo, existen evidencias de que, efectivamente, estos cambios son
inducidos por la propia insercion de LINE-1. En primer lugar, se descarta que los cambios se
deban a la naturaleza clonal de la linea analizada segin demuestran los experimentos de
estabilidad epigenética de las lineas clonales de PA-1 (Figura 42F, H). En segundo lugar, los
experimentos en los subclones flipeados demostraron que la modificacién se mantenia
sobre la insercidn después de la eliminacion de las secuencias exdgenas (Figura 48E, F, H).
Estos datos sugieren que probablemente estos cambios en el estatus de H3K9me3 en el
genoma adyacente sean dependientes de la insercién. Por tanto, las inserciones de novo
de LINE-1 son capaces de expandir la modificacion H3K9me3 depositada sobre la misma
hacia el genoma adyacente.

En cuanto a la distancia que pueden alcanzar estos cambios, es de destacar que en las
lineas sensibles pueden alcanzar, de media, las 1427 pares de bases aguas abajo de la
insercion. Por otro lado, los cambios aguas arriba generados en el estatus de H3K9me3
llegan hasta las 1100 pares de bases. Tanto la distancia aguas arriba como aguas abajo
hasta donde llegan los cambios de enriquecimiento de H3K9me3, son similares a los
cambios generados por una insercidn polimoérfica del retrovirus endégeno IAP en un linea
de células embrionarias de ratén (1-2,5kb) [236]. Ademas, esta distancia concuerda con los
enriquecimientos de H3K9me3 encontrados en las regiones flanqueantes de ciertos
retrovirus endégenos de clase | y clase Il en células embrionarias de ratén (1kb) a los que
se le atribuye dichos enriquecimientos [185]. De esta forma, se observa como los cambios
generados por la insercién de novo de LINE-1 genera cambios a una distancia similar a los
cambios observados para otros elementos madviles presentes en el genoma de ratoén.

Por otro lado, las inserciones enddgenas enriquecidas en H3K9me3 no generaron
cambios en la composicion de esta modificacion en la cromatina adyacente (Figura 558, D).
Sin embargo, esto se puede deber probablemente a la localizacion gendmica de las
inserciones. En el caso de la insercidn 4-144 sélo se pudo analizar la regién aguas abajo de
la insercion donde el primer punto en el genoma se encuentra a 6475 pares de bases
desde el punto 0. Esto se debe a que la insercidn se encuentra dentro de un elemento
LINE-1 enddgeno lo cual impidié el disefio de oligonucledtidos aguas arriba de la misma.
Por otro lado, en el caso de la insercién X-810 su localizacién hace imposible la
determinacién de estos cambios pues se trata de una regién muy enriquecida en H3K9me3
tanto aguas abajo como aguas arriba de la inserciéon. Esto es un caso similar al de la linea
sensible PA-1-pRAM272 cuya insercidn se encuentra en la region pericentromérica donde
elevados enriquecimientos de H3K9me3 impiden detectar los posibles cambios generados
en el genoma adyacente por la insercidon (Figura 40B). Ademas, ambas inserciones
presentaban un nivel de enriquecimiento medio/bajo (4-144) y bajo (X-810) de H3K9me3
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(Figura 54A, B) lo cual, por lo ya mostrado para inserciones artificiales, parece que no es
compatible con la generacién de cambios. Por tanto, la localizacién y el nivel
enriquecimiento de H3K9me3 podrian ser la causa para que no se hayan podido detectar
los cambios de enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma adyacente alrededor de estas
dos inserciones enddgenas.

Estos cambios podrian tener una serie de consecuencias en funcidn de la localizacién
de las nuevas inserciones de LINE-1. De hecho, podrian alterar elementos reguladores
como pueden ser promotores y enhancers lo cual podria tener un impacto funcional sobre
la expresién del gen controlado por dicho elemento. La teoria de la capacidad de los
elementos maviles para generar cambios en el genoma adyacente ha estado presente en
el campo de la epigenética y de los elementos méviles desde hace tiempo. De hecho,
existen varios estudios en el campo de los retrovirus endégenos donde se asocian los
cambios en la expresion de genes adyacentes a los cambios epigenéticos que tienen lugar
sobre un retrovirus endégeno cercano. En células embrionarias de ratdn, la eliminacion de
elementos relacionados con la represién de retrovirus endégenos tales como la lisina
desmetilasa KDM1a, una lisina metil transferasa SETDB1, el represor KAP1 o co-represores
de la familia de las proteinas KRAB-ZFP da lugar a la activacion de genes vecinos de
retrovirus enddgenos. Dicha activacion esta asociada con la ganancia de marcas asociadas
a actividad transcripcional (H3K4me3, H3K27ac, H3K4me3, H3ac) y la pérdida de marcas
asociadas a represién transcripcional (H3K9me3 y H3K9me2) sobre el retrovirus endégeno
cercano. En estos casos, el retrovirus endégeno funciona bien como promotor ya que los
transcritos son quiméricos y llevan una parte de la secuencia del retrovirus enddgeno
[185], [208], [237] o bien funcionan como enhancers ya que la ganancia de marcas propias
de enhancers correlaciona con un aumento de la expresién de dichos genes vecinos [209].
Por tanto, estos estudios muestran que existe una relacion de dependencia entre la
expresion génica y la regulacion epigenética de retrovirus enddégenos cercanos. Por otro
lado, en células embrionarias de ratdn los enriquecimientos de H3K9me3 localizados entre
1y 2kb alrededor de un retrovirus enddgeno clase | y clase |l se atribuyen a la presencia de
dicho retrovirus enddgeno [141], [185]. En ninguno de los casos sefialados, se puede
hablar de epimutaciones ademas de que todos estos estudios se basan en copias de
retrovirus enddgenos ya existentes en el genoma murino. Sin embargo, existe un estudio
en células embrionarias de ratén que muestra que una insercidn polimérfica del retrovirus
endogeno IAP genera cambios de H3K9me3 en la cromatina adyacente. Estos cambios
alcanzan al gen BGALTL3 situado a 300 pares de bases del mismo provocando una
disminuciéon de su expresidn [236]. Tan solo este ultimo estudio demuestra que un
elemento mdvil murino después de insertarse puede alterar la cromatina adyacente
afectando la expresion de un gen cercano. Por tanto, esta tesis es el primer estudio donde
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se observan cambios en la composicidn de modificaciones de histonas en la cromatina
adyacente debido a la integracion de una inserciéon de novo de un retrotransposén activo
en el genoma humano a tiempo real.

Aunqgue se ha demostrado que el enriquecimiento de H3K9me3 sobre el elemento
LINE-1 puede expandirse hacia el genoma adyacente, no se ha podido mostrar cémo estos
cambios pueden afectar a la expresidon génica. En primer lugar, estos cambios podrian
afectar en cis a elementos reguladores tales como promotores y enhancers. Sin embargo,
la ausencia de elementos reguladores cercanos a las inserciones que generan los cambios
(<1-1,5kb) impide validar esta hipdtesis. En segundo lugar, estos cambios podrian afectar
en trans a alguna regién del genoma que contuviera un elemento regulador, que debido a
la estructura 3D de la cromatina pudiera estar en contacto con la regién donde se han
generado los cambios de H3K9me3, generandose en él un cambio que tuviera un efecto
sobre la expresién génica. Por ello, actualmente se esta llevando a cabo un ARN-seq para
determinar si existen cambios de expresion de genes en trans. De ser asi, se intentaria
analizar por ChlIP-seq los cambios existentes en las zonas candidatas y se intentaria
determinar la relacidn fisica entre dichas regiones del genoma utilizando la técnica 4C. Por
ultimo, se podria especular con que el silenciamiento de una insercidon génica de novo de
LINE-1 y la expansién de dicho silenciamiento podria afectar a la expresidn génica
mediante la inclusidn de un dominio de H3K9me3 dentro del marco abierto de lectura del
gen. Este dominio de H3K9me3 podria ralentizar el paso de la polimerasa Il durante la
transcripciéon del gen debido a una mayor compactacién de la cromatina.
Desafortunadamente, esta hipodtesis, no puede ser testada en la Unica insercién génica que
induce cambios de H3K9me3 de la linea sensible PA-1-pRAM?221 ya que el gen hospedador
(EYA2) se expresa a un nivel casi indetectable. No obstante, quizds esta hipdtesis se podria
validar después de diferenciar esta linea clonal en caso de que este gen se expresara a un
nivel considerable en estado diferenciado. Ademds, como parte de otra tesis doctoral del
laboratorio, se midio la expresion del gen receptor de la insercidn de la linea PA-1-pRAMS8
antes y después de la integracion. De esta forma, se demostrd que la expresion disminuia
después de que se produjera la insercion de LINE-1. Esta insercién presenta un elevado
enriquecimiento de H3K9me3. Por tanto, se podria atribuir la bajada de la expresién a la
existencia de un dominio de H3K9me3 que podria ralentizar el paso de la Pol Il. De igual
forma, no se puede descartar que los cambios generados se deban a un efecto sobre el
splicing o maduracién de este gen.

Segun los datos provenientes de los experimentos de diferenciacion en ambas lineas
clonales, parece que los cambios de H3K9me3 generados en el genoma adyacente se
podrian mantener a lo largo del proceso de diferenciacién (Figura 50C, G). Este dato,
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aunque preliminar, dota al proyecto de una importancia adicional ya que inserciones
generadas durante el desarrollo embrionario temprano podrian tener un impacto
funcional en etapas posteriores del desarrollo. De hecho, inserciones de novo de LINE-1
integradas cerca de elementos reguladores requeridos durante el proceso de
diferenciacidn podrian afectar este proceso alterando epigenéticamente dichos elementos.
Por tanto, una insercién de novo de LINE-1 que ocurriera durante el desarrollo embrionario
temprano podria tener un efecto sobre el fenotipo de una célula totalmente diferenciada.
Por ello, estos experimentos de diferenciacion confieren una nueva perspectiva al
proyecto, ya que expanden la ventana temporal durante la cual una insercién de novo de
LINE-1 podria alterar la epigenética de elementos reguladores vecinos. De hecho,
inserciones de novo de LINE-1 que se pudieran considerar neutras en las etapas tempranas
del desarrollo embrionario temprano podrian ser deletéreas en etapas mas tardias cuando
se produce la especificacion de linaje celular.

Finalmente, después de analizar los resultados obtenidos sobre los cambios
epigenéticos en el genoma adyacente se propone el siguiente modelo. Durante el
desarrollo embrionario temprano, una insercién de novo de LINE-1 podria silenciar un
promotor o un enhancer activo cercano especifico de células pluripotentes (<1,5Kb)
mediante la generacién de cambios de enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma
adyacente. De esta forma, la expresion del gen controlado por dicho promotor o enhancer
se veria afectada durante las primeras etapas del desarrollo embrionario (Figura 58A). Del
mismo modo, debido al posible mantenimiento de los cambios de H3K9me3 durante el
proceso de diferenciaciéon celular, una nueva insercion de LINE-1 podria silenciar un
promotor o enhancer cercano especifico de células diferenciadas evitando o dificultando
asi su activacion. De esta forma, se evitaria o se afectaria la activacion del gen controlado
por dicho promotor o enhancer en el momento en el que fuera requerido durante el
proceso de diferenciacion celular o en un tejido diferenciado (Figura 58B).

En resumen, las inserciones de novo de LINE-1 son epigenéticamente silenciadas
mediante H3K9me3 y probablemente H3K27me3 después de su integracién en un genoma
pluripotente. Ademas, las inserciones artificiales de novo pueden generar cambios en el
enriquecimiento de H3K9me3 en el genoma adyacente alcanzando una longitud entre 1-
1,5kb de distancia. Este proceso parece ser dependiente de la longitud de la insercién asi
como de la existencia de un contexto transcripcional muy represivo. Asimismo, estos
cambios son generados en un contexto de pluripotencia que es semejante al desarrollo
embrionario temprano periodo en el cual se acumulan la mayoria de las nuevas inserciones
de LINE-1 [77], [78]. Por tanto, estos cambios epigenéticos podrian afectar a elementos
reguladores de genes importantes durante esta fase temprana desarrollo embrionario.
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Ademads, estos cambios podrian tener un impacto funcional sobre genes requeridos
durante fases mas tardias del desarrollo embrionario y alterar la diferenciacién celular, ya
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Figura 58: Modelo del efecto de los cambios epigenéticos generados por las inserciones de novo

de LINE-1. A) Una nueva insercion de LINE-1 generada durante el desarrollo embrionario temprano
mediante la expansion de H3K9me3 podria silenciar un promotor o enhancer activo cercano
afectando la expresion del gen controlado por este promotor o enhancer. B) Una nueva insercion de
LINE-1 que se produce en etapas tempranas del desarrollo produce cambios de enriquecimiento de
H3K9me3 que posiblemente se mantengan a lo largo del proceso de diferenciacion. De esta forma,
podria afectar la expresion génica en etapas posteriores del proceso de desarrollo silenciando y
evitando la activacion de un promotor o enhancer especifico de células diferenciadas. Las marcas
rojas representan H3K9me3 y las marcas verdes representan modificaciones de actividad propias de
promotores y enhancers activos. Las abreviaturas utilizadas son las siguientes: PRO, Promotor; ENH,
Enhancer.

que, en principio, estos cambios parecen mantenerse a lo largo del proceso de
diferenciacidn. Contrariamente a lo que se podia pensar, una nueva insercién endégena de
LINE-1 después de su integracion puede reclutar modificaciones de actividad como
H3K4me3. Esto constituye un indicio de que dicha insercién podria ser transcrita de tal
forma que pudiera iniciar un nuevo ciclo de retrotransposicion. Estos resultados se pueden
interpretar desde la perspectiva evolutiva de LINE-1 en la poblacién humana. Segun los
datos de esta tesis, la mayoria de las inserciones de LINE-1 son silenciadas mediante
H3K9me3 y en determinados contextos transcripcionales se producen cambios de
H3K9me3 en el genoma adyacente seguramente como mecanismo para reforzar el
silenciamiento de la insercién de novo de LINE-1. Este mecanismo que implica cambios en
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el genoma adyacente puede ser permitido en determinados contextos gendmicos donde el
efecto y el coste del silenciamiento sobre el genoma hospedador probablemente sea
minimo. Esto es lo que ocurre con las inserciones de las lineas sensibles donde el contexto
era altamente represivo. De esta forma, el retroelemento es silenciado pero estos cambios
seguramente no tengan un impacto sobre el genoma hospedador manteniéndose el fitness
del individuo. De este modo, esta nueva insercién puede ser transmitida a la nueva
generacién y puede ser fijada en la poblacidn. Por otro lado, en algunas ocasiones la
localizaciéon de la insercion provoca que el coste asociado al silenciamiento y la generacién
de cambios en el genoma adyacente pueda ser mayor. De este modo, determinados
contextos gendmicos pueden favorecer que la insercién permanezca activa en lugar de ser
silenciada como ocurre con la insercidon 1-927 que acumula H3K4me3 sobre su promotor.
En este caso, se asume el coste de que pueda volver a retrotransponerse a cambio de que
el impacto sobre la viabilidad del individuo sea minimo. Por tanto, bien siendo silenciada
en un contexto donde el impacto sea minimo para el genoma o bien permaneciendo
activa, la insercidn se asegura su transmisidon a la siguiente generaciéon ya que no se
produce efecto sobre el fitness del individuo. En resumen, inserciones con un bajo impacto
epigenético serian aquellas que podrian transmitirse a la siguiente generacién y podrian
finalmente fijarse en la poblacién aumentando el n? de copias de LINE-1 en el genoma
humano. Finalmente, los resultados obtenidos pueden explicar parcialmente como las
nuevas inserciones de LINE-1 pueden transmitirse a través de las generaciones.
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6.

Conclusiones

El microprocesador regula negativamente la retrotransposicion de LINE-1 a través de la
interaccion con la regién 5’ no traducida del ARNm de LINE-1.

Las inserciones artificiales de novo de LINE-1 acumulan modificaciones de histonas
asociadas con represion transcripcional, fundamentalmente H3K9me3 y probablemente
H3K27me3. Ademds, la inserciones enddgenas de novo de LINE-1 estan enriquecidas en
H3K9me3.

Las inserciones enddgenas de novo de LINE-1 después de su integracion, pueden
reclutar modificaciones ligadas a actividad transcripcional como H3K4me3 lo cual
sugiere que estarian predispuestas para un nuevo ciclo de retrotransposicidn en un
genoma pluripotente.

La regulacidén epigenética de las inserciones de novo de LINE-1 podria depender de la
longitud de la insercién y también del contexto transcripcional donde se han integrado.

Las inserciones artificiales de novo de LINE-1 producen cambios en el enriquecimiento
de H3K9me3 en la cromatina adyacente expandiendo el enriquecimiento que existe
sobre la propia insercién. Estos cambios pueden expandirse una distancia de 1-1,5 kb
desde el sitio aguas arriba y aguas abajo desde el sitio de insercidn. Estos cambios son
generados por inserciones de copia completa y en un contexto de represion
transcripcional.

Los cambios epigenéticos inducidos por las inserciones de novo de LINE-1 en un genoma
pluripotente podrian mantenerse durante la diferenciacién celular, lo cual implicaria
que inserciones de novo de LINE-1 producidas durante el desarrollo embrionario
temprano podrian tener un impacto funcional en etapas posteriores o incluso en células
diferenciadas.
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9. Anexo V: Articulo
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